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BiYOPOLIMER-KIL NANOKOMPOZITLERINDEN KONTROLLU
PROTEIN SALIMI

OZET

Gilinlimiizde protein ve peptit yapisindaki ilaglar ¢ok Onemli tedavi edici ilaglar
olarak gelistirilmektedir. Bu tip ilaclarin insan viicuduna verilmesinde en Onemli
engel, protein ve peptit yapisinin mide ortami asitliginde dayanikli olmayip
kolaylikla bozunabilmesidir. Bu nedenle protein yapisindaki ilaglar klasik olarak
viicuda injeksiyon yoluyla verilmektedir. Ancak oral yolla ila¢ aliminin injeksiyon
yoluyla ila¢ alimma gore kolayligi ve kullanici agisindan istenilirligi son yillarda
protein yapisindaki ilaglarin oral olarak etkin bir sekilde viicuda verilmesi konusunda
arastirmalar1 yogunlastirmistir. Protein yapisindaki ilaglarin viicutta etkin olmasi,
kontrollu salimimin yapilacagi bir ortamin igine kapatilmasi, mide asitliginden
etkilenmeden alkali barsak ortamina ge¢cmesi ve bu ortamda kontrollu bir sekilde
salinmasi ile gergeklestirilebilir.

Bu c¢alismamizda protein olarak segilen sigir serum albiiminin (BSA), aljinat jel
kiireleri i¢ine hapsedilerek yapay olarak hazirlanan mide ve bagirsak sivist ortamina
kontrollu salimi incelenmistir. BSA’nin aljinat kiireleri i¢ine ilave edilen kilin ara
yiizeylerine girip nanokompozit bir yap1 olusturulmasi saglanip, BSA nin salim hizi
yavaglatilmis ve BSA’nin bozunmadan ve diisiik salimla mide ortamindan gegip,
bagirsak ortaminda kontrollu salimimi gergeklestirecek deneysel parametreler
saptanmuistir.
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CONTROLLED PROTEIN RELEASE FROM BIOPOLYMER - CLAY
NANOCOMPOSITES

SUMMARY

Protein based drugs and their applications are developing research areas nowadays.
Most common problem in such drugs is denaturation of protein and peptide structure
in acidic gastric media. In order to avoid this, protein and peptide based drugs are
applied by injection. However oral applications are more convenient and demanded
by patients. Oral usage of protein and peptide based drugs require an encapsulation,
directly passage through stomach and a release in basic intestinal track.

In the present work, a model protein, bovine serum albiimin (BSA), is encapsulated
in clay-modified alginate gel beads. Release behavior, swelling kinetics and other
properties of these beads are investigated. It is shown that BSA molecules are placed
between clay layers, forming a nanocomposite structure, and this led suggested
formula to be more efficient in encapsulation of BSA. Moreover, this also provided
slower release and lower losses in gastric fluid.
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1. GIRIS

Kontrollii salim, kisaca bir ila¢ etken maddesinin, bir hapsedici ara¢ igine
yerlestirildikten sonra, belirli bir salim ortamina zaman iginde yavasca aktarilmasi
anlamina gelir. Bu aktarim gesitli mekanizmalarla ger¢eklesmekte ve aktarim hizi da

¢ogu zaman istenen sekilde ayarlanabilmektedir.

Standart ila¢ uygulamalarinin getirdigi zahmet ve ekonomik gii¢liikler nedeniyle,
kontrollii salim temel avantajlar1 sayesinde 6n plana ¢ikmis ve gelisme gostermis bir
teknolojidir. Bu teknoloji, disiplinlerarasi bir ¢alismanin iirtiiniidiir. Kontrollii salim;

kimya, tip, biyoloji ve miihendisligin bir¢ok dalindan yararlanan bir teknolojidir.

Kontrollii ila¢ salimindaki ilag sézciigii, gilinlilk hayatta bilinen ilag tanimini da
kapsayacak sekilde, daha genis bir tanima isaret eder. Hormonlar, besin katkilari,
giibreler de bu tanima dahil olabilir. Kontrollii salim dendiginde ise, bu tanima
kompleks yapici bilesiklerle; kuantum noktalart gibi spesifik molekiiller de dahil
olabilir. Kontrollii salim genel bir tanim olup, ayn1 zamanda yavaslatilmis salim ya

da zamanli salim gibi isimler de alabilir.

Son yillarda protein ve peptit yapisinda ¢ok sayida yeni ilag gelistirilmektedir.
Protein yapis1 mide asitliginde kolaylika bozuldugundan bu ilaglar injeksiyon yoluyla
viicuda verilmektedir. Ozellikle insiilin gibi siirekli kullanim gerektiren protein
yapisindaki ilaglarin kii¢iik molekiillii ilaclar gibi oral yoldan alinabilmesi kolayligi
ve kullanici istekleri dogrultusunda bu konuda yogun calismalar yapilmaktadir. Bu
calismalarin temel amaci, protein yapisindaki ilaclar1 toksik olmayan bir tututcu
ortama hapsedip viicuda oral yolla verdikten sonra mide asitliginden etkilenmeden ve
bu ortama salinmadan alkali bagirsak ortamina gegebilmesi ve bu ortamda kontrollu

olarak saliminin saglanabilmesidir.

Biz de bu ¢alismamizda protein olarak segilen sigir serum albumini (Bovine Serum
Albumin, BSA), aljinat jel kiirelerin i¢ine hapsederek kontrollii salimini amagladik.
Aljinat, kahverengi yosundan elde edilen dogal bir polisakkarittir. Toksik 6zelligi

olmadigindan gida ve ila¢ sanayinde kullanilan bir maddedir. Aljinat iki degerlikli



iyonlarla, en ¢ok uygulanan sekli ile kalsiyum iyonu ile jel olusturma o&zelligi
gosterir. Bu galismada aljinat jelleri igine kattigimiz kilin BSA ile nanokompozit
yapist olusturmasi ile, BSA’nin aljinat kiirelerden mide ortaminda ¢ok az salimi,
bagirsak ortaminda kontrollii salimini hedefleyecek deneysel parametreleri saptadik.
Ayrica aljinat jel kiireciklerinin yapay mide ve bagirsak sivisi ortaminda sisme

kinetikleri incelendi.

Bu tez ¢alismasinda kontrollu salim, salim ortami olarak aljinat, katki maddesi olarak
kil ve model proteinimiz BSA hakkinda genel bilgiler ve deneysel ¢alisma

sonuglarimiz sunulmaktadir.



2. TEORIK KISIM

Kontrollii salimin gerekliligi ve yontemlerini daha iyi anlamak i¢in, Oncelikle
standart ila¢ uygulamalar1 hakkinda bilgi vermek, daha sonra kontrollii salimin

temellerini ele almak ve ikisini kiyaslamak yararli olacaktir.

2.1. Standart Ila¢ Uygulamalari ve Kontrollii Sahm

Standart uygulamalarda, ila¢ etken maddesi ortama tek bir defada ve standart dozda
verilir. Bu uygulamalara giinliik yasamdan pek ¢ok 6rnek verilebilir. Baglica drnekler

listelenebilir;
e Hap, surup gibi oral yolla ila¢ kullanimu,
e Damara ya da deri altina ila¢ ve hormon enjeksiyonu,
e (esitli preparatlarin deri lizerine uygulanmast,
e Tarimsal ilag ve giibrelerin bitkilerin {izerine ya da topraga verilmesi.

Bu o6rneklerde goriilebilecegi gibi, standart uygulamalarin ortak 6zelligi, ilacin tek
bir defada ve tek bir dozda verilmesidir. Higbirinde belirli bir siirece yayilmis bir
uygulama s6z konusu degildir. Bunun yaninda, ilacin dozajini kolayca ayarlamak da
miimkiin degildir. Piyasada ticari olarak mevcut pek c¢ok ilag, hormon ve zehrin
dozaj1 onceden ayarlanmig olarak satilmaktadir. Kullanim amacina bagl olarak ara

dozlarda ila¢ ya da benzeri maddelerin tedarigi, giinlimiizde miimkiin degildir.

