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ONSOZz

Giliniimiizde kitosan ve jelatin biyopolimerleri bir¢ok uygulamada farkli amaclar i¢in
kullanilmaktadir. Kitosan sahip oldugu primer amin gruplar1 sayesinde son yillarda 6zellikle
biyomedikal uygulamalarda 6n plana ¢ikmistir. Hayvan kemiklerinden ve derisinden elde
edilen jelatin lisin, arjinin gruplarina ilaveten glutamik ve aspartik asit yapilarina sahip olup
viskozite, elastikiyet ve stabilite Ozellikleri sayesinde ilag, gida ve biyomedikal
uygulamalarda kullanim alan1 bulmustur. Kitosan ve jelatinin seliilozik materyaller ile olan
matriks yapilarida son yillarda oldukga dikkat ¢ekici hale gelmistir.

Gergeklestirilen bu tez kapsaminda seliilloz/kitosan ve seliiloz/jelatin etkilesimleri
incelenmistir. Boylece, benzer malzemelerin kullanildigi uygulamalar i¢in yapilarin
birbirleri ile olan etkilesimlerine ilaveten iiretilen malzemelerin model yara sivisi
adsorpsiyon performanslari arastirilmstir.

Bu c¢aligmanin gergeklestirilmesinde iki yil boyunca degerli bilgilerini benimle
paylasan, bu siire boyunca bana gostermis oldugu anlayis ve sabirdan &tiirii danisman hocam
sayin Prof. Dr. Sedat ONDARAL’ a ve caligmalarima katmis oldugu destekten otiirii Ars.
Gor. Orgun Caglar KURTULUS’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Elif CELIK
Trabzon 2019



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum ‘Nanofibril seliilozun kitosan ve jelatin ile
olusturdugu matriks yapilarin model yara sivisi ile olan etkilesimi’ baslikli bu ¢alismay1
bastan sona kadar danigman hocam Sayimn Prof. Dr. Sedat ONDARAL’in sorumlulugunda
tamamladigimi, verileri/ornekleri kendim  topladigimi, deneyleri/analizleri ilgili
laboratuarlarda yaptigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynak¢ada
eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢alisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 17/06/2019.
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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

NANOFIBRIL SELULOZ ESASLI BIYOPOLIMER MATRIKSLERIN MODEL YARA
SIVISI ILE OLAN ETKILESIMI

Elif CELIK
Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Lif ve Kagit Teknolojisi Anabilim Dal1
Danigsman: Prof. Dr. Sedat ONDARAL
2019, 57 Sayfa, 9 Ek Sayfalar

Bu ¢alismada farkli aldehit ve karboksil miktarlarina sahip nanofibril seliilozlar (NFS)
kullanilarak silikon oksit sensor yiizeyine model seliiloz filmleri hazirlanmis olup bu
filmlerin kitosan ve model yara sivisi ile olan etkilesimleri Kuartz Kristal Mikrotart1 (Quartz
Crystal Mikrobalance with Dissipation, QCM-D) cihazi ile incelenmistir. Elde edilen
frekans degisim sonuglari, yiiksek aldehit icerigine sahip NFS filmlerindeki Kitosan
adsorpsiyonun daha yiiksek oranda olugunu gostermistir. Asetik asit ile 6n isleme tabi
tutulan kitosanin adsorpsiyonunun ise farkli Af (frekans degisimi) ve AD (enerji yitim
degisimi) degisim verdigi bulunmustur. Yiiksek aldehit icerigine sahip NFES ile iretilen
kitosan filmlerinin daha fazla MYS adsorpladig: tespit edilmistir. Kitosan iceren NFS
filmleri kitosan icermeyen NFS filmlerine oranla daha az MYS adsorbe etmistir. Bunun
nedeni, kitosanin NFS’ un fonksiyonel gruplarini kapatmasi ve film yapisinda g¢apraz
baglanma olusturarak filmin sismesini engellemesidir.

Farkli oranlarda NFS/jelatin iceren filmlerin MYS ile etkilesiminin incelendigi
caligmalarda ise aldehit oraninin fazla oldugu filmlerin daha yiiksek oranda MYS
adsorpladig: tespit edilmistir. Bununla birlikte, bu filmler i¢in adsorpsiyon hizinin daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum, NFS/kitosan icerisindeki asetal ve amidol baglarinin

zaman igerisinde kirilarak film yapisinda gevsemeye sebep olmasindan kaynaklanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: NFS, QCM-D, MYS, Kitosan, Aldehit miktari
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Master Thesis

SUMMARY

THE INTERACTION OF NANOFIBRILLATED CELLULOSE BASED BIOPOLYMER
MATRIXES WITH MODEL WOUND LIQUID

Elif CELIK
Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fiber and Paper Technology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sedat ONDARAL
2019, 57 Pages, 9 Appendix

The chitosan adsorption on films prepared by using nanofibrillated cellulose (NFC)
with different content of aldehyde group was studied by means of Quartz Crystal
Microbalance with Dissipation (QCM-D). Results showed that frequency change (Af) was
higher when the chitosan was sent to NFC film consisting more aldehyde group due to the
higher adsorption of chitosan. The (Af) and dissipation (AD) factors completely changed
during adsorption of chitosan pre-treated with acetic acid: Af increased and AD decreased,
oppositely to un-treated chitosan. After acid treatment, molecular weight and crystallinity
index of chitosan decreased addition to change in chemical structure. It was found that more
phosphate buffered saline (PBS), as a model liquid for wound exudate, adsorbed to acid
treated chitosan-NFC film having more aldehyde groups. The adsorption level of PBS
decreased when PBS was injected to chitosan-NFC films because of crosslinking, preventing
swelling of film.

PBS adsorption on model films composed of gelatin and NFCs with different aldehyde
and carboxyl content were studied by means of QCM-D. The results showed that frequency
shift (Af) increased with increasing gelatin content to 50% in films consisting NFC-1 and
NFC-2. The dissipation shift and adsorption rate of PBS followed the same trend. Model
films with NFC-1 having 1.22 mmol/g aldehyde and 0.6 mmol/g carboxyl groups adsorbed
more PBS than those consisting of NFC-2 with 0.25 mmol/g aldehyde and 1.15 mmol/g
carboxyl groups except for film composed of 50% gelatin. However, adsorption rate of PBS
was found slower for NFC-1 containing film because breaking acetal and amidol bonds, due

to the aldehyde groups in the network of cellulose and gelatin, needed more time.

Keywords: Nanofibrillated cellulose, chitosan, aldehyde content, QCM-D, PBS



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.

Sekil 17.
Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Seltiloz MOIEKIUL YAPIST .....viiiiiiiieiieiie e 3
Farkli yillik bitkilerden elde edilen NFS yapilar (Kalia vd., 2013) ........ccceunee..e. )
Mikro 6giitiicti (Masuko Sangyo Ltd).......ccooceiiiiiiiiiiiiieee e 8
Anhidroglukozun alkali ortamda TEMPO / NaOCI / NaBr ile oksidasyonu...... 10
Seliiloz, Kitin ve Kitosan’ 1in kimyasal yapilart ..........c.cccoooeeiiiiiiicniicnicce 14
Kitinin NaOH ile deasetilasyonu ve kitosan olusumu. ...........cccceevvrivininiiincnnn, 15
INFS GO .ttt ettt et ne e naneenees 23
APV-1000 yiiksek basinglt homojenlestiriCi.........coovvrieiiiiiieiieieece e 23
Farkl1 aldehit ig¢eriklerine sahip tiretilen NFS’1er ......coccovvviiiiiiiiiiiiciicc i, 24
Doner kaplayicr tizerinde kuartz kristalin NFS ile kaplanmasi ve OCM-D
1<) 11 T PP P URRURRPTPRRPRPPON 25
QCM-D sisteminin sematik gosterimi (Eriksson, 2000)............cccoovevirecrinnnnne. 25
NFS’lerin XRD Diyagramlarti..........cccoooveeiiiiiiiiiciieee e 31
Kitosan-1 ve kitosanin XRD Diyagramlart...........ccccocererrinenisinneneiseneneenes 32
Kitosan-1 ve Kitosan-2'nin FTIR SONUGIArT ..........ccccovvevieiiiiieiicce e, 33
NFS'lerin AFM @OTUNTHIETT ......cveivviiiieiiieeeiee e 34

Model seliiloz yiizeylerinin pH 5.5° deki de-iyonize su ile adsorpsiyonu
enerji yitimi ve frekans degisimi (A ve B: NFS-1, C ve D: NFS-2, E ve F:

T PRSPPI 35
Seliiloz model yiizeylerinin MY ile etkilesimi sonrasi frekans degisimi ......... 37

Selilloz model yiizeylerinin MYS ile etkilesimi sonrasi enerji yitimi
1417 o3 3051 SRR OPPR PP 38

Model seliiloz ylizeyi iizerinde Kitosan-1 ve MYS adsorpsiyonu ile
meydana gelen frekans de@iSimi........coovvvieiiiiiiiiiicee e 39

Model seliilloz ylizeyi iizerinde Kitosan-1 ve MYS adsorpsiyonu ile
meydana gelen enerji yitim deZISIMI .....eerveeiverieieiieiieeree e 40

Model seliiloz yiizeyleri {izerinde Kitosan-2 ve MYS adsorpsiyonu ile
meydana gelen frekans deZISIMi ......ccovvvveiviiiiiiiieiec e 41



Sekil 22.

Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.

Sekil 26.

Sekil 27.

Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.

Model seliiloz yiizeyleri iizerinde Kitosan-2 ve MYS adsorpsiyonu ile

meydana gelen enerji yitim deZISIMI ....c.evevvvieiieiiiiiieiiiie e 42
NFS-3 ve Jelatin karigimlarinin MYS ile etkilesim frekans degerleri................. 43
NFS-3 ve Jelatin karigimlarinin MYS ile etkilesimi enerji yitim grafigi............ 44
NFS-1 ve Jelatin model yiizeylerinin MYS etkilesimi ile meydana gelen

frekans rafifl ....c.coviieiiiic e 45
NFS-1 ve Jelatin karisim model yiizeylerin MY'S ile etkilesim sonucu enerji

VIEM GLATIET oot 46
NFS-1 ve NFS-3 jelatin karisimlarinin on besinci dakikadaki Af ve AD

CEATIET 1.t 47
pH’ 1n frekans ve enerji yitim Gzerine etkisi........cocovvvvveiierriieiiieseeseesee e 49
NFS ve Jelatinin {zoeleKtrik NOKtaSI.........cccccvevicuereriieccieeieeeece e 50
Adsorbe edilen Sauerbrey kiitlesinin i1k €Zimi..........cccooveririeriiiiniiesieeieen 51
NFS-1/jelatin ve NFS-2/jelatin model filmlerinde, MYS adsorpsiyon hizi........ 51

Xl



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. NFS'lerin kristalen indeksi, aldehit ve karboksil miktar1

Tablo 2. NFS filmlerinin sismesinden sonraki ortalama Af ve AD degerler.....................

Xl



NFS
YBH
MYS
MKK
QCM-D

KISALTMALAR VE SEMBOLLER DiZIiNi

: Nanofibril Seliiloz

: Yiiksek Basin¢li Homojenizator

: Model Yara Sivisi

: Mikro Kristalen Kitosan

: Quartz Crystal Microbalance with Dissipaiton

XM



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bitki biyokiitlesinin en bol bileseni olan seliiloz, dogal olarak en fazla bitkilerin hiicre
duvarlarinda bulunmaktadir. Ayrica, seliiloz bazi hayvanlar (6rnegin tunikatlar), yosunlar ve
az sayida bakteriler tarafindan da iiretilmektedir. Seliiloz, genisligi 5-20 mikron arasinda
degisen ve uzunlugu 0,5 mikron ile birka¢ mm kadar uzanan lifleri olusturan yar1 kristalin
bir polisakkarittir. Dogal seliiloz yap1 malzemelerinde, kagit sanayinde, tekstil endiistrisinde
enerji kaynagi olarak kullanilmistir. Ancak seliilozik malzemelerin hidrofobik polimer ile
uyumsuzlugu polimer kompozitlerinde giiclendirici olarak kullanimini azaltan énemli bir
durumdur. Miihendislik uygulamarinda ve selilloz bazli iiriinlerde yapisal homojenit ve
dayaniklilik gibi ozellikler gereklidir. Bu ozellikler bitki, agag gibi yapilarda hiyerarsik
yapiy1 gliclendiren temel takviye birimi olan ve nanofibril seliiloz olarak adlandirilan yapi
bloklar1 ile saglanabilmektedir. Bu yiizden NFS’ lerin dogal seliilozlardan {iretimi ve
polimerler ile kompozit malzemlerde takviye elemani olarak kullanimi, yiiksek mukavemet,
sertlik, diisiik agirlik ve biyo uyumlu yapilar1 gibi essiz 6zelikleri nedeni ile biiyiikk 6nem
kazanmustir.

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile [B-(1,4)-N asetil-D-glukozaminin yapisina
doniistiiriilmesi ile tretilen bir polisakkarittir. Cogunlukla deniz kabugu ve mantarlardan
elde edilen kitin, seliilozdan sonra diinyada en ¢ok bulunan dogal polimerdir (Rinaudo,
2006). Kitosan, katyonik yapisi nedeni ile gida, ilag, kozmetik, tarim ve biyomedikal
endiistrilerinde genis bir uygulama potansiyeline sahiptir (Ondaral vd.,2018).

Kitosanin molekiiler yapida tiirevlendirilebilmesi bu polimerin antikolestrolemik ve
antimikrobiyal aktivite, biyo uyumluluk, biyolojik bozunabilirlilik, mantar o6ldiiriicii,
hemostat, nonkarsinojenik, proteinleri yiiksek afinite yara iyilesmesinin similasyonu, doku
mithendisligi iskeleti ve ila¢ salinimi gibi biyo medikal uygulamalarda kullanilabilmesine
olanak saglayacak fonksiyonel 6zellikler saglamaktadir (Riberio vd., 2009).

Jelatin biiyiikk bas hayvanlarin kikirdak, deri ve kemik dokusunda yaygin olarak
bulunan kollajenin hidrolizi ile tiretilen amfoterik bir protein karisimidir. Jelatin, biyolojik

kokeni ve biyouyumlu olmasi, kollajene gore daha diisiik antijenik etkisi, ucuz olmasi,



konsantre c¢ozeltisinin elde edilebilmesi, yiiksek oranda saflastirilabilmesi, fiziksel
ozelliklerinin kontrol edilebilmesi, farkli ¢esit ve kalitelerde genis bir iiriin yelpazesinde
bulunabilmesi, amfoterik olmasi gibi avantajlar1 sebebiyle basta gida endiistrisi olmak iizere
kozmetik, eczacilik ve medikal uygulamalar gibi farkli kullanim alanlarinda
degerlendirilmektedir (Ulubayram vd., 2001; Bigi vd., 2001; Schrieber ve Gareis, 2007).
Bu kullanim alanlart igerisinde medikal uygulamalarda ilag tasinim sistemleri ve yara ortiisii
uygulamalar1 6n plana ¢ikmaktadir (Mogosanu ve Grumezescu, 2014; Ulubayram vd. 2002).

