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KiTOSAN BAZLI HIDROJELLERIN ENZIMATIK MODIFIKASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

OZET

Sunulan tez g¢alismasinda, kitosan dogal biyopolimerinin glutaraldehit ile ¢apraz
baglanmasi sonucunda elde edilen hidrojellerin karakterizasyonu ve bu hidrojellerin
enzim ve aminoasitlerle olan modifikasyonu incelenmistir. Hidrojellerin en 6nemli
ozelliklerinden biri olan su tutma kapasitesini arttirmak amaciyla lipaz ve penisilin
asilaz enzimleri ile alanin ve 16sin aminoasitleri kullanilarak sentezlenen hidrojeller
modifiye edilmistir.

Sunulan tezin ilk asamasinda, sentezlenen tiim hidrojellerin sisme davranislari
incelenmistir. Sonrasindaki karakterizasyon ¢alismalari, enzim ve aminoasit
miktarlar1 optimize edilmis olan hidrojeller i¢in incelenmistir. Saf ve modifiye
edilmis hidrojellerin yapisal, 1s1l, morfolojik ve ylizey-kesit 0Ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla FT-IR, TGA, DSC, XRD, SEM analizleri yapilmis, enzim ve
aminoasit yapilarindan kaynaklanan degisimler tespit edilmistir.

Tiim hidrojel numuneleri i¢in 25°C ve farkli pH ¢ozeltilerinde yapilan sisme
deneylerinde, tiim hidrojellerin diisiik pH’ta en yiiksek sisme oranina sahip oldugu
goriilmiis ve pH arttikca sisme oraninin azaldigi saptanmistir. Diislik pH’ta enzim ve
aminoasit katkili kitosan hidrojelleri saf kitosan hidrojeline gore daha iyi bir sisme
davranig1 sergilemistir. Bu hidrojel numuneleri arasinda, 0,6 g penisilin asilaz/1,0 g
kitosan ve 0,04 g lipaz/1,0 g kitosan ve 0,4 g aminoasit/1,0 g kitosan iceren
hidrojellerin en yiiksek denge sisme oranina sahip oldugu goriilmiistiir. Bu analiz
sonuglari, enzim ve aminoasit katkili kitosan hidrojellerini saf kitosan hidrojeli ile
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Yapisal analizlerde; tiim hidrojellerin FT-
IR spektrumlar1 incelenmis ve kitosan hidrojeline immobilize edilmis enzim ve
aminoasitlere, ayn1 zamanda capraz baglayici olarak kullanilan glutaraldehite ait
karakteristik absorpsiyon pikleri goriilmiistiir. Hidrojellerin 1s11  6zeliklerinin
belirlenmesi i¢in yapilan analizlerdeki TGA termogramlarinda; enzim ve aminoasit
yiikli kitosan hidrojelerin saf kitosan hidrojeline gore daha diisiik sicakliklarda
agirhik kaybina ugradigi tespit edilmistir. Hidrojellerin morfolojik 6zeliklerinin
incelenmesine yonelik yapilan analizlerde; XRD desenlerinden enzim ve aminoasit
katkili kitosan hidrojellerinin karakteristik kirinim pikleri tespit edilmistir. Ayrica;
tim kitosan bazli hidrojellerin ylizey 0Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan
analizlerde; SEM goriintiileri ¢ekilmis ve bu goriintiilerden enzim ve aminoasit yiiklii
kitosan hidrojellerinde saf kitosan hidrojeline gore por boyutlarinda artma oldugu ve
hidrojel yiizeylerinin degistigi gdzlenmistir.

Biitiin sonuclar degerlendirildiginde; kitosanin enzim ve aminoasitle ile iyi bir
sekilde modifiye edildigi sonucu ¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, hidrojel, enzim, aminoasit, modifikasyon.
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ENZYMATIC MODIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
CHITOSAN-BASED HYDROGELS

SUMMARY

In the present thesis, a natural biopolymer chitosan was crosslinked with
glutaraldehyde and chitosan hydrogels were synthesized. In order to increase the
water holding capacity of the hydrogels, they were modified using lipase and
penicillin acylase enzymes and also alanine and leucine aminoacids.

In the present thesis, the swelling behavior of the all synthesized hydrogels were
investegated. FT-IR, TGA, DSC, XRD and SEM analysis were carried to determined
the structural, thermal, morphological and surface-sectional properties of the pure
and modified hydrogels and changes resulting from structures of enzyme and
aminoacid were identified.

For all hydrogel samples, swelling experiments were investigated at 25°C and in
solutions with different pH values, it was found that, the highest swelling ratio for all
the hydrogels was obtained at low pH value. At low pH values, enzyme and
aminoacid added chitosan hydrogels have higher swelling degree than pure chitosan
hydrogel. The hydrogel samples containing 0.6 g of penicillin acylase, 0.04 g of
lipase and 0.4 g alanine and leucine have the highest equilibrium swelling ratios. FT-
IR specta of all hydrogels was investigated and characteristic peaks of enzyme,
aminoacid and glutaraldehyde were obtained. For analysis the thermal properties of
all hydrogels, TGA thermograms were investigated and it was found that; modified
hydrogels have a significant weight loss at lower temperatures than pure chitosan
hydrogel. The morphology of the pure and modified chitosan hydrogels was
investigated by X-Ray diffraction. XRD results showed that, characteristic
diffraction peaks were obtained for modified hydrogels. Surface morphology of all
hydrogels were obtained using scanning electrone microscope and an increase in
pore size in the surface of modified hydrogels was observed.

According to all results, chitosan hydrogel was modified with enzymes and
aminoacids.

Key words: Chitosan, hydrogel, enzyme, aminoacid, modification.
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1. GIRIS

Gliniimiizde, polimerler insan yagaminin hemen her asamasinda sik¢a kullanilmakla
birlikte kullanim alanlar1 her gecen giin daha da artarak gerek {iniversitelerde,
gerekse endiistride arastirmacilarin yogun ilgileri ile karsi karsiya kalmaktadir.
Gelisen polimer bilimi i¢inde son zamanlarda jeller; Ozellikle hidrojeller 6ne

¢ikmaktadir [1].

Polimer jeller, su veya uygun ¢oziiciide sismis ag yapilardir. Hidrojeller; yapilarinda
hidrofilik gruplar bulunduran, ancak ag yapist nedeniyle suda ¢éziinmeyen, belli bir
denge degerine kadar sigebilen polimerlerdir. Sigme miktarini kontrol eden iki faktor;

polimer zincirlerinin hidrofilitesi ve ¢apraz bag yogunlugudur [2].

Capraz bagl iki ayn sentetik veya dogal polimerin fiziksel olarak birleserek igice
geemesiyle olusan ag yapili polimerler IPN (Interpenetrating Polymer Network) tipi
hidrojeller olarak tanimlanirlar. Bu yapilardan en az biri digerinin varliginda
sentezlenir ve/veya capraz baglanir [3]. Yari-IPN tipi hidrojellerde ise polimerlerden
biri ¢apraz bag igerirken digeri dogrusal yapidadir [4-6]. Bu tiir hidrojellerde misafir
polimer zincirleri, ev sahibi ag yapinin i¢inde kovalent bagli veya kovalent bagsiz

olarak yer alabilirler.

Hidrojeller, su igeriklerinden, yiiksek biyouyumluluklarindan ve diisiik yiizey
gerilimlerinden dolayr insan dokusuna benzer yapida olmalar1 sayesinde de tercih
edilmektedirler. Hidrojeller, fiziksel 0zelliklerinden dolayr diger sentetik
biyomateryallerden daha fazla canli dokuya benzerler [7-9]. Gilinlimiizde
biyoteknolojik alanda iizerinde en ¢ok durulan konulardan biri hidrojellerin enzim ve

hiicre immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanimina yonelik ¢alismalardir [10,11].

Dogada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen bir biyopolimer olan
kitosan; kitinden elde edilen bir polisakkarit olup, canlilara karsit toksik 6zelliginin
olmamasi, biyolojik olarak parcalanabilirligi, biyouyumlulugu, kimyasal ve fiziksel
ozellikleri bakimindan diger biyopolimerlere gore iistiin Ozellikler gostermesi

nedeniyle bir¢ok endiistri dali icin uygun bir madde olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



Kitosan bu uygulama alanlarmin yani sira, toksik olmamasi ve proteine ilgisi
nedeniyle lipaz immobilizasyonunda da kullanilir [12-14]. Kitosanin proteinlere
yiiksek afinitesi, enzim immobilize edilen biyosensorlerde kullanimini uygun hale

getirmektedir [15].

Sunulan bu tez ¢aligmasinda, glutaraldehit ile capraz baglanmig saf kitosan
hidrojeller sentezlenmistir. Sonrasinda, farkli tiirde ve miktarlarda enzim ve
aminoasit igerikleriyle modifiye kitosan hidrojeller olusturulmus ve her bir hidrojelin
sisme davranimlari incelenmistir. Enzim ve aminoasitlerle modifiye edilmis hidrojel
numunelerinin sigsme karakterleri optimize edilerek, tiim hidrojellerin yapisal, 1s1l ve

morfolojik degisimleri incelenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Kitosan

2.1.1. Kitosanin yapisi

Kitosan, yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz iiriinlerinin dis iskeletlerinde,
kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan dogal bir
polisakkarit olan kitinden kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif
fonksiyonel amino gruplarina sahip; kimyasal yap1 olarak seliiloza benzeyen ve
dogada seliilozdan sonra en sik rastlanan biyopolimerdir [16,17]. Kitosanin molekiil

yapist Sekil 2.1°de goriilmektedir.

HO HO NH,
o)
+o o—
d b
HO NH, HG

Sekil 2.1 :Kitosanin yapisi.

Kitin, seliiloza benzeyen ve seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan ikinci
biyopolimerdir [18]. Omurgasiz hayvanlarin dis kabuklari, kabuklu hayvanlar,
bocekler, maya ve mantarlarin hiicre duvarlar1 kitinin temel kaynagidir. Kitinin

molekiil yapis1 Sekil 2.2°de goriilmektedir.

/go
Sy

Sekil 2.2 : Kitinin yapisi.
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HO

J\
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2.1.2. Kitosan eldesi

Dogal, toksik olmayan biyopolimerler olan kitin ve kitosan yenge¢ ve karides kabuk
artiklarindan iiretilmektedir. Deniz kabuklularinin kabuk artiklarinin  %30-40"1
protein, %30-50’si kalsiyum karbonat, %20-30’u kitinden olusmaktadir. Ayrica
kabuklarda az miktarda Na, P, Mg, K gibi diger mineraller ve kabuklara rengini
veren pigmentler bulunmaktadir [19]. Bu oranlar tiirler ve mevsimlere bagli olarak
da degisim goOstermektedir. Bu iirlinlerin spesifik karakterleri; molekiiler agirhigi,

asitlendirme derecesi ve isleme kosullar1 ile degismektedir [20].

Kitosan, en bol kitin kaynaklar1 olan yengec¢ (Dungeness yengeci), karides (Pasifik
karidesi), 1stakoz ve kerevit kabuklarindan kolayca elde edilir. Denizcilik sektoriinde
bu kaynaklara ait atiklar yillik 1,2x10° tondan fazladir. Kabuklu deniz canlilarinin
yenebilir kistmlar1 ayrildiktan sonra kalan bu atik miktarinin sadece % 20’ye yakin
bir kism1 degerlendirilebilmekte ve iiriin olarak sunulabilmektedir. Ekstraksiyon ile
atik kabuk kisimdan kitosanin geri kazanimi iizerine calismalar devam etse de
ekstraksiyon prosesine iliskin hala ¢ok az bilgi edinilebilmistir. Bilinen kitosan
iiretim prosesi, atik kabuklardan kitinin izolasyonu ve kitinden kitosan iiretimi

seklindedir.

2.1.2.1. Kitinin izolasyonu

Kitin izolasyonu kabukta bulunan diger maddelerin uzaklastirilmasi ile
gerceklestirilmektedir. Bunun i¢in yapilan islemler; kabuklarin hazirlanmasi,
demineralizasyon (minerallerin uzaklastirilmasi), deproteinizasyon (proteinlerin
uzaklastirilmasi) ve dekolorasyon (pigmentlerin uzaklastirilmasi) seklinde dort ana

basamak altinda toplanabilir.

Bu basamaklarin uygulanmasiyla kabukta bulunan diger maddeler en etkili sekilde
uzaklagtirilir. Bu islemlerde kullanilan kimyasallarin konsantrasyonu, sicaklik ve
zaman gibi parametrelerin kontrolli, arzu edilen yiiksek molekiiler agirlikli
kitin/kitosan tiretmek i¢in gereklidir. Burada uygulanan demineralizasyon ve
deproteinizasyon basamaklarinin sirast degistirilebilir. Ancak ticari iiretimde genel

olarak deproteinizasyon iglemi dnce yapilmaktadir.



2.1.2.1.1. Kabuklarin hazirlanmasi

Yikama, kabuklardaki c¢oziiniir organik maddelerin ve yapismis proteinlerin
uzaklagtirilmasi agisindan 6nemlidir. Kabuklar iyice yikandiktan sonra kurutulur ve

daha etkili bir islem saglamak amaciyla kii¢iik pargalara ayrilir.

2.1.2.1.2. Deproteinizasyon

Kabuklarda minerallerin yani sira ¢esitli doku kalintilart bulunmaktadir. Bunlari
uzaklagtirmak i¢in uygulanan isleme de deproteinizasyon adi verilir. Bu islemde
genellikle seyreltik sodyum hidroksit veya potasyum hidroksit soliisyonlar1 kullanilir.
Proteinlerin ¢oziinmesini saglamak igin islem 65-100°C de gergeklestirilir [21].
Kabuk artiklari, proteinleri ¢6zmek igin seyreltik sodyum hidroksit ¢ozeltisi (%1-10)
ile muamele edilir. Hazirlama yontemine bagli olarak tepkime siiresi 0,5-12 saat
arasinda degismektedir. Deproteinizasyon isleminin optimum kosullari; kabuklarin
kati(kabuk):¢oziicii oran1 1:10 (w/v) olacak sekilde %3,5’luk sodyum hidroksit
¢ozeltisi ile 65°C°de 2 saat boyunca siirekli karigtirilarak etkilestirildigi sartlardur.
Burada, soliisyonun derisimi, reaksiyon siiresi ve sicakligi kullanilan yonteme gore

degisiklik gostermektedir.

Deproteinizasyon basamagi sirasinda kopilik olusumu goriilebilmektedir. Ancak
kopiik olusumu demineralizasyon sirasinda olusan kadar yogun degildir. Protein
ekstraksiyon ~ veriminin  arttirtlmast  i¢cin  deproteinizasyon  basamagi

demineralizasyondan daha 6nce gerceklestirilir.

2.1.2.1.3. Demineralizasyon

Demineralizasyon,  kabuklardaki ~ minerallerin ~ uzaklastirilmast  islemidir.
Demineralizasyon islemi genellikle, kalsiyum karbonati kalsiyum kloriir olarak
¢ozmek i¢in oda sicakliginda ¢alkalama ve seyreltik hidroklorik asitle ekstraksiyon
yapilarak gerceklestirilir. ~ Seyreltik hidroklorik asit ¢ozeltisi kullanilarak oda
sicakliginda gergeklestirilen islem sonucunda, kalsiyum karbonat, kalsiyum kloriir
dontiserek ¢oziiliir. Optimum kosullar; kurutulmus kabuklarin 30 dakika 1N HCI ile
oda sicakliginda ve kati:¢oziicli oran1 1:15 (w/v) olacak sekilde siirekli karigtirilarak
gerceklestirildigi islemdir. Demineralizasyon sonucu elde edilen kiil igerigi %31-36
kadardir. Bu da demineralizasyon basamagmin etkisini ¢ok iyi gostermektedir.

Bunun yaninda demineralizasyon isleminin yiiksek konsantrasyon ya da %90 formik
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asit kullanilmasi gibi c¢esitli varyasyonlari da bulunmaktadir [22]. Yukarida da
deginildigi gibi kullanilan soliisyonun konsantrasyonu, tepkime siiresi ve

tekrarlanmasi gibi parametreler kullanilan yonteme gore degisiklik gostermektedir.

Demineralizasyon prosesi sirasinda da CO, iiretiminden dolay1 istenmeyen kopiik
olusumu ile karsilagilir. Olusan kopiikten dolay1r hacimde bir artis meydana gelir.
Kopiik olusumunu 6nlemek icin bazi arastirmacilar (No ve arkadaglari) ticari kopiik
Onleyici kullanmiglardir. Bu sayede kopiikk olusumunun 6nemli derecede azaldigi
belirtilmektedir [23]. Kopiiglin kontrol edilmesi veya azaltilmasi amaciyla herhangi
bir emiilsiyon olusturucu igermeyen %10’luk aktif silikon polimer ¢ozeltisi kopiik

giderici olarak kullanilir.

2.1.2.1.4. Dekolorasyon

Kabuklardaki mineral ve proteinlerden baska uzaklastirilmas: gereken bir diger
madde de kabuklara rengini veren pigmentlerdir. Kitinin ticari olarak kabul edilebilir
olmasi i¢in dekolorasyon isleminin yapilmasi gerekmektedir. Dekolorasyon islemi
sirasinda kullanilacak kimyasalin kitinin ve kitosanin fizikokimyasal ve fonksiyonel
ozeliklerini etkilemeyecek bir madde olmasma dikkat edilmelidir. Aseton ile
ekstraksiyon yapilarak beyaz kitin tozlar1 elde edilir ve %0,315 (v/v) sodyum
hipokloriir ¢6zeltisinde 5 dakika dekolorasyon isleminden sonra oda sicakliginda 2
saat kurutulur (kati:¢6ziicli orani 1:10 (w/v)). Dekolorasyon islemi bu siirede yetersiz

oldugu takdirde, 1 saat daha bekletilerek beyaz renkli kitin tozlar1 elde edilir.

2.1.2.2. Kitinin deasetilasyonu

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile meydana gelmektedir. Deasetilasyon igleminde,
asetil gruplarmin uzaklastirilmasi ile kitosanin yapisinda reaktif amino (NHj)
gruplar1 ortaya ¢ikar. Bu serbest amino gruplari kitosanin fiziksel ve kimyasal

ozelliklerinin temelini olusturmaktadir [24].

