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KÜRE FORMUNDA KRĠYOJEL DOKU ĠSKELELERĠNĠN ÜRETĠMĠ VE 

KARAKTERĠZASYONU 

 

Didem DEMĠR 

 

 

ÖZ 

 

 Bu tez çalıĢmasının amacı, enjekte edilebilir küre formunda kitosan kriyojel doku 

iskelelerinin üretilmesi ve karakterizasyonudur. ÇalıĢmanın ilk kısmında, farklı polimer 

kompozisyonlarındaki gözenekli kitosan mikroküreler, emülsiyon yağda su (Su/Yağ) fazı 

kimyasal çapraz bağlama ve kriyojelasyon tekniği bir arada kullanılarak üretilmiĢtir. 

ÇalıĢmada, kitosanın %6'lık asetik asit çözücüsü ile farklı oranlarda hazırlanan 

karıĢımlarından üretilen mikroküre kriyojellerde, çapraz bağlayıcı olarak gluteraldehit 

kullanılmıĢtır. %0.5, 1 ve 2 (w/v) kitosan konsantrasyonlarında hazırlanan polimer 

çözeltileri için viskozite değerleri sırasıyla 102.230, 234.513 ve 685.867 Pa.s olarak 

belirlenmiĢtir. 75:20:5 oranında petrol eteri:ayçiçeği yağı:Span 80'den oluĢan yağ fazı 

içerisinde emülsiyon oluĢturarak üretilmiĢ olan mikrokürelerin, %1, 3 ve 6 (v/v) 

gluteraldehit konsantrasyonlarında, -10, -16 ve -24 °C kriyojelasyon sıcaklıklarında, 500, 

1000, 1500 rpm dağıtma ortamı karıĢtırma hızlarında, kriyojenik koĢullarda çapraz 

bağlanmasıyla küre formunda kriyojel mikroküre üretimi tamamlanmıĢtır. Kriyojel 

mikrokürelerin gözeneklilikleri, gözeneklerin birbirleriyle olan bağlantısı, ortalama küre 

çapları ve yüzey  morfolojisi taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmiĢtir. Farklı 

iĢlem değiĢkenlerinde üretilen mikrokürelerin ortalama gözenek çapı 197.72 ± 14.82 ile 

581.80 ± 47.76 µm aralığında değiĢmektedir. Mikrokürelerin kimyasal yapısı FT-IR ile 

araĢtırılmıĢ, denge ĢiĢme oranları ve yüzey yükleri  analiz edilmiĢ, çapraz bağlanma 

dereceleri belirlenmiĢtir. Küre formunda üretilen kitosan kriyojel mikrokürelerin çapraz 

bağlanma dereceleri %38.32 - 72.45 aralığında değiĢmiĢtir. Çapraz bağlanma derecesi 

artıkça yüzey yüklerinde azalma görülmüĢtür. -10°C kriyojelasyon sıcaklığında üretilen ve 

%72.20 olarak en yüksek ĢiĢme oranına sahip mikrokürelerin hızlı bir Ģekilde 

degredasyonunun baĢladığı görülmüĢtür. Kitosan ve  gluteraldehit çözeltilerinin optimum 

üretim konsantrasyonlarının, sırası ile %1 (w/v) ve %3 (v/v) olduğu belirlenmiĢtir. Bu 

iĢlem değiĢkenlerinde üretilen mikroküreler enjekte edilmeye uygundur. 

 

Anahtar Kelimeler: Doku Mühendisliği, Mikroküreler, Kriyojelasyon, Kitosan, 

Gluteraldehit 

 

DanıĢman: Yrd. Doç. Dr. Nimet KARAGÜLLE, Kimya Mühendisliği Bölümü, Mersin 

Üniversitesi 
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CRYOGEL SCAFFOLDS IN 

THE FORM OF SPHERES 

 

Didem DEMĠR 

 

 

ABSTRACT 
 

The purpose of this study, produce and characterize an injectable chitosan cryogel 

tissue scaffold that in the form of spheres. In the first part of the study, different polymer 

compositions of chitosan microspheres  are manufactured using a combination of water in 

oil emulsion (w/o) phase and cryogelation with chemical crosslinking by glutaraldehyde as 

a crosslinker. 0.5, 1, 2 (w/v, %) concentrations of chitosan solutions have different 

viscosity values 102.230, 234.513 and 685.867 Pa.s, respectively. Microsphers were 

formed in the oil phase which consist of petroleum ether:sunflower oil:Span 80 in the rate 

of 75:20:5 and the stirring speed of  500, 1000, 1500 rpm. Produced microspheres are 

crosslinked 1, 3 and 6 (v/v, %) glutaraldehyde concentrations at -10, -16 and -24°C 

temperatures in cryogenic conditions. Interconnected porosity, pore diameters, avarage 

sphere diameter and surface morphology of chitosan cryogel microspheres were examined 

by scanning electron microscopy (SEM). Produced in the different process variables, 

average pore diameter of the microspheres are in the range with 197.72 ± 14.82 and  

581.80 ± 47.76 μm. The chemical structure of the microspheres were examined by FT-IR. 

Also, the equilibrium swelling ratio, degree of crosslinking have been determined. The 

degree of crosslinking values of chitosan cryogel microspheres are changed in the range of 

38.32 and 72.45%. Microspheres which are produced at the temperature of -10°C have the 

highest swelling ratio (72.20%) that that causes the starting of degradation, rapidly. 

Optimum production parameters of chitosan and glutaraldehyde concentrations are, 1 (w/v, 

%) and 3 (v/v, %), respectively. The microspheres produced by this process variables is 

suitable for injection. 

 

Key Words: Tissue Engineering, Microspheres, Cryrogelation, Chitosan, Glutaraldehyde 
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SĠMGELER ve KISALTMALAR 

 

(NHN amin)ilk: Çapraz bağlanmamıĢ mikrokürelerde serbest NH2 miktarı (mol) 

(NHN amin)son: Çapraz bağlanmıĢ mikrokürelerde kalan serbest NH2 miktarı (mol)  

[η]: Ġntrinsic viskozite  

µrel: Bağıl viskozite  

C: Konsantrasyon (mol/litre) 

ECM: Extracellular matris 

FT-IR: Fourier DönüĢümlü Ġnfrared Spektrometre 

GAG:  Glikozaminoglikan 

K ve α:  Polimer ve solvente bağlı olan sabitler 

md: Kuru ağırlık (gram) 

MHS: Mark - Houwink - Sakurada 

Mv: Ortalama molekül ağırlığı (gram/mol) 

mw: Islak ağırlık (gram) 

NHN: Ninhidrin 

PEC: Poli elektrolit 

PGA: Poli(glikolik asit)  

PLA:  Poli(laktik asit) 

PLGA:  Poli(laktik-ko-glikolik asit) 

PVA: Poli(vinil alkol) 

S/Y: Suda yağ 

SEM: Taramalı elektron mikroskobu 

Span 80: Sorbitan monooleate 

t: AkıĢ süresi (saniye) 

UV: Ultraviolet 

v: Hacim (mililitre) 

w: Ağırlık (gram) 

Y/S/Y: Yağda suda yağ 

Y/S: Yağda su 

μsp: Spesifik viskozite 
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1. GĠRĠġ 

Günümüzde her gün her yaĢtan yüzlerce insan kaza veya çeĢitli felaketler 

sonucunda organ ya da doku kaybı nedeniyle tedavi olmaktadır. Doku mühendisliği tüm bu 

tedavilere yönelik olarak iyileĢtirme ve hayat kalitesini yükseltmek amacıyla doku ve 

organ fonksiyonlarını arttırmak ve yeniden sağlamak konusunda devrim yaratmayı 

amaçlayan bir bilim dalıdır. Tedavi amaçlı uygulanabilirliğinin yanı sıra geliĢtirilen organ 

ya da dokunun teĢhis amaçlı kullanım sahası da bulunmaktadır.  

Doku mühendisliği yaklaĢımı mühendislik, tıp ve biyoloji prensiplerini kullanarak 

hücrelerin, doku iskelelerinin ve büyüme faktörlerinin tek baĢına veya birlikte kullanımıyla 

doku onarımını ya da yenilenmesini sağlamaktır. Doku iskelesi, hücrelerin organize olarak 

iĢlevsel bir dokuya dönüĢebilmelerinde gerekli desteği sağlayan biyomateryallerdir. 

Hastanın tedavisi yanında yaĢam kalitesini artırmak, kullanılan ilaç dozunu 

azaltmak, dozlama aralığını uzatmak, hastayı yan ve zararlı etkilerden arındırmak ve ilacı 

hedef bölgeye göndermekle mümkündür. Bu doğrultuda en iyi yanıt veren taĢıyıcı sistem, 

vücudun istenilen doku, hücre ya da organına gönderilebilme olanağı sağlayan ve enjekte 

edilebilen kontrollü salım sistemleridir. 

Son yıllarda biyomedikal uygulamalarda amacına yönelik olarak gerçekleĢtirilen 

çalıĢmalarda, doku iskelelerinin ve taĢıyıcı sistemlerin üretim teknikleri konusunda yoğun 

araĢtırmalar yapılmakta ve hazırlanan bu biyomateryallerin hasarlı ya da hasta bölgeye 

yerleĢtirilmesi (implantasyonu) sürecinin en az cerrahi operasyonla sağlanabilirliği 

amaçlanmaktadır. Bu hedef doğrultusunda atılan en büyük adım Ģüphesiz ki enjekte 

edilebilen doku iskelelerinin ve kontrollü ilaç salım sistemlerinin üretimi ve 

geliĢtirilmesidir. 

Enjekte edilebilen doku iskeleleri ve kontrollü ilaç salım sistemleri birbiri ile 

bağlantılı, kontrol edilebilir gözenek yapısı ile yüksek gözeneklilik oranına sahip olmalıdır. 

Ġdeal bir doku iskelesinin yüzey özellikleri hücre yapıĢması ve çoğalması için elveriĢli 

olmalı, biyobozunur, biyouyumlu, mekanik özellikler açısından konak dokuya benzer 

olmalıdır. Aynı Ģekilde ilaç salım sistemleri için de, ilaç salım hızı, ilaç yükleme kapasitesi 

kontrol edilebilmelidir. Bu özelliklerin sağlanması, seçilen materyalin üretim yöntemine ve 

kullanılan malzemeye bağlıdır. 
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Doku iskeleleri doğal materyaller (kollajen, kitosan, jelatin) veya sentetik 

polimerlerden (poliglikolid, polilaktit, polilaktat glikolat) üretilebilirler. Doğal materyaller 

doğal hücresel çevreyi yakın olarak taklit edebilirler, sentetik polimerlerin ise materyal 

özelliklerinin daha iyi kontrol edilebilmesi gibi avantajları vardır. Kontrollü ilaç salım 

sistemlerinde ve doku iskelelerinde hem taĢıyıcı olarak hem de sistemde salım hızını 

kontrol etmek üzere en yaygın olarak kullanılan materyallerden biri doğal polimerlerdir. 

Doğal polimerlerin en büyük avantajı, biyolojik olarak uyumlu olmaları, toksik etki 

göstermemeleri, biyolojik olarak parçalanma özelliğinin iyi olması ve etken maddenin 

salımı bittikten sonra vücuttan uzaklaĢtırılmasının gerekmemesidir. Ġdeal bir doku 

iskelesinin tüm özelliklerini taĢıyan mükemmel doku iskelesi halen üretilememiĢtir. Bunun 

için yeni malzemelerin ve üretim Ģekillerinin geliĢtirilmesine ihtiyaç vardır. TaĢımıĢ 

olduğu biyouyumluluk, biyobozunurluk, toksik olmama, hücre tutunması ve çoğalmasına 

olanak sağlama, antimikrobiyal etkinlik ve yaraların hızlı iyileĢmesine katkı sağlama gibi 

özelliklerinden dolayı biyomedikal ile ilgili uygulamalarda sıklıkla tercih edilen ve doğal 

bir polimer olan kitosan, tercih edilmiĢtir.  

Bu tez kapsamında, küre formunda kitosan kriyojel doku iskeleleri üretim tekniği 

incelenerek, üretim sürecini etkileyen faktörler ve enjekte edilebilen mikroküre formundaki 

doku iskelelerinin diğer doku iskelesi üretim tekniklerine göre avantajları üzerinde 

durulmuĢtur. Bu amaca yönelik olarak kriyojelasyon yöntemi ile çapraz bağlayıcı olarak 

gluteraldehit kullanılarak, farklı konsantrasyonlarda, karıĢtırma hızlarında ve kriyojelasyon 

sıcaklıklarında kitosan kriyojel doku iskeleleri hazırlanmıĢtır.  

Kriyojeller monomerik veya polimerik baĢlatıcıların donmuĢ çözeltilerinde 

üretilen jel yapılarıdır. Kriyojeller tipik olarak birbiri ile bağlantılı makro gözeneklerden 

oluĢan açık hücre yapısına sahiptir. Bu yapıları sayesinde farklı boyda çözünmüĢ maddenin 

difüzyonuna, nano veya mikro partiküllerin kütle transferine ve hatta mikroorganizma ve 

hücrelerin kütle transfer ve difüzyon mekanizmalarına destek olacak niteliktedir. Bu 

nedenle bu çalıĢmada kriyojel oluĢma kavramından yararlanılarak, yüzeyleri pürüzsüz 

ancak gözeneksiz mikrokürelerin aksine, hücre ya da ilaç difüzyonunu kolaylaĢtıracak, 

birbirleriyle bağlantılı gözenekli kitosan mikrokürelerin üretimi amaçlanmıĢtır. 

Küre formunda üretilen kitosan kriyojel mikroküre doku iskelelerinin 

karakterizasyonu; ĢiĢme testi, yüzey yükleri, çapraz bağlanma dereceleri, in vitro 
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degradasyon çalıĢması, kriyojellerin kimyasal yapısının tayini için FT-IR analizi, 

kriyojellerin morfolojisinin, gözenek boyutu ve ortalama küre çapının  belirlenebilmesi 

için SEM ile analizleri yapılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalar incelenerek küre formunda kitosan 

kriyojel doku iskelelerinin biyomedikal uygulamalarında kullanılabilme potansiyeli 

araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢmadan elde edilen tüm bulguların ıĢığında mikroküre formunda kitosan 

kriyojel mikrokürelerin enjekte edilebilir, gözenekli, kontrollü ilaç salım sistemlerinde ve 

doku hasarlarında kullanımı açısından uygun olduğu söylenebilir. 
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 2. KAYNAK ARAġTIRMALARI 

 2.1. DOKU MÜHENDĠSLĠĞĠ 

Doku mühendisliği; çalıĢmayan, zedelenmiĢ - zarar görmüĢ veya doğuĢtan 

anormalliğe sahip organ veya  dokuların fonksiyonlarının desteklenmesi, geliĢtirilmesi 

veya yeniden yapılanması için hücreler, doku ve organlarla iliĢkili tıp, mühendislik ve 

biyoloji bilimlerinin bir arada yürütüldüğü disiplinler arası bir çalıĢmadır.  

Hemen hemen tüm bilim dallarının “mühendislik” ekini alarak teknolojik boyut 

kazandıkları günümüzde, “doku mühendisliği” bu grubun ilk örneklerinden birini 

oluĢturmaktadır (Deliloğlu ve ark., 2009). Ġlk olarak 1987‟de California Üniversitesi‟nden 

Dr. Y. C. Fung tarafından NSF‟nin (National Science Foundation) bir toplantısında dile 

getirilen doku mühendisliği terimi hücresel biyoloji, protein kimyası ve mühendislik 

dallarının oluĢturduğu disiplinler arası bir teknolojiyi tanımlamaktadır. Hemen ardından 

Nerem tarafından 1991‟de “hücre mühendisliği” konusunda, diğeri ise Langer ve Vacanti 

tarafından 1993‟te Science dergisinde “doku mühendisliği” baĢlığı altında yayınlanan iki 

makale bilimsel çevrelerin dikkatini çekmiĢtir (Vacanti ve Langer, 1999, Lee ve ark., 

1993). 

Son yıllarda mühendislik ve yaĢam bilimlerinde kullanılan yöntemleri bir araya 

getirerek uygulayan, doku yenilenmesi için yapay sistemlerin oluĢturularak yeni ve etkili 

tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesi umuduyla çok sayıda bilim adamının çalıĢmalarıyla 

hızla geliĢmekte olan bu alan bugün doku mühendisliği olarak adlandırılmaktadır (Lee ve 

Money, 2001).  

Doku mühendisliği, spesifik hücrelerin biyopsi yoluyla hastadan alınarak, 

kontrollü kültür ortamlarında, biyomimetik özellik gösteren iskelet yapılar (scaffold) 

üzerinde üretilmesi ve elde edilen bu yapının hastadaki hasarlı bölgeye yerleĢtirilerek yeni 

doku oluĢumunun gerçekleĢtirilmesi fikrine dayanmaktadır. Bu amaçla doku mühendisliği 

yaklaĢımı ġekil 2.1„de görüldüğü gibi üç ana bileĢeni içerir: (1) hasarlı veya yok olmuĢ 

dokuyu oluĢturan izole edilmiĢ hücreler; (2) taĢıyıcı görevi yapan ve hücrelere destek olan 

materyaller; (3) hücre üremesi ve farklılaĢması için uyumlu sitokinler ve diğer biyoaktif 

faktörler (Deliloğlu ve ark., 2009, Ringe ve ark., 2001). 



Demir, D. 2014. Küre Formunda Kriyojel Doku İskelelerinin Üretimi ve Karakterizasyonu, Yüksek Lisans Tezi, Mersin Üniversitesi.  

 

5 

 

 

ġekil 2.1. Doku mühendisliği yaklaĢımında üç ana bileĢen (Sarang ve ark., 2014) 

Günümüzde birçok farklı alanda geleneksel tedavi yöntemlerine alternatifler 

sunan doku mühendisliği çalıĢmaları yürütülmektedir. Tıp, biyoloji ve malzeme 

teknolojilerindeki ilerlemeler sayesinde, doku mühendisliği klinik ihtiyacının, artan yaĢlı 

nüfusu ile büyümesi ve bugünkü önemini koruyacağı düĢünülmektedir. 

 2.2. DOKU MÜHENDĠSLĠĞĠ ANA BĠLEġENLERĠ 

 2.2.1. Hücre 

Doku mühendisliği uygulamalarının temelini oluĢturan birimlerden biri olan hücre 

uygun dokudan izole edilerek, özellikleri belirlendikten sonra yeterli sayı ve kalitede 

laboratuar koĢullarında çoğaltılır. 

Hücreler, proliferasyon, farklılaĢma, hücre - hücre etkileĢimi, biyomoleküler 

üretim ve hücreler arası matris oluĢturma karakteristiklerine bağlı olarak doku 

rejenerasyonu ve iyileĢmesinde kritik bir rol oynarlar. Doku mühendisliğinde kullanılan 

hücrelerin kaynakları otojenik, allojenik veya zenojenik olabilir.  

Otojenik hücreler, hastanın kendi sağlıklı dokularından elde edilir. Biyo 

uyumsuzluk problemi yoktur, ancak anında kullanım için yeterli miktarda bulunmayabilir. 

Hastanın sağlıklı bölgesinden alınan kendi hücrelerinin (otolog hücre) vücut dıĢında 

hazırlanan hücre kültürlerinde çoğaltılarak yine hastanın kendisine nakledilmesi doku 

mühendisliğinde "Altın Standart'' olarak tanımlanır (Chantal ve ark., 2000). 
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Allojenik hücreler, baĢka bir insandan alınan hücrelerdir. Bu hücrelere karĢı 

biyouyumluluk problemi ve bağıĢıklık sisteminin reddi olabilir.  

Zenojenik hücreler, baĢka bir türden alınan hücrelerdir. Bu hücrelere karĢı immün 

red olabilir. Bu hücreler yeterli miktarda elde edilebilir ancak beraberinde etik problemler 

getirirler. 