Bilindigi iizere, biitiin kimyasal maddelerin toksik bir dozaj1 vardir. Toksik dozajin
tizerinde, maddenin canli lizerinde olumsuz etkileri baskin hale gelir ve zehirlenme
bas gosterir. Dolayisiyla toksik dozajin asilmamasi gerekir. Bu madde bir ilag olarak
kullanilacaksa, bu degiskene bir de etkin dozaj eklenir. Etkin dozaj, etken maddenin
ilag 6zelligi gosterdigi minimum derisime verilen isimdir. Bu dozajin altinda, canli

tedavi amaciyla bu maddeden yararlanamaz. Onceden standart olarak hazirlanmus



formiilasyonlarda, viicut i¢inde etkin ve toksik dozajlar arasinda kalmanin kolayca
ayarlanabilmesi s6z konusu olmayabilir. Bu durum Sekil 2.1°de aciklanmistir.

Sekilde apsis ekseni zamani, ordinat ekseni konsantrasyonu ifade etmektedir.

ﬂ Toksikdoz

Dozaj

Etken doz

AN

Zaman

Sekil 2.1 : Standart ilag uygulamalarinda toksik ve etken doz

Goriildugu tizere, standart ilag uygulamasinda, etken maddenin konsantrasyonu kisa
siire i¢inde etkin doza ulagmasina ragmen, her canlida degisebilen toksik dozu
gecebilmektedir. Toksik dozda bulunma siiresi kisa olabilecegi gibi, uzun da olabilir.
Bu durumda istenmeyen etkiler goriilecektir. Ayn1 zamanda etkin dozajin altina da

kisa stirede inebilmesi s6z konusudur.

Bunu kontrol etmek pek ¢ok ilag i¢in oldukga zordur. Tipta, aktif ilag maddeleri igin
kullanilan minimum toksik konsantrasyon ile minimum etkili konsantrasyonun
oranindan olusan terapatik indis (TI) 6nemli bir tanimdir. T1 degerinin kii¢iik olmasi,

ilacin daha biiyiik risk tagidigi anlamia gelir.

Cizelge 2.1 : Bazi ilaglar i¢in TI degerleri [1]

Tlag TI
Trifenilamin 19000
Difenilhidramin 2300
Penisilin > 100
Aprobarbital 53
Digitoxin 1,2-2,0




Buradaki bir diger tanim da dozaj indisidir. Dozaj indisi, bir dozaj ¢evriminde
ulasilan maksimum konsantrasyon ile minimum konsantrasyonun bir orani olup,
olabildigince kiiclik olmas1 istenir. TI ve DI degerleri ile standart ilag
uygulamalarinda oynamak ¢ogu zaman c¢ok zor iken, kontrollii salim ile bu
ayarlanabilir. Iyi bir kontrollii salim sistemi diisiik DI ve TI degerlerine sahip

olmalidir [2]

Standart ila¢ uygulamalarinda, dozaj sorunlarinin yani sira bagka sorunlar da
goriilebilir. Bunlardan en 6nemlisi, diizenli olarak ila¢ kullanimi gereklidir. Ornegin
diayabet hastalar1 siirekli olarak insiilin ignesi kullanmak durumundadirlar. Bunun
hem maliyet, hem de zorluk agisindan dezavantajlar1 bulunmaktadir. Kimi ilaglarin

ve/veya hormonlarin bu sekilde diizenli kullanim1 zahmet ve giigliik sebebidir.

Kontrollii salim sistemlerinde, yukarida s6zii edilen sorunlar biiyiik 6l¢iide giderilmis
durumdadir. Dozajin uygun aralikta ve uzun bir siire sabit tutulmasi, en biiylik
avantajlardan biridir. Kontrollii salim sistemlerinde, ila¢ etken maddesi siirekli olarak
salim ortamina salindigi i¢in, etken madde kisa siirede viicut tarafindan uzaklastirilsa
dahi, siirekli yenisi ortama verildigi icin dozaj sabit tutulabilir. Ustelik bu dozaj,
toksik dozaj ve etken dozaj arasinda tutularak, en etkin tedavi gerceklestirilebilir. Bu

durum Sekil 2.2°de ac¢iklanmustir.

Dozaj

Toksik doz

Etken doz

/

Zaman

Sekil 2.2 : Kontrollii salim uygulamalarinda ilacin dozaji



Sekilde goriildiigli iizere, uzun bir siire zarfi i¢inde ilag etken maddesi viicutta
bulunmaktadir. Bunun yaninda, etkin doz ve toksik doz arasinda olacak sekilde

ayarlanan ilag¢ etken maddesi, ¢ok daha etkin bir tedavi saglayacaktir.

Standart ilag uygulamalarinda, ilacin bir anda verilmesi verimsiz sonuglara neden
olabilmektedir. Toksik degerlere ulagmanin yaninda, viicudun ilacin fazlasimi
kullanamayip bosaltim sistemiyle uzaklastirmasi gerceklesebilir. Gida {iriinlerine
eklenen antioksidan gibi maddelerin fazlasi kullanom gérmeden deaktive olabilir,
giibre maddelerinin fazlasi ortamda bulunan bakteri ve diger canlilarca kullanilabilir.
[3]. Biitiin bunlar verimsizlige ve yliksek maliyete neden olmaktadir. Kontrollii

salimda, ilag istenen dozajda siirekli olarak ortama verildigi i¢in verim yiiksektir [4].

Kontrollii salimin bir diger avantaji, tek seferde uygulama ile, uzun bir siire yeniden
uygulamaya ihtiya¢ duyulmamasidir. Bu sekilde hem bakim giderleri diisiiriilecek,
hem de deri altina enjeksiyon gibi hastalara aci veren uygulamalarin sikligi

disiiriilerek, cok daha konforlu bir tedavi saglanabilecektir.

Kontrollii salimda, ilacla yiiklenmis salim materyali, dogrudan amaglanan ortama
yerlestirilebilir. Bu da doku amagl tedaviyi kolaylastiran bir dzelliktir. Ornek olarak,
deri altina yerlestirilen bir kontrollii salim materyali, deri hastaliklarinin tedavisinde

kullanilabilir. Bu da kontrollii salimin bir baska avantaji olarak ele alinabilir.

2.2 Kontrollii Salim Sistemlerinin Siniflandirilmasi

Literatiirde pek ¢ok kontrollii salim sistemi rapor edilmistir [5]. Kontrollii salim
sistemlerinin  siniflandirilmas1 temel olarak ikiye ayrilabilir. Bunlar salim
mekanizmasina gore ve ila¢ etken maddesinin hapsedilme yontemine goredir. Ayrica
Kontrollii salim aletinin bi¢imine gore de smiflandirma yapilabilir. Kontrollii salim
aletleri kapsiil, film, ya da bigimsiz olabilirler.

2.2.1 Salim mekanizmasina gore

Bir ilag¢ etken maddesinin yerlestirildigi kontrollii salim araci, dort temel yolla ilaci

disart salar. Bunlar tasinma mekanizmalarina gore asagidaki basliklarda toplanabilir.
e Diflizyon kontrollii sistemler,
e Kimyasal kontrollii sistemler,

e Mekanik sistemler.



2.2.1.1 Difiizyon Kontrollii sistemler

Bu sistemlerde temel prensip, ilag etken maddesinin hapsedildigi salim aracindan
difiizyonla disar1 ¢ikisidir. Burada temel etken difiizyon oldugu ig¢in, ilacin
buyiikligl, ilacin yiikii kontrollii salim aletine ait ylizey mekanigi, por genisligi gibi

degiskenler salim hizin1 etkiler.

Difiizyon kontrollii sistemlerde salima ait temsili bir gosterim Sekil 2.3’te yer

almaktadir.

Sekil 2.3 : Diflizyon kontrollii sistemlerde salim mekanizmasi

Sekilde goriildiigii lizere, ilag yerlestirilmis bir kontrollii salim aleti, salim ortamina
konuldugunda, ila¢ etken maddeleri yiizeye dogru ilerler. Yiizeydeki membrandan
salim ortamina difiize olurlar. Salim ortamu stabil ise salim bir dengeye ulasacaktir.
[ag siirekli harcaniyorsa, ilacin salim ortaminda tamamen ayrilmasi beklenir.

2.2.1.2 Kimyasal kontrollii sistemler

Kimyasal kontrollii sistemlerde, ilag etken maddesinin hapsedildigi matris, salim
ortaminda bozunmaya ugrayarak parcalanir. Boylece ila¢ etken maddesinin 6niindeki

bariyer kaldirilarak, salim ortamina gegmesi saglanir.
Bu bozunma asagida belirtilen yollarla olabilir:

¢ pH degerine bagli olarak,

¢ Organik reaksiyonlar sonucunda,

¢ Dolgu maddesinin ¢éziinmesine bagli olarak,

e Ortamdaki spesifik bir tiire bagli olarak.
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Kimyasal kontrollii sistemlerde salima ait temsili bir gosterim Sekil 2.4’te

verilmigtir.