Deasetilasyonun amaci indirgenmemis ve seyreltik asetik asit igerisinde en kisa
siirede c¢oziinebilen kitosan elde etmektir. Sicaklik, deasetilasyon siiresi, alkali
konsantrasyonu, kitin izolasyon islemleri, kitin-alkali sollisyon orani ve partikiil
biiyilikliigii gibi ¢ok sayida onemli etken kitosanin ¢oziiniirliigiinii etkilemektedir
[25]. Kitinin deasetilasyonu genellikle yiiksek konsantrasyonda (%40-50) NaOH
kullanilarak yiiksek sicakliklarda (100-150°C) gergeklestirilir. Son olarak kitosan %



2’lik asetik asit ¢ozeltisi ile ekstrakte edilip ardindan filtre edilmekte, destile suda
coktiiriiliip kurutulmakta ve depolanmaktadir [26,27]. Diger reaksiyon sartlar1 gibi
sire de secilen yonteme gore degisiklik gostermektedir. Kullanilan yontem ve
reaksiyon sartlar1 dretilmek istenen kitosanin deasetilasyon derecesine gore
degisiklik gostermektedir. Ornegin diisiik deasetilayon derecesine sahip kitosan
tiretmek icin daha diisiik konsantrasyon, sicaklik ve siire yeterli olurken daha yiiksek
deasetilasyon dereceli kitosan icin daha yiiksek reaksiyon sartlar1 gerekmektedir.
Deasetilasyon islemi i¢cin NaOH’in yani sira KOH ile de yapilabilmektedir. LiOH,
Ca(OH), ve Na3(PO)s; gibi kimyasallarin da deasetilasyon iglemi i¢in uygun

olabilecegi ileri siirtiilmiistiir [28].

2.1.3. Kitosanin ozellikleri

Kitosan ile kiyaslaninca kitinin uygulamalar1 oldukca siirlidir. Ciinkii; yap1 olarak
selilloza benzese de kimyasal olarak inerttir [29]. Kitinin ¢oziiniirliigii oldukga
stnirhidir. Lityum kloriir, hegzafloroaseton, hegzafloro-2-propanol ve dimetilasetamit
gibi toksik oOzeligi yliksek c¢oziiciilerde ¢Oziiniir. Bu kitinin  endiistriyel
uygulamalarda kullanimini kisitlayan en Onemli faktordiir. Kitin ve kitosan

arasindaki ayrim i¢in kriter, kitosanin seyreltik asit icerisindeki ¢oziliniirliigiidiir [30].

Kitosan su, alkali ve organik solventlerde ¢oziinmez ancak pH 6,0’dan diisiik
oldugunda organik asitlerin pek ¢ok soliisyonlarinda ¢oziiniir hale gelir. Asetik asit
ve formik asit kitosan1 ¢ézmek i¢in en ¢ok kullanilan iki asittir. Ayrica nitrik asit,
hidroklorik asit, perklorik asit ve fosforik asit gibi bazi seyreltik anorganik asitler de
ancak daha uzun karistirma ve 1sitmanin ardindan kitosan soliisyonlar1 hazirlamak

i¢in kullanilabilir [31].

Kitinin azot icerigi deasetillenme derecesine bagli olarak %35 ile %8 arasinda
degismektedir. Dogal olarak kitinin tiim birimleri tamamen asetillenmis halde
degildir. Kitosandaki azot da ¢ogunlukla birincil alifatik amino gruplart seklinde
bulunmaktadir. Bu ylizden kitosan aminlerin tipik reaksiyonlarina (schiff reaksiyonu)

maruz kalirlar [15].

Kitosanin kitin ve selillozdan farkli olarak sahip oldugu amin grubu, ¢oziinme
sirasinda protonlanir ve bundan dolay:1 da kitosan pozitif yiikklenmis olur [32]. Bu
ozelik, kitosanin katyonik bir polisakkarit oldugunu gosterir. Diger polimerlerin

aksine kitosan, pozitif yiiklii hidrofilik bir polimerdir [33]. Sahip oldugu bu
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Ozeliklerden dolayi, negatif yiiklii polimerlerle, makromolekiillerle, polianyonlarla

vs. etkilesme yetenegine sahiptir.

Kitosan cesitli bakteri ve mantarlara karsi antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Bu
durum kitosanin polikatyonik yapisindan kaynaklanmakta olup gida, ziraat, tip,
eczacilik ve tekstil gibi hijyenin 6nemli oldugu bir¢ok sektorde genis capta
kullanilmaktadir. Katyonik ozellikteki kitosan, bakterilerin hiicre zar1 bilesiminde
bulunan negatif yiiklii fosforil ve fosfolipidlere elektrostatik olarak baglanmaktadir.
Bu sekilde hiicre zar1 zarar gérmekte, bakterilerin beslemesi i¢in gerekli olan besinler
hiicre disina sizmakta ve hiicre 6limi gerceklesmektedir [34-36]. Sudarshan
tarafindan yapilan mikroskobik deneylerde kitosanin pH 5,8’de hiicre

agliitinasyonuna neden oldugu gosterilmistir [37] .

Kitosanin antimikrobiyal etkisi; deasetilasyon ve polimerizasyon derecesi, substrat
veya her ikisinin kimyasal ve besin bilesimi, ¢evre kosullar1 gibi i¢ faktdrlerden
etkilenmektedir. Bu anlamda, daha fazla yiik yogunlugu ve daha fazla ¢oziiniirligi
nedeniyle, yliksek oranda deasetile edilmis kitosanin daha yliksek antimikrobiyal
ozelligi saptanmistir [38,39]. Deasetilasyon derecesi artikg¢a, hiicre membranina
elektrostatik baglanma ve gecirgenlik etkisi artarken; kitosanin molekiil agirlig:

arttik¢a, hiicre ¢ekirdegi i¢ine niifuz azalmaktadir [40].

Kitosan dogal antibakteriyal ajan olarak kullanilmaktadir [41]. Ornek olarak kiiltiir
ortam1 igerisinde % 0,02 kitosan bulunmasi Escherichia coli’ nin gelisimini inhibe
etmistir. Ayn1 zamanda cesitli bitki patojenlerinin gelisimi de kitosan varliginda

durdurulmustur.

Genel olarak bakildiginda kitosan asagida belirtilen ozeliklerden dolayr birgok

endiistriyel uygulamada kullanima sahiptir;
» Yenilenebilir 6zeliktedir ve bol miktarda bulunmaktadir.
» Toksik degildir.
» Biyouyumludur ve biyobozunurdur.
>

Asit giderici, antiiilser, antitimor, antimikrobiyal, antioksidant, antibakteriyel

ve antifungal etki gibi biyoetkileri vardir.

v

Coziinmesi i¢in organik ¢oziiciilere gerek duyulmaz.

» Katyonik polimer olup negatif yiiklii yiizeyler ile kolayca etkilesir.
8



» Mikro ve nanoparg¢aciklarini hazirlamak oldukg¢a kolaydir.

Kitosanin sahip oldugu bu 6zellikler aragtirmacilar tarafindan oldukga kiiciik kitosan
parcaciklar1 hazirlanarak incelenmistir. 1990’11 yillara gelindiginde kitosan iizerinde
boyut kiigiiltme ¢alismalar1 sonucunda mikro ve nano boyutta kitosan elde edilmistir.
Elde edilen parcaciklar iizerinde yukarida bahsedilen 6zelikler incelendiginde
par¢acik boyutunun azalmasiyla zelliklerin daha da iyilestigi goriilmiistiir. Ozellikle
kitosanin antimikrobiyal, antifungal, antitiimor ve antibakteriyel 6zeliklerinde artma

gozlenmistir [42].

Kitosan nano parcaciklarin sahip olduklari ylizey alani, deasetillenme sonucu olusan
kitosandan ve mikroboyutta {iretilen kitosan pargaciklarindan daha yiiksektir.
Boylece, kitosan nano pargaciklar daha fazla aktif yiizey alanina sahip olur. Yine,
daha fazla yilizey alanina sahip olmasi kitosanin baglama kapasitesinin artmasini
saglar. Kitosanin toksik olmamasi, biyouyumlu ve biyobozunur olmasi 6zeliklerinin
yant sira kitosan nano parcaciklarin boyutlarindan dolayr sahip oldugu bu o6zelik,
kitosanin ilag salim sistemlerinde kullanilmasi sonucunu ortaya ¢ikarmistir.
Kitosanin nano boyutta kullanilmasi ilag yiiklii kitosanin kilcallara bile girebilmesini
saglamaktadir. Boylelikle; hedeflenmis ila¢ salim1 gergeklestirilebilmektedir. Ayrica,

kitosan boyutunun kii¢iilmesi adsorpsiyon kapasitesini de arttirmaktadir.

2.1.3.1. Deasetilasyon derecesi

Kitin ve kitosan arasindaki temel farklilik, yapilarindaki asetil igeriginden
kaynaklanmaktadir. “Deasetilasyon Derecesi” kitinin yapisinda bulunan amino asetil
gruplarindan asetil grubunun uzaklastirilma derecesidir. Boylece yapisinda sadece
amin grubu kalmaktadir. Kitosanin deasetillenme derecesinin, basta ¢éziinme 6zelligi
olmak tiizere bircok parametre lizerinde biiyiik etkisi bulunmaktadir. Kitinin %60 ve
tizeri derecelerde deasetillenmesi sonucunda kitosan elde edilmektedir [43].
Deasetillenme derecesi, deniz kabuklularinin cinsine ve {liretim yontemine gore %56-

99 arasinda degismektedir.

Kitosan muhtemelen en yaygin olarak kullanilan biyopolimerdir ve cevre
mihendisliginden biyomedikal alanlara kadar cesitli sektorlerde uygulamalara
sahiptir. Bu uygulamalar temel olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir. Bu uygulamalarin pek ¢ogunda polimerin ¢oziiniirliigii gereklidir



ve bu da deasetilasyon derecesi tarafindan belirlenmektedir. Konsantre asetik asit

soliisyonlar1 yiiksek sicakliklarda kitosanin depolimerizasyonuna neden olabilir [44].

Deasetilasyon derecesi polimerin nasil uygulanacagini belirlediginden dolayi
kitosanin 6nemli bir 6zelligi olmaktadir [45]. Kitosanin fiziksel ve kimyasal

Ozellikleri ile biyolojik aktivitelerini etkiledigi bulunmustur [46].

2.1.3.2. Molekiil agirhg:

Polisakkaritlerin ortalama molekiil agirliginin belirlenmesi ve onlarin fizikokimyasal
davraniglarindaki sonuglarin anlasilmasi kimyadaki gercek degisimleri gostermistir.
Kitin ve kitin tiirevleri hakkindaki bu tiir bilgiler pek ¢ok alanda arastirmalarin

ilerlemesi ve endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli olmustur.

Kitinin molekiiler agirligi kaynaga ve kullanilan metoda gore degisiklik gosterir.
Ticari kitosan iriinlerinin molekiiler agirliklar1 50.000 ile 1.200.000 Da arasinda

degisirken dogal kitininki genellikle 1.000.000 Da daha fazladir [31].

Kitin ve kitosanin molekiil agirligi, elde edildigi kaynaga ve ozellikle deasetilleme
kosullarma bagli olarak ta degismektedir. Ortamda bulunan ¢6ziinmiis oksijen,
kitosanin parcalanmasina neden olmakta ve molekiil agirhigini diisiirmektedir. Diger
yandan, cok yiiksek sicakliklar da kitosanin molekiil agirligina olumsuz etki
etmektedir. Ornegin; 280°C ve iizerindeki sicakliklarda kitosan parcalanmaya

baslamakta, polimer zinciri kopmakta ve boylece molekiil agirlig: diismektedir.

2.1.3.3. Coziiniirlik

Kitosan notral ve alkali pH’da serbest amino gruplar igerir ve suda ¢oziinmez. Fakat
glutamik asit, hidroklorik asit, laktik asit ve asetik asit gibi inorganik ve organik
asitlerle suda ¢oziinebilen formlara doniisiir. Asidik ortamda ise, polimerin amino
gruplart (NH,) protonlamir (-NH;") ve molekiil pozitif yiiklenir. Her glukozamin
tinitesinde bir ylik oldugundan kitosan yiiksek yiik yogunluguna sahip olup, negatif
yiizeylerle giiclii bir sekilde etkilesir. Protonlagsmis durumda katyonik polielektrolit
davranig1 gostermekte, viskoz cozeltiler olusturmakta ve zit yiikli molekil ve
yiizeylerle etkilesime  girebilmektedir. Kitosanin  ¢Oziiniirliigii, kimyasal
modifikasyonlari, film veya lif olusumu gibi kullanimlar agisindan da oldukca

onemli bir parametredir.
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Genel olarak, kitin ve kitosanin ¢Oziliniirliigi molekiil agirliginin artmasiyla
azalmaktadir. Kitosanin pH 7,0’nin iizerindeki sulu ¢ozeltilerde ¢6ziinmemesinin
sebebi stabil kristal yapisindan dolayidir. Molekiil i¢i ve molekiiller arasi hidrojen
baglar1 boyunca esnemez bir kristal yapi ile karakterize olan kitinin deasetilasyon

derecesi %0 ve %100 oldugunda en yiiksek kristallik elde edilir [31,47].

Kitosanin ¢ozlintirliiglinii etkileyen birgok parametre bulunmaktadir. Bunlar sicaklik,
alkali konsantrasyonu ve partikiil biyiikliigiidiir. Yapilan arastirmalar kitosanin iyi
bir ¢oziintirliige sahip olabilmesi i¢in en az %75-80 deasetillenme derecesinde olmasi
gerektigini gdstermistir. Sicaklik ve pH’ nin kitosanin ¢6ziiniirliigi lizerine etkisinin
incelendigi bir ¢alismada; nétral pH’da ve gliserol-2-fosfat varliginda elde edilen
suda ¢oOziinebilir 6zellikteki kitosanin, pH 7,0-7,1’de ve oda sicakliginda stabil

oldugu, sicaklik 40°C oldugunda ise ¢ozeltinin jel formunu aldig1 saptanmistir [48].

2.1.3.4. Viskozite

Cozeltideki kitosanin viskozitesi; deasetilasyon derecesi, molekiiler agirlik, iyonik
kuvvet, konsantrasyon, pH ve sicaklik degerlerine baglidir [49]. Kitosanin asetik
asitteki viskozitesi pH’1in azalmasi ile artar ancak HCl’de pH’1n azalmasi ile azalir.
Kitosanin asil viskozitesi iyonizasyon derecesinin bir fonksiyonudur. Kitosan
konsantrasyonu arttikca, ortam sicakligi azaldik¢a veya kitosanin asetilasyon
derecesi arttikca kitosan ¢oOzeltisinin  viskozitesi artar. Kitosan ¢ozeltisinin

hazirlandig asit tiirtine bagl olarak da viskozite degismektedir [50].

Kitosanin viskozitesi biitiin fizikokimyasal muamelelerden etkilenmektedir ve
dondurma disinda, islem zamani ve sicakligindaki artis ile azalmaktadir. 4°C’de
saklanan kitosan ¢oOzeltilerinin goreli olarak viskozite agisindan stabil oldugu

bulunmustur [51].

2.1.3.5. Hacim yogunlugu

Karides ve yengegten elde edilen kitinin hacim yogunlugu 0,06 ve 0,17 g/cm’’tiir
[21]. Karides kitini yenge¢ kitinine gore daha porludur. Kril kitininin ise yengeg
kitinine gore 2,6 defa daha porlu oldugu bulunmustur [52]. Kerevit kitin, kitosan ve
diger iiriinler arasinda en yilksek hacim yogunlugu 0,25 g/em® olarak
gozlemlenmistir. Yengeg¢ ve kerevit kitinleri arasinda yengeg¢ kitini en yiiksek hacim

yogunluguna (0,18 g/cm®) sahiptir ancak belirgin bir fark yoktur. Kitin ve kitosan
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i¢cin baslangi¢ materyali olarak kerevit kabuklarinin en yliksek hacim yogunluguna
(0,39 g/em®) sahip oldugu bulunmustur. Bu materyalin muameleden onceki
porlulugundan kaynaklanabilir. Ancak bir kez kerevit kabuklar1 deproteinize veya
demineralize edilince iiretilen kitin ve kitosanin hacim yogunlugu arasinda kiigiik
farkliliklar bulunmustur. Deasetilasyon derecesindeki artis ile hacim yogunlugunda
bir azalma goriilmistiir. Kerevit ve ticari kitin ve kitosanin karsilagtirilmasi
durumunda elde edilen {irliniin tiirline veya kaynagina ve kullanilan metotlara bagh

olarak bazi farkliliklar goriilebilir [53].

2.1.3.6. Su tutma kapasitesi

Kitosan pek ¢ok alanda kullanilan bir su tutma kapasitesine sahiptir. Ornegin kitosan
fiberlerinden yapilmis olan spor kiyafetleri piyasada satilmaktadir [21]. Kitinin su
tutma kapasitesi %423-648 arasinda degisirken bu oran kitosanda %581-1150
arasinda yer almaktadir. Bu oranlardan deasetilasyon isleminin su tutma
kapasitesinin 6nemli miktarda arttirdigi acik¢a goriilebilmektedir. Ayrica kitin
tiretimi esnasinda deproteinizasyon igleminin demineralizasyondan once yapilmasi
da daha yiiksek bir su tutma kapasitesine neden olmaktadir. Kabuklardaki
pigmentleri uzaklastirmak i¢in yapilan dekolorasyon islemi ise iretilen kitin ve
kitosanin su tutma kapasitesini azaltmaktadir. Deasetilasyon islemi sirasinda
kitindeki asetil gruplarinin uzaklastirilmast NH; gruplarinin olusmasina neden
olmaktadir. Su tutma kapasitesindeki artisin da polimerin yapisinda meydana gelen
bu degisiklikten kaynaklandigi sdylenebilir. Bunun yaninda Knorr (1982) kitin ile
kitosan arasindaki bu farkin kristallikteki ve tuz olusturan gruplarin miktar1 ile

uiriindeki artik protein icerigindeki farkliliktan kaynaklanabilecegini belirtmistir [54].

2.1.3.7. Yag Tutma Kapasitesi

Kitosanin yliksek bir yag tutma kapasitesine sahip oldugu belirtilmektedir. Yapilan
bir ¢aligmada kerevitten elde edilen kitosanin yag tutma kapasitesi %706 iken
selulozun %314 civarinda oldugu tespit edilmistir [55]. Kitosan {iretimi esnasinda
dekolorasyon isleminin uygulanmasimin su tutma kapasitesinde oldugu gibi yag

tutma kapasitesinde de azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir [56].
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2.1.4. Kitosanin modifikasyonu

Kitosanin en Onemli Ozelliklerinden biri ¢ok yonlii olarak kullanilabilmesidir.
Kitosandaki hidroksil ve amin reaktif gruplari kolayca kimyasal modifikasyona
ugrayabilmekte kitosanin mekanik ve fiziksel Ozellikleri ile c¢oOziiniirliglni
degistirmektedir. Kitosan, ¢esitli uygulamalara yonelik olarak, toz, nano patikiil, jel
boncuk, membran, siinger, petek fiber veya i¢i bos fiber gibi farkli sekilde

sartlandirilmis polimer formlar1 hazirlanarak kolayca modifiye edilebilmektedir.