Doku mühendisliği için ideal donör hücrelerde aranan özellikler Ģu Ģekilde 

sıralanabilir: kaynağına kolay ulaĢılabilmeli, hücrelerin popülasyonları, fenotipleri ve 

fonksiyonları değiĢmeden artırılabilmeli, bir çok organa veya dokuya spesifik hücrelere 

farklılaĢacak veya trans farklılaĢacak multipotent yapıya sahip olmalı ve en az 

immünolojik cevaba neden olmalıdır (Bölgen, 2008).  

 2.2.2. Doku Ġskelesi (Scaffold) 

Ġnsan vücudu sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan, dokular 

ise hücreler ve hücre dıĢı matristen (extra celluler matrix, ECM) oluĢmaktadır. Hücre dıĢı 

matris, hücrelere fiziksel bir destek sağlayan, hücrelerin birbirleriyle olan etkileĢimlerini 

kontrol ederek hücrelerin tutunması, çoğalması, farklılaĢması, biyolojik aktivitelerinin 

sağlanması ve matris oluĢumu için biyokimyasal ve biyofiziksel uyarıları yapmaktır 

(Bayramoğlu, 2009). 

Doku iskeleleri ise ECM‟yi taklit edecek biçimde tasarlanan, doğal materyaller 

(kollajen, kitin, kitosan, aljinat, hyoluronik asit, hidroksi apatit) veya sentetik 

polimerlerden (poliglikolid, polilaktit, polilaktat glikolat) ya da bu materyallerin bileĢimi 

ile oluĢan kompozit malzemelerden  üretilebilen yapılardır. Doku iskeleleri, yapay bir 

“hücre dıĢı matris” olarak adlandırılabilirler (Deliloğlu ve ark., 2009). 

Ġnsan vücudu gibi karıĢık ve hassas bir sistemde, doku mühendisliği 

uygulamalarında kullanılacak olan doku iskelelerinin sahip olması gereken özellikler 

oldukça çeĢitlidir. Bir doku iskelesinin sahip olması gereken karekteristik özellikler 

aĢağıdaki Ģekilde sıralanabilir (Rezwan ve ark., 2006): 

 Biyouyumluluk: Doku iskelelerinin hücre infiltrasyonunu ve 

vaskülarizasyonunu sağlaması, böylece ev sahibi doku ile bir bütünlük oluĢturabilmesi 

açısından büyük önem taĢımaktadır. Doku iskelelerinin hidrofilik özellikleri ve yüzey yük 
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yoğunlukları da özellikle hücre yapıĢmasını ve yayılmasını etkileyen özelliklerdir (Burg ve 

ark., 2000). 

 Biyobozunurluk: Hidrolitik veya enzimatik olarak vücut içerisinde 

bozunmalı, bozunma ürünleri ve biyodegradasyon hızı kontrol edilebilmeli ve bozunma 

ürünleri toksik etki göstermemelidir. Bozunma aĢamalı olarak gerçekleĢmeli yani bozunma 

hızı ile yeni doku oluĢum hızı birbirine yakın olmalıdır.  

 Morfoloji: Hasarlı dokunun anatomik Ģeklini ve hacmini sağlama, metabolik 

artıkların ve besin maddelerinin kolay difüzyonu, bütün tutunma alanı sağlaması açısından 

gözenekli olmalıdır. Doku iskelelerinin sahip olması gereken bir diğer özellik ise; birbiri 

ile bağlantılı, kontrol edilebilir gözenekli yapı sergilemeleridir. Gözeneklilik, hücrelerin 

doku iskelesinin iç bölgelerine yapıĢıp, yayılması ve üremesi, besinlerin aktarımı ve 

atıkların uzaklaĢtırılması ayrıca vaskülarizasyonun gerçekleĢmesi için çok önemlidir. 

Gözenek boyutları ve Ģekilleri, gözeneklerin birbiri ile bağlantılı olması, geçirgenlikleri, 

iskelenin implante edileceği bölgeye uygun formda olmalıdır (Doğan ve ark., 2009).  

 Mekanik özellikler: Doku oluĢumunun tamamlanması süresince sağlam dokular 

arasında yük transferini sağlayacak mekanik özelliğe sahip olmalıdır. Özellikle kemik gibi 

yük taĢıyan dokuların tedavisinde kullanılan doku iskelelerinin sahip olması gereken en 

önemli özelliklerden biri de mekanik dayanımdır (Deliloğlu ve ark., 2009, Choong ve ark., 

2004). Literatürde kortikal ve kanselöz kemik için sıkıĢtırma dayanım aralığı, sırasıyla,  

100 - 230 MPa ve 2 - 12 MPa olarak verilmiĢtir (Lee ve Shin, 2007). Bu dayanım değerleri 

oldukça yüksektir ve ancak yoğun, gözeneklilik değerleri küçük olan doku iskelelerinin 

üretimi ile bu mekanik özellikler sağlanabilmektedir. 

 ĠĢlenebilirlik: Kolay, ucuz, tekrarlanabilir üretim özelliğine sahip olması, 

sterillenebilir olması, istenilen geometride üretilebilmesi büyük önem taĢımaktadır. 

Özellikle klinik uygulamalara yönelik doku iskelesinin uzun raf ömrüne sahip olması ve 

uygulama kolaylığı sağlaması gerekmektedir.  

 2.2.2.1. Doku iskelesi üretiminde kullanılan biyomalzemeler 

Biyomalzemeler; insan vücudundaki hasta, hasarlı ya da eksik dokuların 

iĢlevlerini yerine getirmek ya da desteklemek amacıyla kullanılan ve doku mühendisliği 

yaklaĢımı ile geliĢtirilen doğal ya da sentetik yöntemlerle elde edilmiĢ malzemeleri içerir 

(TaĢkın ve Gür, 2004). 
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Malzeme seçimi, doku mühendisliği ürünlerinin tasarımı ve geliĢtirilmesi 

açısından çok önemli bir rol oynamaktadır. Hedef uygulamada kullanılacak malzemede 

aranacak özelliklerden bazıları malzemenin biyobozunur olması ve implantasyon 

bölgesinde enfeksiyona sebep olmamasıdır. Malzeme hücre yapıĢmasını ve iĢlevini arttırıcı 

yüzey kimyasına sahip olmalıdır. Ayrıca, hücrelerin üremesi, farklılaĢması ve göçünün 

yanı sıra besinlerin/hücresel atıkların difüzyonu için uygun gözeneklilik yapısına sahip 

olmalıdır (GümüĢderelioğlu ve ark., 2007). Doku iskelelerinin, dokularla uyumlu bir 

Ģekilde kullanılabilmesi için yüzey özeliklerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak 

doğal dokularla uyumlu olması gerekmektedir (Peter, 2004).  

Doku iskelesi üretiminde kullanılan malzemeler; metaller, seramikler, polimerler 

ve kompozit malzemeler olarak gruplandırılmaktadır. Metallerin stabilitesi yüksektir ve 

sterilizasyonu kolaydır, ancak biyolojik ortamda korozyona uğrayabilmektedirler. 

Seramiklerin ve kompozit malzemelerin ise biyouyumluluğu çok yüksektir, fakat 

iĢlenmeleri ve Ģekillendirilmeleri zordur. Biyomalzemeler içinde en yaygın kullanım alanı 

olanlar ise, polimerik malzemelerdir. 

Polimerler kolay iĢlenebilme, kullanım alanına yönelik çok değiĢik formlarda  (lif, 

film, jel) ve kompozisyonlarda hazırlanabilmeleri ve doğal dokulara olan benzerlikleri 

nedeniyle biyomalzeme olarak doku mühendisliği uygulamalarında en çok kullanılan 

malzeme çeĢididir. Yüzey özellikleri fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal olarak modifiye 

edilebilir.  Polimerler, doku mühendisliği uygulamalarında etken madde salım 

sistemlerinde ve doku iskelesi üretiminde kullanılmaktadır (Hasırcı ve ark., 2001). 

Polimerler, kaynakları ve elde ediliĢ biçimlerine göre canlı varlıklardan elde edilen doğal 

polimerler ve kontrol edilebilir Ģartlarda üretilebilen sentetik polimerler olarak iki gruba 

ayrılırlar. Sentetik polimerler, iĢlenebilirlik ve esneklik açısından, doğal polimerlerden 

oldukça üstün olsa da fizyolojik ortamdaki biyouyumlulukları doğal polimerlere göre daha 

azdır (Plieva ve ark., 2008). Doku mühendisliğinde yaygın olarak kullanılan bazı doğal 

veya sentetik polimerler Çizelge 2.1‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.1. Doku iskelelerinin hazırlanmasında yaygın olarak kullanılan doğal veya 

sentetik polimerler 

Doğal Polimerler Sentetik Polimerler 

Kitosan 

Aljinat 

Jelatin 

NiĢasta 

Kollajen 

Dekstran 

Ġpek 

Polivinilalkol, PVA 

Polistiren 

Poliakrilamit 

Polietilen 

Poliüretan 

Poliester 

Poliakrilik asit 

  

Doku mühendisliğinin temel hedefi, doğayı taklit ederek ona uygun malzemeler 

üretmektir. Bunun için en önemli kaynak, doğanın kendisinden elde edilen doğal 

polimerlerdir. Doğal polimerler vücuttaki hücre dıĢı matrise (ECM) olan benzerlikleri, 

yüksek biyouyumlulukları, antijenik olmamaları, metabolize edilebilmeleri, biyolojik 

olarak paraçalanabilme özelliklerinin daha iyi olması nedeniyle doku iskelesi üretiminde 

sentetik polimerlere göre avantajlara sahiptirler. En çok kullanılan doğal polimerler 

arasında aljinat (Zhensheng ve ark., 2005), jelatin (Neeraj ve ark., 2009), ipek (Coreia ve 

ark., 2012) ve kitosan (Zhensheng ve ark., 2005) verilebilir. 

Bu tez çalıĢmasında doku iskelesi üretiminde biyomalzeme olarak doğal bir 

polimer olan kitosan kullanılmıĢtır. 

 2.3. KĠTOSAN 

 Kitosan, yengeç, karides, ıstakoz gibi deniz hayvanlarının ve böceklerin 

kabuklarında, bazı bakteri ve mantarların hücre duvarlarında bulunan ve doğada selülozdan 

sonra en fazla polisakkarit içeren ġekil 2.2'de kimyasal yapısı verilen kitinin yüksek 

sıcaklıkta NaOH gibi güçlü bir alkali sulu çözelti kullanılarak deasetilasyonu ile elde 

edilen ve (1-4) bağlı D-glukozamin ünitelerinden oluĢan katyonik ve doğrusal yapıda bir 

biyopoliaminosakkarittir. 
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ġekil 2.2. Kitinin kimyasal bağ yapısı, [(1-4)-2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukoz] 

 

ġekil 2.3. Kitosanın kimyasal bağ yapısı, [B-(1-4)-2 amino-2-deoksi-D-glukoz] 

Kitosan kimyasal bağ yapısında taĢıdığı serbest amin grupları ve hidroksil grupları 

sayesinde sentetik polimerlerden farklı olarak bir çok organik reaksiyon ile kolayca 

modifiye edilebilir (ġekil 2.3). Kitosan, kolaylıkla fiberlere, filmlere, kaplamalara, toz ve 

çözeltilere ek olarak kürelere dönüĢtürülebilir. Kitinin yarı kristal yapısında yüksek oranda 

bulunan hidrojen bağları nedeniyle çözünürlüğü oldukça düĢüktür, bu nedenle birçok 

çözücüde çözünememektedir. Yapısındaki amin gruplarından dolayı sulu zayıf asidik 

ortamda çözünür özelliğe sahiptir. Ayrıca serbest amin grupları, kitosana katyonik bir 

polielektrolit olma özelliği de kazandırmaktadır (Lalehbolaghi, 2013). 

Kitosan yapısında bulunan glikozamin ve N-asetilglikozamin sayesinde hücre dıĢı 

matrisin de temel bileĢeni olan glikozaminoglikanların (GAG) yapısına benzerlik gösterir. 

Kitosanın sahip olduğu bu içerik hücre yapıĢmasını ve çoğalmasını destekleyerek doku 

iyileĢmesini olumlu yönde etkiler (Dağlı Durukan, 2012). 

Kitosan, antijenik yapıda olmaması, biyobozunur olması ve canlı vücudu 

tarafından tamamıyla emilen zararsız ürünler (amino Ģekerler) halinde parçalanması, toksik 

olmaması, yüksek biyouyumluluğu, adsorpsiyon özellikleri ve çeĢitli tekniklerle proses 

edilebilmesi sebebiyle biyomedikal uygulamalarda gözenekli doku iskelesi ve farmasötik 
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teknolojide ilaç salım sistemleri üretiminde uygun bir malzeme olarak sıklıkla 

kullanılmaktadır (Nicol, 1991). Bu uygulamalarda kitosan,  mikroküre (Sinha ve ark., 

2004), hidrojel (Narayan ve ark., 2010), film (Antonio ve ark., 2010) ve lif (Schiffman ve 

Schauer, 2007) gibi birçok formda hazırlanmaktadır.  

 2.4. GLUTERALDEHĠT 

Doku iskelesi üretiminde kullanılacak kitosanın mekanik özellikleri çok iyi 

değildir. Malzemenin bu özelliği, iki veya daha fazla molekülünün kovalent bağ ile 

kimyasal yolla çapraz bağlanması iĢlemi yapılarak geliĢtirilmektedir. Çapraz bağlanma 

sonucunda bağımsız polimer molekülleri birleĢerek stabil, mekanik dayanımı yüksek 

yapılar oluĢtururlar. Doku iskelelerinin degradasyonu, gözenekliliği ve mekanik özellikleri 

çapraz bağlanmayla kontrol edilebilir.  

Gluteraldehit kitosanın amino grupları arasında köprü kurarak kovalent bağlarla 

çapraz bağlanmasını sağlayan biyofonksiyonel bir çapraz bağlayıcı ajanıdır. ġekil 2.4'de 

kitosanın amino grupları ile gluteraldehitin aldehit grupları arasındaki çapraz bağlanma 

reaksiyonu gösterilmektedir. Gluteraldehit reaktif olmayan fonksiyonel gruplar 

içerdiğinden ve çapraz bağlanmıĢ biyomalzemenin enzimatik bozunması sırasında bu 

grupların serbest kalmasından dolayı toksik etki göstermeleri sebebiyle çapraz bağlanma 

sonucu oluĢan malzemelerin bu moleküllerden arınması için çok iyi yıkanması 

gerekmektedir (Frank, 1993). 
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ġekil 2.4. Kitosanın gluteraldehitle çapraz bağlanma reaksiyonu 

 2.5. MĠKROKÜRELER 

Mikroküreler sıvı ortamlarda serbestçe dolaĢabilen birkaç µm‟den mm 

büyüklüklerine kadar değiĢen çap dağılımına sahip katı, küresel partiküller Ģeklindeki 

hücre veya ilaç yüklenebilen polimerik mikrotaĢıyıcı sistemlerdir. Bu partiküller kontrollü 

ilaç salımı ve doku mühendisliği uygulamaları için sentetik veya doğal polimerlerden 

hazırlanırlar. Bu polimerler arasından en önemlileri Poli(laktik asit) (PLA), Poli(laktik-ko-

glikolik asit) (PLGA), Poli(glikolik asit) (PGA), Polivinil alkol (PVA)'dür (Subrata ve ark., 

2013). Bu polimerlerin dıĢında kollajen, jelatin gibi doğal poliamitler ve pektin, dekstran, 

kitosan gibi doğal polisakkaritlerde mikrotaĢıyıcı sistemlerde sıklıkla kullanılmaktadır 

(Gürsoy, 2002).  

Mikroküre üretiminde kullanılan polimerlerde aranan biyolojik, fiziksel ve 

mekanik özellikler Ģu Ģekilde özetlenebilir; 

 Polimerin toksik olmaması 
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 Biyolojik çevreyle uyumu 

 Kanserojen etki göstermemesi 

 Temas ettiği dokulara zarar vermemesi  

 Hücre içindeki ve hücre dıĢındaki ortam koĢullarına dayanıklı olması 

 Malzemenin ĢiĢme ve elastik özellikleri olması 

 Büyüklük, geometri ve Ģekil özellikleri bakımından enjektör ucundan geçmeye 

uygun olması  

 Kolay hazırlanabilmesi, raf ömrünün uzun olması 

 Vücut sıvılarına karĢı dayanıklı olması 

 Hedef dokuya yada organa en kısa sürede ulaĢabilmesi 

 Kontrollü salım sistemleri için yüksek ilaç yükleme kapasitesine sahip olması ve 

salım hızının kontrol edilebilmesi 

 Çapraz bağlayıcılar ve toksik safsızlıklar gibi hazırlanmalarında kullanılan 

kimyasallardan tamamen uzaklaĢtırılabilmesi  

 Birbirine yapıĢmadan bağımsız hazırlanabilmesi (Küçükbalcı, 2011). 

 Mikrokürelerin etki yerine hedeflendirilmesi pasif ve aktif hedeflenme olmak 

üzere iki farklı yolla sağlanabilmektedir. Pasif hedeflenme, mikrokürenin enjeksiyondan 

sonra vücuttaki doğal dağılımı ile oluĢurken, aktif hedeflenme mikroküre yüzeyine 

bağlanan, spesifik tanıma özelliğine sahip biyomoleküller ile vücudun istenilen bölgesine 

hatta spesifik hücrelere yapılan hedeflemedir (Esirgen, 2007). 

 Mikrokürelerin  eczacılık, kozmetik, biyoteknoloji, gıda ve sağlık sektörlerinde 

uygulama alanları  oldukça geniĢtir. Bununla birlikte ilaç veya çeĢitli biyomoleküllerin 

taĢınımında kullanılan mikroküreler, kontrollü salım yapmaları nedeniyle birçok tedavi 

edici uygulamada da umut vaat edici olmuĢtur (Esirgen, 2007). Son zamanlarda 

mikroküreler geliĢen teknolojiyle birlikte doku mühendisliği uygulamalarında sahip 

oldukları cerrahi uygulama gerektirmeyen enjekte edilebilir özellik sayesinde de  

araĢtırmacılar tarafından sıklıkla kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Fanga ve ark., 2014).  

 Enjekte edilebir küre formundaki doku iskeleleri olarak adlandırılan bu 

sistemlerin sahip olduğu avantajlar; 

 Cerrahi operasyon süresinin daha kısa olması,  

 Cerrahi operasyon sırasında kas dokusuna verilen zararın en az olması   
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 Ameliyat sonrası ağrının daha az olması, yara boyutunun küçük olması 

 Daha hızlı bir iyileĢme sürecinin olması 

 Minimum maliyetle gerçekleĢtiriliyor olması 

 Hücre taĢıyıcılığının yanı sıra hedef organ ya da dokuya kontrollü ilaç salımının 

da gerçekleĢtirilebilmesi 

 Düzensiz Ģekil veya boyuttaki defektleri doldurabilmesi Ģeklinde sıralanabilir. 

 Yapılan araĢtırmalar sonucu mikroküresel sistemlerin kanser kemoterapisi, insülin 

ve diğer peptid/protein salım sistemleri, hormon salımı, bağıĢıklık kazandırma ve 

enfeksiyonların tedavisi (antiviral ajanlar, antibiyotikler, antifungal ajanlar, antiparazitler 

kullanılarak) alanlarında da uygulama çalıĢmalarının olduğu bilinmektedir (Gönül, 2004).  

 Kullanım amacına göre; geometrik Ģekilleri, boyut ve boy dağılımı, yoğunluğu, 

yüzey veya yığın yapısı, gözenekliliği, verimi, biyouyumluluğu, toksisitesi ve 

sterilizasyonu uygulama alanı seçiminde önemli ölçütlerdir (Küçükbalcı, 2011). Bunların 

yanı sıra ĢiĢme ve elastik özellikleri, çekme sıkıĢtırma ve kayma gerilimine karĢı direnci, 

yırtılma özelliği gibi birtakım özelliklerinin bilinmesi, polimerin vücuttaki davranıĢını 

takip etmek açısından incelenen özelliklerindendir. 
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2.5.1. Mikroküre Üretim Teknikleri 

 Mikrokürelerin hazırlanmasına yönelik çeĢitli çalıĢmalar incelendiğinde farklı 

doğal veya sentetik değiĢik gruplarda polimerlerin kullanılarak hazırlandığı pek çok 

tekniğin olduğu görülmektedir. ÇeĢitli kaynaklardan derlenen bu yöntemler ġekil 2.5'de 

özetlenmiĢtir. 