Bu tez kapsaminda farkli aldehit ve karboksil gruplarina sahip NFS’lerin kitosan ve
jelatin ile olan etkilisimleri incelenmistir. Bununla birlikte, medikal uygulamalara isik
tutmast agisindan MYS’nin, NFS/Kitosan ve NFS/Jelatin filmlerine adsorbisyonu da

arastirilmistir.

1.2. Seliiloz

Bitki hiicre ¢eperlerinin ¢ok biiylik bir kismini olusturan polisakkarittir. Dogada en
yaygin olarak bitki biinyesinde bulunan seliiloz; yapisal olarak %44 karbon, %6,2 hidrojen
ve %49 oksijen ihtiva etmekte olup tiim meyve ve sebzelerin bitki hiicre duvarlarinda, bitki
yaprak, govde ve kabuklarin da yapisal bir bilesen olarak bulunur (Collins ve Ferrier
1995). Dogada seliiloz genellikle hemiseliiloz, pektin, balmumu, protein, liginin ve mineral
maddeler gibi biyomolekiiller ile birlikte bulunur. Seliiloz 5.000-15.000 gilikoz monomer
biriminden olusan uzun zincirli bir polisakkarittr. Bu molekiiller yaklasik olarak 3-4 nm’lik
bir ¢apa sahip mikrofibrilleri olustururlar (Fernandes vd., 2011; Hori vd., 2002; Peura vd.,
2007). Mikrofibriller hem kristalen hemde amorf bolgelerden olusur. Seliiloz polimerlerinin
ozellikleri esas olarak polimer zincirinin uzunluguna ve polimerizasyon derecelerine
baglidir. Saf seliiloz hidroliz edildiginde yaklasik olarak % 95 verimle D-glikoza (CsH120s)
doniismekte olup bu yapr seliilozun ana yapisal biriminin bir anhidro-glikoz oldugunu
gostermektedir. Bu anhidro-glikoz birimleri, defalarca tekrarlanarak bir zincir molekiil
meydana getirirler. Bu birimlerin tekrarlanma sayisi polimerizasyon derecesi olarak
tanimlanmakta olup odunda 600-1000 arasinda, dogal seliiloz olan pamukta 3500’¢ kadar
yiikselir. Seliilozun yapisini olusturan anhidro-glikoz birimi {i¢ tane hidroksil (OH) grubu
icermekte olup bu gruplar anhidro-glikoz biriminin 2, 3 ve 6 nolu C’ larinda yer

almaktadirlar. Gerek fonkisyonel agidan gerek yapisal formasyon acisindan oldukca 6nemli



olan bu fonksiyonel gruplarin farklt modifikasyonlara tabi tutulmast seliilozun 6zelliklerinin
degistirilmesi ve ticari degeri olan farkl seliiloz tiirevinin (seliiloz nitrat, seliiloz asetat ve
etil seliiloz gibi) iiretilmesine imkan saglamaktadir.

Seliiloz ¢ok sayida hidroksil grubuna sahip olmasina ragmen su, benzen, alkol, aseton,
kloroform gibi organik ¢oziiclilerde ¢oziinmez. Odun selillozunun %17,5° lik sodyum
hidroksit ¢ozeltisi icerisinde ¢dziinmeyen kismina “alfa seliiloz” denmekte olup bu kisim
rejenere seliiloz ve gesitli seliiloz tlirevlerinin iiretiminde genis ¢apta kullanilmaktadir.

Seliiloz ve tlirevleri tekstil, gida, membran, kagit ve aga¢ iiriinlerinde yaygin olarak
kullanilmakla birlikte ayrica ilag, yara ortiisii, ip yapiminda, ambalaj, linolyum destekli gaz
tirtinlerinde uygulanmaktadir (Popa vd., 1996; Stevens 1998).

1.2.1. Seliilozun Ozellikleri ve Yapisi

Seliiloz, B-(1,4) pozisyonu ile birbirine baglanmig D-glikoz birimlerini iceren dogrusal
bir polisakkarittir. Seliiloz molekiiliinde her bir glukoz {initesi 180° doénerek oksijen
kopriisiiyle birbirlerine baglanmis olup bu sayede seliiloz molekiilii gerilimsiz ve kimyasal
ataklara kars1 oldukga direngli bir yapiya sahiptir (Sekil 1). Seliiloz molekiiliindeki D-glukoz
tinitelerinin sayisina “polimerlesme derecesi (DP)” denilmekte olup bu deger pamuk
selilozunda 15.000’e kadar ulasabilmektedir. Hi¢gbir bozunmaya ugramamis dogal odun
seliilozunun DP’si 10.000-12.000 arasinda degismektedir (Fengel ve Wegener 1989).
Seliiloz molekiilleri fibriler yap1 gosterecek bigcimde bir araya gelerek odun hiicrelerinin
iskeletini olugtururlar. Odunda bulunan seliiloz oran1 %45-50 arasinda degismektedir (Kirci,
2009).

H OH CH,OH H OH CH,OH H OH
L 5 —0
o H H H H o)

/ OH H H 0 OH H H OH H

H OH H H OH H H o/
H ¢} H H o H H

—O —oO0 —©
CH,OH H OH CH,OH H OH CH,OH

Sekil 1. Seliiloz molekiil yapis1



Molekiiler agidan incelendiginde, seliiloz zincirleri mikrofibrilleri olusturur ve birkag
mikrofibril bir bitkinin hiicre duvarinda bulunan seliiloz lifini olusturan daha biiyiik
demetleri olusturur. Seliiloz zincirleri, yaklasik 5 nm genisliginde yar1 kristalin lifler halinde
diizenlenmektedir. Bu lifler hiicre ¢eperinde yaklasik 20 nm genisliginde lif ag1 seklinde
toplanmaktadir (Mikael Ankerfors, 2015). Seliiloz zincirleri, birbirleriyle ve molekiil ig¢i
hidrojen baglarinin yan1 sira Van der Waals kuvvetleri ile de bir arada tutulmaktadir. Hiicre
¢eperinde hem hemiseliilloz (%30) hem de lignin (%25-30) mevcut olup bu polimerler
seliiloz lifleri etrafinda yer alarak bir matris olusturmaktadir ( Albertsson, 2001)

Seliiloz zincirleri arasinda bulunan hidrojen baglar1 sebebiyle seliiloz ¢ogu ¢oziiciide
¢ozlinmez, ancak seliilozun mekanik veya kimyasal aritma islemi ile 6rnegin kuvvetli asit
ile hidrolizi veya enzimlerin kullanilmas ile seliilozik zincirler arasindaki yapiyr kirmak
miimkiindiir (O.Dahlman vd., 2000; E.hoglund, 2014).

Seliiloz polar bir molekiil olup dogal yapis1 higroskopiktir. Bu yapisi sebebiyle seliiloz
yapisina su alip sisebilmektedir. Bununla birlikte seliiloz hidrofilik ve polar 6zelliklere sahip
olmasma ragmen su igerisinde ¢oziinmez. Seliilloz, hidrojen baglar1 ve siki bir sekilde
diizenlenmis yap1 sayesinde kristal yap1 gosterir. Seliiloz yapisinda farkli kristal dereceleri
mevcut oldugu gibi, amorf bolgeler de mevcuttur. Dogal seliiloz, kokene bagli olarak seliiloz
Ia ve 1B olarak adlandirilan iki farkl: kristal yapidan olusur. Odun ve pamukta If yapisi daha
yaygin iken, [a yapisi cogunlukla yosunlarda ve bakterilerde bulunur. Seliiloz I’ in ¢6ziiciiler,
asitler veya bazlar ile muamelesi sonucu bagka bir kristal yap1 olan seliiloz II olusur. Seliiloz
I, paralel olarak diizenlenen zincirleri igerirken, seliiloz II' deki zincirler paralel olmayan bir

yap1 olusturmaktadir ( P.Zugenmaier, 2006).

1.3. Nanofibril Seliiloz (NFS)

Nanofibril seliiloz; uzun, esnek ve birbirine dolanmis seliiloz nanoliflerinden olusmus,
genel olarak eni 10 nm ila 100 nm arasinda degisen mikrometresel 6l¢ekte kristal ve amorf
bolgelerden olusan seliilozik yapilara verilen isimdir (Turbak AF vd., 1983).

Nanoseliiloz veya nanofibril seliiloz terminolojisi, ilk olarak 1970' lerin sonunda,
Turbak, Snyder ve Sandberg tarafindan kullanilmistir (Turbak AF vd., 1983; Herrick FW
vd., 1983). Lif siispansiyonun 500 MPa basingta ve 80°C' de homojenizatdrden gegirilmesi
ile elde edilen siispansiyon yar1 saydam, yiiksek stabilitede jel haline doniismiis ve olusan

bu irtine nanofibril seliiloz denmistir. Nanofibril seliiloz esasli malzemeler yiiksek mekanik



dayanimi ve diisiik gaz gecirgenlik orani gibi 6zelliklerinden dolayi1 son yillarda biyomedikal
uygulamalar da dahil olmak iizere farkli materyallerin gelistirilmesi ve kullaniminda yaygin
olarak yer almistir. Bu kullanim alanlarina ek olarak NFS ayrica gida, boya, kozmetik, ecza
iriinlerinde reolojik modifiye edici materyal olarak da kullanilabilmektedir.

Aslinda NFS terimi, seliiloz kokenli ve genel olarak mikrometre 6lgeginde Ki boyuna
bagli olarak 5 ila 20 nm arasinda degisen ene sahip dogal seliillozun en kiigiik goriilebilir
tiniteleri olusturan mikrofibriller seliiloz ile karistirilmamalidir. NFS daha az sirali bolgelerle
ayrilmis, temel fibril demetlerinden olusan nanofibril ve elemental monokristallerden olusan
seliiloz nanokristallerine benzemekte ve sarmal ag olusturma kabiliyetine sahiptir. Asagida
Sekil 2°de farkli yillik bitkilerden elde edilen NFS yapilart goriilmektedir (Kalia vd., 2013).

Sekil 2. Farkli yillik bitkilerden elde edilen NFS yapilari
(Kalia vd., 2013)

1.3.1. NFS Uretiminde Kullamlan Kaynaklar

Farkli selilloz kaynaklarmin olmasi sebebiyle NFS prensip olarak c¢ok genis
kaynaklardan iiretilebilir. Selillozun primer varligi, ormanlardan elde edilen lignoseliilozik
materyal olan odun olup NFS iiretimi i¢in de en 6nemli hammadde kaynagidir. Odun
hammaddesinin NFS iiretiminde hammadde olarak kullanilmasinda 6ncelikle igerisinde
bulunan seliilozik olmayan ligninin uzaklastiritlmasi gereklidir. Odun disinda NFS iiretimi
icin kullanilabilecek diger hammaddeler tarimsal tirtinler, su bitkileri, otlar ve diger bitkisel

materyallerdir (Kalia vd., 2013).



Tarimsal atiklar 6zellikle yeterli orman kaynaklarina sahip olmayan iilkelerde seliiloz
liflerin  yenilenebilir olmasindan &tiirti  dikkatleri {izerine ¢ekmistir.  Odun ile
karsilastirildiginda odunsu olmayan bu bitkiler diisiik lignin igerigine sahiptir. Ayrica,
yetisme slirelerinin kisa olmasi ve yenilenebilir yapilarindan dolay1 ¢evresel faydalar1 ve
liflerin eldesinde diisiik enerji tiiketimi gibi avantajlari ile 6n plana ¢ikmaktadir. Odunsu
olmayan bitkilerin bol bulunmasina ragmen toplamadaki ytiksek iscilik maliyeti, yliksek
silikat oranindan dolay1 kimyasal hamur tiretiminde kullanimi sinirhidir. Yillik bitkilerden

elde edilen NFS’lerin morfolojisi kaynaklara gére degismektedir.

1.3.2. NFS Uretiminde Kullanilan Cihazlar

NFS iiretiminin temel mekanizmasi odunsu hiicre ¢eperinin farkli mekanik metotlarla
pargalanmasidir. Ceper yapisindaki nano boyutlu seliilozik fibriller ve fibriller arasindaki
hidrojen baglart bu mekanik islemler sonucu serbest hale getirilmekte ve NFS elde
edilmektedir. NFS iretiminde kullanilan cihazlar genel olarak yiiksek basingh
homojenizator, mikro sivilastirici, mikro 6giitiicii ve ultrasonik ses olarak adlandirilmakta
olup bunlar igerisinde en yaygin olarak kullanilan yontemler yiiksek basingli homojenizator

ve mikro sivilastiricidir.

1.3.2.1. Yiiksek Basin¢cli Homojenizator (YBH)

Bu yontem, hem biiylik 6lgekli islemler i¢in hem de laboratuvar 6lgekli NFS {iretimi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. YBH teknigi 1980 lerin baginda 500-1.000 MPa gibi
yiiksek basing altinda emiilsiyon iiretebilmek i¢in piyasaya siiriilmistiir. Homojenizasyon,
stispansiyonun 100 ila 2.000 MPa gibi basinglarda ¢alisan ¢ok dar bir kanal veya menfezden
bir piston tarafindan gegirilmeye zorlanmasi ile saglanmaktadir. Stispansiyonun viskozitesi
ve uygulanan basinca bagli olarak homojenizasyon araliginin genisligi yaklasik 5 ila 20 pm
arasinda degisir. Siispansiyonun akis hizi sivi fazin diisiik buhar basincindan diistik statik
basingtaki azalma ile dengelenen dinamik basingta artisa neden olur. Bu sivi,
homojenlestirme boslugu yani normal hava basinct 100 kPa altina diigmesi durumunda

hemen ¢oziinen gaz kabarciklarinin olugsmasina yol agar. Gaz kabarciklarinin olusmasi ve



patlamasi seliiloz duvarinin dagilmasini saglayan oyma ve sok dalgalariyla sonuglanir
(Muller RH vd., 2001; Shamlou vd., 1995). Seliiloz lif boyutlarinin kisalmasi; yiiksek basing
azalisi, yiikksek kopma kuvvetleri ayn1 zamanda tiirbilansh akis ve parcaciklarin birbirine
carpismasi ile agiklanabilir. Seliillozun fibrilasyon derecesi siispansiyonun cihazdan gegirilen
homojenlestirme dongiilerinin sayisina ve uygulanan basinca baglidir. Basing ne kadar

yiiksekse, makinedeki her gegis igin lif kesintisi de o kadar yiiksek olur (Kalia vd., 2013).