Kitosan seyreltik organik asit soliisyonlar1 i¢erisinde aldehit ve karboksilik asitlerle
cesitli jeller olusturmak i¢in reaksiyona girer [57]. Glutaraldehitle ¢aprazbagh
kitosan, diiminler yoluyla kitosan kimyasinda bir anahtardir ve imin yoluyla farkl
zincirlerdeki amin gruplarmin birlikte baglanmasiyla kitosan bilesiklerinin daha
kararli olmasina sebep olur [58]. Capraz baglama isleminde farkli kimyasal reaktifler
kullanilarak kitosanin yapisinin mekanik ve kimyasal olarak giiclendirilmesi saglanir.
Capraz baglanma reaksiyonlar1 en c¢ok kitosanin fonksiyonel gruplar1 ve c¢apraz
baglama maddesinin tipi ve biiylikliigiinden etkilenir. Capraz baglayicinin molekiil
kiitlesi ne kadar kiigiikse daha kolay diflize olacagindan ¢apraz baglanma reaksiyonu
o kadar hizli olur. Capraz baglayicinin yapisina bagli olarak, birbirleri ile etkilesim

sonucu olugan orgiiler kovalent ya da iyonik bagla meydana gelmektedir [59].

2.1.5. Kitosanin uygulama alanlari

Kitosan; biyouyumluluk, antibakteriyal, antifungal ve antitumoral etki, hemostatik
ozelligi, agir metal, protein ve yag absorbsiyonu, biyodegradasyon gibi ozellikler
nedeniyle bir¢ok alanda yaygin kullanim alanina sahiptir. Bu kullanim alanlarinin
basinda kontrollii ilag salimi, biyosensér uygulamalari, hiicre kiltlirii, gida ve su

aritim sistemleri yer almaktadir [15].

Kontrollii salim teknolojisinde kitosan kapsiil, jel, film veya boncuklar seklinde
kullanilmaktadir. ilaglarm kontrollii salimi, son derece énem tagimaktadir. Tastyict
tasariminda kullanilan kitosan; parcalanabilirligi, toksik oOzellikte olmamasi ve
biyolojik olarak uyumlulugu acisindan avantaj saglamaktadir. Kitosan, viicutta
zararsiz Uriinlere (sekerler) doniistiigli i¢in herhangi bir olumsuzluk yaratmamaktadir.
Bu baglamda kitosan, ¢esitli ilag formiilasyonlarinda uygun bir matris olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Cesitli ilaglar, kitosan matrisi icerisine (film, mikro kapsil,

kaplanmis tablet vb.) yerlestirilmektedir. Farkli sekillerde kitosan igerisine
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hapsedilmis ilaglar da bulunmaktadir. Kitosanin serbest amin grubu kitosana
katyonik oOzellik kazandirdigi icin negatif yilikli ilaglar, polimerler ve biyoaktif

molekiillerle etkilesimini saglamaktadir [60].

Klasik salim disinda, kitosanin makrofaj aktive edici ve hemostatik 6zelligi
nedeniyle yara iyilestirmede olumlu rol oynadigi gosterilmistir. Kitosan, yara
iyilesmesini hizlandirmada oldukca etkin rol oynamaktadir. Basta diyabet hastalari
olmak {izere viicuttaki yaralarin iyilesme hiz1 hastalar i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.
Kitin ve kitosan uzun siiredir yara iyilestirme 6zellikleri bakimindan arastirilmis ve
olumlu sonuglar alinmistir. Kitosan, heparin ile polielektrolit kompleks olusturma
Ozelligi sayesinde yara tedavisine etkin rol oynamaktadir. Heparin, kanin
pihtilagmasini 6nleyen (antikoagiilan) bir polisakkarit oldugundan, olusan kompleks
ve beraberinde hiicre biiyiime faktoriiniin de artmasiyla doku gelisimini
desteklemektedir. Bu gibi kullanim alanlarinda kitin ve kitosan numunelerinin sahip
oldugu deasetilasyon derecesi ve polimer zincir uzunlugunun etkisi de incelenmistir
ve diisiik deasetilasyon derecesindeki kitosanin daha diisiik aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur [61].

Hiicre kiiltiirii teknolojisinde yilizey kimyast ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Kitosan
dogal bir polimer olmasi nedeniyle bir¢ok iistlin 6zellige sahiptir. Memeli hiicreleri
tiremek ve canliliklarin1 devam ettirebilmek icin tutunabildikleri inert, biyouyumlu
bir yiizeye ihtiya¢ duyarlar. Hiicre kiiltiiriinde malzemenin yeterince sert ve rijit
olmasi gerekmektedir ve kitosan genelde diger dogal polimerlerden daha iyi bir
mekanik 6zellige sahiptir. Hiicrelerin bir yiizeye tutunabilmesi icin yiizey iizerinde
uygun tutunma bolgeleri ve reseptorler bulunmasi gerekmektedir. Kitosan kolay bir
sekilde modifiye edilebilmekte ve protein afinitesi yiiksek oldugundan uygun peptid
veya proteinler kitosan yiizeyine kolaylikla immobilize edilebilmektedir.

Gida teknolojisinde kitosan, antibakteriyal etkisi, renk ve yap1 stabilizatorii olarak
sentetik kimyasallara alternatif olarak kullanilabilmektedir. Kitosan membranlarin
mekanik dayanikliliklar1 ve antimikrobiyal etkileri, kaplama ve paketleme
malzemeleri olarak kullanilmalarina olanak saglamaktadir [15]. Kaplama
uygulamalarinda yine film olusturma 6zeliginden faydalanilir. Olusan filmler hiicre
dis1 solunumu yavaslatir ve besinlerin raf dmriinii uzatir.

Su antim sistemlerinde en c¢ok kitosanin agir metal baglama o6zelliginden

yararlanilmaktadir. Kitosanin jel boncuklar, ¢ozelti ve membran formunda bu
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metalleri kendine bagladigi gézlemlenmistir [15]. Kitosandaki amin ve hidroksil
gruplart metal iyonlari ile gii¢lii bir sekilde etkilesim igerisindedir. Aslinda, nitrojen
atomlar1 metal katyonlar: ile reaksiyon verebilen serbest elektron ciftlerine sahiptir.
Bu sebepten amin gruplar1 baglama mekanizmasi ile metal katyonlarinin tutulmasini
saglamaktadir. Diger yandan amin gruplart asidik soliisyonlar icerisinde kolayca
protonlanabilir. Boylece, bu amin gruplarinin protonlanmas1 metal anyonlar1 veya
anyonik boyalar1 iceren anyonik bilesiklerin elektrostatik etkilesimine neden olabilir.
Buna gore metal katyonlari nétre yakin soliisyonlarda kitosandaki amin gruplar
tarafindan baglama ile adsorbe edilebilir. Metal anyonlarinda ise emilim, asidik
soliisyonlarda protonlanan amin gruplari tarafindan elektrostatik etkilesim yolu ile
gerceklesir.

Kitosanin bu ozelliklerinden yararlanilarak atik sulardaki c¢esitli metal iyonlarinm
tutma kapasitesi arastirilmistir. Nair ve Madhavan civayr soliisyonlardan
uzaklastirllmak i¢in kitosan1 kullanmislar [62]. Peniche-Covas ise civa iyonlarinin
kitosan tarafindan adsorpsiyon kinetiklerinin arastirmistir. Sonuglar civa iyonlarinin
(Hg™) kitosan tarafindan adsorpsiyonunun etkisinin muamele siiresi, partikiil
biiyiikliigii, civanin baslangi¢c konsantrasyonu ve kitosanin miktarina bagl oldugunu
gostermistir [63]. Jha ve arkadaslari civanin uzaklastirilmasindaki benzer bir
prosediir kullanarak kitosan tozu ile kadmiyum (Cd™) adsorpsiyonu iizerine
calismalar yapmuslardir [64]. Mckey ve arkadaslari ise bakir (Cu™), civa (Hg™),
nikel (Ni?) ve ¢inko (Zn™) iyonlarint uzaklastirmak i¢in nétral pH ve 25-60°C
sicaklik aralifinda kitosant kullanmislardir [65]. Yine metal baglama 6zeliginden
yararlanarak besin isleme proseslerinden salinan atik sularda bulunan asili haldeki
boyar madde, aminoasit, protein, organik madde vs. gibi maddeler geri kazanilabilir.
Kitosan kullanimi ile zaman tasarrufu ve yiiksek geri kazanim saglanabilmektedir.
Kitosanin yapisinda bulunan amino ve karboksilik gruplari, atik niikleer sulardan
uranyumun adsorplanmasi amaciyla da kullanilmaktadir. Kitosanin adsorplama
kapasitesi parcacik boyutunun kiigiilmesi ile artmaktadir.

Hasar goren dokularin tamiri ve yenilenmesine yonelik doku miihendisligi
yaklasimlar1 destekleyici, koruyucu ve bazi hallerde yenilenen dokuyu organize edici
ozellikler gosteren polimer yap: iskelelerinin kullanimina dayanmaktadir. Bu yap:
iskelelerine ayn1 zamanda gerekli olan biyoaktif maddelerin kontrollii salinimi veya
gelisen hiicrelerin davranislarini direkt olarak etkilemeleri i¢in de ihtiya¢ duyulabilir.
Cesitli dogal ve sentetik polimerler halen dokular igin yapr iskeletleri olarak
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kullanilmaktadir. Potansiyel doku miihendisligi sistemlerinin artmasiyla birlikte
ozellikle arzu edilen doku spesifik Ozelliklere sahip ve cesitli doku sistemlerine
uygulanabilir materyaller tizerinde siirekli ¢alisilmaktadir. Kitosan toksik olmayan,
biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikleri ile doku miihendisliginde yap1 iskeleti olarak
kullanilabilir. Ozellikle porlu kitosan iskeletleri kullanilarak kemik ve kikirdak
dokularinda yapilan ¢aligmalar oldukga basarili sonuglar vermis ve kitosanin yeni

doku olugumu tizerindeki olumlu etkisi gdsterilmistir [66,67].

Kuo-Huang et al (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, kitosan ve kitosan/alginat
filmlerinin doku iskeleti olarak kullanim olanaklar1 incelenmistir. Kitosanin
deasetilasyon derecesindeki artisla birlikte hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasida artmistir.
Bu sekilde hiicre ¢ogalmasi ve tutunmasi ile deasetilasyon derecesinin direkt iligkili
oldugu ortaya c¢ikmistir. Diger yandan, molekiil agirliginin 6nemli bir katki
saglamadig1 sonuglardan agik bir sekilde goriilmiistiir. Kitosan/alginat filmlerde saf
kitosana gore fibroplast tutunmasinin belirgin sekilde artis meydana getirdigi ve
burada esas rolii alginatin oynadigi belirtilmistir. Alginat sayesinde kitosan filme
tutunma gerceklesmistir. Kitosanin polikatyonik yapisinda iki —NH;" gruplar
hiicrenin tutunmasina ek bir katkida bulunmaktadir. Benzer sckilde kitosanin
hidrofillige de olumlu etkisi oldugu, olusan kompleksin temas agisinin diismesiyle
homojen bir dagilim gergeklestigi goriilmiistiir. Ayrica, hiicre tutunmasina kolaylik
sagladig1 ve boylece doku iskelesi olarak kullaniminin son derece uygun olabilecegi

ifade edilmistir [68].

Kitosan insan viicut agirligin1 azaltmak i¢in diyet destekleyici olarak diisiiniilebilir.
Bunun i¢in endiistriyel olarak kitosan tabletleri [69] ve kitosan diyet lifleri
tretilmistir [70]. Hizli bir sekilde ¢oziinebilen kitosan kilo kaybina sebep olur ve
viicut agirligini azaltir. Kitosan seker emilimini yavaglatarak ve yagi absorplayarak
kilo kontroliinde kullanilabilen fiberler olarak diisiiniiliir. Kitosanin yag absorplama
mekanizmas1 Hughes tarafindan denenmistir. Kitosan pozitif yiiklii amino gruplari
(-NH3") ile yag asitlerinin anyonik karboksil gruplarimi ¢eker ve film olusturan safra

asitleri sindirilmeden sindirim sistemi i¢erisinden geger [70,71].

Enzimler biiyiikk avantajlarinin yaninda yiiksek izolasyon ve saflagtirma maliyeti,
dogal ortamlarinda izole edildikten sonra yapilarmin stabil kalmamasi, islem
sartlarina ve inhibitor olarak faaliyet gdsteren maddelere olan hassasiyeti gibi bazi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu simirlayic1 faktorleri bertaraf etmek i¢in ¢esitli
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yontemler  kullanilmaktadir. Bunlardan en  basarili  olan1 ise enzim
immobilizasyonudur. immobilizasyon, enzimlerin kati bir destek ortami iizerinde
veya icinde tutulmasi ile gergeklestirilir. Tiim enzimler i¢in genel bir destek ortami
bulunmamakla birlikte, proteinlere yiliksek afinite, enzimlerle direkt reaksiyon ve
kimyasal modifikasyonlar i¢in reaktif fonksiyonel gruplara sahip olmasi, hidrofilik
olmasi, mekanik stabilite ve sertlik, yenilenebilirlik destek ortamlar1 i¢in arzu edilen
baz1 Ozelliklerdir. Kitosan da sahip oldugu essiz Ozellikleri ile enzim
immobilizasyonu i¢in uygun bir destek ortami olusturmaktadir. Hiicre ve enzim
tutuklanmasi islemlerinde kitosan destek doku gorevi goriip tutuklama matrisidir.
Kitosan destek doku olarak kullanilarak enzim ve hiicrelerin yiiksek geri kazanimi ve

daha fazla kullanim1 saglanir.

2.2. Hidrojeller

2.2.1. Hidrojellerin yapisi

Hidrojeller ¢cok miktarda su ve biyolojik sivilar1 absorplayabilen, polimerlerin
kimyasal veya fiziksel capraz baglanmasiyla olusan, ii¢-boyutlu, hidrofilik, ag
seklindeki 6zel polimerlerdir. Hidrojellere ait genel bir sematik gosterim Sekil 2.3’te
sunulmustur. Su icerigi kendi kiitlesinin %100 {inden fazla olan hidrojellere de siiper

absorbant denilir [72,73].

5
Sekil 2.3 : Hidrojelin sematik gosterimi.

Polimer suda hizla siser ve ii¢ boyutlu yap1 kazanir. Bu ii¢ boyutlu yap1 polimer
zincirleri arasinda olusan ¢apraz baglanmadan kaynaklanmaktadir [74]. Sisme,
polimerik ag yapilarmin karakteristik bir 6zelligidir. Capraz baglanma miktarina

bagli olarak polimerik aglar ¢6ziinmeden ¢ok yiiksek miktarda sivi absorplayabilirler
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[75]. Bir polimerik jelin sisme yetenegini, icerdigi fonksiyonel gruplarin birbiriyle ve
¢oziicliyle etkilesimi belirlemektedir [76,77,78]. Zincirler arasi itme ve g¢ekme,
kovalent olmayan elektrostatik, hidrofobik, Van Der Waals ve hidrojen bagindan
etkilenmektedir. Hidrofobik etkilesimler bu tir fiziksel capraz bag benzeri

etkilesimlerdir ve bu da jelin sisme davranisini etkilemektedir [77,78,79].

Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla miktarda su bulundurmalari, yumusak ve esnek
yapilart gibi tasidiklart bircok fiziksel oOzellikler acisindan canli  dokularla
karsilastirildiklarinda biiyiik bir benzerlik gostermektedirler [7-9].

Hidrojeller yapilarinda sensor (algilayici) olarak tanimlanabilecek cesitli gruplar
tasiyabilirler. Boylece hidrojel, ¢cevrede meydana gelen gesitli degisikliklere hacimsel
degisimlerle c¢ok kisa siirelerde cevap verir. Bu ozelliklerinden dolayr bu tiir

polimerlere “akilli polimerler” denir [80].

Hidrojellerde hacimsel degisimleri meydana getiren uyaricilar fiziksel ve kimyasal
olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Fiziksel uyaricilar; sicaklik, elektrik alan, ¢oziicii
bilesimi, 1s1k, basing, ses ve manyetik alandir. Kimyasal veya biyokimyasal

uyaricilar ise pH, iyonlar ve spesifik molekiiler etkilesimlerdir [81].

2.2.2. Hidrojellerin uygulama alanlari

Hidrojeller fizyolojik kosullarda, istenilen siirede belirlenen sekillerine hizla ulasip
bu sekilleri koruduklart i¢in pek c¢ok alanda kullanilabilmektedirler. Ayrica
biyouyumlu oluslari, ¢6ziicii tasiniminin kolayligi ve biyobozunurluk 6zelliklerinden
dolay1 kontrollii ilag salim sistemlerinde ve tibbi malzeme iiretiminde kullanimlar
artmistir. Hidrojeller, 6zellikle biiylik ve karmagsik molekiil yapisina sahip, yavas
salinan tedavi edici ajanlarin kontrollii salim calismalari, doku bariyerleri ve doku

miihendisligi i¢in uygundurlar [82].

Hidrojellerin biyomalzeme olarak ilk uygulmasi kontak lensler olmugtur. Mekanik
kararliligimin iyi olusu, yliksek oksijen gecirgenligi ve uygun refraktif indise sahip
oluglari, kontak lenslerde kullanimlarinin temel nedenidir. Tedavi amach goz
damlalar1 da hidrojellerin bir baska kullanim alanidir. G6z damlalar1 gozyasi
tarafindan seyreltilerek kisa stirede akar. Bu alanda kullanilan hidrojel goze sivi tiriin
olarak diismesine ragmen, gézdeki sicakliga maruz kaldiginda daha 6zl (viskoz) bir

hale gelir. Kaymaya kars1 duyarliligindan dolayr da gz her kirpilisinda sivi hale
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gelir ve jelin biitiin gdze esit miktarda yayilmasini saglar. Bu yontem benzer sekilde
burun spreyleri icin de kullamlabilir. Ozellikle insiilin gibi ilaglarin bu tiir bir
sistemden burun yoluyla salimi konusunda c¢aligmalar yapilmakta ve boylece

enjeksiyon yonteminin yerini alabilecegi diistiniilmektedir [83].

Hidrojellerin sensor olarak kullanimina dayali ¢esitli calismalar da vardir. Sheppard
ve arkadaslar1 biyoaktif tabakasi duyarli bir hidrojel olan ve iletkenlik 6lgiimiine

dayal1 olarak ¢alisan bir biyosensor gelistirmistir [84].