 

ġekil 2.5. Mikroküre hazırlama yöntemleri 

 Bunlar arasından kimyasal çapraz bağlanma yöntemi kolay uygulanabilirliği ve 

üretim verimi yüksekliği ile diğer yöntemlerden ayrılmaktadır (Baykara ve Yüksel, 1991) 

 2.5.1.1. Çözücü buharlaĢtırma yöntemi 

 Mikroküre hazırlanmasında organik çözücülerde çözünebilen polimerlerin 

kullanılmasıyla uygulanan bu yöntem sırasıyla emülsiyon ve süspansiyon oluĢumu 

Ģeklinde iki aĢamada gerçekleĢmektedir. Hazırlanan polimer çözeltisi yüzey aktif madde 
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içeren ve polimer çözeltisi ile karıĢmayan sıvı fazda dağıtılır. Böylece emülsiyon oluĢur. 

KarıĢımdaki organik çözücünün ısı ile uzaklaĢması sağlanarak sistem bir süspansiyon 

Ģekline dönüĢür. Çözücünün buharlaĢması ile oluĢan katı, küresel partiküller Ģeklindeki 

mikroküreler filtrasyonla ayrılır. ġekil 2.6'da bu yöntem Ģematik olarak gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 2.6. Çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile mikrokürelerin hazırlanma iĢlemi 

 2.5.1.2. Anyonlarla etkileĢim 

 Bu yöntemin kapsadığı üç alt yöntem bulunmaktadır: iyonotropik jelasyon, ıslak 

faz inversiyon ve koaservasyon.  

 Ġyonotropik jelasyon; aljinik asit, dekstran sülfat, selüloz sülfati amino dekstran 

gibi poliiyonik yapıdaki bir polimerin uygun bir çözücüde çözündürülerek kalsiyum, 

baryum, magnezyum gibi zıt yüklü bir çapraz bağlayıcı iyon ile reaksiyonu sonunda 

jelleĢmesine dayanır.  

 Islak faz inversiyon; bu yöntemde, asidik asit içerisindeki kitosan çözeltisi, sıvı 

bir çapraz bağlayıcı olan sodyum tripolifosfat çözeltisine damlatılmıĢtır. OluĢan 
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mikroküreler %5 etilen glikol diglisidil eter ile çapraz bağlanmıĢtır. Son olarak 

mikroküreler yıkanmıĢ ve gözenekli kitozan mikroküreleri oluĢturmak için dondurularak 

kurutulmuĢtur. Koagülasyon ortamının pH‟ının değiĢtirilmesi, kitosan mikrokürelerinin 

gözenek yapısını değiĢtirebilmiĢtir. 

 Koaservasyon,  farklı yükteki iki polimerin birlikte nötralizasyonundan oluĢan bir 

faz ayrımıdır. Sulu çözeltide belirli pH‟ta ve belirli sıcaklıkta polimer emülsifiye edilir ve 

damlacıklar oluĢturulur, daha sonra bu çözeltinin üzerine aynı koĢullardaki zıt yüklü diğer 

polimer çözeltisi ilave edilir. Ġlave edilen polimer damlacıkların etrafını sarar, sıcaklığın  

değiĢtirilmesi ve çapraz bağlayıcı ajanın ilavesiyle zıt yüklü polimer, damlacıkların 

etrafında  sertleĢir ve mikroküreler oluĢur. 

 2.5.1.3. Mikropartiküler kaplama 

 Bu yöntem, önceden oluĢturulmuĢ mikropartiküllerin seçilen polimer (kitosan) ile 

kaplanması esasına dayanır. 

 2.5.1.4. Isıl çapraz bağlanma  

 Emülsiyon 80 - 190°C arasında belirli bir süre karıĢtırılarak ısıtılır. Bu iĢlemle 

protein moleküllerinin arasında ve moleküllerin içinde bulunan serbest sülfhidril grupları 

üzerinden disülfit bağları oluĢturarak çapraz bağlanma sağlanır ve ardından sıcaklığın 

etkisiyle ortamdaki su buharlaĢarak katı partiküller Ģeklindeki mikroküreler elde 

edilmektedir. Çapraz bağ oluĢumu emülsiyonun sıcaklık derecesi ve uygulama süresi ile 

doğrudan etkilenmektedir (Anthony ve Yapel, 1985).  

 2.5.1.5. Kimyasal çapraz bağlanma 

 Bu yöntemde polimerin çözülmesiyle elde edilen su fazı, yağ fazı ile karıĢtırılarak 

bir emülsiyon oluĢturulur ve oluĢan bu emülsiyona gluteraldehit, fomaldehit, genipin gibi 

çapraz bağlayıcı bir ajanın ilave edilerek stabil mikroküre formunun oluĢturulması esasına 

dayanır. Yöntemin aĢamaları ġekil 2.7'de sunulmuĢtur. 

 Organik ve sulu fazlardan oluĢan bu teknikte, en az iki fazdan oluĢan tekli 

emülsiyon (yağ/su veya su/yağ) veya üç fazdan oluĢan çoklu emülsiyon (su/yağ/su veya 

yağ/su/yağ) Ģeklinde oluĢturulan ortamlarda  mikroküre sentezlenmektedir. Tekli 
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emülsiyonda, yağlı fazın damlacıkları sulu fazda dağılırsa, bu emülsiyon türü suda yağ 

(Y/S) sulu fazın damlacıkları yağlı fazda dağılırsa yağda su (S/Y) emülsiyon türü hazırlanır 

(Schmidt ve Lamprecht, 2009). Çoklu emülsiyonda, suda yağ (Y/S) birincil emülsiyon 

oluĢumu ve birincil emülsiyonun yağ/su/yağ (Y/S/Y) emülsiyonu oluĢturması için dıĢ yağlı 

faza eklenmesi ve daha sonra çapraz bağlayıcı eklenmesi ve organik solventin 

buharlaĢmasını içerir (Pavanetto ve ark., 1996). Emülsiyonlar birbiriyle çözünmeyen iki 

sıvıdan oluĢan kolloidlerdir. Yüzey aktif madde varlığında biri diğerinin içerisinde disperse 

olur (Patravale ve Date, 2009).  

 Bu yöntemde emülsiyonun dıĢ fazı olan yağ fazının oluĢturulmasında  zeytin yağı, 

ayçiçek yağı, pamuk tohumu yağı, hint yağı gibi bitkisel yağların dıĢında petrol eteri, 

toluen, kloroform gibi organik çözücüler ve sıvı parafin, balmumu gibi mumsu maddeler 

kullanılmaktadır (Li ve ark., 2008). Yağ fazı; aseton, kloroform, etil alkol gibi çözücüler 

kullanılarak uzaklaĢtırılır. 

 Mikroküreler hazırlanırken yağ fazı içinde dispersiyonun sağlanabilmesi için 

yüzey aktifleĢtirici maddeler (sürfaktan) de kullanılmaktadır. Sıvı damlacıklar uygun bir 

sürfaktan kullanılarak stabilize edilmektedir. Suda, sulu bir çözeltide veya susuz bir 

ortamda çözündüklerinde sıvı yüzeyini küçülten daha doğrusu yüzey gerilimini azaltan 

maddelere yüzey aktif madde denir. 

 Bu yöntemde, örneğin, çapraz bağlama ajanının aldehit grupları polimerin iĢlevsel 

amino grubu ile çapraz bağlanarak damlacıkların sertleĢmesi ile mikropartikül oluĢumu 

sağlanır. Kullanılan çapraz bağlayıcı maddenin deriĢimine ve reaksiyon süresine göre elde 

edilen mikrokürelerin parçalanma süreleri, dolayısıyla etkin madde salımı süresi 

değiĢmektedir. 
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ġekil 2.7. Kimyasal çapraz bağlama yöntemi 

 

2.6. HĠDROJEL 

 Hidrojeller su ile ĢiĢebilen, üç boyutlu çok miktarda su ve biyolojik sıvıları 

absorplayabilen, polimerlerin termal değiĢim, kimyasal çapraz bağlama ya da 

fotopolimerizasyon gibi değiĢik yöntemler kullanılarak kimyasal veya fiziksel çapraz 

bağlanmasıyla oluĢan,  hidrofilik ağ yapısındaki özel polimerlerdir. Hidrojellerin üç 

boyutlu ağ yapısı ġekil 2.8'de gösterilmiĢtir. Hidrojel zincirleri arasındaki çapraz 

bağlanma; kovalent bağlar, hidrojen bağları, Van der Waals etkileĢimleri veya fiziksel 

geçiĢler Ģeklinde olabilir (Peppas ve Mikos, 1986). 

 

ġekil 2.8. Hidrojelin polimerik ağ yapısı 
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Hidrojeller, üç boyutlu yapılarını uygun koĢullarda koruyan jeller olup 

çözünebilen bir polimerin su ile karıĢtırılması ve ortama çapraz bağlayıcı ajanın eklenmesi 

ile elde edilirler, çevreden gelen uyarılara, özelliklerini veya Ģeklini değiĢtirerek cevap 

verebilmeleri nedeniyle akıllı jeller olarak da nitelendirilebilmektedir (Yong ve Kınam, 

2001). 

 Hidrojeller;  fizyolojik koĢullarda, istenilen sürede, belirlenen Ģekillerine hızla 

ulaĢırlar, biyouyumludurlar, biyolojik sistemlerin yapısına benzer olarak yapılarında su 

bulundururlar, çapraz bağlanmıĢ hidrofilik polimer ağ yapısına sahiptirler, hücreleri 

barındırabilirler, immobilize edebilmelerinin yanı sıra su, besin ve metabolik atıkların  

difüzyonuna da olanak tanırlar. 

Hidrojeller, farmakolojide kontrollü ilaç salım sistemlerinde ve doku 

mühendisliğinde doku iskelesi olarak kullanılmaktadır. Polimerik jeller gibi 

Ģekillendirilebilirler, en büyük avantajları ise enjekte edilebilmeleridir. Hidrojellerin 

hücrelerin immobilizasyonu için uygun üç boyutlu destek matris sağlayabildikleri 

kanıtlanmıĢtır. Ancak hidrojeller küçük gözenek çaplarına ve gözenek yapılarına bağlı 

olarak henüz üç boyutlu doku büyümesini tam anlamıyla destekleyememektedir. Bir çoğu 

biyobozunur değildir veya degradasyon hızları doku yenilenme hızı ile uyumlu 

olmadığından doku oluĢumunu desteklemede yetersizdir.  

2.7. KRĠYOJEL 

Hidrojellerin bir türü de biyoteknolojide büyük bir öneme sahip olan 

kriyojellerdir. Kriyojeller (ya da sıfırın altındaki sıcaklıklarda üretilen jeller), monomerik 

veya polimerik baĢlatıcıların donmuĢ çözeltilerinden üretilen, gözeneklilik derecesi kontrol 

edilebilen jel yapılarıdır (Plieva ve ark, 2008).  

Kriyojeller tipik olarak birbiri ile bağlantılı makro gözeneklerden oluĢan açık 

hücre yapısına sahiptirler. Kriyojelin ağ yapısı üzerinde görülen makro gözenekler, 

kriyojeller içerisinde difüzyonun etkin bir biçimde gerçekleĢmesine ve nano ve mikro 

boyuttaki partiküllerin kütle transferine katkıda bulunur (Bölgen ve ark., 2008). Bu birbiri 

ile bağlantılı gözenekler ġekil 2.9'da görülmektedir.  
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ġekil 2.9. Kriyojelin polimerik ağ yapısı 

Kriyojellerin oluĢumu çözücünün donma noktasının altında gerçekleĢir. 

Böylelikle zamanla çözücünün büyük bir kısmı donup birbirine bağlı buz kristalleri 

oluĢtururken, bu buz kristallerinin etrafında donmamıĢ sıvıda bulunan monomerler ve 

baĢlatıcılar polimerleĢerek buz kristallerinin etrafında bir ağ yapı oluĢtururlar. DonmuĢ 

çözücü kristalleri gözenek oluĢturucu ajan olarak görev görür. PolimerleĢmeden sonra 

donmuĢ karıĢım oda sıcaklığına getirildiğinde buz kristalleri erir ve makrogözeneklere 

sahip polimer ağ yapı elde edilir (Bereli ve ark., 2008). Kriyojel üretiminin Ģematik 

gösterimi ġekil 2.10'da verilmiĢtir. 
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ġekil 2.10. Kriyojel üretiminin Ģematik gösterimi: (1) Donma; (2) PolimerleĢme; (3) Erime 

Kriyojellerin süngerimsi yapısı, makrogözeneklere sahip olması, ince film, 

monolitik kolonlar, disk, boncuk gibi farklı Ģekillerde üretilme kolaylığı,  mekanik 

kararlılıkları ile de bir araya gelerek bu jelleri biyoteknoloji ve biyomühendislik alanında 

benzersiz biyomalzemeler haline getirmiĢtir (Anuj Tripathi ve ark., 2010) 

 Kriyojelasyon prosesi; donma süresi, donma sıcaklığı, solüsyondaki polimerin 

baĢlangıç konsantrasyonu, çözücü cinsi, çözünen veya çözünmeyen katkı maddeleri, 

çapraz bağlayıcının türü ve konsantrasyonu, örnek boyutları gibi faktörlere bağlıdır (Plieva 

ve ark., 2005). 

 2.7.1. Kriyojel Yapısına Etki Eden Faktörler 

 Dondurma rejimi: Kriyojellerin makro gözenekleri yüzlerce mikrometre 

boyutunda olabilir. Gözenek boyutu kriyojenik rejime bağlı olarak değiĢir. Dondurma 

sıcaklığı ne kadar düĢük olursa, daha fazla küçük boyutlu çözücü kristalleri oluĢur ve 

böylece daha küçük boyutlu gözenekler oluĢur (Lozinsky ve ark., 1989).  

DüĢük sıcaklıklarda, donmamıĢ sıvı mikrofazın hacmi azalır ve böylece daha ince 

fakat daha yoğun gözenek duvarları oluĢur. Bunun nedeni, jel baĢlatıcının 

kriyokonsantrasyonun donmamıĢ mikrofazda artması ve hacminin azalmasıdır. Dondurma 
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sıcaklığı ne kadar yüksek ise, büyüyen buz kristallerinin boyutu o kadar büyüktür ve bunun 

sonucu olarak, daha geniĢ gözenekli kriyojeller hazırlanır. 

Ancak, yüksek dondurma sıcaklığı uygulanan kriyojelasyon rejimlerinde, 

çözeltinin donmayarak süper soğuk duruma gelme riski vardır. Bu yüzden, sıcaklık 

reaksiyon karıĢımını donduracak Ģekilde ayarlanmalı ve yüksek dondurma sıcaklıklarından 

kaçınılmalıdır (Plieva ve ark., 2005). 

 Çapraz bağlanma oranı: Kriyojeller hazırlanırken ne kadar az miktarda çapraz 

bağlayıcı kullanılmıĢ ise, yani yapıdaki çapraz bağ oranı ne kadar az ise, suda ĢiĢme o 

kadar fazladır. Çapraz bağlayıcının fazla kullanılması gözenekliliği ve gözenek boyutunu 

azaltacaktır. Fazla miktarda kullanılan çapraz bağlayıcı sonucunda, kriyojel 

muhteviyatında reaksiyona girmeden kalacak çapraz bağlayıcının tamamiyle 

uzaklaĢtırılamaması durumunda hücreler için toksik etki yaratabilecektir. 

 Konsantrasyonun etkisi: BaĢlangıç reaksiyonunun konsantrasyonu ne kadar 

yüksek ise daha yoğun ve kırılgan matriksler elde edilir, baĢlangıç konsantrasyonu 

azaltıldıkça matriksler daha elastik ve süngerimsi bir yapı göstermeye baĢlarlar. 

Konsantrasyonun yüksek olması gözenekliliği azaltarak gözenek boyutunu düĢürecek 

Ģekilde etki göstermektedir (Kumar ve ark., 2006). 

2.7.2. Kriyojellerin Hidrojellerden Farkları 

Kriyojelasyon ile üretilen polimerik materyallerin morfolojik yapıları oda 

sıcaklığında hazırlanmıĢ hidrojeller ile karĢılaĢtırıldığında oldukça farklıdır.  Hidrojel 

Ģeklini koruyabilen bir yapıya sahip değil iken, kriyojel üretildiği silindirik kabın Ģeklini 

alarak, muhafaza etmektedir. Mekanik mukavemet bakımından kıyaslandığında ise hidrojel 

mekanik özellik olarak çok zayıftır ve kuvvet uygulandığında eski Ģekline geri 

dönememektedir. Kriyojel ise polimer ve çapraz bağlayıcı konsantrasyonuna bağlı olarak 

yüksek mekanik kuvvet altında dahi bütünlüğünü koruyarak, mekanik kuvvet 

kaldırıldığında eski Ģekline geri dönebilmektedir. Hidrojel ve kriyojel doku iskelelerinin 

sahip oldukları özellikler Çizelge 2.2'de özetlenmiĢtir. 
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Çizelge 2.2. Biyoparçalanabilir doğal polimerlerle hazırlanan hidrojel ve kriyojel 

doku iskelelerinin karĢılaĢtırılması 

Özellikler Hidrojel Kriyojel 

Stabilite DüĢük Yüksek 

Mekanik dayanıklılık DüĢük Yüksek 

Gözeneklilik Derecesi DüĢük Yüksek 

ġekil Jel Sünger 

Hazırlama Süresi Kısa Uzun 

 

 2.8. MĠKROKÜRELERĠN BĠYOMEDĠKAL UYGULAMALARI 

 2.8.1. Kontrollü Etkin Madde (Ġlaç) Salımı ÇalıĢmaları 

 Kontrollü ilaç salım çalıĢmalarına 1950‟lerde tarım ilaçları ile baĢlanmıĢtır. 1960 

‟larda denemeler tıp alanına da girmiĢtir. Ġlk çalıĢmalarda etken madde diyaliz tüpü veya 

silikon kauçuk içine konmuĢtur. 1970‟lerde çalıĢmalar büyük moleküllü ilaçların (Mv > 

600) katı polimerlerden sürekli salımı yönünde olmuĢtur (Langer ve Folkman, 1976). 

 Genta ve ark. (1998), Su/Yağ tipi emülsiyon faz kimyasal çapraz bağlama 

yöntemi kullanarak gluteraldehit ile çapraz bağlanmıĢ kitosan mikrokürelerin mukozaya 

yapıĢma özeliğini karakterize etmiĢlerdir. Gluteraldehitin %7, 10, 15 ve 25 (v/v) 

konsantrasyonlarında %5'lik (w/v) kitosanın sıvı parafin:ayçiçek yağı:Span 80 

bileĢiminden oluĢan yağ fazı içinde oda sıcaklığında hazırlamıĢlardır. Ġlaç yüklenmemiĢ 

kitosan çözeltilerinden mikroküre oluĢumu sağlanmamıĢtır.   

 Kumar ve ark. (2002), depo oluĢturan etkin madde salım sistemi oluĢturmak için, 

bovin serum albumin ve kitozana curcumin (%79.49 ile %39.66 arası) eklemiĢtir. 

Mikroküreler, doğal polimerlerin kimyasal çapraz bağlanmasıyla birleĢtirilen emülsiyon 

çözücü buharlaĢtırma yöntemiyle hazırlanmıĢtır. Çapraz bağlama ajanı konsantrasyonu, 

etkin madde salımında önemli etkiye sahip olmuĢtur.  