1.3.2.2. Mikro-Sivilastirma

Mikro akiskanlastirici sistem makro-mikro/nano boyutlarini elde etmek igin
kullanilmaktadir. Bu teknoloji, ila¢ endiistrisinde geleneksel olarak lipozomal {iriinler ve
farmasotik emiilsiyonlar yapmak, siit ve gida endiistrisi tarafindan homojenlestirilmis siit ve
tatlandirict emiilsiyonlar tiretmek i¢in kullanilmistir.

Mikro sivilastiric, igerisindeki slispansiyonu yiiksek basing altindaki (150-210 MPa)
belirli bir geometriye sahip (Y tipi veya Z tipi) dar bir kanaldan gegmeye zorlar. Sonug
olarak, siispansiyonun akisi yiiksek hiza ulasir ve siispansiyon icerisindeki makaslama hizi
106 sn Vi asarak yogun bir partikiil carpismasi meydana gelir. Boylece, seliiloz liflerinin
nanofibriler yapilara ayrilmasi saglanir. Siirekli islem hacminde ¢alisan homojenizatoriin
aksine, mikro akiskanlastirici sabit makaslama hizinda ¢alisir ve bu mikro sivilastiricinin
ttkanma ihtimalini azaltir. Ayrica, etkilesim haznesinin sabit geometrisi iiretimin tekrar
edilebilirligini arttirmaktadir. Fibrilasyon derecesini arttirmak icin farkli boyutlardaki
hazneleri kullanmak ve mekanik islemi tekrar etmek gereklidir. Yiiksek basingh
homojenizatdr gibi mikro-sivilastirict da NFS iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir

(Aulin vd., 2010; Ahola vd., 2008; Zimmerman vd., 2010).

1.3.2.3. Mikro Ogiitme

Mikro 6glitmede, seyreltik seliilozik lif siispansiyono oluklu diskler arasindaki bir
statik, digeri ise yaklasik 1,500 dev/dak'da donen iki disli disk arasindan gegirilir (Sekil 3).
Bu diskler, lifleri daha alt yap1 bilesenlerine pargalayabilecek yiv ve bigaklara sahiptir. Sert
yiizeyler ile temas ve ¢evrimsel gerilim liflerde defibrilasyona neden olur. Tipik olarak,
mikro oOgiitiiciideki diskler i¢in kullanilan malzemeler, silikon karbit iceren gdzeneksiz

reginelerden tiretilmektedir. Diskler, farkli grit siniflarinda ve konfigiirasyonlarda tiretilerek



islem sirasinda akis sekli farklilagtirabilir. Fibrilasyon derecesi diskler arasindaki mesafeye,
disk kanallarinin  morfolojisine ve Ogiitiiciideki  gecislerin  sayisina  baglhdir.
Homojenizat6rde oldugu gibi mikro 6giitmede de lif siispansiyonunun taslar arasindan farkli
sayilarda ge¢cmesi gereklidir. Mikro Ogiitiicii cithazinin en temel avantaji, lif boyutlarinin
kisaltilmasi i¢in 6n muamele gibi diger islemlere gerek duyulmamasidir. Buna ragmen bu
yontemde, odun hamuru liflerinin yivleri ve griti asindirmasi sebebiyle disk bakimi ve

degisimi bir dezavantaj olabilmektedir (Kalia vd., 2013).

Sekil 3. Mikro 6giitiicii (Masuko Sangyo Ltd)

1.3.2.4. Ultrasonik Fibrilasyon

Ultrasonik fibrilasyon islemi ses enerjisinin fiziksel ve kimyasal sistemlere
uygulanmasidir. Sivilarda, yiliksek frekansh titresim biiyliyen ve patlayan kabarciklar
olusturarak akustik kavitasyon (bosluk) olusumuna neden olur. Ultrasonik 1sik yayma
sirasinda kavitasyon tarafindan saglanan enerji, hidrojen bagi enerji skalasinda bulunan 10-
100 kJ / mol dahilinde kontrol edilebilir. Boylece ultrasonik etki mikron boyutlu seliiloz
liflerini yavas yavas nanoliflere ayirabilmektedir. Temel ultrasonikasyon teknolojisi 50 yili
askin bir siiredir gelistirilmis ve nano boyut diizeyinde kullanimi yaygin olarak
benimsenmistir. Bu teknikle yaklagik 30 nm'den birkag mikrometre arasinda degisen
caplarla, mikro ve nano Olgekli lifler elde edilmistir. Bu yontemler ile elde edilen bitki
liflerinin ¢ok tabakali yapist ve fibriller arasi hidrojen baglar1 nedeni ile olusan lif
kiimelenmesi daha biiyiik boyut dagilimlarini olusturdugu belirtilmistir (Wang vd., 2009).

Son yillarda, selilloz mikro-liflerinin ayrilmasi i¢in mekanik par¢alanmaya alternatif
olarak ultrasonik 151k yayma kullanilmasi sayisiz aragtirma konusunun temelini

olusturmustur.



Kimyasal 6n islemler ve yiiksek yogunluklu ultrasonik fibrilasyon, 5-20 nm genisliginde ve

birka¢ mikrometre uzunlugunda nanofibrillenmis fraksiyon verimini arttirmisgtr.

1.3.4. NFS Uretiminde Onislemler

Kagit hamurundan NFS {iretiminde esas olarak iki problemle karsilasilmaktadir:

1) Kagit hamuru liflerinin yiiksek basing gegisleri sirasinda YHB’de meydana gelen

tikanma,

2) Lifin delaminasyonu siiresince cihazlarin yiiksek enerji sarfiyatlaridir.

Bu yiiksek enerji girdileri, NFS'yi serbest birakmak ve lifler arasindaki hidrojen
baglarini hem kristalin hem de amorf bolgelere ayirmak igin gereklidir (Ericksen vd., 2008).
Bu nedenle endiistriyel iiretimlerde ¢6ziilmesi gereken en onemli konular NFS iiretimi
sirasinda enerji talebini azaltmak ve iiretim siirecini kolaylastirmaktir. Bu sorunlar1 ¢ozmek
icin On iglemler uygulanilarak hiicre duvarmin etkili bir sekilde nano boyutta fibrillere

dontistiiriilmesi saglanmaktadir (Kalia vd.,2013).

1.3.4.1. Dévme islemi

Mekanik dovme, homojenizasyon isleminden Once enerji girdisini azaltmak ve
defibrilasyona yardimci olmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu amagla NFS
tiretiminden once diskli rafinérler, PFI degirmenleri ve Valley doviiciisii kullanilmaktadir
(Andresen vd., 2006; Iwamoto vd., 2005; Nakagaito vd., 2005). Bu islem sirasinda,
seyreltilmig lif siispansiyonu, rotor ve stator diskleri arasindaki bosluk boyunca ezilir. Bu
disklerin yiizeyleri, g¢ubuklar ve oluklar ile donatilmistir. Mekanik islem liflerin
morfolojisinde ve boyutunda geri doniisii olmayan degisiklikler meydana getirir (d’A Clark,
1954).

Rafindr barlar1 arasinda yogun mekanik kesme etkisi altinda kalan seliiloz liflerinin
hiicre duvarindaki dis kisminda bulunan birincil (P) ve ikincil (S1) tabakalarinda fibrilasyona
neden olur. Bununla birlikte, ilerleyen asamada mekanik dévme, mikrofibril yapisinin zarar
gormesine neden olarak molar kiitleyi ve kristallik derecesini azaltir (Shibata ve Isogai,
2003).
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1.3.4.2. TEMPO Oksidasyonu

Mekanik 6n isleme gore NFS iiretimini kolaylastirmaya yonelik daha timit verici bir
yontem olan bu kimyasal 6n islem, mikrofibrillerin iizerinde negatif yiiklii birimlerin
olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde kayda deger arastirmalar Saito ve
arkadaglari tarafindan gergeklestirilmistir (Saito vd., 2007). Bu sistemin, temel bileseni olan
TEMPO (2,2,6,6 tetra-metil-piperidin-1-oksil) katalizorliiginde NaBr ve NaClO ile
seliilozik fibrillerin oksidasyonu sonucunda birincil alkollerin aldehitlere ve karboksilik
asitlere doniistiiriilmesi islemidir. Sulu ortamda TEMPO, sodyum hipoklorit (NaOCI) gibi
primer okside edici kimyasal varliginda karbonhidratlarin primer gruplarini karboksilat
(COO-) fonksiyonel gruplarina donistiiriir (Sekil 4). TEMPO oksidasyonu, yaklasik pH 10-
11°de bazik ortamda ve diisiik sicaklikta (4°C) veya asidik kosullarda (pH 4.5-5.0) 50-60°C
sicaklikta gerceklestirilebilir (Kalia vd., 2013).

HO~
o
MaCl MaBrD
OH
X Q-O‘
Macio HaBr
+N=0
?”'
N-0OH
Hatxl NaBrd
I
Che
CHOH
NaCl0 HaBr o
+HE0

o (OH
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Sekil 4. Anhidroglukozun alkali ortamda TEMPO / NaOCI / NaBr
ile oksidasyonu (Wang vd., 2007)

NFS diretiminde yiliksek basingli homojenizator ile karsilastirildiginda, TEMPO
oksidasyonu ile 6n islem enerji tiiketim oranin1 100 kattan daha fazla oranda azaltmistir.
TEMPO oksidasyonu ile NFS {iretimi sirasinda hiicre ¢eperinin delaminasyon siirecinde

meydana gelen degisiklikler tizerine birkag hipotez 6ne siiriilmiistiir:
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1. Oksidasyon ile olusan negatif yiiklerin, hiicre geperi igerisindeki mikrofibriller
arasinda itme kuvveti meydana getirmesi ile hidrojen baglartyla birbirine bagh
olan bu yapilar arasindaki kohezyonunun zayiflamasi

2. Oksidasyon isleminin liflerin hidrasyonunu ve sismesini saglayarak, onlar1 daha
esnek hale getirmesi ve yap igerisinde kristalin bolgeyi daha kolay erisilebilir
kilmast

3. Oksidasyon isleminin hiicre ¢eperi igerisindeki birincil (Primer) ve S1 tabakalarini
esneterek homojenlestirme islemi sirasinda S2 tabakasini daha erisilebilir hale
getirmesi, dolayisiyla yapinin fibrilasyona daha yatkin hale gelmesi

4. Oksidasyon, amorf bolgede zincir boliinmesiyle sonuglanir ve bu da lif hiicre

duvari igerisinde mekanik fibrilasyonu kolaylastirir (Kalia vd., 2013).

Oksidasyon seviyesi, enerji girdisini azaltmada kritiktir ve nanofibrilasyon veriminin
yani sira NFS siispansiyonunun seffaflik derecesinede etki eder. NFS'yi serbest birakmak ve
homojenlestiricinin tikanmasini 6nlemek igin yaklasik olarak 300 umol/g karboksil igerigi
gereklidir (Besbes wvd., 2011). Ayrica, 500 umol/g karboksil igerigi {izerinde,
nanofibrilasyonda kiigiik degisiklikler gézlemlenebilir. Oksidasyon derecesinin degismesi,
NFS boyutununda degismesine neden olur. TEMPO-oksidasyonunda oksidasyon miktari
artik¢a, NFS uzunlugunda 6nemli bir azalma meydana geldigi gozlemlenmistir (S. Kalia vd.,
2013)

TEMPO-oksidasyon sartlarinin ve mekanik fibrilasyon islemlerinin NFS uzunluguna
ve polimerizasyon derecesine etkisinin viskozite Ol¢timleriyle belirlendigi c¢alismada,
NaClO ilavesindeki artisin DP ve ortalama lif boyunu azalttigi belirlenmistir. Karboksil
miktarinin 3 mmol/g olmasi durumunda liflerin nanofibrillere doniistiiriilmesinde neredeyse

enerjiye ihtiyag duyulmadig1 kaydedilmistir (Tejado vd., 2012).

1.3.4.3. Enzimatik Onislem

Kimyasal 6n isleme alternatif, cevre dostu enzim ile 6n islemin homojenizatérden
gecis sayisini azaltarak NFS {iretimin maliyetini ciddi oranda azalttig1 belirlenmistir (Kalia
vd., 2013). Enzimatik 6n islem ile NFS iiretimi {izerine Celik vd. (2010) tarafindan yapilan

bir patent ¢calismasinda, mekanik islemlere alternatif olarak enzimatik 6n islem ardindan
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homojenizasyon, 6giitme veya mikro sivilastirict gibi yiiksek kesme kuvvetleri uygulanan
cihazlarla NFS iiretiminin bagarili bir sekilde gerceklestirildigi ve enerji veriminin de yiiksek
oldugu tespit edilmistir.

NFS iretiminde en yaygin olarak kullanilan enzimler endoglukanazlar,
sellobiyohidrolazlar veya ekzoglukanazlar ve glukozidazlar olup ticari olarak seliilazi
kapsamaktadir. Enzimatik 6n islem uygulamasinda temel mekanizma, hiicre ceperinin
mekanik olarak par¢alanmasindan Once seliiloz yapisinda bulunan baglarin enzimler
vasitasiyla kirilmasi ve yapinin yumusamasiyla mekanik islemlerde hiicre ¢eperinin kolayca

ayrilarak NFS’ nin ortaya ¢ikarilmasidir (Kopcke, 2008).

1.3.4.4. Buhar Patlamasi

Buhar patlama islemi ile NFS iiretimi genel olarak 180-210 °C sicaklik arasinda
selilozun kisa siire buharda pisirilmesi ve ani basmcin serbest birakilmasi ile
gerceklestirilmektedir. Basincin bosaltilmasi sirasinda patlamayla meydana gelen basing
azalmas1 ve suyun buharlagsmasi materyalin parcalanmasina neden olan termomekanik bir
kuvvet yaratir. Bu etki lignoseliilozik yapinin 6nemli 6l¢iide par¢alanmasina, hemiseliiloz
fraksiyonunun hidrolizine, lignin bilesenlerinin pargalanmasina ve seliiloz yapisinin
fibrillenmesine neden olur (Cristobal, 2008). Bu yontemin seliiloz mikrofibrillerinin etkili
bir sekilde serbest birakilabilmesi icin birkag kez tekrar edilmesi gerekmektedir. Buhar
patlamasinin avantajlari, 6nemli 6l¢iide daha diisiik ¢evresel etkiye sahip olmasi, diislik
enerji tiikketimi, diisiik sermaye yatirnmi ve daha az tehlikeli kimyasallarin kullanimini

icermesidir (Kalia vd., 2013).