Kontrollii ilag salim sistemlerinde hidrojellerin en biiyiik yarari, ilac1 viicut i¢erisinde
karsilasabilecegi inhibe edici enzimler, pH veya bakteriyel inhibisyonlar gibi ortam
degisikliklerinden koruyabilmesidir [74]. Kontrollii salim sistemlerinde etken
maddenin tek bir uygulama ile uzun siire etkin diizeyde kalmasi saglanir. Bu
sistemlerde hidrojellerin sisme-biiziilme, mekanik, morfolojik, kimyasal vb. gibi pek
cok ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Ozellikle ortam pH’min degisimlerine en
azindan belirli oranlarda cevap verebilen hidrojeller, ¢esitli viicut bolgelerinde ilag
serbestlestirmek i¢in 6nem arz etmektedir. Kitosan ve akrilamid bu tiir sistemlerde

siklikla basvurulan ve biyouyumlu oldugu belirlenmis olan polimerlerdir [85].

Hidrojeller; iyonik siddet, elektromagnetik 1s1ma, pH ve sicaklik gibi dis ¢evre
kosullarindaki degisimlere hacimlerini yiizlerce kat artirip azaltarak kontrolli bir
sekilde cevap verebilmeleri sayesinde biyomedikal, farmasdtik, teknoloji ve tarimsal
alanda genis kullanim alanlar1 bulmustur [7,79,86]. Hidrojeller yiliksek oranda su
tutucu olmalan ile pecgete, ¢cocuk bezi gibi temizlik iirlinlerinin yapiminda [87],
giibrelerin ve tarim ilaclarinin denetimli salimlarinda [10,88], endiistride yag ve
petrol icerikli sulu atiklardan saflagtirma ve suyun uzaklastirilmasi iglemlerinde [83]
ve hastane atiklarindan suda ¢oziilebilen ya da hidrojele uyumlu olarak
sogurulabilecegi bazi fizyolojik (kan ve iire vb.) sivilarin sogurulmasinda da

kullanilirlar [89,90].

Hidrojeller, endiistriyel agidan son derece dnemli olan seyreltik sulu ¢ozeltilerden
biiyiilk molekiillerin ayrilmasinda da kullanilmaktadirlar. Ayrica hidrojeller, jel
elektroforezi ve jel kromatografisi gibi molekiiler ayirma islemlerinde “molekiiler

elek” gorevini tistlenirler [91].

Bir baska kullanim alan1 ise yamk tedavisidir. Hidrojeller, esnek olmalari,

dayanikliliklari,  antimikrobiyal olmalari, su buhart ve  metabolitleri
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gecirebilmelerinden dolay1 bu sahada kullanin alan1 bulmuslardir. O, ve su bazli ilag
gecisine izin veren poliliretan membran destekli hidrojeller yapiskan olmayan yanik
sargilar1 olarak kullanilmaktadirlar. Yanik tedavisinde kullanilan bir baska hidrojel
sargl ise, seffaf olup yaradan rahatlikla temizlenebilen, yaraya yapismayan alginat

sargilardir [85].

Son yillarda hidrojellerin, giic iiretiminde kullanilmasi fikri iizerinde de israrla
durmaktadirlar. Hidrojellerin bulundugu asidik ortamin pH’1 degistirilerek genlesme
veya biliziigme olayr saglanmis ve bdylelikle ilk “kemo mekanik sistem”
gelistirilmistir ve bu sistemlerle, kimyasal enerjinin dogrudan mekanik ise ¢evrimi
(kemo mekanik sistem) miimkiin olmustur. Bu tiir sistemler giic elde etmek igin
kullanilan konvansiyonel cihazlarin kullaniminin sinirlt veya zor oldugu yerlerde
Ornegin denizaltinda, uzayda veya insan viicudunda kullanilabilmektedir [91].
“Smart jel” adiyla piyasaya siiriilen ticari jel, oda sicakliginda yumusak ve esnek
olup, viicut 1s1sina maruz birakildiginda katilasan bir yapidir. Bu jel, ayakkabilarin
(0zellikle patenlerin) igine yerlestirilerek, ayaga gerekli destegi ve konforu saglamak

amaciyla kullanilmaktadir [83].

2.2.3. Kitosan bazh hidrojeller

Gilintimiize kadar dogal biyopolimer jeller, genellikle gida teknolojilerinde ve gida
yan iriin proseslerinde kullanilirken son yillarda yapilan arastirmalar 1s18inda
kontrollii ilag salim sistemlerinde ve doku miihendisliginin pek c¢ok alaninda

kullanilmaya baslanmistir [92].

Dogal polimerlerin en o©nemli o6zellikleri, su igerisinde jellesirken, organik
coziiclilerde jellesmemeleridir. Pek ¢ok dogal polimer ¢6zelti formundan jel fazina
diisiik sicakliklarda gegmektedir. Ancak bazi seliiloz tiirevleri ve kitosan dogal

polimeri yiiksek sicakliklarda jellesirler [5].

Kitosan hidrojellerin olusumunda siklikla kullanilan yontem, degisik c¢apraz
baglayicilar eklenerek olusturulan kovalent ve iyonik olarak capraz baglama
yontemidir. Ancak yapilan in vivo caligmalarda ozellikle kovalent baglanmada
eklenen capraz baglayicilarin toksik etkileri oldugu saptanmistir. Ayrica capraz
baglanmanin tam olusabilmesi icin ek maddelere veya katalizorlere ihtiyag
duyulmaktadir, bu da capraz baglanma sonrasinda saflastirma ve ¢esitlendirme

islemlerini beraberinde getirmektedir. Bu olumsuz etkileri elimine etmek amaciyla
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kitosana herhangi bir ¢apraz baglayic1 eklenmeden, kitosan zincirleri arasindaki

komplekslesme ile olusturulan polimerler tizerine ¢aligmalar baglamistir [93].

Capraz baglanmis hidrojellerde; yapidaki i¢ baglanmalar bir ¢apraz baglayici ile
saglanir. Capraz baglayicilar, capraz baglama amaciyla eklendikleri polimere gore
molekiil agirhigr diisiik olan yapilardir. Hidrojelin ozellikleri c¢apraz baglanma
yogunluguna ve capraz baglayici tiiriine gore degisir. Capraz baglanma yogunlugu,
capraz baglayici ajanin mol sayisinin polimerin tekrarlanan gruplarinin mol sayisina
oranidir. Capraz baglayici tiiriine goére baglanma kovalent veya iyonik olarak

smiflandirilir.

2.2.3.1. Kovalent baglarla capraz baglanms kitosan hidrojelleri

Kovalent baglarla ¢apraz baglanmig kitosan hidrojelleri ii¢ grupta toplanirlar. 1.
grupta, kitosan zincirleri kendi i¢cinde intermolekiiler etkilesimlerle en basit olusumlu
hidrojeli olusturmaktadir. 2. grupta, capraz baglanma reaksiyonu, kitosan yapisal
birimleriyle baska bir polimerin yapisal birimleri arasinda gergeklesmektedir. 3.
grupta ise, yari-IPN (interpenatrating network) yapi olusmaktadir. Bu olusumda
capraz baglanma Oncesinde kitosan ¢ozeltisine, kitosanla reaksiyon vermeyen bir
polimer eklenir ve polimer, kitosan zincirleri arasina diiz zincir halinde hapsolur.
Ortama kitosanla birlikte ¢apraz baglanan reaktif polimer eklenirse IPN yap1 olusur.

Yari-IPN tipi hidrojellerde ise polimerlerden biri ¢apraz bag icerirken digeri dogrusal

yapidadir [4-6].

Capraz baglayicilar polimer zincirleri arasinda kdpriiler meydana getirecek en az iki
reaktif fonksiyonel gruba sahip molekiillerdir. Gliniimiize kadar kitosan i¢in
kullanilan ¢apraz baglayicilar gluteraldehit gibi dialdehitlerdir. Kitosanin
glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi schiff baz olusumu ile gerceklesmektedir. Schiff
bazlar ise aril grubuna veya alkil grubuna bagl azot ile karbon-azot ¢ift bagi iceren
kimyasal bilesik veya fonksiyonel gruplardir (R;R,C=N-R3). Schiff bazlar, aminler

ile aldehitler veya ketonlar arasindaki reaksiyon sonucunda ger¢eklesmektedir.

2.2.3.2. Iyonik baglarla capraz baglanmis kitosan hidrojelleri

Polikatyonik bir polimer olan kitosan 1yi bir selat olusturucu ajandir. Negatif iyonlar

ve molekiillerle tepkime vererek iyonik kopriiler olusturmaktadir. Genel olarak
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etkilesim capraz baglayicinin negatif yiikii ile kitosanin pozitif yiikii arasinda

meydana gelir.

Iyonik ¢apraz baglanmis kitosan hidrojeller olusturmak icin kitosanmn bir ¢dziicii
icerisinde dagilmasi saglanir ve yiikli bir ¢apraz baglayict ajan kullanilir. Fe(II),
Mo(VI), Pt(Il) iyonlar1 bu gruba érnek verilebilir. Olusum prosesi oldukga basittir,
katalizore gerek duyulmaz. Capraz baglayici ajan kitosan ¢ozeltisine dogrudan
eklenerek capraz baglanma gergeklestirilir. Bu tip ¢capraz baglanma; ¢apraz baglanma
yogunluguna, molekiil boyutuna, yiik miktarina, kitosan i¢in molekiil agirligr ve

deasetilasyon derecesine baglidir.

Iyonik ¢apraz baglanmis kitosan hidrojellerin en énemli kullanim alanlar1 pH duyarl:
sisme ve ila¢ salimidir. Bu hidrojeller hem asidik, hem de bazik ortamda
sisebilmektedirler. Bu da uygulama alanlarini arttirmaktadir. pH diistiiglinde ¢apraz
baglayicinin yiik yogunlugu diiser ve sisme goriiliir. pH daha da fazla diiserse kitosan

zincirlerinde acilma goriiliir ve hizli bir ila¢ salim1 gergeklesir.

2.3. Enzim ve Aminoasit immobilizasyonu
2.3.1. Enzimler

Enzimler kimyasal katalizorlerle ayni etkiyi gosteren biyolojik katalizorlerdir.
Kimyasal reaksiyona uygun olmayan ortamlarda, aktivasyon enerjisini diisiirerek
reaksiyon hizini artirirlar. Enzimlerin varligiyla reaksiyon hizinda 10%-10°° oraninda
bir artis gézlenir. Birgok enzimin en énemli 6zelligi, iic boyutlu kompleks bir yapiya
sahip olan polipeptit zincirleri olmalaridir. Enzim aktivitesi konformasyonel yapiyla
yakindan iliskilidir. Enzimlerin ti¢ boyutlu yapisi, yiizeye yakin bolgelerde, spesifik
aminoasit dizisine sahip olan ve aktif merkez olarak bilinen cep benzeri yapilar
olusturur. Aktif merkezde, enzimle substrat arasinda, belirli bir iirlin olusturan
kimyasal reaksiyon gergeklesir. Optimum aktivite gostermek amaciyla, bazi
enzimler, sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum ya da ¢inko gibi metal iyonu
olabilen kofaktorlerle etkilesirler. Organik kofaktorler ise, koenzim olarak bilinir ve
B vitamini (thiamin, biyotin), NAD’, NADP', FAD', ATP gibi farkli yapilarda
olabilir. Enzim ve kofaktdriin birlikte olusturduklar1 yapi, haloenzim olarak
bilinirken, kofaktorii olmayan enzim ise apoenzim olarak adlandirilir [94]. Biitiin
enzimler, uluslararasi enzim komisyonu tarafindan adlandirilir. Enzim isimleri,
gerceklestirdikleri kimyasal reaksiyon ve substratlariyla ilgili bilgi verir. Enzimle
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substrat arasinda gergeklesen ilk temas, aktif merkezde optimal bir konformasyona
sebep olurken, enzim-substrat arasinda maksimum bag olusabilmesine olanak verir

[94].

Enzimler, canli hiicrelerde meydana gelen kimyasal tepkimeleri 1limli kosullarda
(fizyolojik pH ve sicaklik) kendileri herhangi bir degisiklige ugramaksizin
katalizleyen veya diizenleyen protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir.
Organizmadaki organik molekiillerin yapimi, yikimi, kas hareketleri ve solunum gibi
fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla yiriitiilmektedir. Bununla beraber yeterli
kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gdsterebiliyor olmalari, enzimlerden
dogal ortamlar1 disindaki pek cok alanda yararlanabilme imkani saglamaktadir

[95,96].

Karmagsik canli sistemlerinde c¢alisan enzimler, spesifiktirler, toksik etki
gostermezler, suda c¢oziinebilirler, c¢ok diisik derisimlerde bile substrat
reaksiyonlarini katalizleyebilirler ve yan iirlin olusumuna neden olmadan yiiksek
verim saglarlar. Enzimlerin bu 0Ozellikleri, onlarin biyokimyasal, endiistriyel ve

analitik alanlarda uygulanmalarina yol agmstir [97].

Bircok avantaja sahip olmalarina karsin endiistriyel uygulamalarda enzim

kullanimlar1 sinirhidir. Enzim kullanimlarini sinirlayan etkenleri sdyle siralayabiliriz:

» Enzim izolasyonu ve saflastirilmasi ¢ok pahalidir. Ciinkii enzimlerin zarar

gormeden hiicrelerden ayrilmasi i¢in 6zel ayirma yontemleri gerekir.
» Enzimlerin pek ¢cogu canli organizma disinda kararsizdirlar.

» Cogu enzimlerin kaynag bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi canli
hiicrelerdir. Fakat enzim izolasyonunda bakteriler, mantarlar ve kiifler gibi
mikrobiyal kaynaklar, bitkisel ve hayvansal kaynaklara tercih edilirler. Ciinkii

mikroorganizmalar mevsimlere bagli olmaksizin gelisirler.

» Enzimlerin ¢ogunun ¢ozelti seklinde kullanilmasi proses sonunda enzimin

geri kazanilmasini zorlastirir. Bu da maliyeti artirir.

» Serbest enzimlerle gergeklestirilen endiistriyel uygulamalarda tepkimelerin
durdurulmast ortama spesifik inhibitér katilmasiyla olur. Bu da tepkime

tiriinlerine yeni bir kirlilik unsuru katmais olur.
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Bu nedenlerden dolay1 enzimlerin bir kez kullanimi yerine immobilize edilerek
tekrarlanabilir kullanimlara girmeleri ve termal kararliliklarinin saglanmasi
ekonomik agidan biiylik Onem tasimaktadir [12,98]. Enzim immobilizasyonu,
katalitik proseslerde enzim molekiillerinin katalitik aktifligini koruyarak tekrar ve
siirekli kullanimini1 saglamak amaciyla bir destek maddesine fiziksel ve kimyasal

tutturulmasi olarak tanimlanabilir [99].

Enzim immobilizasyonunda genellikle sentetik kimyasal maddeler ve sentetik makro
molekiiller destek materyali olarak kullanilmaktadir. Destek materyalinde hidroksil,
karboksil ve amino gruplar1 gibi aktif gruplar bulunmaktadir. Enzimlerin
immobilizasyonu sirasinda bu gruplar korunmali ve enzim aktifligini yitirmemelidir.
Bununla birlikte, destek i¢in kullanilan kimyasallar, bazi durumlarda enzimleri
kismen veya tamamen calisamaz hale getirebilir. Enzim immobilizasyonun da
kullanilan malzemelere akrilamid ve akrilat esasli polimerler, polipeptitler; dogal
malzemelere ise agaroz, dekstran, seliiloz, kollajen, cam verilebilir [100]. Tim
enzimler i¢in genel bir destek ortami bulunmamakla birlikte, proteinlere yiiksek
afinite, enzimlerle direkt reaksiyon ve kimyasal modifikasyonlar icin reaktif
fonksiyonel gruplara sahip olmasi, hidrofilik olmasi, mekanik stabilite ve sertlik,
yenilenebilirlik destek ortamlar1 i¢in arzu edilen bazi 6zelliklerdir. Kitosan da sahip
oldugu essiz ozellikleri ile enzim immobilizasyonu i¢in uygun bir destek ortami
olusturmaktadir. Kitosanin toz, pul seklinde kiiclik parca ve farkli geometrik

konfigiirasyonlarinin jelleri enzim immobilizasyonunda kullanilmaktadir.

Enzimlerin immobilize edilmelerinin en onemli avantajlar1 asagida Ozetlenmistir
[101-103]:
> Immobilize enzimin kararliligi yiiksektir. Siirekli ya da tekrarlanabilir

kullanim1 miimkiindiir. Enzim iiriinlerden kolayca ayrilabilir.

> Immobilize enzimler 1s1, pH ve organik reaktiflere karsi daha dayamklidirlar.
Substrat ve iiriiniin inhibisyonuna kars1 koyarlar ve enzimin aktifligini uzun

siire korumasini saglarlar.

> Immobilize enzim sistemlerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri segimli olarak

degistirilebilir. Cesitli diizenek ve proseslere uygulanabilir.
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» Membrana bagli enzimler in vivo dogal sistemleri i¢in model olarak
secilebilir. Tepkime siiresi kisalir ve ¢ok basamakli tepkimelere uygunlugu

artar.

> Immobilize enzimlerin 6zellikleri, hem enzim hem de tasiyici materyalin
Ozelliklerine baglhidir. Bu ikisi ile immobilize enzim kimyasal, biyokimyasal,

mekanik ve kinetik 6zellikler kazanir.

Enzimlerin immobilizasyonunun bu avantajlara ragmen asagida sayilan bazi

dezavantajlar1 da mevcuttur [104]:
> Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
» (Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlilig1 sinirhdir.
» Enzim tasiyicilarinin maliyeti yiiksektir.

Temel immobilizasyon yontemleri tutuklama ve ylizey immobilizasyonu olarak iki
ana gruba ayrilabilir. Baz1 hallerde hapsetme ve yiizey immobilizasyonu birlikte
kullanilir. En uygun immobilizasyon metodu ve destek materyalinin se¢imi, enzime
ve Ozel uygulamalara bagli olarak degisir destek materyalin se¢ciminde en onemli
kriter; destek materyalin baglama kapasitesidir. Bu da onun ylik yogunluguna,
fonksiyonel gruplarin 6zelligine, sudan etkilenmemesine baglidir [12].

Tutuklama immobilizasyonu enzimi kii¢lik bir hacimde durmaya zorlamaktir. Enzim
bulundugu ¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer matriks i¢indeki kafeslerde
gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gegirgen membranlarda da gergeklestirilebilir.
Polimer matrikse enzim hapsetme islemi i¢in Ca-alginat, karrajen, poliakrilamit ve
kollojen gibi polimerler matriks olarak kullanilirlar. Matriks tanecik membran veya
ipliksi yapida olabilir. Polimer matriks icinde immobilizasyon igin, enzim ¢ozeltisi
polimer ¢ozeltisi ile polimerlestirilmeden once karistirilir. Polimerlesme esnasinda
enzim molekiilleri polimere baglanmaz ama fiziksel olarak polimerin i¢inde kalir.
Sivi polimer- enzim karigimi ya uygun kaliplar kullanilarak, ya da uygun captaki
deliklerden akitilarak sekilli tanecikler haline getirilir.