Sekil 2.4 : Kimyasal kontrollii sistemlerde salim mekanizmasi

Bundan bagka, ilag etken maddesi, bir polimere kovalent baglanarak bir kontrollii
salim aleti gelistirilebilir. Salim ortamina konuldugunda, ilag ile tiirevlendirilmis
polimerdeki baglar koparak ila¢ ortama salinir.

2.2.1.3 Elektro-mekanik kontrollii sistemler

Mekanik sistemlerde, viicuda ya da salim ortamina yerlestirilen bir cihaz tarafindan
ilacin diizenli olarak salim ortamina pompalanmasi saglanir. Bu cihazlar genellikle
elektronik ve mekanik kontrollii polimerlerdir. Burada belli bir voltaj altinda, ilag
etken maddesinin pompalanmasi s6z konusudur.

2.2.2 flacin hapsedilme yontemine gore kontrollii salim sistemleri

Kontrollii salim sistemleri ayrica ilacin hapsedilme yoOntemine gore de

siiflandirilabilir. Bu siniflandirma yine {i¢ baglik altinda toplanabilir:
¢ Rezervuar Sistemler
e Matris Sistemler

e Diger



2.2.2.1 Rezervuar sistemler

Bu sistemlerde ilag etken maddesi dogrudan ya da bir dolgu maddesi ile karistirilmig
halde iken; bir polimerik kaplama ile lizeri ortiilmiis haldedir. Dis1 polimer membran,
cekirdegi ila¢ olan bu sistemde salim diflizyon kontrolliidiir. Dolayisiyla
¢oziinmeyen ve dayanikli polimerle kapli olan bu sistemlerde salim hizi membranin

por karakteristiklerine baglidir [6].

2.2.2.2 Matris sistemler

Bu sistemler, ila¢ etken maddesinin salim ortamma homojen bir sekilde
dagitilmasiyla olusur. Diger bir deyisle, ila¢ salim matrisinin i¢inde yer alir. Bu
sistemlerde de hem difiizyonla, hem kimyasal erozyonla, hem de ikisinin birden
etkili oldugu bir salim mekanizmasi gegerli olabilir. Hazirlanisinin kolay olusu

sebebiyle, en yaygin formiilasyonlar matris sistemleridir [7].
2.2.2.3 Diger sistemler

Bunlardan bagka, literatiirde pek ¢ok kontrollii salim sistemi rapor edilmistir. Bunlar,
kontrollii salim filmleri [8][9], kontrollii salim kolloidal c¢ozeltileri (ya da
mikrokapsiilleri) ve polielektrolit kompleksler [10], ozmotik pompa [11] ve pH

kontrollii sistemlerdir [12].

2.3 Kontrollii Salimin Kinetigi

Kullanilan kontrollii salim sistemi, salim ortami, ilacin kimyasal yapisi, yar1 omrii ve
ortamin sicakligi gibi pek cok degisken; salim kinetigi lizerinde etkilidir. Bu kadar
cok degiskenin rol aldigi bir durumda tekrarlanabilirligi yiiksek neticelerin elde
edilmesinin gii¢ olacagi diisiiniilebilir. Ancak genel olarak, salim kinetigi {i¢ baslikta
ele alinabilmektedir [13]. Bunlar, sifirinct dereceden, birinci dereceden ve diger

dereceden salimlardir.

Sifirinc1 dereceden salim kinetiginde, zamanin kuvveti sifirdir. Diger bir deyisle,

salim hiz1 zamandan bagimsizdir ve sabittir.
dC

—=k 2.1
o (2.1)

Birinci dereceden salim kinetiginde, zaman ile degisen bir salim hiz1 s6z konusudur.

Bu durumda hiz esitligi asagidaki gibi yazilir:



dc,

- =k(C,-C) (2.2)

Bu esitlik diizenlendiginde,

dc,

o kC,e™ (2.3)

Eksponansiyel ifadesi elde edilir. Bu da salim hizinin zamanla eksponansiyel olarak

azaldigina isaret eder.

Diger salim kinetiklerinde, zamanin ve konsantrasyonlarin farkli derecelerden

kuvvetleri soz konusu olabilir.

Salim kinetiklerinin ifade ettikleri Sekil 2.5°te agiklanmustir.

Hiz

——— 0. Dereceden Salim
------------------- 1. Dereceden Salm

.......

faman

Sekil 2.5 : Salim kinetikleri.

Goriildigli  iizere, birinci dereceden salim kinetiginde zamanla hiz sifira
yaklagmaktadir. Yani salim miktar1 zamanla diismektedir. Ancak 0. dereceden
salimda, hiz zamandan bagimsizdir. Dolayisiyla zaman i¢inde salinan ila¢ miktari

sabittir.

Literatlirde baz1 bilgilerde, yalnizca 0. dereceden salim i¢in kontrollii salim tanim
kullanilmaktadir. Bunun nedeni, zamanin bir degisken olarak aradan g¢ikmasi ve
salinan ilag miktar1 kontroliinlin daha ¢ok elde olmasidir. Zamanla hizi1 azalan

salimlar i¢in, yavaslatilmis salim gibi terimler yeglenir.
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2.4 Kontrollii Salim Araclarinda Kullanilan Maddeler

Prensip olarak kontrollii salim sistemlerinde her tiir polimer kullanilabilir. Ancak
yapilan ¢alismalar belli bagh tiirler {izerinde yogunlagsmis durumdadir. Calismalarda
sentetik  polimerler kadar, dogal kokenli polimerler, biyopolimerler de
kullanilmaktadir. En sik kullanilan polimerler silikon kaugugu, polietilen vinil asetat,
polivinil kloriir, poliiiretan, poliamidler, polisakkaritler olarak siralanabilir. [14].
Tekli oldugu kadar, aljinat-¢itosan 6rneginde oldugu gibi, ¢oklu polimer sistemleri

de kullantlabilir [15].

2.5 Kontrollii Sahim Araci Olarak Aljinat Hidrojeli

Aljinat, kahverengi yosunlarin hiicre duvarlarindan ekstrakte edilen bir
polisakkarittir. Bu yosunlardan aljinik asit seklinde ekstrakte edilir. Daha sonra
uygun reaktiflerle muamele edilerek, istenen tuzu haline doniistiiriilebilir. Aljinik
asitin tuzlarina aljinat adi verilir. Aljinat, yapisi itibariyle bir biyopolimer ve
polisakkarit oldugundan, toksik degildir. Hatta gida ambalajlarinda ya da dogrudan
gida katkis1 olarak giiniimiizde kullanilmaktadir. Yenilebilir bir maddedir. Aljinatin
dogal kokenli bir madde olusu, diistik toksikite ve yliksek biyobozunurluk gibi

avantajlar1 beraberinde getirmektedir [16].

2.5.1 Aljinik asitin kimyasal ozellikleri
Aljinik asit, (1-4) bagli B-D-mannuronat ve onun C-5 epimeri a-L-guluronat
homopolimerlenin lineer bir kopolimeridir ve bir polisakkarittir. Sekil 2.6’da aljinik

asitin yapisi verilmistir.

OH
OH 0 OH
o) O o) )
HO%\ HO I_'O“
07 TOH/J .

Sekil 2.6 : Aljinik asitin yapisi

Bu homopolimer zincirleri ardisik olarak dizilebilecegi gibi, farkli kisimlar halinde,
farkli oranlarda, ve hatta rastgele olarak konumlanmis olabilir. Bu yerlesim de her
kopolimerde oldugu gibi, aljinatin fiziksel Ozelliklerini dogrudan etkileyen bir

ozelliktir.
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Aljinik asit, endiistriyel olarak Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum ve ¢esitli
laminaria tiirlerinden ekstraksiyonla elde edilir. Tiim bu tiirlerde aljinatin esas
polisakkarit oldugu ve kiitlenin %40’1n1 olusturdugu bildirilmistir [17]. Her bir
canlmin aljinik asiti hangi diizende sentezledigi, hangi homopolimer blogunun
baskin oldugu degiskenlik tasir. Bu da elde edilen aljinik asitin tek bir molekiil

agirhiginda ve ¢oziiniirliikkte olmadigini ortaya koyar.

Aljinik asite ait baz1 6zellikler gizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 : Aljinik asitin baz1 6zellikleri.