1.4. Kitosan

Kitosan ilk kez Bradconnot tarafindan 1811 yilinda tanimlanmis olan kitinin ($-1,4-
poli-N-asetil-D-glukozamin) kismen veya tamamen deasetilasyonu ile elde edilen
antimikrobiyal 6zellige sahip bir heteropolisakkarittir (Muzzarellia vd., 2012; Kong vd.,
2010). Kitinin deasetilasyonu sonucu elde edildigi igin kitosan, farkli oran ve sayida 2-
amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz (D-glukozamin, deasetile form, yaklasik % 80) ve 2-
asetamido-2- deoksi-B-D-glukopiranoz (N-asetil-D-glukozamin, asetile form, yaklasik %

20) molekiillerinin B-(1,4) bagi ile baglanmas1 sonucu olusan diiz zincirli bir kopolimerdir.
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Bu iki molekiiliin sayis1 ve dizi igerisindeki sirasi kitosanin fiziko-kimyasal ve biyolojik
ozelliklerini belirler (Prashanth vd., 2007). Kitin ve kitosanin ayriminda kesin bir 6l¢ili
bulunmamasina karsin kitosan terimi, genellikle deasetilasyon derecesi %50’den fazla olan
2-amino-2-deoksi-B-  D-glukopiranoz ve  2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukopiranozun
kopolimerleri i¢gin kullanilmaktadir (Younes Vd., 2015; Varma Vd., 2004). Deasetilasyon
derecesi, deasetile edilmis amino gruplar1 (-NH2) sayisinin, asetil-amino gruplari (-NH-CO-
CHjs) sayisina orani seklinde tanimlanmaktadir.

Kitosan serbest radikalleri sondiirerek veya metal iyonlarin1 baglayarak antioksidan
aktivite gostermektedir. Kitosandaki hidroksil (-OH) ve amino (-NH2) gruplart stabil
olmayan serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarin stabil molekiillere doniismesini
sagladiklar1 ve metal iyonlarini bagladiklar1 i¢in antioksidan aktiviteden sorumlu temel
fonksiyonel gruplaridir. Dogada yaygin ve bol miktarda bulunmasi, canlilara karsi toksik
etki gdstermemesi, mikroorganizmalar1 inhibe etmesi, biyolojik olarak pargalanabilmesi,
biyo-uyumlu olmasi, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimindan diger birgok biyopolimere
gore Ustilin 6zellikler gdstermesi nedeniyle kitosan basta gida olmak {izere su, ilag, kozmetik,
ziraat, tip, kagit, tekstil, mikrobiyoloji, immiinoloji, biyoteknoloji, ters osmoz membranlari
gibi bir¢ok alanda kullanim olanagi bulmaktadir. Bu uygulama alanlarina ek olarak dogal
bir polimer olmasi sebebiyle kitosan biyomedikal uygulamalarda da siklikla
kullanilmaktadir. Yapay bobrek membrani, absorbe edilebilir dikis ipligi, hipokolestrol
kimyasali, ila¢ tagimim sistemi, enzim immobilizatdrii uygulama alanlar1 kitosanin
biyomedikal uygulamalarina 6rnektir. Bunun yaninda, yara iyilestirme prosesin de kitosanin
etkili bir polimer oldugu belirtilmistir (Singh ve Ray, 2000). Ayrica kitosanin kanama
engelleme oOzelliginin normal hemostatik kaskaddan farkli bir yapr sergiledigi ortaya
konmustur. Kitosanin kanama engelleme o6zelligi molekiil agirligina, deasetilasyon
derecesine ve hiicre yiizeylerindeki negatif yiiklerle etkilesimde bulunan polikatyonik
yapisina bagli oldugu belirtilmistir (Mercy vd., 2012; Malette vd., 1983). Riberio vd. (2009)
ve Jayakumar vd. (2011) yapmis olduklar1 ¢calismalarda kitin veya kitosandan hazirladiklar
yara Ortlisi materyalinin yara bolgesinde hemostat etkisiyle birlikte yara dokularmin

tyilesme siiresini hizlandirdigini belirtmislerdir.
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1.4.1. Kitosan Yapisi

Yengeg, karides, 1stakoz gibi kabuklu deniz iiriinlerinin dis iskeletlerinde, kiif ve maya
gibi mikroorganizmalarin hiicre duvarlarinda dogal olarak bulunan kitin, seliilozdan sonra
dogada en cok bulunan polisakkarittir. Kati1 formda kitin zincirleri, hidrojen baglariyla
baglandig1 i¢in baskin bir kristalin yapiya sahiptir (Sekil 5). Kitosan, kitinin alkali kosullarda
(% 40-50’lik sodyum hidroksit) 90-150°C’de 4-5 saat siireyle kismen veya tamamen
deasetilasyonu (Sekil 6) ya da kitin deasetilaz enzimi vasitasiyla enzimatik deasetilasyonu
ile elde edilen ve bu nedenle B-(1,4) bag ile baglanmis, degisen oran ve sayida D-
glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminden olusan diiz zincirli bir kopolimerdir. Endiistriyel
kitosan iiretiminde enzimatik yontemden ziyade ucuz ve yiiksek oranda iiretime uygun
olmasi nedeniyle konsantre NaOH ile gerceklestirilen kimyasal yontem tercih edilmektedir.
Kitinin deasetilasyon isleminde Potasyum hidroksite (KOH) gore ¢ok daha fazla etkin
oldugu i¢in NaOH tercih edilmektedir. Kimyasal yontem ile deasetilasyon isleminde asidik
kosullar da kullanilabilir; ancak glukozidik bagin asidik kosullara ¢ok duyarli olmasi
nedeniyle asir1 depolimerizasyon gergeklesecegi icin asidik kosullar tercih edilmemektedir.
NaOH uygulamasi ile deasetilasyonun yani sira kismi depolimerizasyon islemi de
gerceklesebilmektedir. Bu nedenle deasetilasyon kosullar, elde edilen Kkitosanin
deasetilasyon derecesini, asetil gruplarinin zincir boyunca dagilma seklini, molekiil
agirhigini ve ¢ozeltinin viskozitesini belirler (Younes, vd., 2015; Dash vd., 2011). Kitosan
¢Ozeltisinin viskozitesi, konsantrasyon ve deasetilasyon derecesindeki artis ve sicakliktaki
diisiis 1le artmaktadir. Ayrica viskozite, lizozim enzimiyle par¢alanma, yaralari iyilestirme

gibi kitosanin biyolojik 6zelliklerini de etkileyebilmektedir.
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Sekil 5. Seliiloz, Kitin ve Kitosan’ 1n kimyasal yapilari
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Kitinin kristalin yapida bulunmasi nedeniyle elde edilen kitosandaki asetil gruplari
zincir boyunca heterojen bir dagilim sergilemektedir. Asetilasyon derecesi genellikle % 5—
30 arasinda degismekte ve alkali uygulamasi birka¢ kez tekrar edildiginde tam bir
deasetilasyon saglanabilmektedir. Kitinin en 6nemli 6zelliklerinden biri agirlikca % 6,89
oraninda asetil-amino grubu (-NH-CO-CH3) seklinde azot igermesidir. Azot oran1 (-NH2 ve
-NH-CO-CH3 seklinde) agirlikga % 7’nin iizerine ¢iktiginda kullanimi tercih edilen terim
kitosandir. Kitosan temel olarak molekiil agirligi ve asetilasyon derecesi ile karakterize
edilmekle birlikte azot icerigi de karakterizasyonda dnem tasimaktadir. Ticari kitosanlarin
deasetilasyon derecesi genellikle % 85 ten biiylik (asetilasyon derecesi <% 15) olup molekiil
agirliklar1 100 ile 1000 kDa arasinda degismektedir. Uretim kosullarina bagli olarak
kitosanin molekiil agirlig1 degiskenlik gosterdiginden, molekiil agirligi 50 kDa ve daha
kiigiik olanlar diisiik, 50-150 kDa arasinda olanlar orta ve 150 kDa ve daha biiyiik olanlar
ise yiiksek molekiil agirlikli olarak degerlendirilmektedir (Goy vd., 2009).

CHy
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Sekil 6. Kitinin NaOH ile deasetilasyonu ve kitosan olusumu

Amino grubu kitosana metalleri baglama yani selatlama 6zelligi kazandirmaktadir.
Dolayisiyla atik sularda agir metallerin aritilmasinda kitosan kullanimi 6nem arz etmektedir.
Kitosanin selatlama yetene8inin diger dogal polimerlere gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Seliiloz, dekstran, aljinik asit, agar, agaroz, pektin, karajenan gibi dogal olarak
bulunan polisakkaritler notral veya asidik olmalarina karsin kitosan bazik bir polisakkarittir.
Bu o6zellik kitosanin film olusturmasinda, metal iyonlarmi selatlamasinda ve polioksi tuz
olusturmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica polisakkarit iskeletinde bulunan asetil-
amino gruplar da kitosana farkli 6zellikler kazandirmaktadir. Ornegin kitosanin toksik etki
gostermemesi, film ve lif olusturma ozelligi, metal iyonlarin1 adsorbe etmesi,
slispansiyonlar1 veya ¢oziinen maddeleri ¢oktiirmesi gibi 6zgiin biyolojik aktiviteleri asetil-
amino gruplarindan kaynaklanmaktadir. Kitosanin ¢oziiniirliigii 6nemli parametrelerden biri
olup polimerin molekiil agirligina, tiretimde kullanilan kitinin kaynagina, ortamda metal

iyonlarinin ~ bulunup bulunmamasma, ¢ozilicli olarak kullanilan asidin tipi ve
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konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Molekiil agirligi ve polimer
zincirlerinin metallerle ¢apraz baglanma orani artik¢a ¢oziiniirligli azalmaktadir. Kitosan
suda, organik c¢oziiciilerde, notral ve alkali pH’larda ¢6ziinmezken asetik asit, formik asit,
laktik asit gibi seyreltik organik asit soliisyonlarinda (pH<6) ¢oziiniir. Ancak diisiik molekiil
agirligina sahip kitosan oligosakkaritleri su igerisinde de ¢ozlinebilmektedir. Asidik
ortamlarda ¢oziinen kitosanin amino gruplar1 proton baglayarak pozitif yiikli hale geger.
Kitosanin fiziko-kimyasal Ozellikleri deasetilasyon derecesi ve molekiil agirligr ile
degismektedir. Kitosanin molekiil agirlifi ve deasetilasyon derecesi ise kitinin kaynagina,
izolasyon yontemine, NaOH ile islem gorme siiresine, konsantrasyonuna ve islem
sirasindaki sicakliga baglidir. Kitosanin stabilitesi depolama sicakligi ve siiresinden olumsuz
yonde etkilenmekte olup pH 7 ve iizerinde, oda sicakliginda uzun siire bekletildiginde

stabilitesi ve antimikrobiyal aktivitesi azalmaktadir (No vd., 2006).

1.5. Jelatin

Jelatin yaygin olarak biiyiik bas hayvanlar kikirdak, bag, deri ve kemik dokusunda
bulunan protein olan kollajenin hidrolizi ile tiretilen bir protein karisimidir (Khakalo vd.
2014). Hidroliz islemi ile molekiiller arasindaki hidrojen baglar1 ve diger ¢apraz baglar
zayifladigi gibi bazi amino asitler arasindaki kovalent baglar da kopar ve bu sayede daha
kiiclik molekiillii yapilar ortaya g¢ikar. Boylece, 300- 350 kDa olan kollojenin molekiil
agirlig: jelatinde 10-65 kDa’a kadar diismektedir. Jelatin yapisinin biyiik bir kism1 %85-92
arasinda proteinlerden olugmakta olup geri kalan kisim mineral tuzlar1 ve kurutma sonrasi
dahi yapida bulunabilen sudan olusmaktadir (Schrieber ve Gareis, 2007).

Jelatin tiretiminde, hayvansal dokular, asit ya da alkali ¢ozeltilerle muamele edildigi
icin, uzun amino asit zincirleri parcalanarak daha kisalagirken aralarindaki baglar da
zayiflamakta ve su molekiilleri kolayca fibrillerin arasina girebilmektedir. Boylece, 1lik suda
bile ¢oziinebilen yeni bir yapt meydana gelmektedir. Enzimler de bazen bu kimyasal
maddelerle birlikte veya bu maddelere alternatif olarak kullanilabilmektedirler. Ancak
burada yalnizca bazi 6zel enzimler kullanilmaktadir; ¢ilinkii proteini hidrolize edebilen
bircok enzim, kollajeni parcalayamamaktadir. Sadece spesifitesi ¢ok yiiksek kollajenaz
enzimleri, dogal kollajeni pargalayabilir. Bu sekilde kimyasal veya biyokimyasal
denatiirasyon (hidroliz) metotlar1 kullanilarak kollajenin muamele edilmesi islemine, jelatin

endiistrisinde “kondisyonlama” ad1 verilmektedir. Bu yontemle elde edilen iiriinlere jelatin
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hidrolizatlar1 denilmektedir ve gida endiistrisinin bir¢ok alaninda bu tiir {riinlerden
faydalanilmaktadir. Jelatin kimyasal yap1 agisindan zay1f poliamfolit 6zellik gostermektedir.
Ana yapisinin yaklasik olarak %13’ liikk kism1 pozitif (lisin ve arjinin), %12’ lik kism1 negatif
(glutamik asit ve aspartik asit) ve %11°lik kism1 ise hidrofobik yapidadir (16sin, isoldsin,
metionin, valin) (Khakalo vd., 2014).

Jelatin biyolojik kokeni ve biyouyumlu olmasi, kollajene gore daha diisiik antijenik
etkisi, ucuz olmasi, konsantre ¢oOzeltisinin elde edilebilmesi, yiiksek oranda
saflastirilabilmesi, fiziksel 6zelliklerinin kontrol edilebilmesi, farkli ¢esit ve kalitelerde
genis bir iirlin yelpazesinde bulunabilmesi, amfoterik bir biyopolimer olmasi gibi avantajlari
sebebiyle basta gida endiistrisi olmak {izere kozmetik, eczacilik ve medikal uygulamalar gibi
farkli kullanim alanlarinda degerlendirilmektedir (Ulubayram vd., 2001; Bigi vd., 2001;
Schrieber ve Gareis, 2007). Bu kullanim alanlari igerisinde medikal uygulamalarda ilag
tasinim sistemleri ve yara Ortlisi uygulamalari 6n plana g¢ikmaktadir (Mogosanu ve
Grumezescu, 2014; Ulubayram vd., 2002). Kanama durdurucu 6zelligi sayesinde jelatinin
hemoasetat siinger olarak iretimi 1945 yilinda gergeklestirilmistir (Schonauer vd., 2004).
Jelatinin medikal uygulamalardaki oOnemli bir diger kullanimi ise yara Ortiisi
uygulamalaridir. Ulubayram vd. (2001) epidermal biiyiime faktorii ilave ettikleri jelatin

esasl1 koptiklerin yara Ortiisli uygulamalarinda olumlu etki gosterdigini belirtmistir.