 Shu ve Zhu (2002), modifiye bir kitosan çapraz bağlama yöntemi geliĢtirmiĢtir; 

düĢük ısıda koyulaĢtırılan kitosan/jelatin mikroküreleri, anyonlarla (sülfat, sitrat ve 

tripolifosfat) ve önceden hazırlanmıĢ kitosan mikroküreleriyle çapraz bağlanmıĢtır. Sülfat 

ve sitrat ile çapraz bağlanan kitosan mikroküreleri deneysel gastrik sıvıda ĢiĢmiĢ ve 
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böylece model etkin madde (riboflavin) 5 saatte salınmıĢtır. Ġntestinal sıvıda ise 

mikroküreler büzülme göstermiĢ ve etkin madde salımı daha yavaĢ olmuĢtur (salım 

yüzdesi, 24 saatte %70‟den azdır). Bununla birlikte, tripolifosfat/kitosan mikrokürelerinin 

ĢiĢmesi ve etkin madde salımı, genellikle ortam pH‟sına karĢı hassasiyet göstermemiĢtir. 

Tripolifosfat ve sitrat (veya sülfat) karıĢımı ile çapraz bağlanan kitozan mikroküreleri ise 

sadece iyi Ģekle sahip olmakla kalmayıp aynı zamanda geliĢmiĢ pH hassas salım özellikleri 

göstermiĢtir. Bu sonuçlar, iyonik olarak çapraz bağlı kitosan mikrokürelerinin, mideye özel 

etkin madde salımında faydalı olabileceğini göstermektedir. 

 Roy ve ark. (2009), model ilaç olarak seçilen mefenamik asit yüklü kitosan 

mikroküreleri, sitrik asit ile kimyasal ve ısıl çapraz bağlama yöntemlerini bir arada 

kullanarak sentezlemiĢlerdir. Emülsiyon için yağ fazı, susam yağı:sıvı parafin:Span 85 ile 

oluĢturulmuĢtur. Ortalama küre çapı 102.72 ± 3.99 ve 324.39 ± 2.93 µm aralığında değiĢen 

mikrokürelerde polimer, çapraz bağlayıcı, sürfaktan miktarı değiĢimlerinin mefenamik asit 

salım kinetiği üzerine etkisini incelemiĢlerdir. 

 2.8.2. Enjekte Edilebilir Doku Ġskelesi ÇalıĢmaları 

 Maia ve ark. (2004), yüksüz mikroküreleri poli hidroksibütirat (PHB) polimeri ile 

yağ içinde su emülsiyonu oluĢturarak, çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile elde etmiĢlerdir. 

Bu çalıĢmada, polimer ve iĢletme parametrelerinin mikroküre boyutu, yüzey alanı, zeta 

potansiyeli, yüzey morfolojisi ve mikroküre degradasyonu gibi mikroküre özelliklerini 

nasıl etkilediği üzerine değerlendirmeler yapılmıĢtır. Sonuçlardan, mikroküre boyutunu 

etkileyen en önemli parametrenin emülsiyon faz içindeki sürfaktan miktarı olduğuna karar 

verilmiĢtir.  

Kang ve ark. (2005), tarafından kıkırdak doku mühendisliğinde minimum invaziv 

etki ile ortopedi operasyonlarında kullanılacak PLGA-PVA mikroküre enjekte edilebilir 

doku iskelesi hazırlanmıĢtır. In vivo deneylerde farelerin sırt bölgelerinde deri altına 

enjeksiyon uygulanarak hiyalin kıkırdak oluĢumu incelenmiĢtir. Oda sıcaklığında 

gerçekleĢtirilen ve sırasıyla emülsiyon, evaporasyon, yıkama ve kurutma basamakları 

uygulandıktan sonra oluĢan mikrokürelerin SEM görüntüleri ġekil 2.11„de verilmiĢtir. 
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ġekil 2.11. PVA ve PLGA mikroküreleri 

Huss ve ark. (2007), doku rejenerasyonu için biyolojik olarak parçalanabilir 

makro - gözenekli, küre formunda jelatin doku iskeleleri üretmiĢlerdir. Sekiz sağlıklı 

gönüllüyle yapılan invivo deneylerde, makro gözenekli jelatin kürelerin enjeksiyonu ile 

hyalüronik asit enjeksiyonu karĢılaĢtırılmıĢtır. Ġmplantasyon bölgesi ve çevre dokulardan 2, 

8, 12, ve 26 hafta sonra alınan örnekler (bağıĢıklık) histolojik sonuçlar bakımından analiz 

edilmiĢtir. Hyalüronik asit enjeksiyonu sonucu, mikroküreler ile deri dokusu arasındaki ara 

yüzeyde oluĢan kolajen lifler ve hücreler sıkıĢmıĢtır. Bu da hedef bölgede doku 

yenilenmesine imkan vermemiĢtir. Makro gözenekli jelatin küreler ise 2 hafta sonra 

fibroblastlar ile dolmaya baĢlamıĢtır. 8 hafta sonra küreler tamamen deri dokuyu üreten 

fibroblastlar tarafından doldurulmuĢtur.   

 Zhao ve ark. (2010), kemik doku mühendisliği için kök hücre ile desteklenmiĢ 

mekanik olarak güçlü enjekte edilebilir doku iskeleleri üretmeyi amaçlamıĢlardır. 

Kalsiyum fosfat ve insan göbek kordonu mezankimal kök hücreleriyle kombine edilmiĢ 

hidrojel mikroküreler enjekte edilebilir özelliktedir. Enjeksiyondan sonra yapının 

süngerimsi kemik dokuya benzer mekanik özellik gösterdiği ve ortopedik ameliyatlarda 

kemik rejenerasyonunda kullanılmak üzere geliĢtirlmesi gerektiği sonucuna varılmıĢtır. 

 Huang ve ark. (2012), hücre tutunmasına olanak sağlayan gözenekli poli(D,L-

laktik-ko-glikolik asit) küreleri mikro akıĢkan bir tüp kullanarak yağda su emülsiyon fazı 

ile üretmiĢlerdir. Bu Ģekilde elde edilen ve ardından insan amniyotik sıvısı kök hücreleri 

(hAFSCs) ile mikro doku iskeleleri oluĢturmak için kombine edilen küreler, özellikle 

oksijen ve besin ulaĢımını kolaylaĢtıracak homojen ve birbirine bağlı gözenekli bir yapıya 

sahiptir. Küreler içinde farklılaĢıp çoğalan hAFSC kök hücreleri, kürelerin gözenekli 

yapılarından dolayı üç boyutlu bir hücre dıĢı matrisin oluĢumuna izin vermiĢlerdir. 
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 Fang ve ark. (2014), PLGA ve kitosan polimerleri arasındaki  elektrostatik 

etkileĢimden yararlanarak ürettikleri polielektrolit enjekte edilebilir gözenekli mikroküreler 

ile kemik rejenerasyonu üzerine yaptıkları çalıĢmada; -20°C'de %2 (w/v) konsantrasyona, 

ortalama küre çapı 47.5 ± 5.4 µm olan mikroküreler üretmiĢlerdir. Ürettikleri 

mikroküreleri PLGA ile muamele ederek, aralarındaki elektrostatik kuvvetten yararlanarak 

PLGA kitosan mikrokürelere absorplanmıĢtır. Gözenekli yapıya sahip olan bu küreler 

kondrosit hücreleriyle iyi bir etkileĢim göstermiĢ ve deri altına enjeksiyonla yerleĢtirilen 

kitosan/PLGA (PEC) mikrokürelerin, 8 hafta sonra kıkırdak matrisi ürettiği görülmüĢtür. 

Bu sonuçlar, yeni gözenekli bir kitosan/PLGA (PEC) mikroküreleri kıkırdak doku 

mühendisliği için enjekte edilebilir doku iskelesi olarak kullanılabilir olduğunu 

göstermektedir.    
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 3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 3.1. MATERYAL 

 Bu tez çalıĢmasının gerçekleĢtirilmesi amacıyla kullanılan materyaller aĢağıda 

sunulmuĢtur. 

 3.1.1. Mikroküre Formunda Kriyojel Doku Ġskelelerinin Üretiminde Kullanılan 

Kimyasal Malzemeler 

 3.1.1.1. Kitosan 

BaĢta gıda, kozmetik, ziraat, tıp, kağıt ve tekstil olmak üzere birçok endüstri 

dalında kullanım alanına sahip olan kitosan, yengeç, karides gibi kabuklu deniz 

canlılarında bulunan kitinin deasetilasyonuyla elde edilen lineer bir aminopolisakkarittir. 

Bu çalıĢmada, yengeç kabuklarından elde edilen yüksek molekül ağırlığına ve 

yüksek viskozite özelliğine sahip kitosan (Sigma Aldrich, USA) kullanılmıĢtır.  

 3.1.1.2. Gluteraldehit 

Gluteraldehit, proteinlerin çapraz bağlanmasında kullanılmasının yanı sıra; 

histokimya, enzim teknolojisi, kimyasal dezenfeksiyon ve sterilizasyon, biyomedikal, 

eczacılık bilimi ve deri endüstrisi gibi çeĢitli alanlarda geniĢ kullanım alanına sahiptir. 

Bu çalıĢmada kitosanın çapraz bağlanmasında gluteraldehit (%25, v/v, Merck 

Almanya) kullanılmıĢtır.  

 3.1.1.3. Span 80 

Tıp ve ilaç biliminin yanı sıra kozmetik, boya, tekstil sanayinde kullanılan 

emülsiyonlaĢtırıcı ve sabiĢleĢtirici bir ajandır. Bitkisel veya hayvansal kökenli normal bir 

yağ asidi olan oleik asit ve sorbitolden üretilir. Koyu sarı ile kahverengi arasında bir renge 

sahiptir ve görünüm olarak balı andırmaktadır 

Bu çalıĢmada kullanılan Span 80 (Sorbitan monooleate), Croda (Türkiye) 

firmasından hibe ile sağlanmıĢtır. 
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3.1.1.4. Petrol eteri 

Bu çalıĢmada emülsiyon oluĢumunda yağ fazın bileĢenlerinden biri olarak ve 

üretilen mikrokürelerin yıkanmasında kullanılan petrol eteri, Emir Kimya (Türkiye) 

firmasından alınmıĢtır. 

 3.1.1.5. Bitkisel yağ 

Emülsiyon fazın oluĢturulmasında bitkisel yağ olarak, ticari olarak satılan 

zeytinyağı ve ayçiçeği yağı kullanılmıĢtır. 

 3.1.1.6. Asetik asit 

Asetik asit bir organik asittir, sirkeye ekĢi tadını ve keskin kokusunu vermesiyle 

bilinmekte ve doğada karbonhidratların yükseltgenmesiyle oluĢmaktadır. Polimer 

çözeltilerini hazırlama sürecinde kitosan, asetik asit (%100, v/v, glacial)  (Merck, 

Almanya) içinde % 0.5, 1 ve 2 (w/v) konsantrasyonlarında çözülmüĢtür. 

 3.1.1.7. Etanol 

Etil alkol olarak da bilinen etanol, renksiz ve yanıcı bir kimyasal bileĢiktir. Bu tez 

çalıĢmasında, kriyojel mikrokürelerin yıkama iĢleminde etanol (Sigma-Aldrich, USA) 

kullanılmıĢtır. 

Deneyler kapsamında; çözeltilerin hazırlanmasında asetik asit ve distile su, 

oluĢturulan mikrokürelerin yıkanmasında ise sırasıyla petrol eteri, etanol ve distile su 

kullanılmıĢtır.  

 3.1.1.8. Ninhidrin çözeltisi 

 Ninhidrin, kimyasal formülü C6H4COC(OH)2CO, mol kütlesi 178.1 g olan, amino 

asitler, peptitler ve proteinlerin tanınmasında (mavi - menekĢe renk) kullanılan renksiz 

kristal yapıda bir maddedir. 

 Bu tez çalıĢmasında, kitosan mikrokürelerin serbest halde bulunan amino ve 

karboksil gruplarıyla birlikte verdikleri reaksiyonlara dayanan çapraz bağlama derecesinin 

belirlenmesinde kullanılmıĢtır. Ninhidrin çözeltisinin hazırlanmasında kullanılan 

kimyasallar: 

Sitrik asit  (Emir Kimya, Türkiye)  

Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich, ABD) 
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SnCl2. 2H2O (Sigma Aldrich, Ġsviçre) 

Ninhidrin (Sigma Aldrich, Hindistan) 

Etilen glikol monometileter (Sigma Aldrich, Almanya) 

Etanol (Emir Kimya, Türkiye)  

Glisin (Sigma Aldrich, Belçika) 

Ģeklindedir. 

 3.1.2. Mikroküre Formunda Kriyojel Doku Ġskelelerinin Üretiminde Kullanılan 

Cihazlar 

ÇalıĢmada kullanılan temel laboratuar cihazları sırasıyla verilmiĢtir; 

Kriyostat (WiseCircu WCR – P6 CFC 404 A, Wisd Lab. Inst., Almanya) 

Mekanik karıĢtırıcı (Velp Scientifica, Digital Overhead Strirrer-DLS, Ġtalya) 

ġırınga Pompası (New Era Pump Systems, NE-300, ABD) 

UV spektrofotometresi (Chebios, Optimum-one Uv&Vis, Ġtalya) 

Temel cihazların yanı sıra Ģu cihazlarda kullanılmıĢtır; 

Isıtmalı su banyosu (Daihan Scientific CO. LTD., WiseBath WB-22, Kore) 

Manyetik karıĢtırıcı (Heldolph Instruments, MR Hei-Standart, Almanya) 

pH metre (Mettler Toledo, Portable pH meter SG-23, ABD) 

Etüv (Elektro.mag, M420-P, Türkiye) 

Analitik hassas terazi (Ohaus Corp. Pine Brook, AR2140, Çin) 

Buzdolabı 

Mikroküre formunda üretilen kriyojel doku iskelelerinin, küresel formu dağılma 

ortamı içinde emülsiyon Su/Yağ fazı oluĢturularak sağlanmıĢtır.  Kriyojenik koĢullarda 

polimerizasyon ve çapraz - bağlama ile kriyojel mikrokürelerin üretimi tamamlanmıĢtır. 

 3.2. YÖNTEM 

 3.2.1. Mikroküre Doku Ġskeleleri Üretimi Ön ÇalıĢmaları  

Ön çalıĢmalarda, mikroküre üretiminde kullanılacak olan kitosanın farklı 

konsantrasyonlara sahip asetik asit çözeltilerindeki çözünürlüğü incelenmiĢtir. Yapılan ön 

denemeler sonucunda farklı konsantrasyonlarda hazırlanacak polimer çözeltilerinin 
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tümünün asetik asidin  %6 (v/v)'lık sulu çözeltisiyle hazırlanmasına karar verilmiĢtir. 

Belirlenen konsantrasyonlarda hazırlanan çözeltiler bir gece manyetik karıĢtırıcıda 

karıĢtırılarak homojen çözeltiler elde edilmiĢtir. 

Emülsiyon fazının oluĢturulması için yapılan ön çalıĢmalarda, hazırlanan polimer 

çözeltilerinden küre oluĢumuna yönelik denemeler yapılmıĢtır. Bu denemeler sonucu 

emülsiyon yağ fazı petrol eteri, Span 80 ve ayçiçeği yağı kullanılarak oluĢturulmuĢtur. 

 3.2.2. Kitosan Temelli Kriyojel Mikrokürelerin Üretilmesi 

Bu çalıĢmada mikroküreler, dağılma ortamı içinde emülsiyon faz oluĢturma 

tekniği ile elde edilmiĢtir. Kitosanın %6'lık (v/v) asetik asit çözeltisi içersindeki 

çözünürlüğü, kitosan - gluteraldehit çapraz bağlanması, dağılma ortamında emülsiyon 

fazın oluĢumu, karıĢtırma hızının ya da sıcaklığın mikro kürelerin oluĢumuna etkisi göz 

önüne alınarak, doku mühendisliği ve kontrollü ilaç salımı uygulamalarında kullanılmaya 

elveriĢli olan ve elde edilen verilerin çeĢitliliği irdelenerek  optimum özellikleri taĢıyan 

kriyojel mikroküreleri üretmek amacıyla polimer konsantrasyonu, çapraz bağlayıcı oranı, 

karıĢtırma hızı, reaksiyon sıcaklığı, dağılma ortamı bileĢenleri gibi parametrelerin  farklı 

varyasyonları denenerek mikroküre formunda kriyojel doku iskeleleri üretilmiĢ ve 

karakterize edilmiĢtir. 

Yapılan optimizasyon çalıĢmaları sonucunda, %0.5, 1 ve 2 (w/v) 

konsantrasyonlarında kitosan, %1, 3 ve 6 (v/v) konsantrasyonlarında gluteraldehit 

çözeltileri kullanılarak mikroküre formunda kriyojeller üretilmiĢtir. Reaksiyon sıcaklığı; -

10, -16 ve -24°C, karıĢtırma hızı 500, 1000 ve 1500 rpm karıĢtırma hızı olacak Ģekilde 

değiĢtirilmiĢtir. Dağılma ortamı ise; 37.5 mL petrol eteri, 10 mL ayçiçeği yağı ve 2.5 mL 

Span 80'in (75:20:5) manyetik karıĢtırıcıda tamamen homojen bir karıĢım elde edilinceye 

kadar karıĢtırılmasıyla oluĢturulmuĢtur.  

2 mL polimer çözeltisi Ģırıngaya alınarak; mekanik karıĢtırıcıda karıĢtırılarak 

oluĢturulan dağılma ortamına oda sıcaklığında Ģırınga pompası yardımıyla damla damla 

ilave edilmiĢtir. Ekleme iĢlemi bittikten sonra karıĢıma farklı konsantrasyonlarda 

hazırlanan 1 mL gluteraldehit çözeltisi hızlıca ilave edilip; kriyojelasyonun gerçekleĢmesi 

için 2 saat kriyostatta bekletilmiĢtir. Dağılma ortamında donmuĢ olan örnekler, daha sonra 

24 saat -16°C'de buzlukta  bekletilmiĢtir. Reaksiyon tamamlandıktan sonra örneklerin 



Demir, D. 2014. Küre Formunda Kriyojel Doku İskelelerinin Üretimi ve Karakterizasyonu, Yüksek Lisans Tezi, Mersin Üniversitesi.  

 

32 

 

sıcaklığı oda koĢullarına getirilmiĢtir. Örnekler sırasıyla; petrol eteri, etanol ve distile suyla 

yıkanarak  reaksiyona girmemiĢ monomerlerin, çapraz bağlayıcı ve dağılma ortamını 

oluĢturan emülsiyonlaĢtırıcıların tamamen uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. 

Yıkanan mikroküre formundaki kriyojeller filtre kağıdından süzülerek sabit bir 

ağırlığa ulaĢıncaya kadar kurutulmuĢtur. Mikroküre formunda kriyojel doku iskelesi 

hazırlama basamakları ġekil 3.1'de Ģematik olarak sunulmuĢtur. 

 
ġekil 3.1. Mikroküre formunda kriyojellerin hazırlanma basamakları 

 3.2.3. Mikroküre Formunda ÜretilmiĢ Kriyojellerin Karakterizasyonu 

 Bu tez çalıĢması kapsamında hazırlanan, kitosandan üretilen mikroküre 

formundaki kriyojeller aĢağıda açıklanan yöntemler kullanılarak karakterize edilmiĢtir. 

 3.2.3.1. FT - IR analizi 

Farklı konsantrasyonlardaki kitosan ve gluteraldehit kullanılarak, farklı koĢullarda 

(sıcaklık, karıĢtırma hızı) üretilen mikroküre formundaki kriyojellerin kimyasal yapıları 

Fourier DönüĢümlü Ġnfrared Spektrometre (FT - IR) (PerkinElmer (FT-IR/FIR/NIR, ATR) 

ile belirlenmiĢtir. FT - IR analizleri 400 - 4500 cm
-1  

spektrum dalga boyu aralığında 

yapılmıĢtır. 
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 3.2.3.2. Mikroküre formundaki kriyojellerin ĢiĢme davranıĢı 

Kriyojel mikrokürelerin ĢiĢme davranıĢlarının belirlenmesi için ĢiĢme oranları 

ölçülmüĢtür. Bir önceki basamaklarda üretilen mikroküre formundaki kriyojeller 

liyofilizatörde kurutulmuĢtur. Kriyojellerin kuru (md) ve ĢiĢmeden sonraki ağırlıkları (mw) 

±0.0001 duyarlığa sahip bir hassas terazi ile ölçülmüĢtür. Tamamen kurumuĢ olan 

mikroküre formundaki kriyojeller, 10 mL saf su içeren bir behere konulup, 37ºC'de 24 saat 

su banyosunda bekletilmiĢ ve ĢiĢmeleri sağlanmıĢtır. Daha sonra sulu ortamdan alınmıĢ ve 

süzgeç kağıdı yardımı ile yüzeyindeki su uzaklaĢtırılarak tartımları yapılmıĢtır. 