Molekiil formiilii (CsHgOg)n

Molekiil kiitlesi 10000 — 600000 g'mol™
PKa 15-35

Goriiniisi Kirli beyaz toz

Aljinik asit uygun bazlarla muamele edildiginde elde edilen tuz aljinattir. Aljinik
asitin tek degerli katyonlarla verdigi tuzlar genelde suda ¢oziinebilirken, iki ve ¢ok
degerli katyonlarla verdigi tuzlar suda ¢oziinmeyen kararli jeller olustururlar. Aljinik
asitin tuzlarindan sodyum aljinat, alglerin hiicre duvarlarindan ekstrakte edilir ve
ticari olarak en yaygin olan aljinat riiniidir. Diger pek c¢ok aljinat formunun

hazirlanmasinda sodyum aljinat kullanilir.

Sodyum aljinat, aljinik asitin sodyum tuzu olup, yapisi itibariyle anyonik bir
polimerdir. Suda ¢oziiniirliigli mevcut olup, suda ¢oziindiigiinde viskoz ve sar1 renkli

bir ¢ozelti olusturur.

2.5.2 Aljinat jellerinin kimyasal yapisi ve ¢capraz baglanma
Aljinat, divalent ve trivalent iyonlarin varliginda capraz baglanma ile jellesir.
Magnezyum(II) ve monovalent katyonlar varliginda jellesme goriilmez. [17]. Aksine,

aljinik asitin monovalent tuzlar ¢éziiniir 6zellik tasir.

Jellesmede kalsiyum(II) ve baryum(Il) en ¢ok kullanilan katyonlardandir. Bunlar
hem kontrollii salim caligmalarinda, hem dolgu maddesi kullaniminda, hem de
adsorpsiyon calismalarinda kullanilirlar [1]. Bunun disinda, amaca uygun olarak,
diger katyonlarmm kullanimi da s6z konusu olabilir. Aljinat genelde biyolojik ve

farmakolojik uygulamalarda kullanilan bir polimer oldugundan, toksik etkileri
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nedeniyle; kursun(Il), nikel(II), kadmiyum(II) gibi katyonlarin kullanimi yaygin
degildir.

Divalent katyonlarla sodyum aljinatin bir araya nasil geldigi ve ne tiir bir jel
olusturdugu literatiirde arastirllmis konulardandir. Kalsiyum aljinatin sodyum
aljinattan eldesi esnasinda guluronik asit tinitelerindeki sodyum iyonlarinin, kalsiyum
iyonlariyla yer degistirdigi ve bdylece karsilikli olarak c¢apraz bagli polimerlerin
olustugu disiiniilmektedir [18].

Kalsiyum aljinat jelleri, teorik olarak pek ¢ok sekle sahip olabilir. Bunlardan film ve
kiire en ¢ok bilinen formlardandir. Film daha ¢ok kaplama amaciyla kullanilirken,
kiireler salim ve adsorpsiyon ¢aligmalarinda tercih edilir. Ancak, literatiirde filmden
ila¢ saliminin yapildigi pek ¢ok ¢alisma da bulunmaktadir [19, 20].

Bu c¢alismada, kontrollii salim i¢in kiiresel formda kalsiyum aljinat jelleri tercih
edilmistir. Capraz baglanmay1 gergeklestirici divalent metal iyonlarin bulundugu
¢ozeltiye sodyum aljinat ¢ozeltisi damlatildiginda, ¢apraz baglanmis jel kiirecikler
olusur. Cap1 0,2 mm ve {stii kiirelere makrokiire, daha kiigiik olanlara ise mikro ve
nano kiire ismi verilir. Cap1 0,2 mm ve daha az olan kiirecikleri elde etmek i¢in, daha
spesifik yontemler kullanilmaktadir. Bu yapilarin eldesi i¢in atomizasyon,
emiilsifikasyon gibi yontemler bildirilmistir [21].

2.5.3 Aljinatin fiziksel ozellikleri

Capraz baglanmus aljinatlarin fiziksel 6zellikleri kimyasal yapist ile ilgilidir. Yapinin
bilesimi, tekrarlayan grup sayist ve molekiil agirligi burada énemlidir. En yiiksek
mekanik dayaniklilifa ve monovalent katyonlara karsi kararliliga sahip olan
kiireciklerin a-L-guluronik asit bilesiminin %70’ten fazla oldugu yapilar oldugu
bildirilmigtir [21]. a-L-guluronik asit yiizdesi arttikga daha sert ve saglam yapilar
elde edilirken, bu yiizde diistiik¢ce daha elastik kiirecikler olusmaktadir [22]. Aljinat
jelleri 0-100 °C araliginda kararli olup, sicaklik arttik¢a sertlikte ve viskozitede

azalma go6zlenir [23].

Bir calismada, ¢apraz baglh aljinat kiireciklerinin gdzeneklilikleri elektron

mikroskopu ile 5 ile 100 nm arasinda saptanmistir [24].
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2.5.4 Aljinatin kullanim alanlari

Aljinik asit ve tuzlari sanayide ve giinliik yasamda pek ¢ok uygulama alani bulmus
maddelerdir. Bu tez ¢alismasinin da konusu olan kontrollii salim disindaki kullanim

alanlar1 asagida listelenmistir.

Aljinat toksik olmayist ve jel Ozelligi sayesinde tipta pek ¢ok uygulama alani
bulmustur. Giinliikk yasamdan en bilinen 6rnek, mide ilaglaridir. Midede asit asiriligi,
reflii gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan suruplar; basit bazlar ve sodyum
aljinat igermektedir. Burada kalsiyum karbonat ve magnezyum karbonat gibi
antiasitler, asitin fazlasin1 nétralize ederken, sodyum aljinat da midedeki sivinin

iistlinde yiizen bir jel olusturarak, refliiye mekanik bir engel olusturur. [25]

Aljinat dis¢ilikte de kullanilan bir maddedir. Dis kaliplarinin ¢ikarilmasinda ve basit
dolgularda kullanimi bilinmektedir [26].

Bunlarin diginda, aljinat iyot-131 ve stronsiyum-90 gibi radyoaktif izotoplarin

viicuttan uzaklastirilmasinda selatlayici olarak da kullanilabilmektedir [27]

Aljinat, gida endiistrisinde de kendisine yer bulmus bir maddedir. Gidalarda temel
olarak jellestirici ve emiilsiye edici olarak kullanilir. Bunlardan baska viskozite
saglayici, termal olarak kararli jel olusturucu, koplik ve emiilsiyon stabilizator,

¢okelme ajani olarak; et, siit, sebze ve tatlilarda sik¢a kullanilmaktadir [28].

Bunlarin diginda, et, balik ve tavuk gibi tiriinlerin kaplanarak omriiniin uzatilmasinda

bir film olarak da kullanilmaktadir [29]

Aljinat gida katki maddesi olarak uluslararasi E kodlamasina da sahiptir. Bunlar

Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3 : Aljinik asit ve tuzlarinin gida katki kodlari

E-Kodlamasi Katk1 maddesi
E400 Aljinik asit

E401 Sodyum aljinat
E402 Potasyum aljinat
E403 Amonyum aljinat
E404 Kalsiyum aljinat
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Bunlardan bagka, aljinatin tekstil ve boya sektdriinde boya katkisi, kagit iiretiminde
sertlik saglayici, insaat sektoriinde harg elastikiyeti artirici, tutkal katkisi ve genel

olarak kivam artirici olarak kullanildig: bilinmektedir.

Aljinat ayrica adsorpsiyon ve toksik maddelerin uzaklastirilmasi ¢alismalarinda da
kullanilmaktadir. Jel yapisindaki aljinat, ortamdaki toksik katyon ya da molekiilleri

adsorbe ederek igine hapseder ve ortamdan uzaklastirir [30-33].

2.6 Kontrollii Salimda ila¢ Olarak Kullanilan Sigir Serum Albiimini

Bu c¢alismada protein salimi incelenmek istenmistir. Bilindigi tlizere, viicuttaki
hormonlar proteindir. Viicuttaki isleyigleri yoneten hormonlarin miktarindaki
eksiklik, dnemli rahatsizliklar1 beraberinde getirebilir. Ornegin insiilin eksikligi ya da
yoklugu seker hastalifina sebep olur. Dolayisiyla bu tiir eksikligi olan kisilerin,
disaridan hormon almalar1 gerekir.

Hormonlarin protein yapisinda olusu, burada gelistirilmek istenen kontrollii salim
sisteminden bir model protein salimini gerektirir. Dogrudan tek bir hormon salimi
hem maliyetli hem de daha dar ¢ercevede bir ¢alismay1 beraberinde getirir.