Membranda hapsetme isleminde ise, enzim membranda sarilmistir. Enzim kimyasal
baglanma yapmadig1 i¢in (serbest oldugu i¢in) aktif merkezin yapisi bozulmaz.
Naylon, seliiloz, polisiilfon, poliakrilat yaygin olarak kullanilan membranlardir.
Biitiin yapilarda biiylik molekiil kiitleli enzimi tutabilen, substrati veya {iriinleri

gecirebilen yar1 gecirgen membran kullanilir. Membran tutuklamanin 6zel bir sekli
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mikrokapstillemedir.  Mikrokapsiillerin ~ biiyiikliigii 1-100 mikron arasinda
degismektedir.

Destek materyalinin ylizeyine enzim immobilizasyonu, “adsorpsiyon ve kovalent
baglama” olmak tlizere iki grupta incelenebilir. Adsorpsiyon, fiziksel adsorpsiyon ve
iyonik adsorpsiyon olmak tizere iki tiirlidir. Fiziksel adsorpsiyon, destek
taneciklerinin ylizeyi lizerine, enzimlerin Van Der Waals, hidrojen bag1 gibi zayif
fiziksel kuvvetlerle baglanmasidir. Adsorplanan enzimin aktif merkezi bu olaydan
etkilenmez, enzim serbest haldeki aktifligini korur. Ancak, enzim baglanmada rol
oynayan kuvvetlerin zayif olmasi nedeniyle desorpsiyona ugrar. Bu nedenle yontem
dayaniksiz bir yontemdir. Adsorplanan enzimler glutaraldehitle ¢apraz baglanma
yoluyla kararli hale getirilebilir. Enzim adsorpsiyonu i¢in kullanilan destek
materyaller aliimina, silika, por6z cam, seramik, bentonit gibi inorganik maddeler ya
da seliiloz, nisasta, aktif karbon gibi organik maddeler olabilir. Iyonik adsorpsiyon,
destek taneciklerinin ylizeyi iizerine, enzimlerin elektrostatik etkilesimlerle
baglanmasidir. Fiziksel adsorpsiyona gore daha etkin bir yontemdir. Enzim
immobilizasyonunu etkinlestirebilmek icin, destek materyalin yiizeyine kimyasal ya
da fiziksel 6n islemler uygulamak gerekebilir. Yontem, ylizey aktif suda ¢éziinmeyen
bir destek materyalinin enzim ¢6zeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisinin iyice
yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir.

Kovalent baglama yontemi, destek materyal iizerine enzimin kovalent olarak
baglanmasidir. Enzim molekiilleri destek materyaline amino, karboksil, hidroksil,
stilfidril gibi amino asit yan zincirlerinden baglanir. Kovalent baglanmay1 saglayan
gruplar aktif merkezdeki gruplar olmamalidir. Aktif merkezden kovalent baglanmay1
onlemek i¢in yaygin olarak kullanilan islem, aktif merkezi yarigsmali inhibitor ile
doyurmaktir. Destek materyal lizerindeki fonksiyonel gruplar genellikle aktive edilir.
Aktivasyon islemi i¢in siyanojen bromiir, karbodiimit ve glutaraldehit gibi kimyasal
reaktifler kullanilir. Enzim molekiillerinin birbirine glutaraldehit, hekzametilen
diamin, hekzametilen diazosiyanat, bisdiazobenzidin-2,2-distlilfonik asit gibi ¢apraz
baglayicilarla baglamasi da kovalent baglamanin bir bagka tiiriidiir. Bu iglem sonras1

enzimler birbirine ¢apraz baglanarak ¢oziinmez hale gelirler.
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2.3.1.1. Lipaz

Yaglarin hidrolizini saglayan lipaz, karboksilik ester hidrolazlar smifindan bir
enzimdir. Yag asitlerinin gliserol veya baska alkollerle yapmis oldugu ester baglarini
hidrolize ederler [105,106]. Lipazin etki sekli spesifiktir. Tri, di ve monogliseridleri

hidrolizlerler.

Lipazlar; hayvansal, bitkisel ve mikrobiyolojik kaynaklardan elde edilebilirler.
Memelilerde lipaz pankreas tarafindan sentezlenir. Bitkisel lipazlar; hint yagi, gene
otu gibi bitkilerin yaglh tohumlarinda bulunur. Mikroorganizma kaynakli lipazlar ise

bakteri, maya ve mantarlardan elde edilebilir.

Lipaz, suda eriyen bir enzim olup yaglarin ancak ylizeyine tesir eder. Emiilsifiye
olmus uzun zincirli trigliseridler {izerinde aktiflik gosterirler. Lipazin aktivitesi igin
pH onemlidir. Cok yiiksek sicaklik, pH degerlerine ve organik coziiciilere karsi
yiiksek kararliliga sahiptir. pH 9,0’da kararli, pH<4,0 oldugunda ise parcalanabilir.
Optimumu pH 8,0 olarak belirtilmistir. Lipazin maksimum aktivite gosterdigi
sicaklik araligr ise 30-40°C dir. Hayvanlar ve bitkilerden elde edilen lipazlar,
genellikle mikrobiyal kaynakli lipazlara gore daha az 1s1l kararlilik gosterir [107].

Lipazlar gida endiistrisinde, biyomedikal uygulamalarda, biyosensorler ve
pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayinde, ¢evresel atiklarin bertarafinda,

kozmetik ve parfiim sanayinde uygulama alanlar1 bulmaktadir.

Lipaz ayrica deri endiistrisinde ¢evresel olarak uygun olmayan ve ylizey aktif
maddeler iceren ¢oOziiciilere alternatif olarak kullanilir. Derinin su gecirmeme
Ozelligini azaltan gres yaginin ayrilmasini saglar. Derideki bu enzimatik iyilesme
araba camlarinin ve diger i¢ yiizeylerin sislenmesini azaltir. Ciinkii sislenmeye araba
icindeki deriden yayilan ve buharlasabilen organik bilesikler ve kimyasallar neden

olmaktadir [108].

Lipazlarin deterjan endiistrisinde en 6énemli uygulama alani ev, sanayide ¢amasir ve
bulasik yikama deterjanlarina katilmalaridir. Her sene tahmini olarak iiretilen
yaklasik 13.000.000 ton deterjana 1000 ton lipaz katilmaktadir. Deterjana suyun
eklenmesi ile birlikte deterjandaki lipaz, amilaz, selilaz ve proteaz enzimleri

deterjandaki kimyasal baglarin parcalanmasina katalizorliik yaparlar [109-111].
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Kagit endiistrisinde; iiretilen kagit hamurundan, trigliseridler ve balmumu olarak
adlandirilan agacin hidrofobik bilesenlerini ayirmak i¢in de lipaz kullanilir [110].
Parfiimlerin ana igerigini olusturan siirfaktanlar ve aroma {iiretimindeki aktiviteleri

nedeniyle kozmetik ve parfiim endiistrisinde de kullanilmaktadirlar [109].

Lipazlar; sindirim bozukluklarina iligkin ilaglarda etken madde olarak, atik sularin

aritilmasinda ve kirli borularin temizlenmesinde de kullanilirlar [107]..

2.3.1.2. Penisilin asilaz

Cok sayida yar1 sentetik antibiyotigin iiretiminde penisilin asilaz (PA) kullanilir. PA,
benzil-penisilin (Pen G) veya fenoksimetil-penisilin (Pen V)’i hidroliz ederek yari
sentetik  B-laktam antibiyotiklerinin iiretiminde Onciil olarak kullanilan 6-
aminopenisillanik asit (6-APA) iiretir. Penisilin asilaz (E.C 3.5.1.11) enzimi,
diinyada en yaygin kullanilan immobilize enzimdir. Peptit sentezi ve kiral
bilesiklerin rasemik karigimlarinin ayrilmasi gibi yararli biyodoniisiimlerde de

kullanilabilen penisilin asilaz endiistriyel olarak 6nemli rollere sahiptir [112].

2.3.2. Aminoasitler

Aminoasitler, proteinleri olusturan temel yap1 taglaridir. Bir aminoasit hem amin hem
de karboksil fonksiyonel gruplar iceren bir molekiildiir. Aminoasitlerin peptit
baglariyla u¢ uca eklenmesiyle olusturduklari kisa polimer zincirler peptid, uzun
polimer zincirler ise polipeptid veya protein olarak adlandirilirlar. Bir polipeptit
zincirdeki aminoasitler bir dehidrasyon tepkimesi sonucu olusan peptit bagi ile

birbirlerine baglanirlar.

Hiicre igerisinde ribozomlar, mRNA molekiillerini kalip olarak kullanarak
aminositleri u¢ uca ekleyerek proteinleri sentezlerler. Her proteinin kendisine has
ozelliklerinin olmasin1 saglayan 6zel aminoasit dizilimleri vardir. Proteinlerin
islevlerinin ¢ogu, kendisini olusturan aminoasitlerin 6zelliklerinin tayin edilmesiyle
anlagilabilir. Yan zincirlerin farkli kimyasal oOzellikleri proteinlerin ii¢ boyutlu

yapisini belirler ve dolayisiyla protein iglevine etki eder.

Polisakkaritler, niikleik asitler ve yaglar gibi biyolojik makromolekiillere benzer
sekilde, proteinler de canli organizmalarin temel bilesenlerindendir ve hiicrelerin
icindeki her siirecte yer alirlar. Cogu protein, biyokimyasal tepkimelerde katalizor

islevi olan enzimlerdir ve metabolizma igin yasamsal bir role sahiptir. Insandan
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virlise proteinlerin olusumunda en ¢ok kullanilan 20 ¢esit aminoasit vardir.
Proteinlerin yapisini olusturan 20 ¢esit aminoasit arasinda 10 tanesi temel
aminoasitler olarak adlandirilir. Bu aminoasitler insan viicudu tarafindan ihtiyaci
karsilayacak diizeyde sentezlenemedikleri i¢in disaridan beslenme yoluyla alimlari

zorunludur [113].

2.3.2.1. Alanin

Alanin 2-aminopropanoik asit olarak adlandirilir. En sik kullanilan aminoasittir.
Proteinlerin yaklasik olarak %7,8'1 alanin yapitaslarindan olusmaktadir. Alanin,
molekiiler yapist en basit olan alifatik amino asitlerden biridir. Alaninin yapisinda
bulunan a-karbon atomu yan zincir olarak bir metil (—CH3) grubuna baglanmistir.
Alanindeki metil grubu kimyasal olarak oldukca inaktif olmasi nedeniyle protein
fonksiyonunda ancak dolayli olarak katkida bulunabilir. Buna ragmen, ozellikle
karbon gibi apolar atomlarla hidrofobik baglar yapabilmesi sebebiyle, alanin substrat
taninmasinda ve enzim-substrat iliskisinin 6zgiil olmasinda rol oynayabilmektedir.
Hemen hemen tiim proteinler alanin i¢cermektedirler. Dolayisiyla protein igeren et,

stit, yumurta gibi genel besinler ayn1 zamanda zengin birer alanin kaynagidir [114].

2.3.2.2. Losin

Losin DNA tarafindan kodlanan 20 aminoasitten biridir. Izo 18sin ve 18sin
birbirlerinin izomeridirler. Beslenme agisindan 16sin disaridan alinmasi gerekli olan
bir aminoasittir. Losin proteinlerin yapisinda bulunan en yaygin aminoasittir.
Bebeklerin ve ¢ocuklarin optimal gelisimi ve yetigkinlerde nitrojen (azot) dengesi
icin gerekli bir besindir. Kaslarda proteinlerin sentezi ve yikiminda 6énemli bir rolii
oldugu diistiniilmektedir. Losin igeren ana besin kaynaklar1 tahillar, baklagiller ve siit

trtinleridir [115].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tez calismasi kapsamindaki hidrojellerin sentezinde ana polimer olarak kullanilan
kitosan, Acros Organics firmasindan temin edilmistir. Asetik asit, Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmis olup kitosan ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilmistir ve
%100 safliktadir. Capraz baglayici ajan olarak kullanilan glutaraldehit, Merck
firmasindan temin edilmis olup %50 safliktadir. Porcine pancreas lipaz enzimi,
AppliChem firmasindan, penisilin asilaz enzimi Gebze Ileri Yiiksek Teknoloji’den,
alanin ve 16sin aminoasitleri Giircistan Teknik Universitesi’den temin edilmistir.

Ayrica deneyler siiresince, laboratuar sartlarinda iiretilen deiyonize su kullanilmistir.

3.2. Ekipmanlar

Hassas Terazi, Sartorius, ED224S
Manyetik karistirict, IKA"RCT classic

Freeze-dryer, LABCONCO

vV V VYV V

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), Perkin Elmer Spectrum 100

FT-IR Spectrometer
Isil gravimetrik analiz (TGA), EXSTAR SII TG/DTA 6300
Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), EXSTAR SII DSC 7020

X Ism1 Kirinimi (XRD), Rigaku D/MAX-Ultima+/PC

vV Vv VY V

Taramali elektron mikroskobu (SEM), XL30 ESEM-FEG/EDAX
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3.3. Kitosan Bazh Hidrojellerin Hazirlanmasi

3.3.1. Saf kitosan hidrojellerinin sentezi

Kitosanin %5°lik ¢ozeltisi, %2’°lik seyreltik asetik asit ¢ozeltisinde oda sicakliginda
24 saat manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmistir. Kitosan, glutaraldehit
molar oram1 1:6 olacak sekilde %]1’lik glutaraldehit ¢ozeltisinin 8 mL’si kitosan
cozeltisine ilave edilmistir. Cozelti viskoz hale gelene kadar oda sicakliginda 30
dakika karistirilmistir. Reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Capraz
baglanmis kitosan hidrojeli su ile yikanarak reaksiyona girmeyen asir1 reaktan
sistemden uzaklastirilmistir. Hidrojel bir polistiren petri kabi i¢cine dokiilmiis ve
gece boyunca oda sicakliginda c¢oziiclisii uzaklastirilmigtir. Yar1 kuru haldeki
hidrojeller, freeze-dryer’da dondurularak kurutulmak suretiyle saf kitosan hidrojel

elde edilmistir.

H,N OH
2HO OH
O
CH,OH - HO OH
Kitosan N{~ CH,OH
O ’n
+ . HO
H >
o HO OH
N‘l CH,OH
H O’n
HO
/=0
H Kitosan hidrojeli
Glutaraldehit

Sekil 3.1 : Kitosan hidrojeli i¢in reaksiyon mekanizmasi.
3.3.2. Kitosan&lipaz ve kitosan&penisilin asilaz hidrojellerinin sentezi

Ayni sekilde, kitosanin %5°lik ¢ozeltisi %2’°lik seyreltik asetik asit ¢ozeltisinde oda
sicakliginda 24 saat manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmistir. 0,02; 0,04 ve
0,1 gibi farkli miktarlarda lipaz ve 0,2; 0,6 ve 1,0 gibi farkli miktarlarda penisilin
asilaz enzimleri kitosan ¢ozeltisine ilave edilmis ve 30 dakika karistirilmustir.
Kitosan glutaraldehit molar oram1 1:6 olacak sekilde, %1°lik glutaraldehit ¢ozeltisi

karigima ilave edilmis ve manyetik karistirict ile 30 dakika boyunca karistirilmistir.
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Capraz baglanmis kitosan&enzim hidrojelleri su ile yikanarak reaksiyona girmeyen
asir1 reaktan sistemden uzaklastirilmistir. Hidrojeller bir polistiren petri kabina
dokiilmiis ve oda sicakliginda gece boyunca ¢oziiciisii uzaklastirilmistir.  Yart kuru
haldeki  hidrojeller, freeze-dryer’da  dondurularak  kurutulmak  suretiyle
kitosan&enzim hidrojelleri elde edilmistir. Reaksiyon mekanizmalar1 Sekil 3.2°de

gosterilmistir.

HO OH
M lgrion

H,N OH
HO%H HZN HO
O n
Kitosan H

+

_—
H +
(@)
NFC MoH,0m
H,N Penisilin Asilaz Ha O'n
O o ege .
H

Sekil 3.2 : Kitosan&lipaz ve Kitosan&penisilin asilaz hidrojelleri i¢in reaksiyon
mekanizmasi.

Glutaraldehit

Sekil 3.2°de gosterilen her iki mekanizmada, kitosan ¢ozeltisine lipaz ve penisilin
asilaz enzimleri ayr1 ayr1 eklenmistir. Kitosan ¢ozeltisi ile her iki enzim herhangi bir
capraz baglanma olmadan sadece fiziksel adsorpsiyon ile birbirlerine zayif baglarla
(Van Der Waals ve hidrojen baglar1) baglanmistir. Sonrasinda ¢apraz baglayici ajan
olan glutaraldehit eklenerek c¢apraz baglanma gerceklestirilmistir. Glutaraldehitin
karboksil gruplar1 kitosanin ve enzimlerin amin gruplariyla schiff bazi reaksiyonuna

gore etkilesmektedir.

3.3.3. Kitosan&alanin ve kitosan&losin hidrojellerinin sentezi

Ayni sekilde, kitosanin %5°lik ¢ozeltisi %2’lik seyreltik asetik asit ¢ozeltisinde oda

sicakliginda 24 saat manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmistir. 0,2; 0,4 ve

1,0 gibi farkli miktarlarda alanin ve 16sin aminoasitleri kitosan g¢dzeltisine ilave

edilmis ve elde edilen karisim 30 dakika boyunca karigtirilmistir. %1°lik
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glutaraldehit ¢ozeltisi karisima ilave edilmis ve manyetik karistiricida karistirilmastir.
Kitosan&aminoasit hidrojelleri gerekli yikama islemlerinden sonra bir polistiren
petri kabina dokiilmiis ve oda sicakliginda gece boyunca ¢oziiciisli uzaklastirilmistir.
Sonrasinda freeze-dryer’da dondurularak kurutulmustur. Reaksiyon mekanizmalari

Sekil 3.3’te gosterilmistir.

HO OH
HN  OH o ) N[-CS—ICH OH
3Cx* oH Sla 2
HO OH NH, HO
O n @)
CH,OH Alanin I,
Kitosan H N-( OH
CHj
+ Kitosan&alanin hidrojeli
H +
O 0
HO OH
CH3NH, N CH,OH
O'’n
O . HO
H Losin
3 @)
Glutaraldehit N —|/"\OH
H CH(CH3),

Kitosan&l6sin hidrojeli

Sekil 3.3 : Kitosan&alanin ve kitosan&ldsin hidrojelleri i¢in reaksiyon mekanizmasi.