ġiĢme oranı (Sr) EĢ.3.1'e göre hesaplanmıĢtır: 

% Sr = ((mw − md)/md)*100                                (EĢ. 3.1) 

 3.2.3.3. Çapraz bağlanma derecesi 

 Farklı konsantrasyonlarda hazırlanan gluteraldehit çözeltileri ile kriyojenik 

koĢullarda çapraz bağlanması gerçekleĢtirilen mikrokürelerin çapraz bağlanma dereceleri 

ninhidrin (NHN) çözeltisi ile belirlenmiĢtir. Ninhidrin çözeltisi Ģu Ģekilde hazırlanmıĢtır: 

Çözelti A: 1.05 g sitrik asit, 10 mL (1.00 M) NaOH ve 0.04 g SnCl2.2H2O karıĢtırılarak 25 

mL'ye saf su ile tamamlanmıĢtır; Çözelti B: 1 g ninhidrinin 25 mL etilen glikol mono 

metileter'de çözülmesiyle hazırlanmıĢtır. A ve B çözeltileri birleĢtirilerek 45 dakika 

boyunca karıĢtırılmıĢtır. Hazırlanan çözelti mikrokürelerin çapraz bağlanma derecesinin 

belirlenmesinde kullanılmak üzere koyu renk ĢiĢede karanlıkta saklanmıĢtır. 

 Bu yöntem, kitosan mikrokürelerin glutaraldehit ile etkileĢtirilmesinden  sonra 

glutaraldehit bağlanmadan kalan serbest –NH2 grubu tayini için  kullanılmıĢtır. Yöntemin 

esası, –NH2 grubunun ninhidrinle verdiği reaksiyon sonucunda oluĢan kompleksin etanol 

fazına alınarak spektrofotometrik olarak 570 nm‟de absorbansının ölçülmesine 

dayanmaktadır. 

Bunun için:  

1. DeriĢimi 1, 2, 3, 4, 5 mg/mL olan olan glisin çözeltileri hazırlanmıĢtır.  
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2. Hazırlanan çözeltilerden 100 µL tüplere alınarak ve üzerine 200 µL ninhidrin 

(% 2 (w/v)) çözeltisi eklenmiĢtir. Kör tüp için 100 µL su alınarak üzerine 200 µL ninhidrin 

çözeltisi eklenmiĢtir.  

3. Tüpler 100°C'de 20 dakika süre ile su banyosunda bekletildikten sonra oda 

sıcaklığına kadar soğutulmuĢtur. 

4. Her bir tüpe 50:50 etanol:su karıĢımından 5 ml eklenerek karıĢtırılmıĢtır.  

5. Çözeltilerin absorbansı köre karĢı 570 nm‟de okunmuĢtur. 

 Amino grubu belirlenecek kitosan mikrokürelerden 10 mg tartılarak üzerine 100 

µL su eklendikten sonra standart çalıĢmasındaki basamaklar aynen uygulanmıĢtır. Örnekler 

3000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildikten sonra oluĢan kompleks etanol-su fazına alınarak 

absorbansı 570 nm‟de okunmuĢtur. Örneğin absorbansı standart grafik kullanılarak 

değerlendirilmiĢtir. Numunenin çapraz bağlanma derecesi, daha sonra EĢitlik 3.2 

kullanılarak hesaplanır: 

                         (EĢ. 3.2) 

 Burada (NHN amin)ilk çapraz bağlanmamıĢ kitosandaki serbest NH2 'nin mol 

sayısını, (NHN amin)son ise gluteraldehit ile çapraz bağlanmıĢ kitosan mikrokürelerde 

kalan serbest NH2'nin mol sayısını ifade etmektedir.  

 3.2.3.4. Zeta potansiyeli 

Mikroküre formundaki kriyojellerin yüzey yükünün bir ölçüsü olan zeta 

potansiyel ölçümleri dağıtıcı ortam olarak su kullanılarak Zeta sizer  ile yapılmıĢtır 

(Malvern, United Kingdom). 

Tüm örneklerden 0.1 g tartılarak, örnekler ayrı ayrı beherler içindeki 2 ml saf su 

içine konulmuĢ ve 10 dakika karıĢtırılmıĢtır. Ġri tanelerin çökelmesi için 5 dakika 

dinlendirildikten sonra zeta potansiyelleri ölçülmüĢtür. Yapılan her ölçümde distile suyun 

pH değeri 6'da sabit tutulmuĢtur ve yeteri kadar (min. 10) taneciğin bir arada bulunmasına 

dikkat edilerek cihazın mikro iĢlemcisi tarafından  hesaplanan ortalama zeta potansiyel 

değerleri belirlenmiĢtir. 
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3.2.3.5. SEM ile analiz  

Mikroküre formundaki kriyojellerin yüzeyleri elektrik iletkenliğini sağlayabilmek 

amacıyla vakum ortamında platin ile kaplandıktan sonra yüzey morfolojisi ve tanecik 

boyutunu belirlemek ve uygulanan iĢlemlerin gözenek yapılarına  etkisinin 

görüntülenebilmesi için taramalı elektron mikroskobu (SEM) (Quanta 400F Field 

Emission, ABD) kullanılmıĢtır. SEM analizi öncesinde kriyojel mikrokürelerin gözenek 

yapılarını bozmadan, içerebilecekleri nemin tamamının uzaklaĢtırılması ve ĢiĢmiĢ haldeki 

gözenek büyüklüğünün belirlenebilmesi için liyofilizasyon iĢlemine tabii tutulmuĢtur. 5 

kV'da, 100, 500 ve 1000 büyütme oranlarında SEM görüntüleri alınmıĢtır.  

 3.2.3.6. Ġn vitro degradasyon 

 Mikroküre formunda kitosan kriyojellerin degradasyonu distile su içinde ve 

37ºC'de izlenmiĢtir. Kriyojel mikroküre örnekleri eĢit miktarlarda (2 mg) sabit ağırlığa 

gelinceye kadar kurutulmuĢtur, 5 ml distile su içeren kaplara konulmuĢtur. 30 gün 

sonunda, örnekler ortamdan alınmıĢ ve kurutulmuĢtur. Degradasyon sonucunda mikroküre 

yüzey ve gözenek morfolojisindeki değiĢim SEM görüntüleri alınarak incelenmiĢtir. Daha 

sonra sürekli degradasyonu incelemek için tekrar distile su içine konulmuĢtur. 
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 4. BULGULAR VE TARTIġMA 

Bu bölümde doku mühendisliği uygulamalarında kullanılmak üzere hazırlanan 

küre formunda kitosan kriyojel doku iskelelerinin üretimi ve karakterizasyonu çalıĢmaları 

ile ilgili deneysel sonuçlar sunulmuĢ ve elde edilen bulgular üzerine tartıĢmalar yapılmıĢtır. 

Bu veriler ıĢığında, proses ve çözelti değiĢkenlerinin mikroküre morfolojileri üzerine etkisi 

tartıĢılmıĢtır. ĠĢlem değiĢkenleri olarak karıĢtırma hızı, sıcaklık, dağılma ortamı bileĢenleri 

gibi değiĢkenler irdelenmiĢtir. Çözelti değiĢkenleri olarak ise çözeltilerin konsantrasyonu, 

viskozitesi, eklenen çapraz bağlayıcı miktarları incelenmiĢtir. Bu değiĢkenlere bağlı olarak 

sentezlenen mikroküre formundaki kriyojellerin karakterizasyonu; denge su içerikleri, 

yüzey yükleri, çapraz bağlanma dereceleri, in vitro degradasyon davranıĢları karakterize 

edilmiĢ; kimyasal yapıları ve gözenek morfolojileri FT - IR ve SEM ile incelenmiĢtir. 

 4.1. KÜRE FORMUNDA KRĠYOJEL DOKU ĠSKELELERĠNĠN ÖZELLĠKLERĠ 

 4.1.1. Malzeme ve Çapraz Bağlayıcı Seçimi 

 Biyolojik olarak yenilenebilir olması, biyobozunur, biyouyumlu, nonantijenik, 

nontoksik ve biyofonksiyonel özelliklere sahip olması sayesinde doğal bir polimer olan 

kitosanın tez çalıĢmasında kullanılmasına karar verilmiĢtir. Kitosanın zayıf asitlerde 

çözündüğü bilinmektedir (Tığlı ve ark., 2007). Bu nedenle çözücü ortam olarak asetik asit 

ile denemeler yapılmıĢtır. Hazırlanan kitosan çözeltilerinin konsantrasyon, yoğunluk ve 

viskozite değerleri Çizelge 4.1'de sunulmuĢtur.  

Çizelge 4.1. Kitosan çözeltilerinin konsantrasyon, yoğunluk ve viskozite değerleri 

Konsantrasyon (%, w/v) Yoğunluk (g/mL) Viskozite (Pa.s) 

0.5 1.0075 102.230 

1.0 1.0088 234.513 

2.0 1.0104 685.867 
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 Kitosan çözeltilerinin viskozite değerleri emülsiyon faz oluĢumunda meydana 

gelen damlacıkların boyutunu ve morfolojisini etkilemektedir. Bu viskozite değeri polimer 

çözeltisinin dağılma ortamına damlatılabilirliği açısından küre oluĢumuna izin verecek 

özellikte olmalıdır. Asetik asit çözeltisinin farklı konsantrasyonlarıyla küre oluĢumu 

dikkate alınarak yapılan denemeler sonucu tez çalıĢmasında kullanılan kitosan polimerinin 

%6'lık (v/v) asetik asit çözeltisi içerisinde çözülmesine karar verilmiĢtir. 

 Polimer çözeltilerinin viskoziteleri aynı deriĢimde hazırlanan küçük mol kütleli 

maddelerin çözeltilerinin viskozitelerinden çok daha yüksektir. Polimer çözeltilerinde, 

polimer zincirleri uygun çözücü içinde uzamıĢ hallerinde bulunmaya eğilimlidirler ve bu 

eğilim viskoziteyi daha da arttırır. Bu yüksek viskozite özelliği, viskozite ölçümleriyle 

polimerin viskozite-ortalama mol kütlesini bulma olanağı sağlar.  

 Hazırlanan polimer çözeltilerinin viskozitesi; çözücü ve polimer türünden, 

polimerlerin molekül ağırlığından, polimer deriĢiminden ve sıcaklıktan etkilenir. Kitosanın 

viskozite - ortalama mol kütlesi, polimer çözeltisinin viskozitesini belirleyen en önemli 

faktördür. Ostwald viskozimetresi ile sabit sıcaklıkta akma süreleri ölçülen faklı 

konsantrasyonlardaki kitosan çözeltilerinin viskozite ölçümleriyle, kullanılan kitosanın 

viskozite ortalama molekül ağırlığı (Mv) EĢitlik 4.1'de verilen Mark - Houwink - Sakurada 

(MHS) denklemi kullanılarak hesaplanmıĢtır. Hazırlanan çözeltilerin akma süreleri 3'er kez 

ölçülmüĢ ve ortalaması alınmıĢtır (Mohammad ve ark., 2000). 

[η] = K.MV
α
  (Mark-Houwink-Sakurada bağıntısı)                                                    (EĢ. 4.1) 

[η]: Ġntrinsic viskozite 

K ve α her bir polimer - çözücü sistemi için bellidir. 

(27°C'de Kitosan - Asetik asit için K= 1.38*10
-4

, α= 0.85) 
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Çizelge 4.2. Kitosan viskozite molekül ağırlığı hesaplama değerleri 

Konsantrasyon, C 

(%, w/v) 

AkıĢ Süresi, t 

(s) 

Viskozite, µrel
* 

(Pa.s) 

μsp
** 

(μrel – 1) 
μsp/C

*** 

0.5 5752.67 72.230 71.230 142.460 

1.0 9818.33 234.513 233.513 233.513 

2.0 22838.67 685.867 684.867 342.434 

*
: Bağıl viskozite 

**
: Spesifik viskozite 

***
: ĠndirgenmiĢ viskozite 

 
ġekil 4.1. Konsantrasyona karĢı, spesifik viskozite/konsantrasyon grafiği 

 ġekil 4.1'de farklı kitosan konsantrasyonlarına karĢı spesifik 

viskozite/konsantrasyon (μsp/C) grafiğinden elde edilen kayma değeri intrinsik viskoziteyi 

[ƞ] verir. [ƞ]= 87.99'dur. EĢ. 4.1'de verilen denklemden yararlanılarak tez çalıĢmasında 

kullanılan kitosanın viskozite - ortalama molekül ağırlığı değeri Mv=674353 Dalton olarak 

hesaplanmıĢtır. Kitosanın yüksek molekül ağırlığına sahip olduğunu gösteren bu değer, 

hazırlanan kitosan çözeltilerinin yüksek viskoziteye sahip olmasına neden olmuĢtur. 

 Belirlenen viskozite değerlerinin polimer konsantrasyonu arttıkça arttığı 

görülmektedir. %2'den daha yüksek ve %0.5'den daha düĢük  konsantrasyonlarda 
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hazırlanan kitosan çözeltileriyle oluĢturulan doku iskelelerinin morfoloji ve büyüklük 

kontrolü sağlanamamıĢtır.  

 Homojen Ģekil ve boyutlarda mikroküre oluĢumu için polimer çözeltisi, uygun 

molekül ağırlığına sahip polimerlerle hazırlanmalı ve uygun viskoziteye sahip olmalıdır. 

 4.1.2. Yöntem Seçimi 

 Sunulan tez çalıĢmasında doku mühendisliği uygulamalarında kullanılmak üzere 

geleneksel silindirik, film ya da disk Ģeklinde kitosan doku iskelelerinden farklı olarak 

düzensiz Ģekillerdeki yaraları doldurabilecek, enjekte edilebilir, küre formunda ve mikro 

boyutta doku iskeleleri sentezlenmiĢtir. Bu malzemelerin doku iskelesi olarak 

kullanılmasının yanı sıra kontrollü ilaç salım sistemlerinde taĢıyıcı ajan olarak da 

kullanılmaya uygun olduğu görülmüĢtür.  

 Genta ve ark. (1998), oda sıcaklığında, gluteraldehit ile çapraz bağlanmıĢ ilaç 

yüklü kitosan mikroküreleri farklı karıĢtırma oranlarıyla oluĢturdukları ayçiçeği yağı ve 

Span 80 dağıtma ortamında hazırlamıĢlardır.  

 Huang ve ark. (2002), ilaç taĢıyıcı sistem olarak genipin ile çapraz bağlanmıĢ 

jelatin mikroküreleri oda sıcaklığında emülsifikasyon çözücü buharlaĢtırma yöntemi ile 

hazırlamıĢlardır. Jelatin mikrokürelerin üretilmesinde kullanılan dağıtma ortamı mısır yağı 

ile sağlanmıĢtır.  

 Senthil ve ark. (2012), sodyum aljinat mikroküreleri, Span 80, petrol eteri ve sıvı 

parafinden oluĢan dağıtma ortamı içinde gluteraldehit ile emülsiyon faz kimyasal çapraz 

bağlama yöntemi ile üretmiĢlerdir. Anti kanser ilaç salım kinetiğinin incelendiği çalıĢmada, 

oda sıcaklığında hazırlanan gözeneksiz küreler kullanılmıĢtır. 

 Yapılan literatür araĢtırmasında emülsifikasyon ile oluĢturulan kitosan 

mikrokürelerin gluteraldehit ile kriyojenik koĢullarda kimyasal çapraz bağlanarak 

sentezlendiği herhangi bir çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır.  

 KriyojelleĢme (ya da sıfırın altındaki sıcaklıklarda jelleĢme), gözeneklilik derecesi 

kontrol edilebilen, gözenekli kriyojellerin oluĢumuna olanak sağlar. Kriyojellerin 

süngerimsi yapısı ve makrogözeneklere sahip olması çeĢitli büyüklükteki kütle aktarımının 

hem difüzyonla hem de taĢınımla rahat bir Ģekilde gerçekleĢmesine olanak sağlar. Hidrojel 

mikrokürelerin oldukça pürüzsüz ancak gözeneksiz bir yüzeye sahip olduğu görülmektedir. 
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 Literatürde kitosanın emülsiyon fazda çapraz bağlanmasıyla oluĢturulan 

mikrokürelerden ilaç salım sistemlerinde kullanılmak üzere salım kinetiğinin incelendiği 

pek çok çalıĢma yer almaktadır. Yuan ve ark. (2006), protein yüklü kitosan bazlı 

mikroküreleri genipin ile çapraz bağlayarak sentezlemiĢlerdir. Bu çalıĢmada, çapraz 

bağlamanın oda sıcaklığında ve uzun sürelerde (4, 8, 16 saat) gerçekleĢtiği gösterilmiĢtir. 

Gupta ve Jabrail (2006), kitosan mikroküreleri gluteraldehit ile oda sıcaklığında çapraz 

bağlayarak farklı deasetilasyon derecelerine sahip kitosanların ilaç salımına etkisini 

incelemiĢlerdir.  

 Oda sıcaklığında emülsiyon fazda kimyasal çapraz bağlanma ile üretilen bir 

hidrojel mikokürenin birbirleriyle bağlantılı gözenekler oluĢturamaması nedeniyle kitosan 

mikrokürelerin sentezinde kriyojelasyon tekniği kullanılarak etkin bir biçimde homojen ve 

eĢ dağılımlı bir gözeneklilik yapısı sağlanmıĢtır. Yapılan ön çalıĢmalarda %1, w/v'lik 

kitosan çözeltisinden üretilen mikrokürelerin çapraz bağlanma reaksiyonları oda 

sıcaklığında ve kriyojenik koĢullarda ayrı ayrı gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 4.2'de %3'lük 

(v/v) gluteraldehit çözeltisi ile çapraz bağlanarak oluĢturulan mikroküre formunda hidrojel 

ve kriyojel doku iskelelerinin SEM görüntüleri verilmiĢtir. 
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ġekil 4.2. (A) Küre formunda hidrojel , (B) Küre formunda kriyojel 

 SEM fotoğraflarında da görüldüğü gibi oda sıcaklığında oluĢturulan bir mikroküre 

formundaki hidrojelin, küresel ve pürüzsüz bir yapıya sahip olduğu gözlenmektedir. 

Ancak, mikrokürelerin doku iskelesi olarak kullanılabilmesi birbirleriyle bağlantılı içsel bir 

gözenek yapısına sahip olmalarıyla mümkündür. Bu gözenek yapısı hücrelerin yapıĢıp 

yayılması, besinlerinin aktarımı, üremesi, farklılaĢması ve atıklarının uzaklaĢtırılması 

açısından çok önemlidir. Ayrıca, kontrollü ilaç salım sistemlerinde taĢıyıcı ajan olarak 

kullanılabilecek mikrokürelerin, gözenekli yapıya sahip olması difüzyon mekanizması ve 

salım kinetiği açısından büyük öneme sahiptir. Sunulan tez çalıĢmasında kitosan 

mikrokürelerin sentezi için Su/Yağ tipi emülsiyon kimyasal çapraz bağlama ve 

kriyojelasyon yöntemi bir araya getirilerek içsel bağlantılı küre formunda doku iskeleleri 

sentezlenmiĢtir. 
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  4.1.3. Kitosan Mikrokürelerin Üretimi 

 Kitosan mikrokürelerin yağda su (Su/Yağ) emülsiyon kimyasal çapraz bağlama 

yöntemi uygulanarak hazırlanması yönünde formülasyon çalıĢmaları yapılmıĢ olup bu 

aĢamada;  

 Çapraz bağlayıcı ajan tipi ve konsantrasyonu, 

 Çapraz bağlayıcı ekleme Ģekli, 

 Emülsifikasyon süresi, 

 Kriyojelasyon sıcaklığı, 

 Polimer konsantrasyonu, 

 Yağ fazı bileĢenleri içeriği, 

 Emülgatör (Span 80) miktarı, 

 KarıĢtırma hızı ve süresi gibi parametreler 

değiĢtirilerek formülasyona etkileri incelenmiĢtir. 