Sigir serum albiimini, sigir serumundan elde edilir ve bir albiimindir. Fraksiyon V
adiyla da bilinir.

Alblimin memelilerin kan plazmasinda en ¢ok bulunan proteindir. Viicudun diger
kisimlarinda da bulunur. Bu proteinin temel gorevi, yag asitleri gibi molekiilleri
tasimak ve kan ve doku sivilart arasinda su dengesini saglamaktir. Albiimin, model
protein olarak kullaniminin yani sira, viicuda alinan ilaglar1 baglar ve tagima gorevini
iistlenir [34].

S1g1r serum albiimini, ¢ok arastirilmis ve 6zellikleri 1yi bilinen bir proteindir. Biiylik
molekiil agirlikli bir proteindir. Sigir serum albliminine ait temel 6zellikler Cizelge

2.4’te gosterilmistir.

Cizelge 2.4 : S1g1r serum albiiminine ait bazi 6zellikler

Amino asit sayis1 585

Molekiil agirlig 66399

Izoelektrik nokta, pl 4,7 (Suda, 25 °C)
Goriiniisii Beyaz toz

Diger adlar BSA, Fraksiyon V
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2.7 Kontrollii Salimda Yardimci Katki Maddesi Olarak Kil

Kil dogada bol miktarda bulunan mineral grubunun genel adidir. Killer tane boyutu 2
um’den kii¢iik ince taneli, topraga benzeyen tortul kayaglardur. Alumina ve silis
igerigi yiiksek bir mineraldir.[35] Killer ¢ok genis bir siniflandirmaya sahiptir. Bu

siiflandirma kullanim alanina ya da kimyasal yapisina gore de degisebilir.

Killer, yukarida bahsedildigi gibi belli bir parcacik boyutunun altinda olan
parcaciklardir. Kimyasal yapisinda, esas bilesen olan hidrat aliiminyum silikatlarla
beraber, safsizlik olarak demir, magnezyum, potasyum, sodyum, kuvarz gibi
minerallerle; organik kalintilar ve ¢oziiniir tuzlar1 da igerir. Dolayisiyla kil; g¢esitli

oranlarda kil mineralleri ile birlikte, yukarida adi gegen safsizliklarin bir karigimidir.

Kil mineralleri, tortul 6zellige sahiptir. Parcacik boyutlar1 kiigiik oldugundan, yiiksek
yiizey alanina sahiptirler. Killerin yiiksek ylizey alanlar1 adsorpsiyon, negatif elektrik
yiikleri de katyon tutma Ozelligi kazandirir. Standart bir kilin termal kararligi
200°C’ye kadar, yiizey alani 30-70 m%/g, tabakalar arasi uzaklik 10-20 A° olarak
verilir [35].

2.7.1 Killerin simiflandirilmasi

Killer diizensiz, karmasik ve biiyiik mineral dizilisine sahip; cok miktarda ve farkli
tirde safsizlik iceren maddelerdir. Ayrica olusum yerleri ve 6zelliklerinin farkl

olusu da siniflandirilmalarini zorlastiran etmenlerdendir.
Killer asagidaki gibi siniflandirilabilirler [35]:
Mineralolojik Ozelliklerine Gore

1. Kaolin

2. Montmorillonit

3. Mika

4. Klorit

5. 1llit

6. Attapulgit
Kimyasal Igeriklerine Gére

1. Yiiksek aliiminyum igerikli
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2. Boksit icerikli
3. Silikat igerikli
4. Demir igerikli
5. Kalsit igerikli
6. Karbonat igerikli
Tiirlerine Gore
1. Amorf grup
2. Kristal grup
Fiziksel Siniflandirma
1. Plastik 6zelligine gore
2. Tane boyutuna gore
3. Refraktif 6zelligine gore

4. Rengine gore

2.7.2 Killerin kullanim alanlari

Killer su ile karistirildiklarinda belli miktarda elastiklik kazandiran maddelerdir.
Kuru kil ise yiiksek sicaklikta isleme tabi tutuldugunda kalic1 fiziksel ve kimyasal
reaksiyonlarla seramik malzemelere doniigebilir. Bu 6zelligi sayesinde, kilin tarih
boyunca porselen, ¢comlek ve tablet yapiminda kullaniligi bilinmektedir. Bu gilinliik
kullaniminin yaninda, kilin pek ¢ok bilimsel ve sinai kullanim alan1 da mevcuttur.
Kilin sinai kullanim alanlar1 burada siralanamayacak kadar ¢ok, genis ve hayatin her

alanina yayilmis durumdadir.

2.7.3 Montmorillonit

Montmorillonit, Fransa’daki Montmorillon yerlesim bdlgesinden adini almis bir kil
tiiriidiir. Montmorillonit, smektit ve filosilikat grubu killerdendir. Kimyasal formiilii

(Na,Ca)o.33(Al,MQ)2(Si4010)(OH)2-nH,0O olarak verilir.

Su varliginda biiylik oranda genlesen montmorillonit, bu 6zelligi sayesinde pek ¢ok
kullanim alan1 bulmustur. Bunlar; yaglarin ve sularin filtrasyonu, kivamlandirma ve

adsorban gibi alanlardir [36] Montmorillonitin bu o6zelligi, yliksek yiizey alani
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sayesindedir. Killer genel olarak kiigiik parcacik boyu ve yiiksek yiizey alan1 6zelligi
ile bilinir. Ancak montmorillonitin yiizey alani pek ¢ok kil mineralinden yiiksektir.
Ornegin kaolinit kil mineralinde spesifik yiizey alam 72,4 m?g iken,
montmorillonitin yiizey alan1 200 mz/g gibi degerlerdedir [37]. Bu ozellikleri

sayesinde, montmorillonit adsorpsiyon ¢alismalarinda tercih edilebilir.

2.7.4 Proteinlerin Killere adsorpsiyonu

Proteinlerin killere adsorpsiyonu, literatiirde ¢ok eskiden beri bilinen bir olgudur
[38,39]. Killerin yiiksek yiizey alanlar1 ve negatif yiizey yiikleri bunun en 6nemli
sebeplerindendir. Killerden montmorillonit iizerine protein adsorpsiyonu da
literatiirdeki ¢ok eski c¢alismalarda belirtilmistir. [38] Literatiirdeki kil-protein
adsorpsiyonu c¢alismalarindan bircogu zirai uygulamalari hedeflemektedir, zira kil-
protein etkilesimi proteinlerin topraktaki bozunurlugunu ve dayanikliligini belirleyen

onemli bir olgudur [40,41].

Harter ve Stotzky tarafindan yapilan ¢alismalarda, proteinlerin homoiyonik H, Ca,
Na, Al, La ve Th smektitlere olan adsorpsiyonu incelenmis ve iki neticeye
varilmigtir: Proteinlerin bir kismi kolayca yiizeyden ayrilirken, diger kismi
ayrilmamaktadir. Yapilan bu c¢alismalar proteinlerin smektitlerin  diizlemsel
yiizeylerine adsorbe oldugunu ve diisiik izoelektrik nokta degerlerinde (pI) dahi
adsorpsiyonun gercgeklestigini gostermistir [42,43].

Son yillarda biyonano malzemelerin kullaniminin artigiyla beraber, bu tiir ¢aligmalar

kontrollii salimda da ¢ok sik kullanilmaya baslanmistir [44,45].

Proteinler, killerin negatif ylik yogunluguna sahip yiizeylerine adsorbe olur.
Literatiirde kil adsorpsiyonu neticesinde, kil tabakalar1 arasindaki mesafenin acildigi
ve belli bir noktadan sonra tabakalarin dagildigi bildirilmistir [46]. Bu durum,
proteinlerin kil tabakalari arasina yerlestigini ifade eder. Bu tiir yapilara

biyonanokompozit ad1 verilir.

Proteinlerin kil tabakalar1 arasina nasil yerlestigini ag¢iklamak igin iki temel
mekanizma one siiriilmiistiir. Bunlardan ilki, kil tabakalarinin 6nce ayrilip aralaria
organik molekiiliin girdigi, sonra tabakalarin tekrar kapandigini 6ne siirmekte [47];
ikincisi de tabakalarin ayr1 ayri iken birine protein adsorpsiyonu sonrasinda digerine
ait bir tabakanin, protein adsorplanmis kil tabakasina gociinii 6ne siirmektedir[48].

Her iki mekanizma Sekil 2.7°de I ve II olarak gdsterilmistir [46].
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Sekil 2.7 : Kil tabakalarina protein yerlesiminin mekanizmalari.