1.6. Jelatin’in Fizikokimyasal Ozellikleri

1.6.1. Jelatinin izoelektrik Noktasi

Jelatinin aminoasit kompozisyonu kollajenin aminoasit kompozisyonundan farklilik
gostermekte olup bu farklilik kollajenin alkali 6n isleminden kaynaklanmaktadir. Alkali ile
muamelede yap1 igerisindeki iyonize olmamis glutamin ve asparajin aminoasit kalintilart
karboksil gruplarina donliserek amonyak agiga c¢ikarmakta ve jelatin asidik karakter
kazanmaktadir. Bu nedenle asit ile 6n islem gormis jelatinin izoelektrik noktast 7.0-9.4

arasinda iken alkali 6n islem gormiis jelatinin izoelektrik noktasi 4.8-5.5 arasinda olmaktadir

(Ledward, 2000).
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1.6.2. Jelatinin Molekiiler Agirhk Dagilim

Jelatin, farkli molekiil agirliklarina sahip polipeptit zincirlerden olusmaktadir.
Molekiil agirlik dagilimi, kaynaktaki molekiiller aras1 ve i¢i kovalent baglara, jelatinde
hidroliz olmadan kalmis polipeptitlerdeki c¢apraz baglara ve polipeptit zincirlerinin
uzunluguna gore degismektedir. a zincirleri arasindaki kovalent baglar, jelatin iiretimi
sirasinda bozulmadan kalabilmekte, boylece iki o-zincirinden olusan B zincirinin, {i¢ a-
zincirinden olusan y zincirinin ve licten fazla o zincirinin kovalent baglarla olusturdugu
yiiksek agirliktaki molekiiller jelatinde bulunabilmektedir. Ayrica kimyasal 6n islem ve
ekstraksiyon sirasinda primer yapidaki peptit baglari az da olsa kopabilmekte ve a- zincirinin
alt tniteleri de ortamda bulunabilmektedir (Schrieber vd., 2007; Eysturkaro vd., 2010).
Jelatinde bulunan y zincirleri 230.000-340.000 Da araliginda,  zincirleri 123.000-230.000
Da arasinda ve a zinciri ise 80.000-125.000 Da arasinda olmaktadir. Bu fraksiyonlar diginda
daha diisiik molekiil agriligina sahip o zincirinin alt Giniteleri de ortamda bulunabilmektedir.
Bunlar iinite-1 (49.999- 80.000 Da), tinite-2 (35.000-49.000 Da), tinite-3 (25.000-35.000 Da)
ve tnite-4 (10.000-25.000 Da) araliklarinda ortamda bulunabilmektedir. Bu fraksiyonlar
sekil ve biiyiikliik agisindan heterojen bir sekilde bulunmaktadir. 150 bloom sertligindeki
alkali ile 6n islem gérmiis bir kemik jelatininin, %16,5 y zinciri, %12,2 B zinciri, %32,4 o
zinciri ve yaklasik % 38,5 oraninda a alt birimlerini yapisinda bulundurdugu bildirilmistir
(Ledward, 2000). Yapilan galigmalar, molekiil agirlik dagiliminin jelatinin bloom degerini,
viskozitesini ve erime/jellesme sicaklik degerlerini etkiledigini gostermektedir. Yiiksek
molekiil agirhgindaki fraksiyonlar, yiiksek viskozite ve jel kuvvetinin belirleyicisi olarak
gosterilmektedir. Bu iki Ozellik; toplam o, p ve daha yiiksek molekiil agirligindaki

fraksiyonlarin orani ile iyi bir korelasyon gostermektedir (Ledward, 2000).

1.6.3. Jel Kuvveti (Bloom)

Bloom degeri, jelatin jel sertliginin veya direncinin bir ifadesi olup endiistriyel olarak
jelatinin smiflandirilmasina yarayan en onemli kalite o6zelligi olarak gosterilmektedir.
Jelatinin bloom degeri arttik¢a pazar degeri de yiikselmektedir. Bloom degeri, tekstiir analiz
cihazinda 6l¢limii yapilan; 12.7 mm ¢apinda ve diiz tabani olan bir silindirin jel iizerinde 4
mm derinlige inmesi i¢in gerekli agirlik olarak tanimlanmaktadir. Bloom degeri olarak

150°den kiiciik olanlar diisiik, 150-220 arasinda olanlar orta ve 220°den yiiksek olanlar ise
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yiiksek bloom degerli jelatin olarak degerlendirilmektedir. Sanayide genelde 250-260 bloom
arasinda olan jelatinler tercih edilmektedir (Badii vd., 2006).

1.6.4. Viskozite

Viskozite, jelatinin en énemli ikinci kalite 6zelligi olarak erime sicakligi lizerindeki
sicakliklarda belirlenmektedir. Standart olarak viskozite, 60°C sicaklikta ve %6,67
konsantrasyonun da 100 ml jelatin soliisyonunun U-tiip viskozimetredeki akis siiresi
hesaplanarak belirlenmektedir. Diger taraftan viskozite, doner vizkozimetre, reometre veya
diger benzeri cihazlar kullanilarak farkli sicaklik ve konsantrasyonlar da dl¢tilebilmektedir.
Jelatin soliisyonunun viskozitesi, jelatin molekiilleri arasindaki hidrodinamik etkilesimlere
bagli olmaktadir. Piyasada bulunan jelatinlerin viskoziteleri 2-7 cP arasinda degismekte olup
baz1 6zel iretim jelatinlerin 13 cP olabildigi bildirilmektedir. Diisiik viskoziteye sahip
jelatinden tiretilen jellerinin zayif ve yumusak oldugu, yiiksek vizkoziteli jelatinlerin ise sert
ve daha esnek oldugu bildirilmektedir.

Jelatin Uretimi swrasindaki kimyasal on islemde kullanilan asit veya alkali
konsantrasyonunun viskoziteyi etkiledigi belirtilmektedir. Bu asamada asit ile 6n islem
gormiis jelatinin ayn1 molekiil agirligindaki alkali ile 6n islem gérmiis jelatinden daha diisiik
bir viskoziteye sahip oldugu da bildirilmektedir. Bu farklilik asit uygulamasi ile elde edilmis
jelatinlerin, alkali jelatine kiyasla daha az dall1 yap1 gostermesine baglanmaktadir. Sonugta
viskozite karakteristigi bakimindan 6n islem asamasinda asit konsantrasyonu arttikca
viskozitenin belirgin sekilde diistiigii belirtilmektedir (Karayannakidis vd., 2014).

Jelatinin viskozitesini etkileyen bir diger faktoriin molekiiler agirlig: bilesimi oldugu
bildirilmektedir. Jelatinde bulunan f ve y zincirlerinin jelatin viskozitesini ve erime-jellesme
sicaklikliklarini 6nemli Olclide belirledigi, molekiiler agirlik ortalamasinin ylikselmesiyle
viskozitenin de arttig1 bildirilmektedir. Dolayisiyla ekstraksiyon isleminin sicaklik derecesi
ve siiresi, jelatinin molekiil agirlik dagilimmi ve beraberinde viskozite gibi tiim fiziksel

ozelliklerini de etkilemektedir (Montoya vd., 2011).
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1.6.5. Erime ve Jellesme Sicakhigi-Jellesme noktasi

Jellesme noktasi, jelatin soliisyonunun jel haline geldigi sicakligi ifade ederken; erime
noktasi ise jelatin jelinin soliisyon haline geldigi sicaklik olarak belirtilmektedir. Erime ve
jellesme sicakliklart jelatinin Ozellikle ilag kapsiilii iiretiminde olmak {izere bircok
uygulamada 6nemli bir kalite kriteri olarak bildirilmektedir. Bu nedenle, jelatinin tiretim
optimizasyonlarinda dikkate alinmaktadir. Jelatinin bloom degeri ve konsantrasyonunun
artistyla erime ve jellesme sicakliklarinin da arttigi bildirilmektedir. Isisal geri doniistim
ozelligi sayesinde jelatin jelleri, spesifik bir sicaklik olan erime sicakligi noktasindan
itibaren erimeye baglamaktadir. Bu sicaklik genelde insan viicut sicakliginin altindadir. Bu
ozellik jelatin jellerine agiz i¢inde erime avantaji getirmekte ve bu avantaj gida ve kozmetik

endiistrisi tarafindan etkin sekilde kullanilmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

NFS iiretiminde agartilmis magnezyum bisiilfit hamuru (Biocel Paskov, Cekya)
kullanilmistir. Orta molekiil agirlikli kitosan (kitosan-1) Sigma Aldrich firmasindan satin
alimmustir. Adsorpsiyon deneyleri igin Kitosan de-iyonize su igerisinde agilip pH’1 asetik asit
ile 5’¢ getirilerek 12 saat boyunca karistirilmistir. Kitosan-2 olarak kodlandirilan Kitosan ise,
kitosan-1’in asetik asit (%4’liik) soliisyonu igerisinde ¢oziildiikten sonra, 1000 Da diyaliz
membranindan de-iyonize suyla diyaliz edilerek hazirlanmigtir. Model yara sivisi (MYYS)
solisyonu hazirlamak igin, sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCI), sodyum fosfat
(NaHPO4) ve mono potasyum fosfat (KH2PO4) kullanilmistir. Sigir derisinden elde edilen
jelatin Yigitoglu A.S. (Istanbul-Tiirkiye) firmasindan temin edilmis, firma verilerine gore
jelatin 250 bloom degerine sahip olup %84.4 protein, %5.7 karbonhidrat ve %0.059 sodyum
tuzuna sahiptir. Jelatin ¢ozeltisi 45 °C* de 45 dakika boyunca de-iyonize su igerisinde

¢Oziindiiriilerek hazirlanmustir.

2.2. Metodlar

2.2.1. TEMPO Oksidasyonu ile NFS’lerin Hazirlanmasi

Agartilmig bisitlfit hamurunun TEMPO/NaBr/NaOCI sistemi ile oksidasyonu iglemi
gerceklestirilerek farkli karboksil ve aldehit gruplarina sahip NFS’ ler tiretilmis olup NFS-
1, NFS-2 ve NFS-3 olarak kodlandirilmistir. Bu amagla, iiretim prosesi asagidaki sekilde
gerceklestirilmistir (Saito vd. 2007 ve Cimercioglu ve Thomodies, 2003).

NFS-1 iretiminde, %1 konsantrasyon da hazirlanan lif siispansiyonu mekanik
karistirict yardimi ile tamamen liflere ayrildiktan sonra, 24 °C sicaklikta TEMPO (0.0125
o/g lif), NaBr (0.125 g/g lif) ve NaOCI (5 mmol/ g lif) ile muamele edilmistir. TEMPO
cozeltisi icerisinde hazirlanan NaBr lif slispansiyonuna ilave edilmis ve siispansiyonun pH’
1 NaOH ile 10’a ayarlanmistir (Sekil 7). Daha onceden pH’1 10’a ayarlanan NACIO
¢ozeltisinin sisteme ilave dilmesiyle reaksiyon baslatilmis ve reaksiyon siiresince sistemin

pH’1 10+1 bandinda sabitlenmistir. Ortalama 1 saat siiren islemin ardindan lifler kaba filtre
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kagidi ile Buchner hunisinde de-iyonize su ile siiziintii suyun iletkenligi 5 pS/cm’in altina
diisiinceye dek yikanmistir. Oksidasyon isleminden gegen lifler %0.5 konsantrasyonda
hazirlanarak yiiksek basingli homojenizatorden 100/500 bar basing altinda 3 kere gegirilerek
iiretim gergeklestirilmistir (Sekil 8). Uretilen NFS’ler ¢alismalarda kullanilmak iizere hava
gecirmez kaplarda 4 °C’ de muhafaz edilmistir.

NFS-2 iiretimi Cimercioglu ve Thomodies 2003’e gore gergeklestirilmistir. Bu amacla
%1 konsantrasyonda 10 g seliiloz mekanik karistirici ile agilarak lif siispansiyonu
hazirlanmistir. Lif siispansiyonunun pH’1 9.5’¢ getirilmis sicaklik ise buz banyosu yardimi
ile 5+1 °C olarak ayarlanmistir. Oksidasyonun ilk kademesinde, TEMPO (0.0125 g/ g lif)
ile NaBr (0.125 g/g lif) 50 ml de-iyonize su igerisinde ¢oziindiiriiliip lif slispansiyonuna
eklenmistir. Daha sonra pH’ 1 6nceden 9.5’¢ ayarlanmig olan NaClO (3mmol/g lif) lif
stispansiyonuna eklenmis ve reaksiyon baglatilmistir. Oksidasyon islemi boyunca lif
stispansiyonun pH’1 NaOH yardimi ile 9.5’da sabit tutulmus bir saat sonunda siispansiyonun
sicaklig1 5+1 'C’ye pH ise 10°a ayarlanmistir. Oksidasyonun ikinci kademesinde NaClO (2
mmol/g) ilavesi ile ge¢irilmistir. Siispansiyonun pH’1 10’da tutularak 30 dakika siiren ikinci
kademe oksidasyon islemi sonrasi elde edilen siispansiyon yukarida belirtildigi sekilde
yikama islemine tabi tutulmustur. Lif siispansiyonun konsantrasyonu %0.5’e ayarlandiktan
sonra yiiksek basingli homojenizatdrden 150-750 bar basing altinda on defa kegirilerek NFS-
2 tiretimi gergeklestirilmistir (Sekil-9).
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Sekil 7. NFS tiretimi

NFS-3 iiretimi, NFS-2 iiretiminden farkli olarak tek kademeli gerceklestirilmistir. Bu
tiretimde lif siispansiyonuna pH’1 9.5’e¢ ayarlanmis NaOCI (5 mmol/g lif), 5+1°C'de
TEMPO/NaBr karisimi eklenmistir. Bir saatlik oksidasyondan sonra lif siispansiyonunun
sicakligi 23+2 °C’ye ¢ikartilmis ve pH 10’a ayarlandiktan sonra reaksiyona otuz dakika daha
devam edilmistir (Sekil 10). Uretilen okside olmus selilloz siispansiyonu yukarida
belirtildigi gibi yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama isleminin ardindan % 0.5

konsantrasyonda homojenizatérden gegirilmistir.

Sekil 8. APV-1000 yiiksek basinglt homojenlestirici



24

SRy $ron

Sekil 9. Farkli aldehit i¢eriklerine sahip iiretilen NFS’ler

2.2.2. Model Yara Sivis1 Hazirlama (MY'S)

Model yara sivist hazirlamak i¢in, 800 ml suya sirayla 137 mmol/l sodyum kloriir
(NaCl), 2.7 mmol/l potasyum kloriir (KCI), 10 mmol/l disodyumfosfat (Na;HPO4), 1.8
mmol/l dipotosyum hidrojen siilfat (KH2POs) kimyasallar1 eklenmistir. Tim kimyasallar
manyetik karigtirict yardimi ile de-iyonize su igerisinde tamamen ¢oziindiiriilmistiir.

Hazirlanan model yara sivisi tamponun pH’1 7.4£2°de sabitlenmistir.