 Kitosan mikrokürelerin sentezlenmesi esnasında dağılma ortamının 

oluĢturulmasında kullanılacak bileĢenlerin emülsiyon oluĢturarak küre oluĢumuna izin 

vermesi gerekmektedir. Yapılan ön çalıĢmalarda, petrol eteri, sıvı parafin, Span 80, 

ayçiçeği yağı ve zeytin yağı ile denemeler yapılmıĢtır. Sıvı parafin ve zeytinyağı 

emülsiyon için uygun olmasına rağmen, kriyojelasyon esnasında donmuĢtur. Ek olarak, 

zeytinyağı ile hazırlanan mikrokürelerdeki yağ miktarı yıkama ile yeterince 

uzaklaĢtırılamamıĢtır. Sabit kitosan, gluteraldehit, sıcaklık, karıĢtırma hızı gibi proses 

değiĢkenlerinde yapılan çalıĢmalarda hazırlanan dağılma ortamları ile elde edilen yapılar 

ġekil 4.3'de sunulmuĢtur. 

 Bu yöntemde emülsiyonun dıĢ fazı olarak kloroform, toluen ve petrol eteri gibi 

organik çözücüler kullanılmaktadır. Petrol eteri kullanılarak yapılan denemede emülsiyon 

için yağ fazı sağlanamamıĢ ve topaklanma meydana gelmiĢtir. (ġekil 4.3, A). Yapılan 

literatür taramasında pamuk yağı, ayçiçeği yağı ve zeytin yağı gibi bitkisel yağlarında 

kullanılabileceği görülmüĢtür. Petrol eteri ve zeytin yağı ile yapılan denemelerde 

emülsiyon için yağ fazı sağlanmıĢ ancak damlacıklar birbirine yaklaĢarak kümeleĢme 

meydana gelmiĢtir (ġekil 4.3, B). Sıvı damlacıkların uygun bir sürfaktan kullanılarak 

stabilize edilmesine karar verilmiĢtir. Bu nedenle emülgatör madde olarak Span 80 
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kullanılmıĢtır. Petrol eteri, ayçiçeği yağı, Span    80' in 75:20:5 oranlarında hazırlanan 

karıĢımı tüm deneylerde yağ fazı olarak kullanılmıĢtır (ġekil 4.3, C).  

 
ġekil 4.3. DeğiĢik formülasyonlarda hazırlanan bileĢenler ile yağ fazının belirlenmesi: A) 

50 mL petrol eteri, B) 37.5 mL petrol eteri - 12.5 mL ayçiçeği yağı, C) 37.5 mL petrol eteri 

- 10 mL ayçiçeği yağı - 2.5 mL Span 80. 

 Emülsiyon sistemlerin topaklaĢma, kümeleĢme ve  kremalaĢma biçiminde üç 

farklı kararsızlıkları vardır. OluĢan emülsiyonlardan biri ilk emülsiyona oranla iç faz 

miktarınca daha yoğun olursa kremalaĢma meydana gelir ve emülsiyon bozulur. Bu 

kararsızlıklar dikkate alınarak iç fazın (sulu polimer çözeltisi) dıĢ faza (yağ fazı) oranı 1:25 

olacak Ģekilde deneyler yapılmıĢtır. 

 Su/Yağ tipi emülsiyon kimyasal çapraz bağlama yönteminde, çapraz bağlama 

ajanının aldehit grupları kitosanın iĢlevsel amino grubu ile çapraz bağlanarak mikropartikül 

oluĢumunu sağlar. Bu yöntemde yağ içinde su emülsiyonu; kitosan asetik asit sulu 

çözeltisinin yağ fazında emülsiyonu ile hazırlanmaktadır. Sıvı damlacıklar uygun bir 

sürfaktan kullanılarak stabilize edilmektedir. Stabil emülsiyonun glutaraldehit gibi uygun 

bir çapraz bağlayıcı ajan kullanılarak çapraz bağlanması suretiyle, damlacıkların 

sertleĢmesi sağlanır.  

 4.1.4. Mikrokürelerin %Küre Verimlerinin ve Çaplarının Değerlendirilmesi 

 Hazırlanan mikroküre formülasyonlarında yapılan in vitro kontrollerin baĢında 

ürün veriminin saptanması tayini gelmektedir. DeğiĢik formülasyonlarda hazırlanan 

mikrokürelerin %küre verimleri EĢitlik 4.2 ile hesaplanmıĢtır.  
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              (EĢ. 4.2) 

 Elde edilen mikroküre formülasyonları ürün verimi açısından 

değerlendirildiğinde, %ürün veriminin %49.50 - 96.37 gibi bir aralıkta değiĢtiği 

görülmüĢtür. Ürün verimi değer aralığı, mikroküre üretimi için seçtiğimiz Su/Yağ (S/Y) 

tipi emülsiyon kimyasal çapraz bağlama yönteminin verim açısından uygunluğunun bir 

göstergesidir.  

 Çizelge 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6'da  değiĢik formülasyonlarda hazırlanan kitosan 

mikrokürelerde (sırasıyla farklı kitosan konsantrasyonu, farklı çapraz bağlayıcı miktarı, 

farklı karıĢtırma hızı, farklı reaksiyon sıcaklığı) mikrokürelerin oluĢum verimleri ve 

ortalama küre çapı değerleri görülmektedir. Kitosan kriyojel mikroküreler için gösterilen 

değerler incelendiğinde, mikroküre oluĢumu verimlerinin ve ortalama küre çapının, kitosan 

miktarının artıĢıyla arttığı görülmektedir (Çizelge 4.3).  

Çizelge 4.3. Farklı kitosan konsantrasyonlarında hazırlanan mikrokürelerin %küre 

verimlerinin ve çaplarının değerlendirilmesi (KarıĢtırma hızı: 1000 rpm, reaksiyon 

sıcaklığı: -16°C, gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v) 

Kitosan 

Konsantrasyonu 

(w/v, %) 

Küre Verimi 

(w/w, %) 

Ortalama Küre Çapı 

(µm) 

0.5 49.50 197.72 ± 14.82 

1.0 69.11 220.11 ± 25.58 

2.0 96.37 581.80 ± 47.76 

 

 Kitosan konsantrasyonunun değiĢmesiyle orantılı olarak  mikroküre çaplarının 

değiĢmesinin sebebinin kitosan oranı arttıkça yapıdaki destek maddesi olan polimer 

miktarının artmasından kaynaklandığı düĢünülmüĢtür. Bu da mekanik stabilitesi daha 

sağlam kürelerin oluĢmasını sağlayarak, yıkama ve kurutma basamaklarında madde 

kaybını önlemiĢ ve küre verimini arttırmıĢtır. 

 Çapraz bağlayıcı konsantrasyonunun yetersiz olması (%1, v/v), kitosanın daha az 

ve daha zayıf kovalent çapraz bağlanmasına sebep olarak, süngerimsi ve hafif partiküllerin 
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oluĢmasını sağlamıĢtır. Yıkama sonrası, filtrasyon sürecinde askıda kalan bu mikroküreler 

madde kaybına neden olarak %küre verimini düĢürmüĢtür. Aynı Ģekilde, çapraz bağlayıcı 

konsantrasyonunun fazla olması da (%6, v/v), gluteraldehitin fazlasının reaksiyona 

girmeden uzaklaĢması sonucu üretim verimini düĢürmüĢtür (Çizelge 4.4). 

 

Çizelge 4.4. Farklı gluteraldehit konsantrasyonlarında hazırlanan mikrokürelerin     %küre 

verimlerinin ve çaplarının değerlendirilmesi (KarıĢtırma hızı: 1000 rpm, reaksiyon 

sıcaklığı: -16°C, kitosan konsantrasyonu: %1, w/v) 

Gluteraldehit Konsantrasyonu 

(v/v, %) 

Küre Verimi 

(w/w, %) 

Ortalama Küre Çapı 

(µm) 

1.0 63.12 355.82 ± 29.84 

3.0 69.11 220.11 ± 25.58 

6.0 67.77 260.70 ± 31.38 

 

 Kitosan çözeltisinin viskozitesinin uygunluğu, küresel yapının sağlanabilmesi, 

üretim veriminin yüksek olması ve ortalama küre çapının küçük olması (doku iskelelerinin 

enjekte edilmeye uygunluğu) açısından, kitosan ve  gluteraldehit çözeltilerinin optimum 

üretim konsantrasyonlarının, sırası ile %1 (w/v) ve %3 (v/v) olduğu belirlenmiĢtir. Bu 

nedenle reaksiyon sıcaklığı ve karıĢtırma hızı parametrelerinin üretilen mikroküreler 

üzerine etkisi incelenirken bu konsantrasyonlar sabit tutulmuĢtur.  

 Kriyojelasyon sıcaklığının değiĢmesiyle, mikroküre oluĢumu verimlerinde ve 

ortalama küre çapında önemli ölçüde bir değiĢiklilik gözlenmemiĢtir. Ek olarak, kitosan 

hidrojel mikroküre çapları, kitosan kriyojel mikroküre çaplarına oranla önemli ölçüde 

değiĢiklik göstermemiĢtir (Çizelge 4.5). Bunun en önemli nedeni, partikül stabilitesini 

sağlayan dağılma fazı bileĢenlerinin, karıĢtırma hızının ve kitosan çözeltisi viskozitesinin 

sabit tutulmasıdır. Reaksiyon sıcaklığı, yalnızca gluteraldehit ile çapraz bağlanmaya yani 

gözenek boyutuna etki eden bir değiĢkendir. 
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Çizelge 4.5. Farklı reaksiyon sıcaklıklarında hazırlanan mikrokürelerin %küre verimlerinin 

ve çaplarının değerlendirilmesi (KarıĢtırma hızı: 1000 rpm, gluteraldehit konsantrasyonu: 

%3, v/v, kitosan konsantrasyonu: %1, w/v) 

Reaksiyon Sıcaklığı 

(°C) 

Küre Verimi 

(w/w, %) 

Ortalama Küre Çapı 

(µm) 

+26 (Hidrojel) 79.23 255.01 ± 18.09 

-10 73.80 207.59 ± 21.06 

-16 69.11 220.11 ± 25.58 

-24 67.77 260.70 ± 31.38 

 

 Dağılma ortamının homojenizasyonunu sağlayan önemli parametrelerden biri olan 

karıĢtırma hızının artması, bir süre sonra yağ fazında oluĢan sulu partikülleri parçalayarak 

dağıtma ortamında kremalaĢma sorununu meydana getirir ve emülsiyon bozulur. 

Emülsiyonun korunması ve mikroküre üretim verimi dikkate alınarak karıĢtırma hızı 

çalıĢma aralığının minimum 500 rpm, maksimum 1500 rpm olması gerekmektedir  

(Çizelge 4.6). 

Çizelge 4.6. Farklı kitosan konsantrasyonlarında hazırlanan mikrokürelerin %küre 

verimlerinin ve çaplarının değerlendirilmesi (KarıĢtırma hızı: 1000 rpm, reaksiyon 

sıcaklığı: -16 °C, gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v) 

KarıĢtırma Hızı 

(x rpm) 

Küre Verimi 

(w/w, %) 

Ortalama Küre Çapı 

(µm) 

500 72.59 286.62 ± 37.33 

1000 69.11 220.11 ± 25.58 

1500 65.82 201.62 ± 18.74 

 

 4.1.5. FT - IR Analizi 

Farklı formülasyonlar kullanılarak sentezlenen kitosan mikrokürelerin fonksiyonel 

gruplarının kimyasal yapısının anlaĢılması için üretilen kriyojeller FT - IR ile analiz 
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edilmiĢtir. Mikrokürelerin üretilmesinde kullanılan saf bileĢenler de ayrıca FT - IR ile 

analiz edilmiĢtir. Kitosan, ayçiçeği yağı ve Span 80'e ait mevcut kimyasal bağları gösteren 

FT - IR analiz sonuçları sırasıyla ġekil 4.6 ve ġekil 4.7„de sunulmuĢtur. 

Katı haldeki kitosanın FT - IR diyagramı incelendiğinde; 1033 cm
-1

 ve  1068 cm
-

1
'deki pikler sakkarid gruplarının (C=O titreĢimlerine ait pikler) varlığını göstermektedir. 

1639 cm
-1

 ve 1560 cm
-1

 de polimer zincirinde bulunan Amit I (NH2) grubuna ve Amit II 

(NHCOOH3) grubuna ait pikler görülmektedir.  

3500 cm
-1 

– 3300 cm
-1

 de kitosanda olması beklenen yayvan –NH ve –OH 

bandları görülmektedir.  

 
ġekil 4.6. Saf kitosanın FT - IR Spektrumu 

 Mikrokürelerin hazırlandığı yağ fazı bileĢenlerinden olan Span 80 ve ticari olarak 

satılan rafine ayçiçeği yağı emülsiyonun oluĢmasını sağlayan emülgatörlerdir (Capdevila 

ve ark., 2010). Bu bileĢenlere ait FT - IR spektrumları ġekil 4.7‟de sunulmuĢtur. Bu 

spektrumlar, üretilen mikrokürelerden yağ fazın yıkamayla uzaklaĢtırılıp uzaklaĢtırılmadığı 

hakkında bilgi verecektir.  FT - IR sonuçlarında, 1740 cm
-1 

bandında yağların sahip olduğu 

karekteristik lipid - ester (C=O) bağının varlığı görülmektedir. Bunun yanı sıra, özellikle 

doymamıĢ yağ asitlerinin sahip olduğu etilen bağı (C - H) 2851 - 2923 cm
-1 

band aralığında 

mevcuttur. 
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ġekil 4.7. Saf ayçiçeği yağı ve saf Span 80'in FT - IR Spektrumları 

 Farklı kitosan konsantrasyonuna %0.5, %1 ve %2, (w/v)  sahip çözeltiler 

kullanılarak üretilmiĢ olan kriyojel mikrokürelere ait FT - IR diyagramları ġekil 4.8‟de 

sunulmuĢtur. 1646 - 1647 cm
-1 

dalga boyları, kitosanın amino grupları ile gluteraldehitin 

aldehit grupları arasındaki çapraz bağlanma sonucu oluĢan amin (C=N) bağını ifade eder 

(Nazemi ve ark., 2014). FT - IR diyagramlarında yer alan bu pik, kitosan mikrokürelerde 

gluteraldehit ile oluĢan çapraz bağların varlığını kanıtlanmıĢtır. 2923 - 2925 cm
-1 

band 

aralığında gluteraldehite ait karakteristik pikler görülmektedir. 
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ġekil 4.8. %0.5, %1 ve %2 (w/v) kitosan konsantrasyonlarına sahip çözeltilerden üretilmiĢ 

kriyojel mikrokürelerin FT - IR spektrumları (Gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), 

kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C, karıĢtırma hızı: 1000 rpm) 
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 Faklı gluteraldehit konsantrasyonuna sahip çözeltiler [%1, %3 ve %6, (v/v)] 

kullanılarak çapraz bağlanmıĢ kitosan kriyojel mikrokürelerin FT - IR spektrumları  ġekil 

4.9‟da sunulmuĢtur. Sırasıyla 1064, 1062 ve 1072 cm
-1

 band aralığında görülen ve kitosana 

ait karekteristik piklerden biri olan C=O bandına ait titreĢimlerde gluteraldehit miktarının 

artmasıyla azalma görülmüĢtür. Bu da sabit miktardaki kitosanın gluteraldehit miktarının 

artmasıyla daha çok yerden bağlanması Ģeklinde açıklanabilir. 

 

 

ġekil 4.9. %1, %3 ve %6 (v/v) gluteraldehit konsantrasyonlarına sahip çözeltilerden 

üretilmiĢ kriyojel mikrokürelerin FT - IR spektrumları (Kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), 

kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C, karıĢtırma hızı: 1000 rpm) 
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 Çapraz bağlanma reaksiyonunu etkileyen önemli parametrelerden biri olan 

reaksiyon sıcaklığının etkisi ġekil 4.10'da verilen FT - IR spektrumları ile incelenmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.10. -10 ve -24°C  kriyojelasyon sıcaklığında üretilmiĢ kriyojel mikrokürelerin      

FT - IR spektrumları (Kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit konsantrasyonu: 

%3 (v/v), karıĢtırma hızı: 1000 rpm) 
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 4.1.6. SEM ile Analiz 

 Tez kapsamında üretilen mikroküre formunda kitosan kriyojel doku iskelelerinin 

morfolojik yapısını belirlemek için SEM görüntüleri çekilmiĢtir. Küre ve gözenek çapları 

20 farklı ölçümün ortalaması ve standart sapması alınarak hesaplanmıĢtır. Maximum 10 

uzunluk için SEM ölçüm programı, diğer 10 uzunluk için ise görüntülerde sol alt köĢedeki 

uzunluk birimi baz alınarak küre ve gözenek çapları belirlenmiĢtir. Kriyojel mikroküreler  

üretildiklerinde hazırlandıkları çözücü ile ĢiĢmiĢ durumdadırlar. Oda sıcaklığında 

kurutulduklarında küreler çökmekte, sulu ortama koyulduklarında ĢiĢerek ilk üretildikleri 

orijinal Ģekle sahip olmaları çok zor olmaktadır. Dolayısıyla, kriyojellerin çökmeden 

yapılarını korumalarını sağlamak ve ĢiĢmiĢ haldeki gözenek yapılarını ortaya koymak için, 

kriyojeller dondurarak-kurutma iĢlemine tabii tutularak kurutulmuĢtur. Örnekler -80°C 

sıcaklıkta 1 gece bekletilmiĢ ve örneklerin tamamen donmaları sağlanmıĢtır. DonmuĢ 

örnekler tamamen kuruyuncaya kadar liyofilizatörde bekletilmiĢtir. SEM görüntüleri, tüm 

kitosan kriyojel mikrokürelerin  birbiri ile bağlantılı  olan gözenek yapısının varlığını 

ortaya koymaktadır (ġekil 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7). 

 4.1.6.1. Kitosan konsantrasyonunun ve çözelti viskozitesinin gözenek 

morfolojisine ve küre büyüklüğüne etkisi 

 Tez çalıĢmasının bu kısmında, kitosan konsantrasyonunun kriyojel mikrokürelerin 

gözenek yapısı üzerine etkisi değerlendirilmiĢtir. Kitosan konsantrasyonu dıĢındaki tüm 

iĢlem parametreleri (gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), kriyojelasyon sıcaklığı: -

16°C, karıĢtırma hızı: 1000 rpm) sabit tutularak yapılan deneylerde üç ayrı konsantrasyona 

sahip kitosan çözeltilerinden üretilmiĢ mikroküreler kullanılmıĢtır. Bunlar %0.5, %1 ve %2 

(w/v) karıĢım oranlardaki farklı viskozite değerlerine sahip kitosan çözeltileridir. Bu 

çözeltilerden hazırlanan mikrokürelerin SEM görüntüleri incelendiğinde %1 (w/v) 

konsantrasyona sahip kitosan çözeltilerinden üretilmiĢ mikrokürelerin küresel Ģekillerinin, 

diğerlerine göre daha düzgün ve belirgin olduğu ortaya koyulmuĢtur (ġekil 4A, 4B, 4C). 