2.8 Proteinlerin Kantitatif Analizi

Proteinler, monomerleri amino asit olan biiyilik molekiil agirlikli polimerlerdir.
Proteinlerin kantitatif analizi, basit yapili molekiillerinki kadar kolay olmayabilir.
Bunun i¢in literatiirde belli basli kantitatif analiz metodlar1 rapor edilmistir.
Bunlardan klasik yontemler Biuret [49], Bradford [50], Lowry [51], Kjedahl [52] ve
BCA yontemleridir. Bundan bagka proteinlerin tamamen amino asitlerine ayrilmasi
ve amino asitlerin analizi yontemi [53,54] gibi yontemler de literatiirde rapor
edilmistir. Ayrica dogrudan UV-VIS spektrometri yontemi de kullanilabilir. Ancak
kolayligr nedeniyle klasik yontemler pek ¢ok laboratuvarda ve arastirmada
kullanilmaktadir. Bu klasik yontemlerden bazilari, asagida detayli olarak

anlatilacaktir.

2.8.1 Lowry yontemi

Oliver H. Lowry tarafindan bulunmus bu test, bazik ortamda (pH=10-10,5)
proteinlerin peptit baglarindaki azotlarin bakir(I) iyonlariyla kompleks olusturmasi
ilkesine dayanir. Lowry yoOntemi, en ¢ok kullanilan protein tayini ydntemlerinden
biridir. Bu yontemin calisma prensibi, bazik ortamlarda iki ya da daha ¢ok peptit bag

igeren bilesiklerin, bakir tuzlariyla mor kompleksler olusturmasina dayanir.
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Lowry protein tayininde, sodyum karbonat (Na,CO3), potasyum sodyum tartarat ve
bakir(IT) stilfat (CuSO4) karigimidir. Protein varliginda mor renkli bir kompleks

olusur. Bu mor rengin varligi, proteinlerin kalitatif analizi i¢in de kullanilabilir.

Kantitatif analizde, kalibrasyon i¢in standartlar hazirlanir ve 750 nm dalgaboyunda
Olgiilir. Daha sonra Ornekler uygun seyreltmeler yapilip, Lowry reaktifleri

eklendikten sonra ayn1 dalgaboyunda 0l¢iiliir.

2.8.2 Biuret yontemi

Lowry protein tayininin bir baska sekli Biuret yontemidir. Bu yontemin calisma
prensibi, yine bakir(Il) ile proteinlerin peptit baglarindaki azotlarin mor kompleks
olusturmasidir. Biuret protein tayininde kullanilan reaktif, potasyum hidroksit
(KOH), bakir(IT) siilfat (CuSQO4) ve sodyum potasyum tartarat karistmidir. Biuret
protein tayininde dnce kalibrasyon i¢in standartlar hazirlanir ve bunlarin absorbansi
550 nm dalgaboyunda olciiliir. Daha sonra ornekler uygun seyreltmeler yapilip,

biuret rekatifi eklendikten sonra ayni dalgaboyunda 6lgiiliir.

2.8.3 Bradford Yontemi

Bu c¢alismada da kullanilan Bradford yontemi, protein tayininde en ¢ok kullanilan

yontemlerdendir.

Bradford protein tayin yontemi, Coomassie Brilliant Blue G-250 boya molekiiliiniin,
protein varliginda ve asidik ortamda, absorbans kaymasina dayanir. Bu absorbans
kaymas1 daha kirmizi formdaki olan boyanin, protein baglanmasiyla mavi hale
doniisiine dayanir. Burada boya oOncelikle eslenmemis elektronlarini proteinin
iyonlagabilen gruplarina vererek proteinin hidrofobik bélgelerini 6n plana ¢ikarir. Bu
esnada proteinin hidrofobik bolgeleri, van der Waals kuvvetleriyle boyanin apolar
uclarina baglanarak, olusan mavi kompleksi saglamlagtirir. Artan protein miktartyla,

olusan mavi renk artar.
Mavi renkli kompleksin maksimum dalgaboyu 595 nm’de verilir.

Bu protein tayin yonteminde kullanilan boya Coomassie Brilliant Blue G-250’nin

molekiil yapisi, Sekil 2.8°de gosterilmistir.
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Sekil 2.8 : Brillant Blue G-250’nin molekiil yapisi

Bu molekiilden iki adet metil grubu ¢ikarilirsa, olusan yeni molekiil Coomassie
Brilliant Blue R-250 olarak adlandirilir ve bunu da protein tayininde kullanmak

miimkiindiir. Bu molekiil de Sekil 2.9°da gosterilmistir.

HO;S

s o
HN—(: :)—O

Sekil 2.9 : Brillant Blue R-250’nin molekiil yapis1

Bradford yonteminde kullanilacak reaktif onceden hazirlanabilecegi gibi, ticari
olarak da bulunabilir. Bradford reaktifi, 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250’nin
50 mL %095’lik etanol iginde ¢oziildiikten sonra, %85°lik (w/v) fosforik asit

eklenmesiyle hazirlanir. Olusan ¢ozelti 1 litreye seyreltilir.

Bradford yonteminin kalibrasyonu yapildiktan sonra, 6rnek analizi adimlar1 asagida

verilmistir.
1. Her bir 6rnekten 100 pL alinarak test tiiplerine konulur.

2. Orneklerin tizerine 5 mL Bradford reaktifi eklenir.
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3. Bir bagka tiipe 100 pL kor eklenir, iizerine 5 mL Bradford reaktifi konur.
4. Tiipler vorteks gibi bir karistirict ile karigtirilir.

5. Bes dakika beklendikten sonra, spektrofotometrik yontemle, 595 nm’de dl¢iim

yapilir.

Bradford yontemi hassasiyet bakimindan da ikiye ayrilir. Standart yontem (20-150
mg protein) yukarida anlatilan yontemdir. Mikro yontemde ise 1 ila 10 mg protein
tayin edilebilir. Mikro yontemin farki, kalibrasyon c¢ozeltilerinin derisimleri ile,

eklenen Bradford reaktifi hacminin 1 mL olmasidir [50].

Bradford protein tayini yontemi, ortamda bulunabilecek cesitli kimyasallardan gelen
girisimlere kars1 daha 1yi bir sonu¢ vermesi ve daha hassas olusu ile tercih edilen bir
yontemdir. En biiyiik dezavantaji da lineer bolgesinin dar olusudur. Bu, 6l¢iimden

once pek ¢ok seyreltme yapilmasi gerekliligini beraberinde getirir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Malzemeler

Sodyum aljinat (Kahverengi yosundan, agirlikca %2 derisimdeki ¢ozeltisinin 25
°C’de viskozitesi ~250 cps, >%99 saflikta) ve montmorillonit (Asitle muamele
edilmis K10, yiizey alam 220-270 m?/g) Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.
Coomassie Brillant Blue G-250 ve sigir serum albiimini (Bovine Serum Albumin,

BSA, fraction V) Merck’ten alinmistir.

Bunlardan bagka, potasyum dihidrojen fosfat (Merck, >%99), sodyum hidroksit
(Merck, >%99), hidrojen kloriir (Merck, %37’lik ¢ozelti), sodyum klorir (J.T .
Baker, >%99) ve kalsiyum Kkloriir dihidrat (JT Baker>%99) kullanilmistir. Biitiin
¢ozeltilerin hazirlanisinda deiyonize su kullanilmistir. Tiim kimyasallar ticari olarak

bulunabilir ve ek saflastirma uygulanmaksizin kullanilmistir.

3.2 Cihazlar

Deneylerde orneklerin UV 6lc¢limlerini almak i¢in kullanilan cihaz Shimadzu UV-
1800 marka spektrofotometredir. Cihaz ¢ift 151n yollu olup kullanilan lamba tungsten

— doteryum lambalardir. (W, Dy). Dalgaboyu ¢aligma araligi 200 — 800 nm’dir.

Hazirlanan kiireciklerin sulu ortamda ¢alkalanmasi i¢in kullanilan cihaz Niive ST402

marka su banyolu ¢alkalayicidir. Calkalama hizi 150 — 1000 rpm arasindadir.

Taramali elektron mikroskopisi (Scanning electron microscopy, SEM) goézlemleri

i¢cin, JEOL-JSM-5919LV marka taramali elektron mikroskopisi kullanilmustir.

FT-IR analizlerinde Thermo Nicolet 6700 marka FT-IR spektrofotometre

kullanilmistir.