Sekil 3.3’teki mekanizmada, kitosan&lipaz ve kitosan&penisilin  asilaz
hidrojellerinde oldugu gibi kitosan ¢dzeltisine alanin ve 16sin aminoasitleri ayr1 ayri
eklenerek kitosan ile aminoasitler arasinda zayif baglar ile kurulmustur. Sonrasinda
glutaraldehit eklenerek c¢apraz baglanma gergeklestirilmis ve glutaraldehitin
karboksil gruplar ile kitosanin ve aminoasitlerin amin gruplari arasinda schiff baz

reaksiyonuna gore etkilesme saglanmustir.

3.4. Kitosan Bazh Hidrojellerin Karakterizasyonu

Hidrojellerin kinetik sisme 6lciimleri gravimetrik yontemle belirlenmistir. Oncelikle
hidrojel numunelerinin hassas terazide kuru agirliklart alinmistir. Her bir numune
farkli pH ortamlarma (pH 2,0; pH 7,0 ve pH 11,0) birakilmis ve 1 hafta boyunca

sisme ortamlarindan alinarak yas agirliklar1 kaydedilmistir. Hidrojeller tarafindan
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absorplanan sivi miktar1 sabitleninceye kadar oOl¢limlere devam edilmistir. Bu
degerlerden yola ¢ikarak her bir numune i¢in sisme %’si hidrojellerin kuru agirliklar:

temel alinarak Es.3.1’e gore hesaplanmustir.
% Sisme = (m¢ — my) : myx 100 @3.1)
Esitlikte; my, sismis hidrojelin t anindaki agirligi, my ise, hidrojelin kuru agirlhigidir.

Hidrojellerin kimyasal yapilarinin belirlenmesi amaciyla FT-IR analizleri, kristal
yapilarinin belirlenmesi amactyla da XRD analizleri yapilmistir. Hidrojel numuneleri
toz haline getirilerek disk tizerinde FT-IR spektrumlari alinmistir. Biitiin FT-IR
spektrumlar1 600-4000 cm™ dalga boyu arahiginda incelenmistir. XRD desenleri ise,

0-70° araliginda izlenmistir.

Hidrojellerin 1s1l analizleri TGA ve DSC ile yapilmis ve hidrojel numunelerinin
kiitlesinin, numunelerin sicaklifina ve zamana gore degisimi kontrollii atmosfer
altinda OSl¢iilmistiir. TGA analizleri 0-800°C, DSC analizleri ise 0-200°C sicaklik

araliklarinda ve azot atmosferinde 10-20°C/da 1sitma hiz1 ile gerceklestirilmistir.

Ayni zamanda yiizey/kesit 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla da SEM analizleri

yapilmustir. Bu analizlerle, hidrojellerin gézenek yapilar1 ve boyutlar1 incelenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Enzim ve Aminoasitlerle Modifiye Edilmis Hidrojellerin Karakterizasyonu
4.1.1. Enzimle modifiye edilmis hidrojellerin sisme davramislarinin incelenmesi

4.1.1.1. Hidrojellerin sisme davramislarina enzim miktarimin etkisi

Lipaz ve penisilin asilaz enzimlerinin farkli miktarlariyla hazirlanan kitosan&enzim
hidrojellerinin sisme davranigi 25°C’de deiyonize su ve farkli pH’larda ¢ozeltiler
kullanilarak incelenmis ve farkli enzim miktarlarinin sisme oranina etkisi

arastirilmistir.

Saf ve enzimli hidrojellerin 7 giin boyunca yapilan sisme deneylerinde, ilk giin
hidrojellerin sisme oranlar1 dengeye gelmis ve sonraki giinlerde sisme oranlarinda
belli bir artis gdzlenmemistir. Tiim enzim yiikli hidrojellerin 1 giin i¢indeki denge

sisme oranlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Saf kitosan hidrojeli ve enzimli hidrojellerin bir giin i¢indeki sisme

oranlari.
Sisme Oranlan (%)
Hidrojeller pH 2,0 pH7,0 pH11,0

Saf kitosan hidrojel 2881 2724 613

0,02 g lipaz/1,0 g kitosan 3283 1815 1431
0,04 g lipaz/1,0 g kitosan 3600 2363 1865
0,1 g lipaz/1,0 g kitosan 3374 2668 1681
0,2 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan 1800 1917 1740
0,6 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan 4883 3810 3091
1,0 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan 4100 3258 3500
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Lipaz enziminin degisen miktarlariyla hazirlanan kitosan&lipaz hidrojelleri
incelendiginde, pH 2,0’de 0,02 g lipaz enzimi ile hazirlanan kitosan hidrojelinin
sisme orani, %3238 iken, 0,04 g lipaz enzimi ile hazirlanan kitosan hidrojelinin
sisme orani, %3600 bulunmustur. Boylelikle, enzim miktar1 arttik¢a sisme oraninin
da arttig1 goriilmiistiir. Ancak enzim miktar1 0,1 g olan kitosan&lipaz hidrojelinin
sisme orani beklenene nazaran diigsmiis ve %3374 olarak tespit edilmistir. Bu durum,
yiiksek miktardaki enzim molekiilleri ile polimer zincirleri arasindaki capraz
baglanma reaksiyonlarinin yetersiz oldugu ve hidrojelin olusum mekanizmasinin
tamamlanamamas1 seklinde aciklanabilir. Ayrica, capraz baglanma ylizdesinin
yetersizliginden dolayi, enzim molekiilleri ile polimer zincirleri arasindaki zayif

etkilesimlerin de sisme oraninin azalmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Lipaz enzimli hidrojeller i¢in en yiiksek sisme oraninin 0,04 g lipaz/1,0 g kitosan

hidrojeline ait oldugu ve pH 2,0’de en iyi sonucu verdigi saptanmugtir.

Ayni durum penisilin asilaz enziminin degisen miktarlariyla hazirlanan kitosan
hidrojelleri i¢in de gecerlidir. Ayn1 pH degerinde; 0,2 g penisilin asilaz enzimi ile
hazirlanan kitosan hidrojelinin sisme orani, %1800 iken, 0,6 g penisilin asilaz enzimi
ile hazirlanan kitosan hidrojelinin sisme orani, %4883 olarak bulunmustur. 1,0 g
enzim miktari ile ¢alisildiginda yine sisme oraninda bir diisiis gozlenmis ve bu deger
%4100 olarak saptanmistir. Bu durumun, yliksek miktardaki enzim molekiilleri ile
polimer zincirleri arasindaki yetersiz ¢apraz baglanmaya ve enzim molekiilleri ve
polimer zincirleri arasindaki zayif etkilesimlerden dolay1 sisme oraninda diisilise

neden oldugu disiiniilmektedir.

Penisilin asilaz enzimli hidrojeller i¢in, pH 2,0’de en yiiksek sisme oranmin 0,6 g

penisilin asilaz/1,0 g kitosan hidrojeline ait oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1’e genel olarak bakildiginda, diisiik pH degerlerinde, 0,6 g penisiliz asilaz
enzimi ile hazirlanan kitosan hidrojellerin, 0,04 g lipaz enzimi ile hazirlanan kitosan

hidrojellerden daha yiiksek bir sisme orani sergiledigi goriilmektedir.

Bundan sonraki karakterizasyon ¢aligmalari, enzim igerigi deneylerle optimize
edilmis olarak 0,04 g lipaz/1,0 g kitosan ve 0,6 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan

hidrojelleri i¢in incelenmistir.
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4.1.1.2. Enzimli hidrojellerin sisme davramslarina pH’in etkisi

Enzim ile modifiye edilmis kitosan hidrojellerinin sisme davranigina pH’in etkisi
incelenirken, saf kitosan hidrojeli ile karsilagtirmali bir ¢alisma uygulanmistir. Bu
anlamda saf kitosan hidrojelinin degisen pH c¢ozeltilerindeki sisme davranisi

incelenmis ve 7 giin boyunca yapilan deney sonuglar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

4000 -
3500 -
3000 -

2500 < I
—=—pH 2,0

—a—pH7.0

2000 -
: | —&—pH 11,0

sme Orani

% Si

1500

1000 -

500 -

Zaman (Gin)

Sekil 4.1 : Saf kitosan hidrojelinin farkli pH ¢ozeltilerindeki sisme davranisi.

Sekil 4.1°de, saf kitosan hidrojellerinin sisme oranlarinin asidik ve notr ¢ozeltilerde
yaklasik ayn1 degerlere sahip oldugu ve diisiik pH degerlerinde ise kitosanin amino
gruplarinin protonlanmasina bagl olarak, sisme oraninin bazik c¢ozeltiden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. pH arttikga, amino gruplarinin deprotonasyonu ile
yikksek pH degerinde kitosan hidrojelinin hidrofobik karakter kazanmasiyla sisme
orant azalmistir. Diisiik pH’ta kitosan hidrojelinin en yiiksek sisme davranisi
gosterdigi saptanmistir. Diisiik pH’ta kitosanin amino gruplarinin protonlanmasi ve
polimer zincirleri i¢inde bu gruplarin birbirini itmesi ile polimer zincirleri i¢indeki

daralma meydana geldigi 6ngoriilmiistiir.

Saf kitosan hidrojellerinin 1. giinde sisme oranlar1 pH 2,0; pH 7,0 ve pH 11,0°de
sirastyla; 2881, 2724 ve 613 olarak; 2. giinde ise, ayn1 pH degerleri i¢in; 3115, 2874
ve 615 olarak bulunmustur. Bu degerlere gore, 1. gilinilin sonrasinda sigsme oranlarinin
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cok fazla degismedigi gozlenmis ve denge degerinin sabitlendigi noktaya yaklasildig

sonucuna varilmistir.

Literatiirdeki diger arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda, kitosan bazl farkli
hidrojellerin sisme oranlarinin degisen pH araliklarinda incelendigi goriilmistiir.
Glutaraldehit ile capraz baglanmis kitosan hidrojelleri ile yapilan bir ¢alismada,
hidrojellerin denge sisme oranlar1 25°C’de pH 2,0; pH 7,0 ve pH 11,0 degerlerindeki
cozeltilerde sirasiyla; %125, %75 ve %50 olarak bulunmus ve hidrojellerin denge
sisme oranlar karsilastirildiginda, asidik pH’taki sisme davraniglarinun bazik pH’a
gore daha iyi oldugu goriilmiistiir [116].

Yapilan diger bir bir caligmada kitosan-poliakrilamid hidrojelleri sentezlenmis ve
hidrojellerin pH 2,0; pH 7,0 ve pH 9,0 degerlerindeki ¢ozeltilerdeki denge sisme
oranlari sirastyla; %350, %275 ve %200 oldugu saptanmustir [117].

Literatiire kiyasla, kitosan bazli hidrojellerin tiim pH ortamlarinda ¢ok yiiksek sisme

oranlarina ulastig1 yapilan sisme deneylerinde goriilmiistiir.

0,04 g lipaz/1,0 g kitosan hidrojeline ait sisme davranist Sekil 4.2°de gosterilmistir. 7
giin boyunca siirdiiriilen sisme deneylerinde, 0,04 g lipaz miktariyla hazirlanan
kitosan hidrojellerinin degisen pH’larda cozeltiler i¢indeki sisme oranlari, ilk 24
saatlik periyotta yaklasik olarak sabit kaldigir goriilmiistiir. Dolayisiyla, tiim lipaz
yiiklii hidrojellerin 1 giin i¢cinde dengeye geldigi sdylenebilir.
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Sekil 4.2 : 0,04 g lipaz igeren kitosan&lipaz hidrojelinin farkli pH ¢6zeltilerindeki
sisme davranisi.

Sekil 4.2°de, 0,04 g lipaz enzimi ile hazirlanan kitosan hidrojelinin pH 2,0; pH 7,0 ve
pH 11,0’deki sisme oranlar1 sirasiyla, %3600, %2363 ve %1865 olarak bulunmustur.
Sisme deneylerinde, 0,04 g lipaz/1,0 g kitosan hidrojelinin diisiik pH’ta maksimum

sisme gosterdigi ve pH artik¢a yilizde sisme oranlarinin azaldigi saptanmastir.

Lipaz enziminin pH’mn 4,0’den daha diisik oldugu ortamlarda pargalanabilir
olmasindan ve enzimin pargalanmasi ile diisik pH degerlerindeki sisme ¢ozeltisi
icine geri diflize olmasindan kaynaklandigi ongoriilmektedir. Hidrojelden ayrilan
enzim ile hidrojelin molekiiler yapisinda g¢oklu porlarin olugmasi miimkiindiir.
Meydana gelen bu ¢oklu por yapilar ile hidrojelin su tutma kapasitesinde belirgin bir
artis izlendigi ongoriilmektedir.

0,6 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan hidrojeline ait sisme davranisi ise, Sekil 4.3°te
gosterilmigtir. Sisme deneyleri 7 giin boyunca siirdiiriilmiis ve 0,6 g penisiliz asilaz
ile hazirlanan kitosan hidrojelinin degisen pH degerlerindeki c¢ozeltilerdeki yiizde
sisme oranlarmin 1 gilinliik sisme siiresinden sonra yaklasik olarak sabit kaldigi

gorilmiistiir.
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Sekil 4.3 : 0,6 g penisilin asilaz igeren kitosan&penisilin asilaz hidrojelinin farkli
pH ¢ozeltilerindeki sisme davranisi.

Sekil 4.3°te, 0,6 g penisilin asilaz enzimi ile hazirlanan kitosan hidrojelinin pH 2,0;
pH 7,0 ve pH 11,0’deki sisme oranlart sirasiyla; %4883, %3810 ve %3091 olarak
bulunmustur. Diisiik pH’ta maksimum sisme gosteren 0,6 g penisilin asilaz/1,0 g

kitosan hidrojelinin pH arttik¢a sisme oraninin azaldig1 gortilmektedir.

0,04 g lipaz/1,0 g kitosan ve 0,6 penisilin asilaz/1,0 g kitosan hidrojellerinin denge

sisme % ’leri saf kitosan hidrojeli ile karsilastirmali olarak Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 : Saf kitosan hidrojeli ve enzimli hidrojellerin denge sisme yilizdeleri.

Denge Sisme Yiizdesi (%S)

Hidrojeller
pH 2,0 pH 7,0 pH 11,0
Saf kitosan hidrojel 3661 3386 856
Kitosan&lipaz hidrojel (0,04 g 4014 3489 2109
lipaz/1,0g kitosan)
Kitosan&penisilin asilaz hidrojel (0,6 g 5466 5035 3691

penisilin asilaz/1,0 g kitosan)

Cizelge 4.2°ye gore, tiim enzimli hidrojeller i¢in diisiik pH degerlerinde maksimum
sisme oranlar1 gozlenmis, pH arttikca sisme %’lerinin azaldigi saptanmigtir. Tim
hidrojellerin diisiik pH’ta en iyi sisme %’ne sahip oldugu goriilmektedir. Tim
hidrojellerin pH 2,0°deki sisme %’leri sirasiyla; %3661, %4014 ve %5466 olarak
saptanmigtir. Bu durumda, pH 2,0°de en iyi sisme %’nin 0,6 g penisilin asilaz/1,0 g
kitosan hidrojeline ait oldugu goriilmekte 0,6 g penisilin asilaz enzimi ile hazirlanan
kitosan hidrojelinin diger pH ¢ozeltilerinde de ayni1 yiliksek orana sahip oldugu agikca

gOriilmiistiir.

4.1.2. Aminoasitle modifiye edilmis hidrojellerin sisme davramislarinin

incelenmesi

4.1.2.1. Hidrojellerin sisme davramislarina aminoasit miktarinin etkisi

Alanin ve 16sin aminoasitlerinin farkli miktarlariyla hazirlanan kitosan hidrojellerinin
sisme davranist 25°C’de deiyonize su ve farkli pH’larda ¢ozeltiler kullanilarak
incelenmigtir. 0,2 aminoasit/1,0 g kitosan, 0,4 aminoasit/1,0 g kitosan ve 1,0 g
aminoasit/1,0 g kitosan miktarlariyla calisilmis ve farkli aminoasit miktarlarinin

sisme oranina etkisi arastirilmistir.

Tiim aminoasit yiiklii hidrojellerin iki giin i¢indeki sisme oranlar1 Cizelge 4.3°te

verilmistir.
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Cizelge 4.3: Aminoasitli hidrojellerin iki giin i¢indeki denge sisme oranlari.

Sisme oram (%)

Sisme oram (%)

Sisme oram (%)

0,2 g alanin/1,0g 0,4 g alanin/1,0 g 1,0 g alanin/1,0 g
kitosan kitosan kitosan
pH 2,0 7,0 11,0 20 7,0 11,0 2,0 7,0 11,0
l.giin 7188 1767 1370 4350 3870 356 13316 25940 985
2.giin 7683 1863 1468 8990 6844 993 13718 25960 1051
Sisme orani (%) Sisme orani (%) Sisme orani (%)
0,2 g losin/1,0 g 0,4 g losin/1,0 g 1,0 g 16sin/1,0 g
kitosan kitosan kitosan
pH 20 7,0 11,0 20 7,0 11,0 2,0 7,0 11,0
1. giin 206 1621 969 3470 2900 420 6153 4858 688
2.giin 3187 1853 1207 6232 5086 729 7846 6049 898

Cizelge 4.3’ten gorildiigii gibi, tim hidrojellerin 2 giin boyunca izlenen sisme
oranlarinin pH arttikca azaldigi saptanmustir. Ayrica, hidrojellerin sisme siiresi
arttik¢a, hidrojellerin sisme oraninda da artis goriilmiistiir. Tiim hidrojeller, kitosan
zincirleri i¢indeki amino gruplari arasindaki hidrojen baglarmin birlegsmesi ve
ayrismasina bagli olarak zamana duyarli bir sisme davramist gosterdigi
diistiniilmektedir. Tiim hidrojeller diisiik pH’ta maksimum sisme gostermistir. pH
2,0’de 2 giin boyunca yapilan sisme deneylerinde, 1,0 g aminoasit/1,0 g kitosan
iceren kitosan&alanin ve kitosan&losin hidrojelleri maksimum sisme Ozelligi
gosterirken, 0,4 g aminoasit/1,0 g kitosan ve 0,2 g aminoasit/1,0 g kitosan igeren

kitosan&alanin ve kitosan&ldsin igeren hidrojellerin takip ettigi gorilmiistiir.