Kitosan konsantrasyonun artıĢı ile mekanik olarak daha stabil küreler elde edilmiĢtir (ġekil 

4.11). 
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ġekil 4.11. Kitosan konsantrasyonun değiĢimi ile gözenek yapısının değiĢimini gösteren 

SEM fotoğrafları. A: %0.5 Kitosan, x500; B: %1 Kitosan, x500;  C: %2 Kitosan, x500; D: 

%0.5 Kitosan, x5000; E: %1 Kitosan, x5000 ve F: %0.5 Kitosan, x5000 (Gluteraldehit 

konsantrasyonu: %3 (v/v), kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C, karıĢtırma hızı: 1000 rpm) 

 SEM görüntülerinden de görüldüğü gibi (ġekil 4.11.D, 4.11.E, 4.11.F) çözeltideki 

kitosan miktarı artıkça kürelerin gözenek duvarlarındaki pürüzlülük azalmıĢtır. Ancak 

%0.5 (w/v) kitosan konsantrasyonunda hazırlanan kriyojel mikrokürelerin SEM 

görüntülerinde pürüzlü yapılar görülmektedir. Bu yapılar; çözelti  sıcaklığı donma 

noktasına yaklaĢırken, çözücü  kristallerinin ilerlemesine karĢı oluĢan direnç sonucu 

meydana gelen yapılardır.  

 Çizelge 4.11‟de farklı konsantrasyona sahip kitosan çözeltileri kullanılarak 

üretilmiĢ olan mikroküre formunda kitosan kriyojel doku iskelelerine ait ortalama küre ve 

gözenek  çaplarının değerleri verilmektedir. Kitosan konsantrasyonunun artıĢı ile ortalama 

gözenek çapının azaldığı görülse de, bu değiĢim önemli ölçüde değildir. Kitosan 

konsantrasyonunun artıĢı ile maksimum gözenek çapında azalma görülmüĢtür. Bölgen ve 

ark. (2008), yaptıkları çalıĢmada silindirik kriyojellerde, benzer olarak polimer 

konsantrasyonunun azalması ile gözenek çaplarında artma olduğu  belirtilmiĢtir. Bu artıĢ, 
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seyreltik çözeltilerde oluĢan büyük buz kristallerine bağlı olabilir. Mikrokürelerin 

üretiminde kullanılan kitosan çözeltilerinin konsantrasyonunun artması ile ortalama küre 

çaplarında artıĢ gözlenmiĢtir (Çizelge 4.7). Dini ve ark. (2003), gluteraldehit ile çapraz 

bağlanma sonucu oluĢturdukları kitosan mikrokürelerde, kitosan konsantrasyonu artıĢı ile 

küre çaplarında benzer olarak bir artıĢın meydana geldiği sonucunu ortaya koymuĢlardır. 

Bunun sebebi, mikroküre duvarlarında destek materyali olan kitosan polimerinin artıĢıyla, 

yüzey alanı daha büyük mikrokürelerin oluĢması olarak açıklanabilir.  

 

Çizelge 4.7. Kitosan konsantrasyonu değiĢimi ile gözenek ve küre boyutlarının değiĢimi 

Kitosan 

Konsantrasyonu 

(%, w/v) 

Minimum 

Gözenek Çapı 

(µm) 

Maksimum 

Gözenek Çapı 

(µm) 

Ortalama 

Gözenek Çapı 

(µm) 

Ortalama Küre 

Çapı 

(µm) 

0.5 4.480 10.040 6.7663±1.25 197.72±23.91 

1 3.430 7.087 5.5056±0.63 220.11±25.58 

2 2.766 9.363 5.0201±1.49 581.80±47.76 

 

 Diğer bir taraftan, kitosan çözeltileri viskozite değerlerine bakıldığında (Çizelge 

4.1) ise çözeltideki kitosan miktarının artması ile birlikte viskozitenin arttığı 

görülmektedir. Buna bağlı olarak da Çizelge 4.7‟de görüldüğü gibi üretilen mikrokürelerin 

maksimum ve minimum gözenek çapları, çözeltideki kitosan konsantrasyonu arttıkça  

azalmıĢtır. 

 ġekil 4.12'de kitosan çözeltileri viskozitesi ile ortalama mikroküre çapı arasındaki 

değiĢim incelendiğinde, kitosan çözeltileri viskozitesi arttıkça ortalama küre çaplarının 

arttığı görülmektedir. Bu muhtelemen, partikül oluĢumu esnasında meydana gelen 

damlacıkların boyutuna, çözelti viskozite etkisi nedeniyle olmuĢtur. Emülsiyon ile 

oluĢturulan damlacıkların ortalama boyutu, polimer viskozitesi ile doğru orantılıdır. Benzer 

sonuçlar, Oliveira ve ark. (2005), tarafından %0.5 ve %2.5 (w/v) konsantrasyonlarındaki 

kitosan çözeltilerinden hazırlanan mikrokürelerin ortalama küre çapı değerlerinde de 

görülmüĢtür.  
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ġekil 4.12. Kitosan çözeltileri viskozitesi ile ortalama mikroküre çapı arasındaki değiĢim  

 4.1.6.2. Gluteraldehit konsantrasyonunun gözenek morfolojisi ve küre 

büyüklüğüne  etkisi 

 Çapraz bağlayıcı ajan olarak kullanılan gluteraldehit miktarının kitosan kriyojel 

mikroküreler üzerindeki etkisinin incelenmesi amacıyla, %1, %3 ve %6 (v/v) olmak üzere 

üç farklı gluteraldehit çözeltisi hazırlanmıĢtır ve diğer iĢlem parametreleri sabit tutularak 

(kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), karıĢtırma hızı: 1000 rpm, kriyojelasyon sıcaklığı: -

16°C) kriyojel mikroküreler üretilmiĢtir. ġekil 4.6‟da farklı gluteraldehit konsantrasyonuna 

sahip çözeltiler kullanılarak üretilen kriyojel mikrokürelerin SEM görüntüleri sunulmuĢtur. 

Gluteraldehit konsantrasyonu artıĢıyla gözenek boyutu azalsa da önemli ölçüde bir 

değiĢiklik olmamıĢtır. Azalan gözenek boyutu yüzey alanını azaltmakta, bu da kriyojelin 

ĢiĢme oranını düĢürmektedir. %1 (w/v) kitosan konsantrasyonunda, %3 ve %6 (v/v) 

gluteraldehit konsantrasyonuyla çapraz bağlanarak hazırlanan mikrokürelerin denge ĢiĢme 

değerleri sırasıyla %61.62 ve %27.78 'dir. Benzer olarak, Gupta ve Jabrail (2005),  

koaservasyon yöntemi ile çapraz bağlanmıĢ kitosan mikrokürelerin maksiumum ĢiĢme 

derecesini %300 olarak belirlemiĢlerdir. Ancak, gluteraldehit konsantrasyonunun %2'den 

%12'e (v/v) arttırılmasıyla ĢiĢme derecesi % 150'e gerilemiĢtir. 

  Gluteraldehit konsantrasyonunun artması, gözenek boyutunu küçülterek gözenek 

boyutu dağılımını geniĢletmiĢtir. 20 tane gözenek boyutu ölçülüp ortalaması alınarak, 

ortalama gözenek çapı hesaplanmıĢtır. Ortalama gözenek çapı ölçümlerine göre; %1,  %3 
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ve %6 (v/v) konsantrasyonuna sahip gluteraldehit çözeltileri kullanılarak hesaplanan 

kriyojel mikrokürelerin gözenek çapları ve küre çapları Çizelge 4.8‟de verilmektedir. 

 
ġekil 4.13. Gluteraldehit konsantrasyonunun değiĢimi ile gözenek yapısındaki değiĢimi 

gösteren SEM fotoğrafları. A: %1 Gluteraldehit, x500; B: %3 Gluteraldehit, x500;  C: %6 

Gluteraldehit, x500; D: %1 Gluteraldehit, x5000; E: %3 Gluteraldehit, x5000ve F: %6 

Gluteraldehit, x5000 (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), karıĢtırma hızı: 1000 rpm, 

kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C) 

 

Çizelge 4.8. Gluteraldehit konsantrasyonu değiĢimi ile gözenek ve küre boyutlarının 

değiĢimi 

Gluteraldehit 

Konsantrasyonu 

(%, v/v) 

Minimum 

Gözenek Çapı 

(µm) 

Maksimum 

Gözenek Çapı 

(µm) 

Ortalama 

Gözenek Çapı 

(µm) 

Ortalama  

Küre Çapı 

(µm) 

1 3.427 7.673 7.3108±2.07 355.82±29.84 

3 3.430 7.087 5.5056±0.63 220.11±25.58 

6 2.766 9.363 5.0267±0.88 260.70±31.38 
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 4.1.6.3. Farklı kriyojelasyon sıcaklıklarının gözenek morfolojisi ve küre 

büyüklüğüne  etkisi 

 Tez çalıĢmasının bu bölümünde, kriyojelasyon sıcaklığının değiĢimi ile gözenek 

yapısının ve küre büyüklüğünün değiĢimi incelenmiĢtir.  Kriyojelasyon sıcaklığı dıĢındaki 

iĢlem değiĢkenleri sabit tutularak (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit 

konsantrasyonu: %3 (v/v), karıĢtırma hızı: 1000 rpm) kriyojelasyon sıcaklığı -10°C, -16°C 

ve -24°C olacak Ģekilde değiĢtirilmiĢtir. ġekil 4.14'de görüldüğü gibi reaksiyon sıcaklığının 

azalması ile gözenek duvarları incelmiĢtir.  

 Kitosan çözeltilerinin hazırlanmasında kullanılan sulu asetik asit, kriyojelasyon 

sırasında iĢlem sıcaklıklarında dondurulur ve donmuĢ çözücünün kristalleri gözenek yapıcı 

olarak görev görür. Kriyojelasyon sıcaklığının artması, çözücü moleküllerini ani bir Ģekilde 

donduracağından, çözücü kristallerinin donma sırasında büyümesi ve diğer kristallerle 

birleĢmesi için yeterli zaman sağlanamamıĢtır. Bu da kriyojelasyon sıcaklılığının arttıkça, 

ortalama gözenek çapının küçülmesine neden olur (Çizelge 4.6). Fang ve ark. (2014), 

poli(L-glutamik asit) ve kitosanın arasındaki elektrostatik çekim kuvvetinden yararlanarak 

ürettikleri gözenekli polielektrolit mikrotaĢıyıcıların, farklı dondurma sıcaklıklarında 

gözeneklilik ve gözenek çapını incelemiĢlerdir. Benzer olarak, dondurma sıcaklığının 

arttıkça gözenek çapının azaldığı ortaya koyulmuĢtur. -15, -20, -25, -54 ve -196°C 

dondurma sıcaklıklarında üretilen mikrokürelerin gözenek çapları sırasıyla 58.09, 44.98, 

21.76, 14.56 ve 1.89 µm Ģeklindedir. 
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ġekil 4.14. Kriyojelasyon sıcaklığı değiĢimi ile gözenek yapısındaki değiĢimi gösteren 

SEM fotoğrafları. A: -10°C, x5000; B: -10°C, x10000;  C: -16°C, x5000; D: -16°C, 

x10000; E: -24°C, x5000; F: -24°C, x10000 (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), 

gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), karıĢtırma hızı: 1000 rpm) 

 4.1.6.4. Farklı karıĢtıma hızlarının küre morfolojisine etkisi 

 Bu bölümünde, karıĢtırma hızının değiĢimi ile gözenek yapısının ve küre 

büyüklüğünün değiĢimi incelenmiĢtir. KarıĢtırma hızı dıĢındaki iĢlem değiĢkenleri sabit 

tutularak (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), 

kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C) karıĢtırma hızı değiĢtirilmiĢtir. Farklı karıĢtırma hızları 

mikroküre doku iskeleleri gözenek boyutlarında belirgin bir değiĢiklik yaratmasa da 

ortalama küre çapını değiĢtirmektedir. Bu nedenle mikrokürelerin oluĢturulmasında 

emülsiyonun karıĢtırma hızının küre boyutu ve Ģekli üzerine etkisi tartıĢılmıĢtır. 
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KarıĢtırma, mekanik karıĢtırıcı ile sağlanmıĢtır. Mekanik karıĢtırıcıda 500, 1000 ve 1500 

rpm olmak üzere üç ayrı karıĢtırma hızı uygulanmıĢtır.  

 ġekil 4.15'de SEM fotoğrafları verilen mikrokürelerin karıĢtırma hızı arttıkça küre 

çaplarının azaldığı görülmektedir. Sırasıyla 500, 1000 ve 1500 rpm karıĢtırma hızları için 

hesaplanan ortalama küre çapları; 286.62 ± 37.33, 260.70 ± 31.38 ve 201.62 ± 18.74 µm' 

dir. 

 
ġekil 4.15. KarıĢtırma hızı değiĢimi ile gözenek yapısındaki değiĢimi gösteren SEM 

fotoğrafları. A: 500 rpm, x100; B: 1000 rpm, x100;  C: 1500 rpm, x100 (kitosan 

konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), kriyojelasyon sıcaklığı: 

-16°C) 

 4.1.7. Kriyojel Mikrokürelerin ġiĢme DavranıĢı 

Kitosan kriyojel mikroküreler çapraz bağlı hidrofilik matrislerdir. Sulu ortamda 

çözünmez, fakat çapraz bağ derecesine bağlı olarak oluĢan gözeneklilik yapısına ve 

matrisin hidrofilitesine bağlı olarak ĢiĢerler. Bu mikrokürelerin sulu ortamlarda hacimsel 

değiĢime uğrayıp uğramadıklarının tespiti, doku iskelelerinin uygulama alanlarının 

belirlenmesinde ve  kontrollü salım sistemlerinde kontrol altında tutulması gereken taĢıyıcı 

sistemlerin salım hızları ve salım sürelerinin saptanmasında belirleyici rol oynamaktadır. 

 Bu çalıĢmada; küre formunda kitosan kriyojel doku iskelelerinin 24 saat 37°C'de 

distile su içerisinde dengeye gelmesi için bekletilmesinden sonra gerçekleĢtirilen ĢiĢme 

testlerinin sonucunda elde edilen denge ĢiĢme oranları Çizelge 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12‟de 

görüldüğü gibi %26.76 - 72.20 arasında değiĢmektedir. Buna ek olarak küre formunda 

kitosan hidrojel doku iskelelerinin denge ĢiĢme oranı değeri ise %18.30 'dur. 
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 Artan kitosan konsantrasyonu ile çapraz bağlayıcı olarak kullanılan gluteraldehit 

konsantrasyonunun sabit kalması, polimerik zincirin çapraz bağlanma noktasını azaltarak, 

daha gözenekli kriyojel doku iskeleleri elde edilmesini sağlamıĢtır. Artan kitosan 

konsantrasyonuna bağlı olarak artan polimer miktarıyla daha az noktadan bağlanan 

kitosan, yüksek denge ĢiĢme değerlerine olanak vermiĢtir (Çizelge 4.9) (Thein ve ark., 

2009). 

Çizelge 4.9. Kitosan konsantrasyonu değiĢimi ile denge ĢiĢme oranlarının değiĢimi 

Kitosan Konsantrasyonu (%, w/v) % Denge ġiĢme Oranı 

0.5 38.06 

1.0 61.62 

2.0 67.00 

Sabit kitosan konsantrasyonunda çapraz bağlayıcı ajan miktarının değiĢmesine 

bağlı olarak hazırlanan mikrokürelerin (Çizelge 4.10), dengedeki ĢiĢme oranlarının 

gluteraldehit miktarının artması ile azalma gösterdiği kaydedilmiĢtir. Bu sonucu Ģöyle 

açıklamak mümkündür. Bunun en önemli nedeni, çapraz bağlayıcı miktarının artması 

kriyojeldeki çapraz bağ yoğunluğunun artmasına ve dolayısıyla polimerik yapının daha sert 

olmasına yol açar. Yoğun çapraz bağların olduğu ortamda suyun difüzyonu zorlaĢır ve 

kriyojelin ĢiĢme oranı azalır. Özelikle yapıya gluteraldehit ilavesiyle kitosan polimer 

zincirinde hidrofilik özellik gösteren serbest amin (-NH2) gruplarının sayısının bağlanarak 

azalması, matrisin daha az su molekülü ile etkileĢmesine neden olur. Bu da kitosanın 

hidrofilik amin gruplarının gluteraldehit konsantrasyonunun artıĢıyla daha çok ve daha 

güçlü kovalent çapraz bağlanmasına sebep olarak hidrofilikliği azaltarak ĢiĢme oranını 

düĢürdüğü sonucuna varılmıĢtır. 
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Çizelge 4.10. Gluteraldehit konsantrasyonu değiĢimi ile denge ĢiĢme oranlarının değiĢimi 

Gluteraldehit Konsantrasyonu 

(%, v/v) 
% Denge ġiĢme Oranı 

1.0 65.62 

3.0 61.62 

6.0 27.78 

 

 Sabit iĢlem değiĢkenlerinde ve oda sıcaklığında hazırlanan hidrojel formunda 

üretilen kitosan mikrokürelerin gözenek boyutlarının ve içsel bağlantılarının göreceli 

olarak yok denecek kadar az olmasından dolayı ĢiĢme oranlarının kriyojel doku 

iskelelerine göre daha düĢük olduğu gözlenmiĢtir. Çizelge 4.11'e bakıldığında oda 

sıcaklığında üretilen küre formunda hidrojellerin denge ĢiĢme oranı kriyojenik koĢullarda 

küre formunda üretilen bir kriyojellere göre daha düĢüktür. Hidrojellerin su içinde 

ĢiĢebilmeleri için gereken zaman uzundur. Denge ĢiĢme oranının düĢük çıkmasının sebebi, 

su içeriğinin 24 saat içinde henüz dengeye ulaĢmadığı düĢünülebilir. Bunun en büyük 

sebebi yoğun polimer zincirlerinin içerisine suyun yavaĢ bir Ģekilde difüzlenmesidir. 

Hazırlanan hidrojel doku iskelesi en düĢük denge ĢiĢme oranına sahiptir. Ancak, 

gözeneklere sahip kriyojellerde ĢiĢme daha kısa sürede gerçekleĢir. Yüksek gözeneklilik ve 

gözenek boyutu, matrisin yüzey alanını arttırarak içine alabileceği su miktarını arttırmıĢ ve 

bu sayede ĢiĢme oranının artmasına sebep olmuĢtur (Peter ve ark., 2009). 

 Çapraz bağlama sıcaklığının denge ĢiĢme oranına etkisi incelendiğinde ise, çapraz 

bağlama süresi arttıkça denge ĢiĢme oranı değerlerinin azaldığı görülmüĢtür (Çizelge 4.11).  

Bu durumun reaksiyon sıcaklığı azaldıkça çapraz bağ yoğunluğunun artması ve polimer 

zincirlerinin hareketliliğinin azalması sonucu gerçekleĢtiği düĢünülebilir.    
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Çizelge 4.11. Kriyojelasyon sıcaklığı değiĢimi ile denge ĢiĢme oranlarının değiĢimi 

Kriyojelasyon Sıcaklığı (°C) % Denge ġiĢme Oranı 

-10 72.20 

-16 61.62 

-24 31.09 

+ 26 (Hidrojel)           18.30 

 

 Emülsiyon faz karıĢtırma hızının denge ĢiĢme oranına etkisi incelendiğinde, en iyi 

ĢiĢme optimum seçilen, %1'lik (w/v) kitosan çözeltisinden, 1000 rpm karıĢtırma hızında 

hazırlanan mikrokürelerde görülmektedir (Çizelge 4.4). 1500 rpm karıĢtırma hızında 

hazırlanan mikrokürelerin, ortalama küre çapı küçüldüğünden suyun gözeneklere oluĢması 

daha zordur. 500 rpm'de ise, ortalama küre çapı daha büyük ve küresellik bozuktur. Bu, 24 

saatlik sürenin ĢiĢmenin tamamlanması için yeterli olmadığı Ģeklinde açıklanabilir. 