Bunlardan bagka, ¢alismada pH Metre (Metrohm 654), saf su cihaz1 (Elga Purelab
Option-Q), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex), santrifiij, vorteks ve hassas terazi

kullanilmustir.
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3.3 Yapay Mide Sivisinin Hazirlanmasi

Bu calismada oral yoldan salim simiilasyonu yapildigi icin, yapay mide sivisi
(simulated gastric fluid, SGF) ve yapay bagirsak sivisi (simulated intestinal fluid,
SIF) kullanilmistir.

Yapay mide s1visi; %0,2 (w/v) NaCl, %0,7 HCI ve %0,32 (w/v) pepsin enzimi igerir
ve pH degeri yaklasik 1,2°dir. [55] Yapay mide sivisi formiilasyonlart ticari olarak

bulunabildigi gibi, laboratuvarda da hazirlanabilir.

Yapay mide s1visi, literatiirdeki pek ¢ok salim ve jel karakterizasyonu ¢alismalarinda
pepsin igermeksizin kullanilmistir. Pepsin kullanim1 hem proteinlerin sindirip salim
takibini zorlastirdigi, hem de ek maliyet getirdigi i¢in kullanilmayabilir. Yapay mide
stvisinin bu formuna pepsinsiz yapay mide sivist adi verilir. Bu calismada da
pepsinsiz mide s1vist kullanilmistir ve bundan sonra sadece yapay mide sivisi olarak

adlandirilacaktir.

Yapay mide sivist, 0,2045 g sodyum kloriiriin suda ¢oziildiikten sonra iizerine 0,7
mL %37’lik HCI eklenmesi ve 100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Daha
bliylik hacimlerde stok ¢ozelti hazirlanabilir ancak, ¢ozeltilerin derisiminin

degismesini 6nlemek icin taze ¢ozelti kullanimina 6zen gosterilmistir.

3.4 Yapay Bagirsak Sivisinin Hazirlanmasi

Yapay bagirsak sivisi; pankreatin igeren standart fosfat tamponu (pH = 6,8) olarak
tanimlanmustir. [55] Yapay bagirsak sivisi formiilasyonlar: ticari olarak bulunabildigi

gibi, laboratuvarda da hazirlanabilir.

Yapay mide sivisinda oldugu gibi, yapay bagirsak sivisinda da enzim
kullanilmamistir. Bu nedenle pankreatinsiz yapay bagirsak sivisi, bundan sonra

yapay bagirsak s1visi olarak adlandirilacaktir.

Yapay bagirsak sivisinin hazirlaniginda, 0,6805 g KH,PO,4 ve 0,0896 g NaOH suda
¢oziildiikten sonra 100 mL’ye tamamlanir. Bu noktada pH = 6,8 civarinda olmasi
gerekir. Eger bu saglanmiyorsa, gereken miktarda NaOH ya da HCI ilavesi ile

¢ozeltinin pH degeri 6,8 olmak iizere ayarlanir.
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3.5 Kiirelerin Hazirlanmasi

3.5.1 Kilsiz kiirelerin hazirlanmasi

Aljinat-BSA kiirelerinin hazirlanmasinda farkli formiilasyonlar kullanilmustir.
Oncelikle, sodyum aljinat deiyonize suda ¢dziilmiis, hi¢ kabarcik ve kat1 kalmayana
kadar beklendikten sonra, bu c¢ozeltiye gereken miktarda siir serum albiimini
eklenmistir. Toplam ¢ozelti hacmi 10 mL’dir. Homojen bir ¢ozelti elde edilene dek
kanistirildiktan sonra, bu ¢ozelti bir siringa yardimiyla 30 mL kalsiyum Kkloriir
¢oOzeltisine damlatilir. Bu esnada ¢ozeltide hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir.
Olusan kiireler hemen siiziiliir, 20 mL deiyonize su ile yikanir. Kiirelerin tizerindeki
kaba su adi slizge¢ kagidi ile alindiktan sonra, bir laboratuvar buzdolabinda
kurumaya birakilir. Oda sicakliginda kurumaya birakilmamasinin sebebi, BSA’nin

bozulmasini 6nlemek i¢indir.

3.5.2 Killi kiirelerinin hazirlanmasi

Aljinat-BSA-kil kiirelerinin hazirlanmasi da, AB kiirelerinin hazirlanmasina benzer
bir yontemle gerceklestirilir. Burada oncelikle belli bir miktarda montmorillonit kili,
manyetik karistirict ve ultrasonik banyo vasitasiyla deiyonize suda dagitilir. Bu islem
1 saat boyunca siirdiiriiliir. Daha sonra, karigima sigir serum alblimini eklenerek 1
saat boyunca karismasi saglanir. Son olarak gereken miktarda sodyum aljinat eklenir
ve karisim homojen olana dek karistirma stirdiiriiliir. Bu karigimin toplam hacmi 10
mL’dir. AB kiirelerinin hazirlanmasinda oldugu {izere, karigim bir siringa vasitasiyla
30 mL kalsiyum kloriir ¢ozeltisine damlatilir. Siiziilen kiireler 20 mL deiyonize su ile

yikanir, laboratuvar buzdolabinda kurutulur.

3.5.3 Proteinsiz kiirelerin hazirlanmasi

Su tutma deneylerinde ve morfolojik analizlerde kullanilan kiirelerin
hazirlanmasinda, proteinli  kiirelerinin  hazirlanmasinda  kullanilan ~ yontem

kullanilmistir. Tek fark, sigir serum albiiminin eklenmemesidir.

Hazirlanan biitiin formiilasyonlar EK A’da gosterilmistir. Formiilasyonlardaki
kisaltmalarda C, K, B sirastyla kalsiyum, kil ve BSA’y1 temsil etmektedir. Ornek
olarak CKB-3-1-1 kisaltmasi, %3 Ca®* i¢inde jellestirilmis, %1 BSA ve %1 kil

iceren kiireleri ifade eder.
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3.6 Su Tutma Deneyleri

Su tutma deneylerinde, aljinat kiirelerinin salim ortamlarina nasil davranacagini
arastirmak istenmistir. Bu amagcla, cesitli formiilasyonlarda hazirlanmis bulunan
aljinat kiirelerinin uygun salim ortamlarinda ne kadar su tuttugu hesaplanmustir.
Bunun igin yapilan denemelerde, ¢esitli formiilasyonlarda olmak {izere, 0,1 g kuru
kiire salim ortamina yerlestirilmistir. Daha sonra, ¢esitli zaman araliklarinda kiireler
stizilmiis, tlizerlerindeki kaba sivi bir silizge¢ kagidi yardimiyla uzaklastirilmis ve
kiirenin kiitlesi ol¢iilmiistiir. Kullanilan ¢ozeltiler yapay mide sivisi (SGF) ve yapay
bagirsak sivisidir (SIF). Olgiimlerin sonunda su tutma, ya da sisme orani asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanir:

° (3.1)
Burada ST, su tutma oranini, W; anlik kiire kiitlesini, W, da baslangigtaki kiire

kitlesini temsil etmektedir.

3.7 Morfoloji Gozlemleri

Kiirelerin boyut analizleri optik mikroskopi ile yapilmistir. Optik mikroskop
goriintiileri elde edilen kiirelerin, ortalama boyutlar1 dl¢tilmistiir. Kiirelerin ylizey

analizleri taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) ile gergeklestirilmistir.

BSA’nin kil tabakalar1 tarafindan tutuldugunu dogrulamak i¢in XRD ydntemi
kullanilmistir. Ug ayr1 cam lam iizerinde kil, kil + BSA, kil + BSA + aljinat filmleri

hazirlanmis, kurutulmus ve bunlara ait XRD spektrumlar1 6l¢tilmiistiir.

Bu gézlemlerin yaninda, yapay mide sivisi ve yapay bagirsak sivisinin kiire yiizeyine
etkisini incelemek amaciyla, kilsiz ve %1 kil igeren, %3 CaCl; icinde jellestirilmis
%2 aljinat kiireleri, kurutulduktan sonra, 150’ser dakika SGF ve SIF iginde
calkalanmistir. Bu kiireler daha sonra siiziilerek kurumaya birakilmig, ve ylizey

analizi SEM kullanilarak yapilmstir.

3.8FTIR

Kiirelerin proteini hapsettigini dogrulamak i¢in, ek bir analiz olarak Fourier

dontistimlii kizilotesi spektroskopisi yontemi kullanilmistir. Proteinli kurutulmus
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kiireler, bir havanda iyice doviilerek toz haline getirilmis ve sonra bu toz ek bir

isleme tabi tutulmaksizin kizilotesi spektrumu alinmigtir.