1,0 g aminoasit/1,0 g kitosan iceren hidrojeller i¢in iki giin i¢inde en yiiksek sisme
orani bulunmasina ragmen, iki giin sonrasinda hidrojellerin suda pargalara ayrilarak
gevsek ve kararsiz bir yapr olusturduklart tespit edilmistir. Bu durum yiiksek
miktardaki aminoasit molekiilleri ile polimer zincirlerinin c¢apraz reaksiyonunun
yetersiz oldugu fikri ile agiklanabilir. Ayrica bu ¢apraz baglanma miktariin diisiik
olmasi, kitosan&alanin ve kitosan&ldsin hidrojellerinin mekanik olarak ¢ok zayif
hale gelmesinden ve polimer zincirleri arasindaki zayif etkilesimlerden
kaynaklandigr sonucuna varilmistir. 1,0 g aminoasit/1,0 g kitosan iceren her iki

kitosan&aminoasit hidrojellerin sisme oranlarinda pH 7,0’a kadar onemli bir
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degisiklik olmadigr ancak sisme oranlarmin pH 7,0’nin istiinde biiyiik olgiide

azaldig1 goriilmiistiir.

Bu durum, diisiik pH’ta kitosan&aminoasit hidrojellerinin amino gruplarinin
protonlanmasi ve polimer zincirleri i¢indeki bu protonlanmis gruplarin birbirini
itmesi seklinde agiklanmistir. pH arttik¢a, ayn1 amino gruplari deprotone olmus ve

polimer zincirleri i¢indeki itme azalmistir.

Aminoaistler gibi yiiksek su tutma kapasitesili jel olusumunu saglayan yapilarin
hidrojel icersindeki bulunma miktarlarinin arttirilmasi ile sisme degerlerinin once
arttig1 daha sonra diistiigii diger ¢aligmalarda gosterilmistir. Bunun sebebi, aminoasit
miktarinin yiksek degerlere artmasinin, iyonlasmayi zorlastirmasi ve giderek

hidrofobik etkilerin baskin hale gelmesi olarak dngdriilmiistiir.

Kullanilan az miktarlardaki aminoasitin ise iyonlagmasi kolay oldugundan yap1
hidrofilik bir karekter alirken, yapiya yiiksek miktardaki aminoasitten kaynakli
karboksilik asit gruplarinin iyonlagmasi, elektrostatik kuvvetlerin azalmasi
dolayisiyla zorlasmakta ve yapi hidrofobik bir karekter kazanmaktadir. Bu nedenle
makromolekiiler zincirde gevsemeler azalmakta boylelikle sisme degerlerinde

azalma kaydedilmektedir .

0,4 g aminoasit/1,0 g kitosan ile hazirlanan kitosan&alanin ve kitosan&losin
hidrojellerinin 2 giin i¢inde denge sisme oraninda belirgin bir artis gostermesine
karsin, 0,2 g aminoasit ile hazirlanan hidrojellerin sisme oranlarinda belirgin bir artis
saptanmamustir. Jellesme oranlarinin  diismesi, yapida beklenenden daha az
aminoasitin yer almasindan kaynaklidir ve bu nedenle sisme degerlerinde de
beklenen artiglar gozlenememistir. Aminoasit miktarmin diisiik olmasi, yapinin
hidrofilik karekteri ile hidrofobik karekteri arasinda bir denge olusturmus ve bu da

hidrojelin beklenen sisme degerini gdstermemesine neden olmustur.

Bundan sonraki karakterizasyon g¢aligmalari, aminoasit igerigi deneylerle optimize
edilmis olarak 0,4 g aminoasit/1,0 g kitosan hidrojelleri i¢in incelenmistir.

4.1.2.2. Aminoasitli hidrojellerin sisme davranislarina pH’1n etkisi

Kitosan&alanin ve kitosan&ldsin hidrojellerinin sisme davranigina pH’in etkisi

incelenirken, saf kitosan hidrojeli ile karsilagtirmali bir ¢calisma uygulanmistir.
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0,4 g aminoasit/1,0 g kitosan iceren aminoasitle hazirlanan kitosan&alanin ve
kitosan&losin  hidrojellerinin  sisme davranist  Sekil 4.4’te ve Sekil 4.5°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4 : 0,4 g alanin iceren kitosan&alanin hidrojelinin farkli pH ¢6zeltilerindeki
sisme davranisi.

Her iki sekilde, sisme belirli bir seviyeye kadar zamanla artmis, sonrasinda sisme ve
biiziilme arasindaki denge seviyesinde stabil kaldig1 izlenmistir. Asidik ortam i¢inde
kitosan&alanin ve kitosan&Idsin hidrojelleri daha yiiksek sisme degerlerine sahiptir.
Ag yapilarinin olas1 bozulmasi ile bu durumun ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmstir.
Diger taraftan, alkali ve notr pH’larda hidrojellerin sisme davraniginin belirgin

sekilde azaldig1 saptanmistir.
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Sekil 4.5 : 0,4 g 16sin iceren kitosan&losin hidrojelinin farkli pH ¢ozeltilerindeki
sisme davranisi.

Sekil 4.5°te, kitosan&l6sin hidrojelinin, kitosan&alanin hidrojelinden daha az sisme
davranigi gosterdigi goriilmiistir. Bu durumun alanin ve 16sinin kimyasal
yapilarindan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Losin, yapisindaki alifatik izobutil yan
zinciri nedeniyle hidrofobik bir amino asit olarak smiflandirilir. Alanin ise
yapisindaki a-karbon atomu ile reaktif olmayan bir metil grubuna sahiptir. Losinin
yapisindaki metil gruplarinin varligi nedeniyle, alaninden daha fazla sterik etki
gosterir. Bu nedenle, sterik etkiden dolayi alanindeki metil gruplarinin kolaylikla

hidrojel sistemine niifus ettigi sonucuna varilmistir.

0,4 g aminoasit/1,0 g kitosan igeren kitosan&alanin ve kitosan&losin hidrojellerinin
degisen pH degerlerindeki ¢ozeltiler icindeki denge sisme miktarlar1 saf kitosan
hidrojeli ile karsilastirmali olarak Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Hidrojeller pH 2,0;
pH 7,0 ve pH 11,0 degerlerindeki c¢ozeltilerinde 25°C’de maksimum sisme
gosterecek sekilde sisme davraniglarinin incelenmesi amaciyla 7 gilin boyunca

izlenmis ve denge halindeki sisme degerleri tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4 : Saf kitosan hidrojeli ve aminoasitli hidrojellerin denge sisme yiizdeleri.

Denge Sisme Yiizdesi (%S)

Hidrojeller
pH 2,0 pH 7,0 pH 11,0
Saf kitosan hidrojel 3661 3386 856
Kitosan&alanin hidrojel (0,4 g aminoasit/1,0 8990 6844 993
g kitosan)
Kitosan&losin hidrojel (0,4 g aminoasit/1,0 g 7846 6049 898
kitosan)

Cizelge 4.4’ten gorildiigii gibi, tiim hidrojeller diisik pH’ta maksimum sisme
gostermis ve pH arttikga denge sisme yiizdesinde belirgin bir azalma saptanmustir.
pH 2,0 degerindeki ¢iozeltide, 0,4 g aminoasit iceren kitosan&alanin hidrojeli i¢in
elde edilebilir maksimum sismenin %8990; 0,4 g aminoasit iceren kitosan&ldsin
hidrojeli i¢in %7846 ve saf kitosan hidrojeli i¢in ise %3661 oldugu tespit edilmistir.
7 gilin boyunca yapilan sisme davranisi deneylerinde, biitiin pH degerleri i¢in 0,4 g
aminoasit ile hazirlanan kitosan&alanin hidrojeli, saf kitosan hidrojeline ve 0,4 g
aminoasit ile hazirlanan kitosan&l6sin hidrojeline gore daha fazla sisme gostermistir.

Bu durumun aminoasitlerin yapisal farkliliklarindan kaynakli oldugu 6ngoriilmiistiir.

Yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda, saf kitosan hidrojeline oranla enzim ve
aminoasitlerle modifiye edilmis olan hidrojellerin sisme oranlarinda belirgin bir artis
olusturuldugu saptanmistir. Bilindigi gibi, bir jelin hidrojel olabilmesi i¢in yapisinda
—OH, -NH,, -COOH, —COOR vb. gibi polar ve hidrofilik fonksiyonel gruplari
icermesi gerekmektedir [118,119]. Bu gruplar su ile etkileserek hidrojen baglarin
olusturmaktadir. Bagli duruma gegen su ile ¢evrilen hidrofilik gruplardan dolay: jelin
hacmi ve Kkiitlesi artmakta ve jel sismeye baslamaktadir. Bir jeldeki hidrofilik
gruplarin fazlalif1 sismeyi daha da arttirmaktadir [120]. Dolayisiyla kitosan bazli
hidrojellerin i¢ine enzim ve aminoasit molekiilerinin katilmasi ile hidrojellerin
yapisindaki —NH,;, —COOH gruplarinin sayis1 arttigindan hidrojellerin sisme

miktarlar belirgin sekilde artmustir.
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4.2. Enzim Ve Aminoasitlerle Modifiye Edilmis Hidrojellerin Yapisal Analizi

0,04 g lipaz/1,0 g kitosan igeren kitosan&lipaz ve 0,6 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan
iceren kitosan&penisilin asilaz hidrojellerine ait FT-IR spektrumlar Sekil 4.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6 : Saf kitosan hidrojeli ve enzimli hidrojellerin FT-IR spektrumlari.

Saf kitosan hidrojelinin spektumunda, yaklasik olarak 3400 cm™’de hidroksil
gruplarinin —OH gerilme titresimlerine ait bir absorpsiyon piki ve 2800 cm™’de
kitosanin C—H baglarinin asimetrik gerilmesine ait bir absorpsiyon piki goriilmiistiir.
—C=0 gerilme grubu ve glutaraldehit molekiillerinin deformasyon egilmesi nedeniyle
1630 cm™ ve 1580 cm™’de iki absorpsiyon piki izlenmistir. 1080 cm™’deki genis pik

C-O gerilme titresimini ifade etmektedir.

Enzim ile modifiye edilmis hidrojellerin FT-IR analizi sonuglarindan elde edilen
spekturumlar degerlendirildiginde, her iki enzimle de modifiye edilen hidrojeller i¢in

en belirgin olarak 1000 cm™ piklerinin C-N baglarma, 1400 cm™’deki pikin C—H
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bagma, 1550 cm” ve yaklasik olarak 1600 cm™’deki piklerinin ise sirasiyla;
enzimlerin N—H (amid II) ve -C=0 (amid I) baglarma ait oldugu gorilmistiir.
Spektrumda son olarak en belirgin sekilde ortaya c¢ikan 2900 cm™ piki C-H

grubunun asimetrik esnemesinden ileri gelmektedir.

Lipaz enzimi ile yapilan literatiir ¢alismasinda; lipaz enziminin etilendiamin ve
glutaraldehit ile fonksiyonlandirilmis gozenekli aktif karbona immobilizasyonunda,

! frekansinda amid I bagi ve 3431 cm’

lipazin FT-IR spektrumunda, 629 cm’
frekansinda ise ikincil amin bagi gozenekli aktif karbon FT-IR spektrumunda,
1628,57 cm™ frekansinda immobilize enzimin amid I bag: goriilmiistiir. Keton ve
aldehit gruplarinin 1700 cm™ frekansindaki C—O gerilme titresimlerine ait olan pikin
fonksiyonalize gozenekli aktif karbonun aldehit grubuyla enzimin NH, grubunun
baglanmasindan dolayr maskelendigi sonucuna varilmustir. Ikincil aminin N-H
gerilme titresimine ait pik 3382 cm™’de gozlenmistir. Diisiik frekans bolgesine amid

I ve ikincil amin bagimin kaymasi aktif karbon {izerine lipazin fiziksel adsorpsiyon ve

ardindan kovalent baglanama ile tutunmasinin bir sonucu olarak a¢iklanmistir [121].

Penisilin asilaz ile yapilan bir ¢alismada ise; penisilin asilaz ile immobilize edilmis
polivinil kloriir membranlarin FT-IR spektrumunda, enzim immobilizasyonu ile
enzim i¢indeki NH, gruplarinin artmasiyla 3392 cm™’de genis bir pik verdigi ve
glutaraldehitin -C=0 gruplarinm NH, gruplariyla reaksiyonundan ile 1720 cm™’de
yogunlugun azaldigi gorilmiistiir. Bu durum immobilizasyonun basar1 ile

gerceklestigi seklinde agiklanmistir [122].

Benzer sekilde, saf kitosanin, 0,4 g aminoasit i¢eren kitosan&alanin ve kitosan&ldsin

hidrojellerinin FT-IR spektrumu Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7 : Saf kitosan hidrojeli ve aminoasitli hidrojellerin FT-IR spektrumlari.

Kitosan&alanin hidrojellerinin spektrumunda, 2927 cm™’de ve kitosan&ldsin
hidrojellerinin spekturumunda ise, 2957 cm'’de C-H grubunun asimetrik
esnemesinden kaynaklanan genis bir bant goriilmustiir. Her iki aminoasit molekdilii
icin 1630 cm™ ve 1580 cm™*de iki bant gbzlenmis ve tiim bu bantlar —-C=0 gerilme
titresimleri ile iliskilendirilmistir. Alanin ve 15sin molekiillerinde, 1300 cm™ ve
1200 cm™ frekans araliginda, 1164 em™, 1247 em™ ve 1271 em™ ve 1288 cm™’deki
bantlar sirasiyla C-O ve C-O-H egilme titresimlerini temsil etmektedir. Her iki
aminoasit molekiiliinde, yaklasik olarak 1124 cm™*de C-N gruplarinin esnemesinden

kaynaklanan tek bir pik goriilmustiir.

Alanin ile yapilan literatliir ¢alismasinda; c¢inko tiyoiire siilfat kristaline alanin
katildiginda, saf kristalde N-H, C=S ve N—C—N gerilme titresimleri goriilmiis, alanin
katkili ¢inko tiyo iire siilfat kristali ile karsilastirildiginda, karakteristik titresim
frekanslarinin kaydigi goriismistiir. Boylelikle, kristal i¢inde alanin katkisi teyit

edilmistir [123].
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4.3. Enzim ve Aminoasitlerle Modifiye Edilmis Hidrojellerin Isil Analizi

0,04 g lipaz/1,0 g kitosan igeren kitosan&lipaz ve 0,6 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan

igeren kitosan&penisilin asilaz hidrojellerine ait TGA termogramlar1 Sekil 4.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.8: Saf kitosan hidrojeli ve enzimli hidrojellerin TGA termogramlari.

Sekil 4.8’deki TGA termogramlarma gore, her iki enzimin kullanilmas: ile elde
edilen hidrojellerin baslangic 1s1l bozunma sicakliklarinda ve agirliklarinin %50’sini
kaybettikleri sicakliklarinda saf hidrojele gore belirgin bir diisiis gézlenmistir. Enzim
ile modifiye edilen hidrojellerin agirliklarinin  %50’sini  kaybettikleri sicaklik
degerleri her iki enzimli hidrojel igin yaklasik olarak 280°C iken, saf kitosan
hidrojelinde bu deger yaklasik 400°C’dir. Bu durum hidrojellere katilan enzimin
protein yapisinin 1sil islemler esnasinda denatiire olmasindan kaynaklanmaktadir.
Dolayisiyla kullanilan enzimlerin kitosan polimerinin bozunma hizim1 arttirdigi
sOylenebilir. Enzimlerin bu etkisinden dolayr da, yaklasik olarak 430°C’den sonra

enzimli hidrojellerde herhangi bir agirlik kaybinin olmadigi ancak saf kitosan
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hidrojelinin hala bozunmaya devam ettigi ve enzimli hidrojellerin kalinti miktarinin

saf kitosan hidrojeline gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Lipaz enzimi ile yapilan literatiir ¢calismasinda; lipaz immobilize edilmis amorf
zirkonyum fosfatin TGA termograminda, 30°C ve 100°C sicaklik araliginda suyun
ve lipazin organik yapisinin ortadan kalkmasi nedeniyle maksimum agirlik kaybinin

%22 oldugu bulunmustur [124].

Penisilin asilaz enzimi ile yapilan bir ¢alismada ise; polivinil kloriir membranlarin
TGA termogramlarinda, 2 bozunma adimi bulunmustur. ilk bozunmanin 374°C’de
C—Cl bagmnn, ikinci bozunmanin ise; 591°C’de etilen baginin kopmasindan
kaynaklandig1r goriilmiistiir. Penisilin asilaz immobilize edilmis polivinil kloriir
membranlarin TGA termogramlarinda; nem kaybinin, enzim i¢indeki mevcut NH;
gruplarindan dolay tekrar ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Ote yandan, C-Cl baginin

kirilmastyla meydana gelen bozunmanin 386°C’ye kaymasinin nedeni olarak enzim

ile immobilize edilen membranin daha kararli bir yapiya gelmesi gosterilmistir [122].

Saf kitosan, kitosan&alanin ve kitosan&losin hidrojellerinin TGA termogramlari

Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9 : Saf kitosan hidrojeli ve aminoasitli hidrojellerin TGA termogramlari.
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TGA termogramlar1 ile aminoasit iceren hidrojellerin saf kitosan hidrojeli ile
karsilastirildiginda, aminoasitli hidrojellerin 30-420°C sicaklik araliginda biraz daha
hizl1 bir oranda bozuldugu tespit edilmistir. Bu hidrojeller i¢in, belirtilen sicaklik
araligindaki kiitle kaybinin, suyun ¢ikarilmasindan ve bazi zayif bagli aminoasitlerin
bozulmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Yaklasik olarak 430°C’den sonra
aminoasitli hidrojellerin agirlik kaybinda herhangi bir azalma goriilmemis ve bu
hidrojellerin saf kitosan hidrojeline gore daha az kalinti miktar1 biraktigi

saptanmistir.

Alanin ile yapilan literatiir ¢caligsmasinda; saf potasyum dihidrojen fosfat kristalinin
TGA termograminda, yaklasitk 230°C’den sonra ugucu maddelerin ortamdan
uzaklagmasiyla agirlik kaybinin bagladigi goriilmiistiir. Alanin katkili dihidrojen
fosfat kristalinin TGA termograminda ise, maksimum agrlik kaybinin 205-365°C
araliginda gergeklestigi saptanmistir. Ayrica termogramda kristalin 900°C’ye kadar

1sitilmasinin herhangi bir agirlik kaybina neden olmadig1 sonucuna varimistir [125].

Losin ile yapilan bir calismadaki TGA analizleri incelendiginde ise, 18sin katkili
amorf salbutamol siilfatin TGA termograminda, baslangi¢ bozunma sicakligininin
yaklasik olarak 140°C’de oldugu ve 130-205°C sicaklik araliginda salbutamolun
bozundugu goriilmiistiir. Losin igerigi ile genel kiitle kaybinin arttigi ve 191-217°C
sicaklik araliginda kiitle kaybinin en yogun oldugu saptanmustir [126].

Saf kitosan, kitosan&lipaz ve kitosan&penisilin asilaz hidrojellerinin DSC egrileri

Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10 : Saf kitosan hidrojeli ve enzimli hidrojellerin DSC egrileri.