2.3. Model Film Yiizeylerinin Hazirlanmasi

Kitosan ve MYS adsorpsiyonunu incelemek i¢cin QCM-D kristalleri iizerine model
NFS tabakalar1 hazirlanmigtir. QCM kristalleri kullanilmadan once, bir dakika boyunca
pirana ¢ozeltisi ile temizlenip bes dakika %0.1°lik polivinilamin (PVAM) ¢ozeltisine
batirildiktan sonra de-iyonize su ile yikanmis ardindan azot gazi ile kurutulmustur. %0.15’lik
konsantrasyonda hazirlanmis olan NFS ve/veya NFS-Jelatin karisimlar1 doner kaplayici
lizerine yerlestirilen kristal yiizeye damlatilmistir (Sekil 10). Doner kaplayici, NFS-1 film
kristalleri i¢in 4500 rpm’de, NFS-2 ve NFS-3 i¢in diisiik viskoziteleri sebebiyle 3500 rpm
hizda calistirilarak film yiizeylere kaplanmistir. NFS/Jelatin kapl tiim kristaller i¢in ylizey
kaplama siiresi 1 dakika olarak gerceklestirilmis ve kaplanan kristaller 90 °C’ de etiivde 2

saat siireyle bekletilmistir.
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Sekil 10. Doner kaplayic tizerinde kuartz kristalin NFS ile kaplanmasi ve OCM-D teknigi

2.3.1. QCM-D Cahsmalan (Quartz Crystal Microbalance with Dissipation —
QCM-D)

Adsorpsiyon c¢alismalar1 QCM-D (Q-Sense Ab, Gothenburg, Sweden) cihazi

kullanilarak gerceklestirilmistir. Kristalin diizeni ve cihazin elektrik semas1 Sekil 11’de

goriilmektedir.

piezoelectnc etkisinden dolay
salimm yapan kuanz kristali

<&

Amplitude ve JuuL
frekans icin detektor Pulse
relay
-
Vohaj

Sekil 11. QCM-D sisteminin sematik gosterimi (Eriksson, 2006)

Kristal {izerine adsorpsiyonun gergeklesmesi ile rezonans frekansinda bir azalma
meydana gelmektedir. Adsorplanan kiitle; diizenli dagilima, kuvvetli tutunma ve kristale
oranla diigik miktara sahip olmasi durumunda, frekanstaki degisim (Af = f—fo ) ile
adsorplanan kiitle (Am) arasinda asagidaki Sauerbrey formiiliinde gosterilen iliski sz

konusudur (Sauerbery, 1959).

Am ==Y (1)
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Burada f materyalin kristal yiizeyine adsorplandigindaki rezonans frekansi, fo
materyal adsorpsiyonundan o6nceki rezonans frekansi, n frekans tonu, C cihazin kiitle
degisimine kars1 hassasligini belirten bir katsayidir. Kullanilan kristal i¢in C= 0.177 mg m™
Hz ! ve n=1, 3, 5 veya 7’dir (Hook vd., 1998).

Adsorpsiyon sirasinda enerji dagilmasindaki degisim de cihaz ile incelenebilmektedir.
Bu sayede adsorplanan materyal filminin visko-elastik 6zellikleri hakkinda bilgiler elde
edilmektedir. Bu maksatla, kristale gelen elektrik akimi kesilir ve boylece kristalde
adsorplanan tabakada ve gevre ¢ozeltideki siirtinme kayiplarindan dolay1 salinimda bir
sonlimlenme meydana gelmektedir. Bu soniimlenme, adsorplanan tabakanin visko-elastik
ozellikleri ile orantil1 sekilde degisir ve tabaka tarafindan tutulan su miktarma baghidir. Siki
sekilde adsorplanan maddeler i¢in dagilmada adsorpsiyonla birlikte bir de8isme
gozlenmezken, visko-elastik tabaka (igerisinde fazla miktarda su bulunan) i¢in dagitilan
enerji miktarinda adsorpsiyon sirasinda artacaktir. Dagilma faktorii teorik olarak asagidaki

formiille tanimlanmustir (Eriksson, 2006; Hook vd., 1998):

_ Ea
D= 2I1Es (2)

Formiilde, Es salinima sistemi igerisinde depolanan enerji ve Eq bir salinma periyodu
sirasinda dagitilan enerjidir. Calismada silika ile kaplanmis Q-Sense tarafindan temin
edilmis kristaller ( QSC303/50 SiO2 ) kullanilmistir. Kristal cihaza yerlestirildikten sonra
hem frekans hem de dagilma egrileri sabitleninceye kadar film yiizeylere pH’ 1 5.5 olan su
gonderilmistir. Frekans ve dagilim egrileri sabitlendikten sonra sonra kitosan-1, kitosan-2
ve model yara sivisi (MYS) sisteme verilmistir. Adsorpsiyon ile birlikte frekans ve enerji
yitimindeki degisme Qsoft programi tarafindan kaydedilmistir. Calismalarda daha stabil
olmasindan dolay1 {iglincii tondaki (n=3) veriler kullanilmigtir. Sistem igerisindeki sicaklik

24.0°C olacak sekilde sabit tutulmustur.
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2.3.2. Karboksil Miktarinin Belirlenmesi

NFS siispansiyonu 0.1 g kuru agirlik olacak sekilde 250 ml de-iyonize su iginde 15
dakika boyunca homojenitenin saglanmasi amaciyla karigtirilmistir. Siispansiyona 15 ml
0.01 M HCl eklenerek 10 dakika boyunca karistirmaya devam edilmistir. Karistirma iglemini
takiben NFS ¢ozeltisi 0.01 M NaOH ile titre edilmistir. Karboksil miktari elde edilen zayif

asit egrisi yardimiyla asagidaki formiilasyona gore hesaplanmistir (Saito vd., 2007):
o V.N
Karboksil miktar1 (mmol/g) = W (3)

V: titrasyon boyunca tiiketilen NaOH miktar1 (ml)
N: NaOH normalitesi (mol/L)
w: NFS’nin kuru agirligi (g)

2.3.3. Aldehit Miktarmin Belirlenmesi

Kat1 madde igerigi 0.1 g olan 30 ml NFS siispansiyonun pH’ 1 4.5’e ayarlanmis ve bu
stispansiyona pH’ 1 daha once 4.5’¢ ayarlanmis olan 20 ml hidroksilamin hidrokloriir
(NH20HHCI) ilave edilerek reaksiyona oda sicakliginda 24 saat boyunca devam edilmistir.
Bu siire sonunda NFS siispansiyonu 0.1 N NaOH ile pH 4.5’ ¢ ulasana dek titre edilmistir.
Aldehit miktar1 agagidaki formiile gore hesaplanmistir (Sirvio et al., 2011):

V.N
Aldehit miktar1 (mmol/g) = W (4)

V: titrasyon boyunca tiiketilen NaOH miktar1 (ml)
N: NaOH normalitesi (mol/L)
w: NFS’nin kuru agirligi (g)

2.3.4. Viskozite ve Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Kitosanin molekiil agirligi, Ubbelohde viskozimetresi kullanilarak 25+0.5°C sicaklikta

belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki kitosan ¢ozeltileri 0.2 M asetik asit / 0.2 M
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sodyum asetat ¢ozeltisinde hazirlanmistir. Coziiciliniin ve kitosan ¢6zeltilerinin viskoziteden

akis siireleri belirlenerek viskoziteler hesaplanmistir (Ahmed vd., 1999):

Nep = (”sampze - nsolvent)/ Nsovent — (tsample - tsolvent)/ solvent (5)
Ortalama molekiil agirligi Mark-Houwink esitliginden yararlanilarak hesaplanmuistir.

(7] = KM," (6)
Esitlikte K: 1.49 10 dl/g ve a: 0,79 olarak sabit alimistir (Kasaai et al., 2000).

2.3.5. Fourier Kizilotesi Doniisiim Spektroskop (FTIR)

Kitosanlarin kimyasal yapilari, Perkin Elmer UATR ile donatilmis FT-IR ile
olgiilmiistiir. Taramalar, 400-4000 cm™ spektrum araliginda 2 cm™ ¢oziiniirliikte
gerceklestirilmistir. FTIR sonuglart Spectrum One yazilimi (Spectrum One, siiriim 5.3) ile

degerlendirilmistir.
2.3.6. X Isinlar1 Kirinimi (XRD)

X s1n1 kirinim dlgtimleri CuKa radyasyon kaynagi (A = 0.154 nm) kullanilarak Bruker
D8 Advance cihazi ile gerceklestirilmistir. Tarama agisi araligi ve tarama hizi sirasiyla 3 © <
20 <90 ° ve 2°/dak’ dir. NFS ve Kitosanlarin kristalenlik indeksleri, XRD modellerinden
elde edilen karakteristik kristal ve amorf bolge pik agilar1 yogunluklarindan hesaplanmigtir.

Kristalenlik indeksleri agagidaki formiillere gore hesaplanmistir;

Klkitosan=[ (1120 — lam )/( 1120 )]x100 (7
KInrs = [(loo2 — lam )/( loo2 )]x100 (8)

Kitosan oOrneklerinin kristalenlik indeksi, Zhang, Y. ve ark. (2005)’ e gore
hesaplanmistir. l110 Ve lam ‘in kristal pik ve amorf pik yogunluklar1 olup sirasiyla; l110 igin
20=19,5-19,8 ve lam icin 14,9-15,2" dir. Ayrica I110 yogunluk indeksi ve Iam yogunlugu
20=19,7’den hesaplanmistir. NFS’ nin kristalenlik indeksi, kitosan ile ayn1 sekilde 6l¢iilmiis
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olup NFS igin, kristal pik loo2 26=21,5-22,9 ve amorf pik lam 26= 16,9-18,2 olarak
kullanilmustir (Segal L. Vd., 1959).

2.3.7. NFS ve Jelatinin izoelektrik Noktasi

NFS ve jelatinin izoelektrik noktasi partikiil yiik belirleyicisi (PCDIIl, MUTEK
GmbH) kullanilarak farkli pH degerlerine sahip ¢ozeltilerin akis potansiyelinin (mV)
belirlenmesi ile Glglilmiistiir. Bu amagla NFS ve jelatininin %0.1 ve %1’lik ¢ozeltileri

hazirlanmastir.



3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. Kitosan ve NFS’nin Ozellikleri

TEMPO/NaBr/NaOCI1 oksidasyonu ile iiretilen NFS'lerin karboksil ve aldehit grubu
miktarlart ve Kkristalenlik indeksleri Tablo I'de verilmistir. Bilindigi gibi TEMPO
oksidasyonu ile glikoz birimlerinin C6 konumundaki hidroksil gruplart karboksilata
doniistiiriiliir ve az oranda aldehitler olusur (Saito vd., 2007). Tabloda goriilen aldehit ve
karboksil gruplarmin miktari, oksidasyon kosullarina bagl olarak degisir. Daha yiiksek
karboksil ve daha diisiik oranda aldehit grubuna sahip NFS-1, Saito vd. tarafindan incelenen
bir yénteme gére, pH 10 ve oda sicakliginda iiretilmistir (2011). Iki kademeli oksidasyon
sisteminde ise pH 10°da oda sicakliginda ve pH 9.5 ile 5°C'de islem gergeklestirilmis ve bu
yontemle tiretilen NFS-3’tin (Saito vd., 2011; Cimecioglu ve Thomadies, 2003) karboksil
igeriginin daha diisiik olmasma ragmen aldehit igeriginin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Yiiksek miktarda karboksil grubu, negatif yiiklii karboksil gruplar1 arasindaki
elektrostatik itmenin artmasindan dolay1 fibriler yapinin pargalanmasini hizlandirir (Saito
vd., 2011; Alvaro vd., 2012). Bununla birlikte, aldehit gruplar: fibriler yapiyr daha giiglii
hale getiren seliiloz fibriller arasinda asetal baglar olusturmakta olup bu nedenle oksidasyona
ugramis lifin nano fibriler yapiya doniigsmesi i¢in gerekli olan enerji ihtiyaci artmaktadir. Bu
sebeple NFS-2 ve NFS-3 iiretimi sirasinda nanofibril siispansiyonu elde etmek i¢in yiiksek
basingli homojenlestiriciden daha fazla gecirilmis, NFS-1 siispansiyonu ise

homojenizatorden ii¢ defa gecirilmis ve jel olusumu kolayca elde edilmistir.

Tablo 1. NFS'lerin kristalen indeksi, aldehit ve karboksil miktari
Aldehit icerigi Karboksil icerigi Kristalen indeksi

(mmol/g) (mmol/g) (%)
NFS-1 0.25 1.15 82.8
NFS-2 0.32 0.82 41.6

NFS-3 1.22 0.60 38.8
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Sekil 12. NFS’lerin XRD Diyagramlari

NFS'lerin X-Isin1 difraktogramlari ve kristalenlik indeksi sirasiyla Sekil 12 ve Tablo-
1'de verilmistir. Denklem 8'e gore NFS-1, NFS-2 ve NFS-3'in kristalenlik indeksi (%)
sirasiyla 82.8, 41.6 ve 38.8 olarak bulunmustur. NFS-3, NFS-1'den daha az oranda kristalen
bolgeye sahiptir. Bu durum ozellikle kristalen bolgede meydana gelen kimyasal yapi
degisikliklerine ve seliiloz molekiilleri ve molekiiller arasinda olusan asetal baglarinin yapiy1

daha amorf hale getirmesiyle iliskilendirilmektedir (Ondaral et. al. 2018).
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Sekil 13. Kitosan-1 ve kitosanin XRD Diyagramlari

Sekil 13 de goriildiigii iizere kitosanin 20 = 20° ve 10° 'de iki karakteristik kristal
pikine sahip oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu iki pik form | ve form Il kristalleri ile iligkilidir
(Feng vd., 2012). Kitosanin asetik asit ile muamele edilmesi, kristal yapisinin azalmasina
neden olmustur. Sekilde kitosan-2, 26 = 20° 'de zayif bir pik gdstermis ve kitosan'da bulunan
diger tepeler kaybolmustur. Bu durum, Li vd. (2009)’ nin yapmis oldugu arastirma ile kii¢iik
degisikliklerle benzer 6zellikler gostermektedir. Bununla birlikte, kitosan-1 ve kitosan-2’nin
kristalenlik indeksleri sirasiyla %63,88 ve %29,22 olarak hesaplanmigtur. Ayrica I110
yogunluk indeksi ve Iam yogunlugu 20=19,7°den hesaplanmistir. Kitosan-2'nin Kristal
indeksinin azalmasinin baslica nedeni, kristal bolgelerdeki yapisal deformasyona ek olarak
kitosan soliisyonunda bulunan asetik asitin intra ve inter molekiiler hidrojen bagi olusumunu

engellemesinden kaynaklanabilmektedir (Wang vd., 2005).
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Sekil 14. Kitosan-1 ve Kitosan-2'nin FTIR sonuglar1

Sekil 14" deki FTIR spektrumunda gorildiigi gibi, kitosanin kimyasal yapisi asetik
asit ile muamelesinden sonra degismistir. Kitosan-2 i¢in, 3200-3500 cm™ arasinda degisen
bant araliginda NH ve OH baglarimin geriliminde artis oldugu goriilmektedir. Bu durumun
yeni NH ve OH gruplarinin olugsmasina ve yapidan asetil gruplarinin uzaklastiriimasina yol
acan glukozamin birimlerinin parcalanmasindan kaynakladigi belirtilmektedir. NH:
gerilmesinden kaynaklanan Amid | grubu ve NH gerilmesine bagli amid Il grubu sirasiyla
1655 cm™ ve 1560 cm ! piklerinde gériilmektedir. 1310 cm™ pikinde bulunan amid 111
gruplar1 diger amid gruplart ile karsilastirildiginda fazla degisim gostermemistir. C-O-C ve
kitosan yapisinin piranozunu iceren 1150 cm™ ve 1080 cm™ bantlarinda degismeler
goriilmektedir (Lianos vd., 2015). Bununla birlikte, asit ile etkilesimden sonra Kitosanin

molekiil agirligi glikozamin birimlerinin kopmasindan dolayi, 2500 kDa’dan 1500 kDa’ a
diismiistiir.