 

Çizelge 4.12. KarıĢtırma hızı değiĢimi ile denge ĢiĢme oranlarının değiĢimi 

KarıĢtırma Hızı (rpm) %Denge ġiĢme Oranı 

500 28.05 

1000 61.62 

1500 26.76 

                      

Küre formunda üretilen kriyojel doku iskelelerinin belirlenen denge ĢiĢme 

oranlarına göre, canlı dokulara kuru halde implante edildiğinde hızlı bir Ģekilde vücut 

sıvılarını emerek boĢluğu dolduracaklardır. Bu özellik doku iskelesinin implante edildiği 

bölgeye fiksasyonunu sağlayacaktır. Ayrıca doku iskelesi üzerine hücre ekilirken de 
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ĢiĢerek hücre süspansiyonunun kriyojel içine alınması, hücrelerin yerleĢimini 

kolaylaĢtıracaktır. 

 4.1.8. Zeta Potansiyeli 

 Hazırlanan kitosan kriyojel mikrokürelerin zeta potansiyel değerleri Çizelge 

4.13'de verilmiĢtir. Kitosan mikroküre formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri pozitif 

olarak bulunmuĢtur. Bu kitosanın çapraz bağlanmamıĢ amino gruplarının protonlanması 

yani katyonik yapı gösterdiği anlamına gelmektedir.  

Çizelge 4.13. Farklı formülasyonlarda hazırlanan kitosan kriyojel mikrokürelerin zeta 

potansiyel değerleri 

Formülasyon Zeta Potansiyeli (mV) 

%0.5 Kitosan +35,21 ± 1.45 

%1 Kitosan +37.31 ± 2.01 

%2 Kitosan +53.20 ± 2.52 

%1 Gluteraldehit 

%3 Gluteraldehit 

+39.86 ± 1.90 

+37.31 ± 2.01 

%6 Gluteraldehit +31.18 ± 0.90 

500 rpm 

1000 rpm 

+37.30 ± 2.01 

+37.31 ± 2.01 

1500 rpm +36.67 ± 3.22 

- 10°C 

-16°C 

+38.33 ± 1.39 

+37.31 ± 2.01 

- 24°C +27.96 ± 2.70 

  

 Zhang ve ark. (2004), yaptıkları çalıĢmada galaktoz gruplarını kitosanın amin 

gruplarıyla birleĢtirerek yani fiziksel çökelme ve koaservasyon yöntemlerini sırasıyla 

uygulayarak galaktozilat kitosan mikroküreleri sentezlemiĢlerdir.  Galaktozilat kitosan 

mikroküreleri sırasıyla 0.54 ile 1.05 μm aralığında ortalama çapa ve +15 ile +17 mV 

arasında ortalama zeta potansiyeline sahip küresel mikrokürelerdir; pasif ve aktif peptik 

hedefleme için kullanılacağı ileri sürülmüĢtür. 
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 He ve ark. (1999), püskürterek kurutma yöntemi hazırladıkları çapraz bağlı ve 

çapraz bağlı olmayan kitosan mikrokürelerin küresel ve düzgün yüzeyli olduklarını 

saptamıĢlardır. Pozitif yüklü mikrokürelerin partikül büyüklüklerinin 2 - 10 μm olduğu, 

partiküllerin büyüklükleri ve zeta potansiyellerinin çapraz bağlama düzeyinden etkilendiği, 

çapraz bağlama ajanı miktarının azalması ile hem partikül boyutunun hem de zeta 

potansiyelin arttığını saptamıĢlardır. 

 4.1.9. Kitosan Mikrokürelerin Glutaraldehit ile Çapraz Bağlanması Sonrasında 

Kalan Serbest Amino Gruplarının Tayini  

 Kitosanın gluteraldehit ile kriyojenik koĢullarda çapraz bağlanması iĢlemi 

sonunda kitosanın, gluteraldehitin aldehit gruplarına bağlanan amin gruplarının miktarı      

(–NH2 gruplarının miktarı) spektrofotometrik olarak belirlenmiĢtir. Bunun için öncelikle   

–NH2 gruplarının belirlenmesi için farklı deriĢimlerde glisin kullanılarak standart bir grafik 

oluĢturulmuĢtur. Çapraz bağlanmamıĢ kitosan yüzeyindeki –NH2 grubu miktarı standart 

glisin grafiği kullanılarak bulunmuĢtur (Alptekin Ö., 2009).  

 Kitosan mikroküreler, Su/Yağ emülsiyonu kimyasal çapraz bağlama yöntemi ile 

glutaraldehit ile kriyojenik koĢullarda muamele edilmiĢtir. Glutaraldehit muamelesinden 

sonra çapraz bağlanan mikroküreler, reaksiyona girmemiĢ gluteraldehit uzaklaĢıncaya 

kadar yıkanmıĢtır. Kitosanla etkileĢmeden ortamda kalan glutaraldehitin 

uzaklaĢtırılmasından sonra kitosan mikrokürelerde bulunan serbest –NH2 miktarı 

ölçülmüĢtür. ġekil 4.17'de reaksiyonu verilen ninhidrin ve kitosana ait serbest amino 

grupları mavi - mor renkli bir kompleks oluĢturur. Kitosanda serbest halde bulunan amino 

grupları azaldıkça, ninhidrin ile oluĢan kompleksin rengi açılmaktadır (ġekil 4.16). 
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ġekil 4.16. Ninhidrinin -NH2 grubu ile verdiği mavi-mor kompleks. A: Saf ninhidrin 

çözeltisi, B: Çapraz bağlanmıĢ mikrokürelerin ninhidrin ile verdiği kompleks (açık mavi), 

C: Çapraz bağlanmamıĢ kitosanın ninhidrin ile verdiği kompleks (mavi - mor) 

ġekil 4.17. Ninhidrinin –NH2 grubu ile verdiği reaksiyon. 
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 Küre formunda kitosan kriyojel mikrokürelerin çapraz bağlanma dereceleri 

%38.32 ile %72.45 aralığında değiĢmektedir (Çizelge 4.14). Bu bize gluteraldehitin, düĢük 

konsantrasyonlarda bile kitosan için uygun bir çapraz bağlayıcı olduğunu göstermektedir. 

Farklı formülasyonlarda hazırlanan kitosan kriyojel mikrokürelerin çapraz bağlanma 

dereceleri incelendiğinde, kitosan konsantrasyonu artıĢıyla çapraz bağlanma derecesinin 

azaldığı görülmektedir. Bu, ninhidrinin reaksiyona girerek renk dönüĢümünü sağlayacak 

serbest amino gruplarının sayısının, kitosan konsantrasyonu artıĢıyla arttığını 

göstermektedir. Sabit iĢlem basamaklarında, kriyojelasyon sıcaklığı ve karıĢtırma hızının 

değiĢiminde mikrokürelerin çapraz bağlanmasında, önemli ölçüde bir değiĢiklik 

gözlenmemiĢtir. 

Çizelge 4.14. Farklı formülasyonlarda hazırlanan kitosan kriyojel mikrokürelerin çapraz 

bağlanma değerleri 

Formülasyon Çapraz Bağlanma Derecesi 

%0.5 Kitosan %72.45 

%1 Kitosan %63.48 

%2 Kitosan %38.32 

%1 Gluteraldehit %38.36 

%3 Gluteraldehit %63.48 

%6 Gluteraldehit %70.82 

500 rpm %61.80 

1000 rpm %63.48 

1500 rpm %60.89 

- 10°C %67.34 

-16°C %63.48 

- 24°C %56.78 

 

 Benzer olarak, Yan ve ark. (2010), genipin ile çapraz bağlayarak ürettikleri 

kitosan/kolajen doku iskelelerinin çapraz bağlanma derecelerinin %63.93 ile %74.14 

aralığında değiĢtiğini göstermiĢlerdir. Bunun bir sonucu olarak, çapraz bağlanma 
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noktalarının miktarının direk olarak üretilen doku iskelelerindeki serbest amino gruplarının 

miktarı ile ilgili olduğunu ortaya koymuĢlardır.  

 

 4.1.9. Kriyojel Mikrokürelerin Ġn Vitro Degradasyonu 

Kriyojellerin in vitro degradasyonu, distile su ile 37ºC sıcaklıkta, su banyosunda 

30 gün süre ile izlenmiĢtir. Kriyojel örnekleri sabit ağırlığa gelinceye kadar kurutulmuĢtur, 

5 mL distile su içeren erlenlere konulmuĢtur. Kriyojel doku iskelelerine uygulanan 

degradasyon çalıĢması sonuçları SEM görüntüleri ile ifade edilmiĢtir.  

Kitosan konsantrasyonu, karıĢtırma hızı ve kriyojelasyon sıcaklığı 

parametrelerinin incelendiği farklı deney gruplarından, 30 gün süre ile en fazla degrede 

olan örnekler seçilerek, SEM görüntüleri sunulmuĢtur (ġekil 4.18., 4.19. ve 4.20). Thein ve 

ark. (2009), kitosanın hidrofilik -NH2 gruplarının (sabit çapraz bağlayıcı 

konsantrasyonunda) kitosan konsantrasyonunun artıĢıyla artmasının hidrofilikliği arttırarak 

ĢiĢme oranını arttırdığı, ĢiĢme oranı yüksek olan kriyojellerin daha hızlı degrede olduğu 

sonucuna varmıĢlardır. Benzer bir Ģekilde, -10°C kriyojelasyon sıcaklığında üretilen ve en 

yüksek ĢiĢme oranına sahip (%72.20) mikrokürelerin hızlı bir Ģekilde degradasyonunun 

baĢladığı görülmektedir (ġekil 4.18). 

 

ġekil 4.18. Kriyojelasyon sıcaklığı -10°C olan mikrokürelerin degradasyonu, x500 

büyütme. (Kitosan konsantrasyonu: %1, w/v, Gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v, 

KarıĢtırma hızı: 1000 rpm) 
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Kitosan konsantrasyonu değiĢiminin incelendiği deney grubu içinde, %1 (w/v) 

kitosan konsantrasyonunda hazırlanan mikrokürelerin degradasyonu, küre yüzeylerinde 

görülen kabarma ve patlaklarla baĢlamıĢtır (ġekil 4.19). %0.5 (w/v) kitosan 

konsantrasyonunda hazırlanan küreler ise Ģekillerini korumuĢtur. Bu, kitosanın serbest 

amin ve gluteraldehitin aldehit grupları arasındaki çapraz bağlanmıĢ kovalent bağın 

kuvvetinin ve çokluğununun (Çapraz bağlanma derecesi: %72.45) bir göstergesi olarak, 

kitosanın suda daha uzun sürede hidrolize olarak geç degrede olmasına sebep olmaktadır 

(Tae, 1995). 

 
ġekil 4.19. Kitosan konsantrasyonu %1 (w/v) olan mikrokürelerin degradasyonu, x500 

büyütme. (Kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C, Gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v, 

KarıĢtırma hızı: 1000 rpm) 

 KarıĢtırma hızının etkisi incelenirse, özellikle 500 rpm gibi düĢük karıĢtırma 

hızlarında üretilen mikrokürelerin küre duvarlarında belirgin kopmalar meydana 

gelmesede, küresel yapıları tamamen bozulmuĢtur (ġekil 4.20). 
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ġekil 4.20. KarıĢtırma hızı 500 rpm olan mikrokürelerin degradasyonu, x500 büyütme. 

(Kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C, Gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v, Kitosan 

konsantrasyonu: %1, w/v) 

4.1.11. Enjekte Edilebilir Kriyojel Mikroküreler  

Tez çalıĢmasının amacı; üretim verimi, gözenek buyutu, ĢiĢme oranı, 

degradasyonu, küre çapı kontrol edilebilen küre formunda enjekte edilebilir kitosan 

kriyojel mikroküreler üretmektir. Maksimum küre çapına sahip %2 ve optimum olarak 

seçilen %1 kitosan konsantrasyonuyla hazırlanmıĢ mikrokürelerin ĢiĢmiĢ halde 

enjeksiyonunun sağlanıp sağlanmadığı incelenmiĢtir. Kuru halde 581.80 ± 47.76 µm 

ortalama küre çapına sahip, %2 (w/v) konsantrasyonlu kitosan mikroküreler bir gece 

boyunca distile suyla muamele edilerek ĢiĢmeleri sağlanmıĢtır (ġekil 4.21.A ve B). FildiĢi 

renk, iç çapı 0.75 mm, 19 G, iğne ucuna sahip basit bir enjektör ile yapılan denemede, 

ĢiĢmiĢ halde bulunan mikroküreler iğne ucundan geçmemiĢtir. Aynı iĢlemler 220.11±25.58 

ortalama küre çapına sahip %1 (w/v) konsantrasyondaki kitosan mikroküreler içinde 

yapılmıĢtır (ġekil 4.21.D, E ve F). ġiĢmiĢ halde bulunan bu mikroküreler kolaylıkla iğne 

ucundan geçmiĢtir. Bu, küre formunda üretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin enjekte 

edilebilir sistemler olarak kullanılabileceğini göstermektedir (ġekil 4.22). 
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ġekil 4.21. Mikroküre enjeksiyonu A, B, C: %2 (w/v) Kitosan konsantrasyonu;  D, E, F: 

%1 (w/v) Kitosan konsantrasyonu (Kriyojelasyon sıcaklığı: -16°C, Gluteraldehit 

konsantrasyonu: %3, v/v, Kitosan konsantrasyonu: %1, w/v) 

 

Bu denemeler, küre formunda üretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin enjekte 

edilebilir sistemler olarak kullanılabileceğini göstermektedir (ġekil 4.22). 

 
ġekil 4.22. Mikroküre formunda enjekte edilebilir kitosan kriyojel doku iskeleleri 

 

 

 

 

 

 

Mikrokürele
r 
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 5. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

Doku mühendisliği; sentetik veya biyolojik doku iskeleleri içinde hücrelerin, 

büyüme faktörleri ve hormonlar ile birlikte bulunduğu yapıların, hastalık ya da travma 

sonucu kaybedilen veya hasar görmüĢ dokuların yerine yerleĢtirilmesi ile bu dokuları 

yeniden oluĢturulabilmeyi hedeflemektedir. 

Doku onarımı için doku mühendisliği yaklaĢımı en önemli alternatif olarak 

görülmektedir. Burada doku içindeki boĢluğu doldurması ve yeni doku oluĢumuna 

rehberlik etmesi için doğal veya sentetik polimerlerden yapılan gözenekli doku iskeleleri 

kullanılır. Ġdeal bir doku iskelesi gözenekli, biyobozunur, biyouyumlu, mekanik özellikler 

açısından hedeflenen dokuya benzer olmalıdır. Bu özellikleri büyük oranda taĢıyan 

mükemmel doku iskelesi halen üretilememiĢtir. Bunun için yeni malzemelerin ve üretim 

Ģekillerinin geliĢtirilmesine ihtiyaç vardır. GeliĢtirilmesi gereken en önemli problem, doku 

iskelesinin hasarlı bölgeye implantasyonu sırasında, hastaya minimum cerrahi etki ile 

yaklaĢmaktır. Bu nedenle, sunulan tez çalıĢmasında enjekte edilebilirliğe uygun doku 

iskelelerinin üretimi yaklaĢımı benimsenmiĢtir. 

Bu bilgiler ve doku mühendisliği alanında geliĢtirilmekte olan materyallerin 

bilimsel ve ekonomik değeri göz önünde bulundurulduğunda ülkemizde bu malzemelerin 

üretilebilir duruma getirilmesi çok büyük önem sağlamaktadır. 

Bu tez çalıĢmasında, doğal bir polimer olan kitosandan, Su/Yağ tipi emülsiyon faz 

ile mikroküre formunda partiküller üretilerek; bu mikroküreler kriyojelasyon tekniği 

kullanılarak gluteraldehit ile kimyasal çapraz bağlama yöntemi ile kombine edilmiĢ ve 

üretilen kriyojel mikrokürelerin karakterizasyonu yapılmıĢtır. Literatürde Su/Yağ tipi 

emülsiyon faz oluĢturularak üretilen kitosan mikrokürelerin kriyojenik koĢullarda çapraz 

bağlanarak üretiminin tamamlandığı herhangi bir çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır. 

Kitosan, biyouyumluluk ve biyobozunurluk özellikleri göz önüne alınarak temel 

polimer olarak seçilmiĢtir. Farklı kitosan konsantrasyonlarında hazırlanan çözeltilerin, 

viskozite değerleri ölçülmüĢtür. Kitosan miktarı arttıkça, çözelti viskozitesi artmıĢtır. 

Üretilen mikrokürelerde ürün verimi %49.50 – 96.37 aralığında değiĢmiĢtir. 

FT - IR analizi ile; kitosanın 1639 ve 1560 cm
-1

 de polimer zincirinde bulunan 

Amit I ve Amit II grubuna ait karakteristik  piklere sahip bir protein olduğu, kitosanın 
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gluteraldehit ile çapraz bağlanmasıyla moleküler yapısında değiĢiklikler meydana geldiği 

ve bunun 1064, 1062 ve 1072 cm
-1

 band aralığında görülen ve kitosana ait karekteristik 

piklerden biri olan C=O bandına ait titreĢimlerde meydana gelen  azalma ile tespit 

edilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada; üretilen tüm küre formunda kitosan kriyojeller %26.76 - 72.20 

aralığında ĢiĢme özelliğine sahiptir. Gluteraldehit konsantrasyonu %3 (w/v) ‟de sabit iken 

kitosan konsantrasyonu arttığında ĢiĢme oranı da artmıĢtır. Kitosan konsantrasyonu %1‟de 

sabit iken, gluteraldehit konsantrasyonu arttığında ĢiĢme oranı azalmıĢtır. Çapraz bağlayıcı 

konsantrasyonunun artması, kitosanın daha çok ve daha güçlü kovalent çapraz 

bağlanmasına sebep olarak, hidrofilikliğini azaltarak ĢiĢme oranını düĢürmüĢtür.  

Küre formunda üretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin morfolojisi taramalı 

elektron mikroskobu kullanılarak belirlenmiĢtir. %0.5, 1, 3 (w/v) kitosan 

konsantrasyonlarında hazırlanan mikrokürelerin SEM görüntülerinden, kitosan 

konsantrasyonu arttıkça gözenek çapının küçüldüğü, ortalama küre çapının ise arttığı 

görülmektedir. Gluteraldehit konsantrasyonu artıĢıyla, küre çaplarında önemli bir 

değiĢiklik görülmemiĢtir. Enjekte edilebirliğe uygunluk açısından, mikroküreler için en 

önemli parametre ortalama küre çapıdır. Üretilen mikrokürelerde, ortalama küre çapı 

197.72 ± 23.9 ile 581.80 ± 47.76 aralığında değiĢmiĢtir. 

Kitosan konsantrasyonu, gluteraldehit konsantrasyonu, karıĢtırma hızı ve 

kriyojelasyon sıcaklığının etkisinin incelenmesi üzerine farklı tipte üretilen kriyojel 

mikrokürelerin çapraz bağlanma dereceleri ve yüzey yükleri belirlenmiĢtir. Çapraz 

bağlanma derecesinin artması serbest halde bulunan amin gruplarının sayısının azaldığının 

göstergesidir. Buna paralel olarak, amin gruplarının neden olduğu pozitif yüzey 

yüklerininde artıĢ görülmüĢtür.  

Kitosan çözeltisinin viskozitesinin uygunluğu, küresel yapının sağlanabilmesi, 

üretim veriminin yüksek olması ve ortalama küre çapının küçük olması (doku iskelelerinin 

enjekte edilmeye uygunluğu) açısından, kitosan ve  gluteraldehit çözeltilerinin optimum 

üretim konsantrasyonlarının, sırası ile %1 (w/v) ve %3 (v/v) olduğu belirlenmiĢtir. 

Sonuç olarak, mikroküre formunda üretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin 

ĢiĢebilme davranıĢları, hidrojel mikrokürelerle karĢılaĢtırıldığında birbiri ile bağlantılı 

gözenekli yapılarına ek olarak in vitro degrede olabilmeleri,  biyomedikal uygulamalarda 
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özellikle kontrollü ilaç salım sistemlerinde ve enjekte edilebilir doku iskeleleri olarak 

kullanılabileceğinin göstergesidir. 
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