Tiim hidrojellerin DSC analizleri inert N, atmosferinde 0°C ve 200°C sicakliklar
arasinda yapilmistir. DSC analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, saf kitosan
hidrojeline ait 150°C’den sonra goriilen genis endotermik pikin, saf kitosan
hidrojelinin Tg degeri oldugu saptanmistir. Kitosan&lipaz hidrojeli i¢in Tg degerinin
yaklasik olarak 100°C ve kitosan&penisilin asilaz hidrojeli i¢in ise Tg degerinin

yaklasik olarak 75°C oldugu goriilmiistiir.

Saf kitosana oranla enzimle modifiye edilmis hidrojellerin Tg degerlerinde meydana
gelen bu diisiis, enzim molekiillerinin kitosan ve gluteraldehit molekiilleri ile gii¢lii
bir bag yapmasindan kaynaklanmistir. Endotermik piklerin, daha diisiik sicakliklara
dogru kaymasi, enzim ilavesi ile polimerik zincir hareketliliginin artmasindan ve
polimer zincirlerinin yeniden diizenlenmesi ile hidrojellerin cams1 gegis sicakliginin

azalmasi ile agiklanabilir.

Saf kitosan, kitosan&alanin ve kitosan&ldsin hidrojellerinin DSC egrileri Sekil

4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11 : Saf kitosan hidrojeli ve aminoasitli hidrojellerin DSC egrileri.

Sekil 4.11°e gore, kitosan&aminoasit hidrojellerinin DSC egrileri, saf kitosan
hidrojeli ile ayni egilimi vermistir. Kitosan&alanin ve kitosan&ldsin hidrojelleri,
yaklasik olarak 98°C’de genis bir endotermik pik gdstermistir ve bu pik
kitosan&alanin hidrojeli i¢in Tg degeridir. Kitosan&ldsin i¢in ise, bu degerin 110°C

oldugu goriilmiistiir.

Endotermik piklerin, saf kitosan hidrojelinden oranla aminoasit icerenlerle daha
diisiik sicakliklara dogru kaydigi saptanmistir. Bu durum, aminoasit igerigi ile saf
kitosan hidrojelinin hareketliliginin artmasindan dolay1 hidrojellerin camsi gegis

sicakliginin azalmasi ile agiklanabilir.

Her iki aminoasit molekiilii icin Tg degerleri farkli noktalarda ortaya ¢ikmistir. Bu
durum, alaninde bir a—karbon atomu ile sinirlandirilmis reaktif olmayan bir metil
grubu (—CH3) var olurken, 16sinde eklenen metil gruplar yiiziinden zincirlerin ¢apraz
baglayic1 ile baglandiginda polimer zincirlerinin hareketlerinin smirlanmast ve

boylelikle kitosan&l6sin hidrojeli i¢in Tg degerinin artmas1 seklinde agiklanabilir.
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Literatiirde alanin ile yapilan bir ¢alismada; alanin katkili ¢inko tiiyoiire siilfatin inert
azot atmosferinde 40-220°C sicaklik araliginda yapilan DSC analizinde 40-183,93°C
sicaklik araliginda malzeme i¢in herhangi bir faz gec¢isinin olmadigi tespit edilmistir
[123].

Losin ile yapilan ¢alismalarda DSC analizleri incelendiginde, 16sin katkili salbutamol
stilfatin amino gruplar ile 16sinin karboksilik asidi arasindaki hidrojen baglarinin
nispeten diisiik sicakliklarda (210-230°C) kirildig1 gézlenmistir. 50-115°C sicaklik
araliginda suyun buharlastigt ve 200-235°C sicaklik aralifinda ise Ildsinin
stiblimlestigi gorilmistiir [126].

44. Enzim Ve Aminoasitlerle Modifiye Edilmis Hidrojellerin Yapisal

Morfolojisi

Lipaz ve penisilin asilaz enzimlerinin eklenmesinin saf kitosan hidrojelinde meydana

getirdigi yapisal morfolojik degisiklikler Sekil 4.12’de sunulmustur.
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Sekil 4.12 : Saf kitosan hidrojeli ve enzimli hidrojellerin XRD spektrumlari.
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Saf kitosan, kitosan&lipaz ve kitosan&penisilin asilaz hidrojellerinin XRD desenleri
incelendiginde; saf kitosan hidrojelinin 26=10-70° arasinda iki 6zel kristal pik
verdigi goriilmistiir. Daha Once belirtildigi gibi, saf kitosan hidrojeli, hidrojelin
polimorf yapisina ait piklerle ¢akisan 26=10,4° ve 20,4°’de karakteristik pikler
gosterir. Kitosan&lipaz hidrojelinde, 20=22° ve kitosan&penisilin asilaz hidrojelinde
ise, 26=23°"de iki kirmim piki goriilmiistiir. Bu kristal piklerin lipaz ve penisilin

asilaz enzimlerinin komplek yapisini temsil ettigi sonucuna varilmastir.

Literatiirde lipaz enzimi ile yapilan XRD analizi ¢alismasinda; etilendiamin ve
glutaraldehit ile fonksiyonlandirilmis gozenekli aktif karbonun XRD desenlerinde,
etilendiamin ve glutaraldehitten kaynaklanan 20= 11,5; 12,7; 13,5; 18,89; 19,59;
26,48; 27,3 ve 33,7° degerlerinde yeni pikler gbzlenmis ve lipaz immobilize edilmis
fonksiyonalize gozenekli aktif karbonun XRD desenlerinde ise; 26= 32° ve °35
arasindaki degerlerinde lipaz pikinin kristal yapist gorilmistir. Bu sonug
fonksiyonalize gozenekli aktif karbon {izerine lipazin immobilize edildigini

kanitlamistir [121].
Kitosan hidrojeline alanin ve 16sin aminoasitlerinin eklenmesinin saf kitosan
hidrojelinde meydana getirdigi yapisal morfolojik degisiklikler Sekil 4.13’te

gosterilmistir.

saf kitosan hidrojel

Siddet

kitosan & 16sin hidrojel

ML_
=
L. - Ty

-
" o
L O ..
e b o & FL )

B g —

10 20 30 40 50 60 70
2 Teta

Sekil 4.13 : Saf kitosan hidrojeli ve aminoasitli hidrojellerin XRD spekturumlari.
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Saf kitosan, kitosan&alanin ve kitosan&ldsin hidrojellerinin  XRD desenleri
incelendiginde; sirastyla, 20 =5°, 20° ve 23° ve 28° ve 26=5° ve 22°°de ¢ok onemli
kirmim pikleri goriilmiistiir. Bu kristal pikler, aminoasitlerin kristal ve /veya fi¢
boyutlu kompleks yapilarini temsil eder. Buradan, hidrojelin polimerik yapisi i¢inde

aminoasitlerin bulundugu sonucuna varilmistir.

Losin enzimi ile yapilan bir c¢alismada ise; saf salbutamol partikiillerinin XRD
desenlerinde, partikiillerin amorf yapida oldugu ama kristalligini gésteren bir kirilma
noktasiin bulundugu tespit edilmistir. Bunun yaninda 16sin katkili salbutamol
partikiillerinin yapisinin ¢ogunlukla amorf oldugu, partikiillerin XRD desenlerindeki
diiz spektrumundan anlagilmigtir. XRD desenlerinde goriilen bazi piklerin ise 16sine

proteininden kaynaklandigi belirtilmistir [127].

4.5. Enzim Ve Aminoasitlerle Modifiye Edilmis Hidrojellerin Yiizey Morfolojisi

Kitosanin enzimlerle modifikasyonu sonucunda elde edilen kitosan&lipaz ve
kitosan&penisilin asilaz hidrojellerine ait SEM goriintilleri  Sekil 4.14’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.14 : Saf kitosan hidrojeli ve enzimli hidrojellerin SEM goriintiileri. (a) 0,04 g
lipaz x 200 (b) 0,6 g penisilin asilaz x 200 (c¢) 0,04 g lipaz x 10 (d) 0,6 g penisilin
asilaz x 10 (e) saf kitosan hidrojel.

SEM goriintiileri incelendiginde, saf kitosan hidrojelinin (Sekil e) biraz daha
gozenekli yapr sergiledigi ama ¢ogunlukla 10-200 mikrometre boyutlu birkag serbest
porlarla kapanmis hiicrelere sahip oldugu goriilmiistiir. Kitosan&penisilin asilaz
hidrojelinde (Sekil b ve d) kiiciik, sik ve son derece homojen porlu yapilarin elde
edildigi goriilmektedir. Hidrojelin por caplar1 yaklagik 10-50 mikrometre araliginda

oldugu tespit edilmistir. Lipaz enzimi ile modifiye edilmis hidrojellerde ise por
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caplarinin daha diizensiz ve degisik biiyiikliklerde oldugu kolaylikla goriilmektedir
(Sekil a ve c). Kitosan&lipaz hidrojeli i¢in 100-500 mikrometre araliginda stabil
olmayan porlu yapilarin meydana geldigi izlenmistir. Genel olarak her iki enzimle
modifiye edilmis hidrojellerin yiizey/kesit 6zelliklerine ve yiizey morfolojilerine
bakildiginda, diizgiin yiizeysel katmanlarin olustugu sdylenebilir. Sekil 4.14’ten de
goriilebildigi gibi saf kitosan hidrojeline oranla enzimle modifiye edilmis

hidrojellerin yiizey morfolojisi tamamen degismistir

Literatiirde lipaz enzimi ile yapilan SEM analizi caligmasinda; etilendiamin ve
glutaraldehit ile fonksiyonlandirilmis gozenekli aktif karbonun SEM goriintiileri
incelendiginde, aktif karbonun gézenekli dis yiizey alanina amino-aldehit (Am-Al)’in
diizgiin bir kimyasal katman olusturdugu ve bu gozeneklerin amino-aldehit
tarafindan tikandigr goriilmiistiir. Fonksiyonalize gdzenekli aktif karbonun SEM
goriintiilerinde ise; Am-Al kimyasal katman iizerinde lipazin diizgiin bir tabaka

olustudugu saptanmugtir [121].

Penisilin asilaz enzimi ile yapilan bir ¢aligmada ise; polivinil kloriir membranlarin
glutaraldehit ile c¢apraz baglanmasindan olusan kiimelenmelerin  enzim
immobilizasyonu sonrasinda sayilarinda azalma oldugu ve bu durumun polivinil
kloriir membran yiizeyinde molekiilerin tek tabaka olusturdmasinin sonucu oldugu

belirtilmistir [122].

Benzer sekilde alanin ve 19sin ile modifiye edilmis olan hidrojellerin yiizey/kesit
ozelliklerinde meydana gelen degisiklikler, Sekil 4.15’teki SEM goriintiileri ile

gosterilmistir.

61



Accy SpotMagn  Del WD f——) 10 g
T kY 30 F0 5F 155

Sekil 4.15 : Saf kitosan hidrojeli ve aminoasitli hidrojellerin SEM goriintiileri. (a) 0,4
g alanin x 200 (b) 0,4 g 16sin x 200 (c) 0,4 g alanin % 10 (d) 0,4 g 16sin % 10 (e) saf
kitosan hidrojel.

Alanin ve 16sin aminoasitlerinin ilavesi durumunda (Sekil a,b) serbest porlarin hakim
oldugu yapilar goriilmistiir. Ayrica aminoasitlerin ilavesi ile hiicre boyutunun 100-
500 mikrometre arttigt da saptanmistir. Her iki hidrojel icin alanin ve ldsin
eklenmesiyle serbest por boyutlarinin artmasi, bu aminoasitlerin geride ¢ok biiyiik
porlar birakarak ¢apraz bagl zincirlere sahip alt aglar olusturmasindan kaynaklandigi

sonucuna varilmistir. Buna ek olarak, 0,4 g alanin ilavesinde, etkin bir sekilde

62



uygulanan basing kuvvetlerinin yardimiyla ve suyun bulunmasi i¢in en cazip bos
yerlere sahip daha biiyiik serbest porlar goriilmiistiir. Diger taraftan, Sekil c,d’de,
alanin ve 16sin ilave edilmis hidrojel yiizeyine bakildiginda, uzunlamasina diizensiz
cubuklar ve ¢ubuklarin sonunda da yildiz seklinde yapilar gozlenmistir. Ayrica, saf
kitosan hidrojel yiizeyi ile karsilastirildiginda arasinda anlamli bir fark bulunmustur.
Aminoasit ilavesinin sonucu olarak, saf kitosanin kristal yapisinda bir degisiklik
gozlenmistir. Alanin ve 16sin ilavesinden sonra, mikro boyuttaki catlaklarda artis
gbzlenmistir. Biitiin yiizeyi kaplayan ve esit bir alan saglayan catlaklarin, alt aglarin

olusumundan kaynaklandig1 sonucuna varilmistir.

Literatiirde alanin ile yapilan bir ¢aligmasinda; kitosan-alanin boncuklarinin SEM
goriintlileri incelendiginde, boncuk goézeneklerinin damlacik seklinde oldugu ve
katlanmis yiizeyler meydana gelerek boncuklarin ylizey morfolojisinde degisiklik
meydana geldigi belirtilmistir [128].

Losin ile yapilan bir SEM analizi ¢aligmasinda ise; 16sin katkili amorf salbutamol
stilfat partikiillerinin SEM  goriintiileri incelendiginde, 16sinin  salbutamol
partikiillerine ilavesiyle kiirelerin kiristigi ve yiizey morfolojisinin degistigi

gozlenmigtir [127].
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5. SONUCLAR

1) Kitosan bazli hidrojeller, seyreltik asetik asit icerisinde hazirlanan kitosan
¢Ozeltisinin enzim (lipaz ve penisiliz asilaz) ve aminoasit (alanin ve 10sin)
igerikleriyle ve glutaraldehit varliginda ¢apraz baglanarak sentezlenmistir. Kitosanin
farkl tiir ve miktarlardaki enzim ve aminoasitlerle olan modifikasyonu, kitosan ile
enzim ve aminoasitlerin fiziksel adsorpsiyonu ile gergeklestirilmistir. Glutaraldehit
eklenerek capraz  baglayicinin  —C=0 reaktif gruplaryla, kitosan ve
enzim/aminoasitlerin —NH, reaktif gruplarinin ¢apraz baglanmasiyla modifikasyon
tamamlanmistir. Saf kitosan hidrojellerine enzim ve aminoasit etkisi sisme

davranisglari, yapisal, 1s1l ve ylizey 6zellikleri agisindan incelenmistir.

2) Farkli tiir ve miktarlarda enzim ve aminoasitlerle modifiye edilmis hidrojellerde; 7
giin boyunca sisme davranislari incelenmis ve en yiiksek sisme oranini veren enzim
ve aminoasit konsantrasyonu 0,04 g lipaz/1,0 g kitosan, 0,06 g penisilin asilaz/1,0 g
kitosan ve her iki aminoasit tipi i¢in de 0,4 g aminoasit/1,0 g kitosan olarak tespit

edilmistir.

3) Saf kitosan hidrojeli, enzim ve aminoasit molekiilleri ile modifiye edilmis kitosan
hidrojellerinin 25°C’de farkli pH ¢ozeltilerindeki sisme davranislari incelendiginde;

pH azaldikca tiim hidrojellerin sisme davranislarinin arttigr goriilmistiir.
4) Tiim hidrojellerin pH 2,0°de en 1yi bir sisme davranis1 gosterdigi saptanmaigtir.

5) 0,6 g penisilin asilaz/1,0 g kitosan igeren hidrojelin pH 2,0’de %5466 denge sisme
oran1 gosterek enzim ile modifiye edilmis kitosan hidrojeller arasinda en yliksek
degere sahip oldugu goriilmiistiir.

6) 1,0 g alanin/1,0 g kitosan iceren hidrojel; pH 7,0’da %25960 sisme orani
gostermistir.

7) Saf kitosan hidrojeli ile enzim katkili kitosan hidrojellerinin karsilastirmali FT-IR
analizleri incelendiginde; saf kitosan hidrojelinin FT-IR  spekturmunda
glutaraldehitin —-C=0 gruplarina ait 1630 cm™ve 1580 cm™’de iki absorpsiyon piki

goriilmiis ve buradan saf kitosan hidrojelinde glutaraldehit molekiillerinin varlig
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saptanmistir. Ayni sekilde enzim katkili hidrojellerin spektrumlarinda, enzimlerin
amid I ve amid II baglarma ait 1600 cm™ ve 1550 cm™’de iki pik goriilmiis ve

boylelikle kitosanin enzimlerle iyi bir sekilde modifiye edildigi ispatlanmustir.

8) Amimoasitli kitosan hidrojellerin FT-IR spektrumlarinda; her iki aminoasit
molekiilinin  C—H {i¢lii baglarina kitosan&alanin hidrojeli i¢in 2927 cm™ ve
kitosan&losin  hidrojeli igin ise, 2957 cm™’de iki pik goriilmiis ve kitosanin

aminoasitlerle 1yi bir sekilde modifiye edildigi sonucuna varilmistir.

9) Saf kitosan, enzim ve aminoasitlerle modifiye edilmis kitosan hidrojellerinin TGA
analizleri incelenmistir. TGA termogramlarinda, enzim ve aminoasit ile modifiye
edilen kitosan hidrojellerinin, saf kitosan hidrojeline gore daha diisiik sicaklikta
bozundugu ve daha az miktarda kalint1 biraktig1 goriilmiistiir. Buradan da, enzim ve

aminoasitin kitosan1 hizli bir sekilde bozundurdugu sonucuna varilmistir.

10) Kitosan bazli hidrojellerin XRD desenleri incelendiginde; saf kitosan hidrojeline
ait 2 Ozel kristal pikin, enzimli ve aminoasitli kitosan hidrojellerinde ise, enzim ve
aminoasit molekiillerine ait karakteristik piklerin varligi saptanmistir. Bu piklerin saf
kitosan hidrojelinin yapisal morfolojisinde degisiklik meydana getirdigi goriilmiistiir.
Boylelikle, kitosanin enzim ve aminoasitlerle 1y1 bir sekilde modifiye edildigi

sonucuna varilmistir.

11) Tim hidrojellerin SEM goriintiileri incelendiginde; saf kitosan hidrojeline lipaz
enzimi, alanin ve 16sin aminoasitlerinin ilavesiyle hidrojellerin por boyutlarinda artig
gbzlenmistir. Bunun yaninda; penisilin asilaz enzimi saf kitosan hidrojeline
katildiginda, por boyutlarinda azalama goriilmiis, daha kiiclik ve sik yapida porlarin
olustugu saptanmistir. Enzim ve aminoasitlerle modifiye edilmis kitosan

PR

hidrojellerinin yilizey morfolojisinin degistigi sonucu ¢ikarilmigtir.
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