3.2. OCM-D Cahismasi

3.2.1. NFS Filmlerinde Su Alma

NFS esasli kompozitlerde aldehit igerigi sadece ag yapisinin gii¢lii olmasini degil ayni

zamanda c¢esitli uygulamlar sirasinda yiizeyde kalan diger materyallerle olan etkilesmlerini

de etkiler (Ondaral vd., 2018).
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Sekil 15°te tiretilen NFS’lerin AFM gortintiileri verilmekle birlikte Sekil 16, pH 5.5
da su molekiillerinin adsorpsiyonu ile frekans ve enerji yitim degerlerinde meydana gelen
degisimleri gostermektedir. Sekilde goriildiigii ilizere de-iyonize suyun model ylizeye
verilmesi ile ani bir frekans ve enerji yitim degisimi ger¢eklesmistir. Bu degisim hava ve su
arasindanki viskozite farkindan dolayr meydana gelmektedir. Seliilloz film igerisinde ve
yiizeyinde su molekiillerinin hava ile yer degisimi su molekiillerinin hem seliilozun
fonksiyonel gruplariyla (aldehit, karboksil ve hidroksil) hem de diger su molekiilleri ile
hidrojen baglanmasi bu degisime neden olan ana faktorlerdir. Hava ile su arasindaki
viskozite farki su adsorpsiyonun etkisini arttirmaktadir. Sonuglar, suyun ¢ok hizli bir sekilde
seliiloz filmine adsorbe oldugunu gostermis ve bir siire sonra frekans ve enerji yitim

degerleri stabil hale gelmistir.

Sekil 15. NFS'lerin AFM goriintiileri
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Sekil 16. Model seliiloz yiizeylerinin pH 5.5° deki de-iyonize su ile adsorpsiyonu
enerji yitimi ve frekans degisimi (A ve B: NFS-1, C ve D: NFS-2, E ve F:
NFS-3
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Tablo 2’ de goriildiigii iizere daha fazla aldehit igerigine sahip olan NFS-3’{in ortalama
Af degeri diger NFS’lerden daha az su aldigini gostermektedir. Bu azalma film igerisinde ve
yiizeyinde daha az su tutundugu anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, enerji yitim
degerlerinin benzer olmasi filmlerin viskoelastik 6zelliklerinin birbirine yakin oldugu
anlamina gelmektedir. Degerlendirme yapilirken enerji yitiminin sadece NFS filmi ile sinirh
olmayip film yiizeyine baglh olan su ile alakali oldugu goz oniline alinmalidir. Sauerbrey
denklemi tarafindan hesaplanan adsorblanan su miktari, frekans degisikligi S102 kristalinin
(=386 Hz) kiitle etkisinin ve NFS filmlerin sismesinin toplamidir. NFS-1, NFS-2 ve NFS-

3'te adsorbe edilen su, miktar1 sirastyla 16.2, 13.0 ve 8.5 mg m? olarak bulunmustur.

Tablo 2. NFS filmlerinin sismesinden sonraki ortalama Af ve AD degerler

Af (Hz) AD (10°)
NFS-1 477.4 161.8
NFS-2 459.5 162.8
NFS-3 433.8 159.0

3.2.2. Kitosan ve MYS Adsorpsiyonu

Farkli aldehit ve karboksil gruplarina sahip NFS’ ler kullanilarak hazirlanan model
yiizeylerinin kitosan ve MYS ile etkilesimi QCM-D ile arastirilmistir. Kitosan
adsorpsiyonuna bagl frekans ve enerji yitim degerlerindeki degisimler asagidaki sekillerde
goriilmektedir.

QCM-D ¢alismalari sirasinda model seliiloz yilizeyine ilk olarak pH 5.5 olan de-iyonize
su verilmis olup frekans ve enerji yitim degisimleri stabiliteye ulastiktan sonra sisteme pH’1
7.4 olan MYS gonderilerek su ile yer degisimi gergeklestirilmistir. Sekil 17°de verilen
grafikte goriildiigi gibi MYS’ nin sisteme verilmesiyle NFS-1 ve NFS-2’de ani frekans
diistisii gbzlenmis, yiiksek aldehit miktar1 igeren NFS-3” de ise bu diisiis daha az oranda
tespit edilmistir. Bu durum MYS’ nin seliiloz filmine daha az oranda tutundugu ve film
yapisinda sigsme olusturdugu anlamina gelmekte olup bu sismede MYS’ nin icerdigi
elektrolitlerin etkili oldugu belirtilmektedir. NFS yapisinda bulunan aldehit orani
adsorbsiyon ve sisme iizerine etki etmektedir. Yapi icerisinde aldehit miktarinin azalmasi

adsorpsiyonu ve sismeyi arttirmaktadir. Aldehit miktarinin artmasinin NFS filmi icerisinde
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fibriller arasinda asetal baglarinin olugsmasina sebep olarak hem adsorpsiyonda hem de
sismede azalmaya neden oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica ortam pH’ min artmasinin da
adsoprsiyonu artirici etki yaptigi goriilmektedir. Bu durumun ozellikle aldehit yapisinin
karboksil yapilarina yiikseltgenmesi ile meydana geldigi sonucuna varilabilir. Sauerbery
denklemine gore hesaplanan adsorbe edilen kitosan miktari, sirastyla, NFS-1, NFS-2 ve
NFS-3 igin 2.5, 3.5 ve 5.3 mg / m?’dir. Bu veriler sadece adsorbe olan kitosan1 degil yapida
bulunan su molekiillerini de igermektedir. Tiraferri vd. (2014), silikon oksit Kkristal
yiizeyinde kitosan adsorpsiyonunun 1.3 mg/m? civarinda oldugunu bulmus ve filmlerin
ortalama su igerigi, QCM-D ve reflektometri teknikleri kullanilarak %65 civarinda
bulunmustur. Filmlerin %65'inin su igerigi dikkate alindiginda sadece kitosan adsorpsiyonu
sirastyla NFS-1, NFS-2 ve NFS- 3 i¢in 0.9, 1.2 ve 1.9 mg/m? olarak hesaplanabilir.
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Sekil 17. Seliiloz model yiizeylerinin MYS ile etkilesimi sonrasi frekans
degisimi

Yiizeylerin MYS ile etkilesim sonucu olusan enerji yitimi Sekil 18’ de verilmistir.
Sekil incelendiginde MYS’ nin sisteme verilmesiyle NFS filmindeki tutunmanin yani
adsorpsiyonun arttigi ve bir siire sonra yiizeyde adsorpsiyonun stabil seyrettigi
goriilmektedir. Aldehit oranindaki artisin NFS tabakasi icerisinde g¢apraz baglanmayi

arttirdigt icin fibriler yapinin sismesine engel oldugu diisiiniilmektedir. Kagit kimyasali
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olarak kullanilan aldehit icerikli polimerlerin de benzer ¢apraz baglanmayla lifsel yapiy1

giiclendirerek 1slak saglamlik kazanimi sagladig bilinmektedir.

12
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Sekil 18. Seliiloz model yiizeylerinin MYS ile etkilesimi sonras1 enerji
yitimi degisimi

Uretilen NFS’ ler iizerinde kitosan ve MYS etkilesimlerini incelemek i¢in QCM-D
caligmalarina baglarken oncelikle pH’1 5.5 olan su verilmis olup belirli bir siire sonra pH’1
5.5’e ayarlanmus, asetik asit ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan kitosan-1 sisteme gonderilmistir.
Kitosanin sisteme girmesiyle birlikte grafiklerde de goriildiigii tizere frekans ilk olarak
yiiksek ivmeli bir diislisiin ardindan stabil hale gelmistir (Sekil 19). De-iyonize su ile yikama
isleminde frekansta bir artig gozlenmis olup bu durum film yiizeyi ile birlikte hareket eden
kitosanlarin  uzaklastirlmasindan  kaynaklanmaktadir. Temizlenen yiizeye MYS
gonderildigi zaman frekansta azalma meydana gelmistir. Bu durum, MYS’ nin NFS
filminde sisme meydana getirdigini gostermektedir. MYS ile birlikte frekans degisimi
sirastyla, NFS-1 i¢in -7, NFS-2 i¢in -13, NFS-3 i¢in -5°dir. En biiylik frekans degisimi NFS-
2 yiizeyinde gerceklesmistir.
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Sekil 19. Model seliiloz yiizeyi tizerinde Kitosan-1 ve MY'S adsorpsiyonu
ile meydana gelen frekans degisimi

QCM-D c¢alismalarinda kitosan-1 ve MYS ilavelerinden sonra olusan enerji yitim
degisimi agsagida Sekil 20° de verilmistir. Sisteme de-iyonize sudan sonra kitosan-1 verilmesi
ile enerji yitimi artmig yani model film yiizeylerine kitosan adsorplanmigtir. Adsorplanma
isleminin belirli bir stabiliteye ulagsmasindan sonra yiizey de-iyonize su ile yikanmis ve
sisteme MYS gonderilerek kitosan-1 ile olan etkilesimi gozlemlenmistir. NFS filmlerine
MYS verildiginde olusan enerji yitim degisimi, NFS-1 i¢in 4, NFS-2 i¢in 5, NFS-3 i¢in 7’
dir. Kitosan adsorpsiyonunda temel itici kuvvet, NFS iizerinde bulunan negatif yiikli
karboksil gruplart ile kitosanin protonlanmis amin gruplar1 arasindaki elektrostatik
kuvvetlerdir (Szilagjyi ve ark., 2014). Ayrica, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler de
adsorpsiyona yardimci olabilmektedir. Aldehit gruplarinin mevcudiyeti de asetal (oksijen ve
hidroksil arasinda) ve amidol (oksijen ve aminler arasinda) baglar etkilesimi artirabilir
(Hagiopol ve Johnston, 2012). Sonuglar asetal ve amidol baglarin elektrostatik

etkilesimden daha etkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 20. Model seliiloz yiizeyi tizerinde Kitosan-1 ve MYS adsorpsiyonu
ile meydana gelen enerji yitim degisimi

Bir diger QCM-D c¢alismasinda model yiizeyler iizerine Kitosan-1’in asetik asit ile
muamele edilmesi sonucu iiretilen kitosan-2 ve MY'S adsorbsiyonu incelenmistir. Asagidaki
grafiklerde kitosan-2 ve MYS’ nin model yiizeyleri iizerinde meydana getirdigi frekans ve
enerji yitim degisimleri gorilmektedir. Model yiizey tzerindeki adsorpsiyonun
gerceklesmesi ile frekansta azalma beklenirken meydana gelen frekans artiginin, Kitosan-2
adsorplanirken film iizerindeki su molekiillerini uzaklastirmasindan kaynaklandig:
diigiiniilmektedir. De-iyonize suyun ardindan pH’ 1 5.5 olan kitosan-2 sisteme verildiginde
aldehit oran1 yiiksek olan NFS-3’ de frekans diiserken, NFS-1 ve NFS-2 model ylizeylerinde
ise frekansta yiikselme meydana gelmistir. Kitosandan sonra MY S’nin yiizeye verilmesiyle
birlikte frekans hizla diismiistiir.
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Sekil 21. Model seliiloz yiizeyleri {izerinde Kitosan-2 ve MYS
adsorpsiyonu ile meydana gelen frekans degisimi

Sekil 22°de wverilen grafikte model yiizeyleri {iizerinde kitosan-2 ve MYS
uygulanmasinin ardindan olusan enerji yitim degisimleri goriilmektedir. Kitosan-2 farkli
aldehit icerigine sahip olan NFS’ lerle olan enerji yitim grafigi incelendiginde en diisiik
aldehit miktarma sahip model yiizeyde daha fazla ylizeyde tutunma yaptig1 gérillmektedir.
Aldehit miktarina bagli olarak model yiizeylerde meydana gelen yiizey tutunmasinin

kitosan-2 igin ters orantili oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
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Sekil 22. Model seliilloz yiizeyleri tizerinde Kitosan-2 ve MYS
adsorpsiyonu ile meydana gelen enerji yitim degisimi

3.2.3. Farkh Oranlara Sahip NFS ve Jelatin Karisimlar ile Uretilen Model
Yiizeylerine MYS Adsorbsiyonunun incelenmesi

NEFS ve jelatin farkli oranlarda karistirilarak MYS ile etkilesimleri sonucunda olusan
frekans ve enerji yitim degerleri asagidaki grafiklerde gosterilmistir.

% 100 jelatin ile kaplanan model yiizeyine ilk olarak de-iyonize su verildikten sonra
yiizeye MYS gonderildiginde Sekil 23’ de goriildiigi tizere % 100 NFS-3 kapli olan film
tabakasi, % 100 jelatin kapli film yiizeyine oranla daha diisiik frekans degerlerine ulagmistir.
Yani NFS jelatine oranla daha iyi sisme degerleri elde etmistir. Jelatin miktar arttikca
grafikte goriilebilecigi lizere model yiizeyleri arasinda MYS etkilesimine karsi en yiiksek
frekans degisimi gosteren %50 jelatin/ %50 NFS-3 model film olmustur. Esit oranda
kullanilan NFS ve jelatin model yiizeyinde MYS tutunmasi yani sigmenin en fazla oldugu
gozlemlenmistir. Karisimlardaki oranlar farklilastikca frekans diismektedir. Model
yiizeylerdeki oranlara bakildiginda NFS miktar1 artisi1 , jelatin oraninin artisiyla ters oranti

gosterip daha fazla sisme meydana gelir.
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Sekil 23. NFS-3 ve Jelatin karisimlarimin MYS ile etkilesim frekans
degerleri

Farkli oranlarda hazirlanan NFS-3 ve jelatin karigimlari ile tiretilen model yiizeyinin
su ile yikanmasinin ardindan sisteme MY S verilmesi sonucu olusan enerji yitim grafigi sekil
24°te verilmistir. NFS-3 model yiizeyine kiyasla jelatin model film yiizeyinde daha fazla
tutunma meydana gelmistir. Jelatin miktarinin artmasiyla enerji yitim degerleri de

artmaktadir.
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Sekil 24. NFS-3 ve Jelatin karisimlarinin MY ile etkilesimi enerji yitim
grafigi

QCM-D calismasinda NFS-1 ve jelatin karistirilarak hazirlanan model yiizeyi tizerinde
MY'S calismasi sonucu olusan frekans ve enerji yitim degisimleri asagida Sekil 25 ve 26’ da
verilmistir.

[k olarak aym pH’ larda hazirlanan jelatin ve NFS-1 farkli oranlarda karistirilarak
kristal yiizeylerine kaplandiktan sonra QCM-D ile adsorbsiyon 6zellikleri ¢aligilmistir. De-
iyonize su ile yikama isleminin ardindan MYS ile etkilesimleri sonucu yine en biiyiik frekans
degisimini % 50 oraninda hazirlanmis olan NFS/ Jelatin model yiizey karigimi vermektedir.
Karigimlarda jelatin miktarinin artmasiyla frekans yani yiizeyde adsorbsiyon artarken % 100
jelatin kaplanmis yiizeyde % 100 NFS-1 kaplanmis yilizeye gore daha az sisme
gerceklestirmistir.
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Sekil 25. NFS-1 ve Jelatin model yiizeylerinin MYS etkilesimi ile
meydana gelen frekans grafigi

Sekil 26°da NFS-1 ve jelatin karisimlarinin QCM-D c¢aligilmast sonucu elde edilen

verilerden olusturulan enerji yitim grafigi verilmistir.
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Sekil 26. NFS-1 ve Jelatin karisim model yiizeylerin MYS ile etkilesim
sonucu enerji yitim grafigi

Adsorpsiyon ¢alismalarinda hem frekans hem de enerji yitim degerleri incelendiginde
baslangi¢c asamasinda pik olusumu goriilmektedir. Karisim igerisinde jelatin orani arttik¢a
pik oraninin azaldigi, %100 jelatinde ise bu pikin olmadig:i goriilmektedir. Bu pik
olusumlarinin tabakanin hizli sivi almasindan dolay: kaynaklandig: diisiiniilmektedir. %100
jelatin filminin frakans degerlerinde egim olusmasi bu duruma kanit olarak gosterilebilir.
Bununla birlikte, sekillerde NFS-3’ iin daha az pik verdigi kolaylikla goriilmektedir. NFS-
3’ {in capraz baglanmis yapisinin sivi alimini azalttigi gibi su alma hizim1 da azalttig
goriilmektedir.

QCM-D galismalarinda jelatin ve NFS karisim oranlarmin MYS ile etkilesimini daha
detayli degerlendirmek i¢in 15. dakikadaki Af ve AD degerleri alinarak olusturulan grafikler
Sekil 27°de verilmistir.

Ik olarak Sekil 27°de ki NFS/jelatin frekans degerleri incelendiginde azalan NFS
miktar1 ile birlikte MYS tutunmasinda ve sisme de Once bir artis sonra da azalma
goriilmiistir. %50 jelatin-%50 NFS karisiminda doniim noktast  gergeklesmistir.
Gergeklesen artis seliiloz/jelatin  tabakasinin kimyasal yapisina ilaveten fiziksel

ozelliklerinde etkili oldugu anlami tagimaktadir.
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Sekil 27. NFS-1 ve NFS-3 jelatin karisimlarinin on besinci dakikadaki Af ve AD grafigi

Molekiil yapilar1 dikkate alindiginda NFS’ nin daha hidrofilik oldugu sdylenebilir.
Azalan NFS miktari ile birlikte tutunmanin yani sismenin azalmasi beklenmektedir.

MYS ile tutunma Once artig gostermis sonra azalmigtir. NFS-1 ile kiyaslandiginda
NFS-3’ iin daha az MYS tutunumuna sahip oldugu ve daha az sistigi goriilmektedir. Bu
durum, daha Oncede belirtildigi tizere aldehit gruplarinin seliiloz fibrillerini asetal ve yari
asetal baglarla birbirine baglanmas1 ile capraz bagli bir yapinin olugmasindan
kaynaklanmaktadir

Calismada belirtilen oranlarda hazirlanan karisimlarin QCM-D kristal ylizeyine doner
kaplama teknigi ile aktarilmasi karisimin reolojik Ozelliklerinin film 6zelliklerine etki
etmesine neden olmaktadir (Yiiksek viskoziteye sahip materyalin daha kalin tabaka
olusturmas1 gibi). Bununla birlikte reolojik ozellikler kimyasallarin birbiriyle olan
etkilesimleriyle de alakalidir.

Molekiiler yapilarinda bulunan iyonik gruplara ilaveten OH, NH ve karboksil gruplari
NFS ile jelatin etkilesiminde hem elektrostatik hem de hidrojen bagi olusumunun etkili
olabilecegini gostermektedir. Khalalo ve ark. Yiizey Plazma Rezonansi (SPR) kullanilarak
NFS model film iizerine pH 5.8' de adsorbe edilen jelatin miktarin1 2,27 mg/m? olarak tespit
etmislerdir. Ortalama 6zgiil yiizey alam 250 m?/g olarak kabul edilirse, NFS iizerindeki
jelatin adsorpsiyonu 0.55 mg/g olarak hesaplanabilir. Bu %64 NFS/ %36 jelatin oranlarindan
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olusan bir karisimin, bu malzemeler arasinda neredeyse %100 birlestirme sagladigi
yaklagimini verir. Bu hesaplama dikkate alindiginda deneysel ¢alismalar da %75 NFS + %25
Jelatin karigiminda serbest seliiloz fibrillerine bagli olmayan jelatin molekiillerinin olmadig;,
diger karisimlarda ise seliiloz fibrillerine bagli olmayan jelatin varligindan bahsedilebilir.
Daha esnek yapiya sahip oldugu diistintiliir.

Jelatinin doner kaplama sirasinda film yiizeyinde bosluklari doldurarak yiizey

puriizliliigiini distirdligii sdylenebilir. Karisimin sematik gosterimi asagida verilmistir.

Vs P

—

Jelatin

% 75 NFS+%?25 jelatin %50 NFS + %50 Jelatin %25 NFS + %75 Jelatin

3.2.4. pH’mn Jelatin Adsorpsiyonuna EtKisi

Jelatinin jel kuvveti, konsantrasyon, prolin+hidroksiprolin kalintilarinin dagilima,
molekiil biiyiikliigii ve sekillerine bagli olmakla beraber pH 4 ile 10 araliginda pH’ dan
bagimsiz oldugu, bu araligin disinda ise jelatin jellerinin inhibe oldugu bildirilmektedir.

Jelatin/NFS karisim yiizeyindeki MY'S sonucu sisme ve tutunmayi etkileyen etmenler
arasinda pH’ da onemli bir yer tutmaktadir. Bu etkiyi gorebilmek icin farkli pH” larda
hazirlanmis olan karisim yiizeylerinin QCM-D ile incelenmesiyle elde edilen frekans ve
enerji yitim grafigi Sekil 28 de verilmistir. Grafik incelendiginde diisiik pH ile frekansin
yani ylizeyde meydana gelen sismenin ayrica enerji yitim egrisi incelendiginde de ylizeydeki

tutunmanin arttig1 belirgin olarak goriilebilmektedir.
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Sekil 28. pH’ 1n frekans ve enerji yitim lizerine etkisi

3.2.5. Jelatin ve NFS’nin izoelektrik Noktasi

Sekil 29° da goriildiigii tizere pH 5.5” de tiretilen NFS/Jelatin filmlerinde NFS anyonik
yiike sahipken jelatin katyonik yiike sahiptir. Jelatinin lisin ve arjinin gruplar1 IEP* den (pH
6.2) daha diisiik asidik pH' larda protonlanir. pH 6,2' den yiiksek olan 'nin IEP’ nin &tesinde,
bu gruplar protonlarimi kaybederken glutamik ve aspartik asit negatif yiiklii hale gelmistir.
Sekilde goriildiigii gibi, NFS' ler jelatin ile karistirildiginda hidrojen, asetal ve amidol
baglarinin yani sira elektrostatik ¢ekim itici mekanizmadir. MYS, model filme enjekte
edildiginde, pH 7.4' e yiikselmis ve elektrostatik itme baskin hale gelmistir. MYS
igerisindeki elektrolitler hem NFS'lerin hem de jelatinin tizerindeki iyonik gruplari adsorbe
etmistir. Bu durumda elektrolit adsorpsiyonu ve elektrostatik itmenin, filmlerin sismesinde

arttirici bir etki olusturdugu sonucuna varilabilir.
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3.2.6. MYS’ nin Adsorpsiyon Oram

Kristal {izerine adsorplanan kiitle Af ‘deki degisimi kullanarak Sauerbrey denklemine
gore hesaplanmaktadir (Denklem 1). Adsorplanan MYS oram (mg/m?s), filmlerin
adsorpsiyon hizi, Sauerbrey kiitlesinin ilk egimi ile adsorpsiyon zamani eklenerek dogrusal
egilim ile belirlenmistir. Daha yiiksek aldehid igerigine sahip NFS-1" den olusan film ile
NFS-2 igeren film karsilastirildiginda MY'S’ nin adsorpsiyon hizi, daha yavastir (Sekil 30).

Aldehit gruplar ile hidroksil veya amin gruplar arasindaki asetal ve amidol bagina
bagl filmin c¢apraz baglanmis ve kompakt yapisi, adsorpsiyon hizini azaltmistir. Jelatin
igerigi %50'ye yiikseldiginde, hem NFS-1 hem de NFS-2 igeren film i¢in adsorpsiyon hizi
artmistir. Bu noktadan sonra, muhtemelen daha fazla oranda jelatin film yapisini degistirmis
ve adsorpsiyon oranini diistirmiistiir. Katyonik jelatin ile anyonik NFS arasindaki pH 5.5’
deki komplekslesme mekanizmasi da film &6zelliklerini etkiler ve dolayisiyla adsorpsiyon

hizin1 degistirir.
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4. SONUCLAR

4.1. NFS/Kitosan Calismalari

Tez kapsaminda farkli oranlarda aldehit iceren NFS’ler kullanilarak doner kaplayici
yardimi ile QCM-D kristal yiizeylerine filmler olusturulmustur. Bu filmlerin hem su hemde
MYS ile olan etkilesimleri detayl bir sekilde QCM-D cihazi ile arastirilmistir.

NFS/Kitosan c¢aligsmalari incelenen NFS filmlerinin aldehit orani arttikca su
adsorplamay1 gosteren frekans degisiminin arttigi bulunmustur. Bu filmlerde aldehit
iceriginin artmasiyla karboksil miktarinin diistiigi goriilmiistiir. XRD sonuglarina gore
asetal ve yar1 asetal baglar1 yapabilen NFS filmlerinin daha fazla amorf bolgeye sahip oldugu
goriilmiistiir. Kitosanin asetik asit ile muamele edilmesiyle birlikte kristalen bolgeyi isaret
eden pikin ortadan kayboldugu goriilmiistiir.

Model yiizeylerin kitosan adsorpsiyonu deneylerine bakildiginda aldehit oran1 yiiksek
olan filmlerin daha diisiik miktarda kitosan adsorpladigi bulunmustur. Bu durum filmin
kimyasal ve fiziksel yapisindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Ozellikle aldehit
gruplarinin varligi hidroksil ve sekonder aminler ile ¢apraz baglanma yaratarak NFS ve
kitosan matris yapilarinin daha siki olmasini saglar. Bu yilizeylerin MY ile etkilesimleride
aldehit gruplarindan etkilenmistir. Aldehit grubu fazla olan NFS-1/ kitosan matrisinin daha
diisiik oranda MY adsorpladig1 goriilmiistiir.

Kitosanin asetik asit ile muamelesi hem yapisinda hemde NFS ile olan etkilesimde
biiyiik degisikliklere yol agmistir. QCM-D c¢aligsmalarinda NFS yiizeylerine kitosan-2
gonderildiginde olusan film tabakasinin daha az su igerdigi belirlenmistir. Arastirmanin bu
noktasinin daha agik hale getirilebilmesi i¢in reflometrik yontemlerin kullanilmasi

gerekmektedir.

4.2. NFS/Jelatin Calismalar:

Farkli oranlarda NFS ve jelatinin pH:5.5’de karigtirllmasinin ardindan doner
kaplayicida filmler iiretilmis ve bu filmlerin MYS adsorpsiyonu incelenmistir. Adsorplanan
madde miktarin1 gosteren frekans degisimi jelatinin %50 oranina ¢iktig1 filmlerde daha fazla

oldugu goriilmiistiir.
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Adsorpsiyon MY S’nin NFS/Jelatin filmlerine adsorpsiyon hizi incelendiginde aldehit
kurulugu fazla, karboksil grubu az olan NFS-1/Jelatin filminden daha yavas oldugu
belirlenmistir. Seliiloz/Jelatin networkunun asetal ve amidol baglar ile daha siki yapiya

doniismesi bu duruma neden olmustur.



5. ONERILER

Aldehit ve karboksil igerigi farkli NFS’lerin kitosan ve jelatin ile birlikte MY'S ile nasil
etkilesime girdigi, QCM-D teknigi kullanilarak incelemeler yapilmistir. Ozellikle yara
oOrtlisii uygulamalarinda kullanilan matris yapilar dikkate alindiginda seliiloz, kitosan ve
jelatin yaygin olarak kullanildigi goriilmiistiir. Ancak bu yapilarin yara sivisi ile temasinda
saglamligini korumasi onemli bir 6zelliktir. Glutel aldehit gibi capraz baglayicilarinin
yaptya ilave edildigi bilinmektedir. Bu tez kapsaminda seliilozun hidroksil gruplarinin bir
kisminin aldehit yapisina doniistiiriilmesi ve olusturulacak NFS/Biyoaktif malzeme
kompleksinin dayanimina katki yapmasi diistiniilmustiir. Calismalarda sadece MYS ile
etkilesimler incelenmis olup bu maddelerin aorejel uygulmasi ile yara Ortiisiine
doniistiirtilmesi ayr1 bir doktara tezi olarak ¢aligilmaktadir.

Filmlerin MYS ile etkilesiminde fonksiyonel gruplarin 6tesinde yapisal 6zelliklerinde
etkili olacagi goriilmistir. Bu nedenle film igerisinde capraz baglanma saglanilacak
kimyasalin film o&zelliklerine de nasil etki edecegi incelenmelidir. Adsorpsiyon
caligmalarinda QCM-D teknigini destekleyici olarak reflotometrik yontemlerin kullanimi

onerilmektedir.
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