3.9 BSA Salimi

Onceden tartilmis ve kurutulmus kiireler, kapakli bir cam siseye yerlestirilmis ve
tizerine 30 mL salim ortami eklenmistir. Bu salim ortamlari, oral yolla salimi taklit
etme amaciyla, once yapay mide sivisi sonra yapay bagirsak sivist olmak iizere
ayarlanmistir. Mide sivist 0-3 saat, bagirsak sivisi ise 3 saatten sonra olmak iizere
kullanilmuistir. 3. Saat sonunda kiireler mide sivisindan siiziilmiis ve 30 mL bagirsak

stvisina alinmistir.

Oral yolla alimu taklit etme amaciyla, salim ortami 37 °C sabit sicaklikta, su banyolu

calkalayicida 250 rpm’de calkalanmistir.

Salim yapilirken, diizenli araliklarla salim sigesinden 500 puL 6rnek alinmis ve ayni

miktarda taze salim ¢ozeltisi geri eklenmistir.

Kiireler hazirlanitken BSA’nin bir miktar1 kaybedilebilir. Bu nedenle CaCl;
cozeltisine, yikama suyuna ve kurutma kagidina difiizlenen BSA igin ayr1 ayr
ornekler alinmistir. Ornekler ayni giin dlgiilemeyecekse, -20 °C’de saklanarak,

bozulmalar1 engellenmistir.

Orneklerdeki BSA miktar1, Bradford protein tahlili yontemi ile o6lgiilmiistiir.
Shimadzu UV-1800 marka UV-VIS spektrofotometre ile 595 nm’de, Coomassie
Blue kullanilarak, protein miktar1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda, kiire hazirlanmasi

esnasinda kaybedilen BSA miktarlar1 da bu yontemle 6l¢iilmiistiir.

Bradford yontemi Oncesinde, 6zellikle yapay bagirsak sivisi iginde aljinat kiireleri
parcalandigindan, 6rnekler mikrosantrifiij kaplarinda santrifiij edilir. Ayn1 zamanda,
Bradford reaktifi tiiplere eklendiginde, etkili bir karistirma igin, tiipler 3 dakika

boyunca ultrasonik banyoda karigtirilir.
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4. SONUCLAR

4.1 XRD Sonuclar

EK B’e XRD grafigi goriilmektedir. Buna gore, yalnizca kile ait maksimum pik
20=6,93; proteinli kile ait maksimum pik 26=2,74 degerindedir. Aljinath kil-protein
karisiminda ise pik yoktur.

Kil tabakalarinin BSA varliginda ne kadar agildigini hesaplamak i¢in Scherrer
esitligi kullanilmistir. Bu esitlik asagidaki gibi ifade edilir.

. KA
" Bcos# (4.1)

Burada t, tabakanin kalinligin1 K kristal yapisina bagl bir sabiti (0,89), A X-1sininin
dalga boyunu, B integral genisligini, 6 ise Bragg kirinim agisin1 ifade eder.

Kile ve BSA-kil karisimina ait acilar farklidir. BSA varliginda pikin agikga kiigiik
degerlege dogru kaydigi goriilmektedir. Bu, tabakalar arasinda bir agilmaya isaret
eder. Scherrer esitligi ile bu agilmanin 1,92 nm oldugu hesaplanmistir. Kil ve
BSA’ya aljinat eklendiginde ise hi¢ pik goriilmemektedir. Bu, artik tabakalarin
birbirinden tamamen ayrilip, dagildigi anlamina gelir. Bu sonugclar, proteinlerin kil
tabakalarimin arasimna girip onlar1 agarak ve aljinat varliginda killerin tamamen

dagilarak nanokompozit bir yap1 olusturduklarina isaret eder.

4.2 Boyut ve Yiizey Analizleri

Hazirlanan kiireler, kurutulmus iken 1 mm ve iistii boyutlardadir. Boyutlarin analizi
icin farkli kiire formiilasyonlarindan Orneklerin goriintiileri optik mikroskop ile
kaydedilmis ve bilgisayarda ortalama tanecik boyutlar1 hesaplanmistir. Kullanilan
kiire formiilasyonlari CKB-3-0-0, CKB-3-1-0, CKB-3-2-0 ve CKB-3-2-1’dir.
Kiirelere ait ortalama yaricap 1,11 mm olarak Sl¢iilmiistiir. Bu goriintiiler EK C’de

yer almaktadir.
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Se¢ilmis kiire formiilasyonlaria ait ylizey goriintiileri EK E’de verilmistir. Kuru
haldeki kiirelerin taramali elektron mikroskopi goriintiilerine bakildiginda, kilsiz
aljinat kiirelerin daha diizensiz, girintili ¢ikintili ve ¢atlakli bir yiizeye sahip oldugu;
killi aljinat kiirelerin ise daha siki, tok ve diizgiin bir yapida oldugu goriilmektedir.
Bu goriintiiler, kilin kiire yiizeylerini de saglamlastirdigini gostermektedir. Kil,
proteini adsorbe etmesinden baska, kiire ylizeyini de saglamlastirarak hapsetme

verimini artirmakta ve salim profilini yavaslatmaktadir.

43 FTIR

Kiirelerde BSA’nin hapsedildigini ispatlamak i¢in yardimci bir yontem olarak FTIR
kullanilmistir. EK F’de CKB-3-0-0 ve CKB-3-0-1 kiirelerine ait FT-IR spektrumu
yer almaktadir. 1530 cm™ bélgesinde goriilmesi gereken karakteristik amid piklerinin
yoklugu, yikama ile yiizeyde protein kalmadigini ispatlamaktadir. Hidroksil pikleri

ile amin pikleri ¢akigsmis oldugundan, buradan bir ¢ikarim yapilamaz.

4.4 Su Tutma Sonuclar

Su tutma ¢alismalarinda, farkli aljinat — kil formiilasyonlari, 37 °C sicaklikta, farkli
salim ortamlarinda (SGF ve SIF) kullamilmistir. Sekil 4.1°de, %3 CaCl; iginde

jellestirilmis kiirelerin, SGF icindeki su tutma sonuglar1 gériilmektedir.
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Sekil 4.1 : %3 Ca i¢inde jellestirilmis kiirelerin SGF’de su tutma sonuglari
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%10 CaCl; iginde jellestirilmis kiirelere ait, SGF’de su tutma sonuglart ise Sekil

4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2 : %10 Ca”" i¢inde jellestirilmis kiirelerin SGF’de su tutma sonuglar1

Kiirelerin SIF i¢inde ne kadar su tuttuklar1 da incelenmistir. %3 CaCl;, i¢inde

jellestirilmis kiirelerin, SIF i¢inde su tutma sonuglar1 Sekil 4.3de verilmistir.

Sekil 4.3 :
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%3 Ca”" i¢inde jellestirilmis kiirelerin SIF’de su tutma sonuglar1

%10 CaCl; iginde jellestirilmis kiirelerin, SIF icinde su tutma sonuglar1 da Sekil

4.4’te gosterilmektedir.

30



SIF|—=— 10-0-0

e 10-1-0

4— 10-2-0

50 - P
40 4

30

20

Sisme Orani

v r T . T v T . T
0 100 200 300 400 500
Zaman (Dakika)

Sekil 4.4 : %10 ca®t icinde jellestirilmis kiirelerin SIF’te su tutma sonuglari

EK D’de, biitiin sisme sonuglari, sirasina uygun olarak SGF ve SIF iginde
karsilastirilmali olarak da goriilebilmektedir. SGF iginde kiirelerin yaklasik iki katina
kadar kiitlelerini artirabildikleri, SIF i¢inde ise bu oranin ¢ok daha fazla (%3 Ca®*
icinde jellesen kiireler i¢in, 120 katina kadar) oldugu gériilmektedir. Bunun yaninda,
SIF icinde biitiin kiirelerin bir siire sonra formlarin1 kaybedip pargalanmaya
basladiklar1 da gézlemlenmistir. Asidik ortamda agilmayan jel yapisi, bazik ortamda
ve Ozellikle fosfat varliginda kendini koruyamamaktadir. SIF’teki fosfat, jellerdeki
kalsiyumu ¢eker ve kalsiyum aljinatin tek degerlilkli tuzuna doniistiiriir. Bu olay da
kiirelerin dagilmasini hizlandiran bir siiregtir.

SIF ortaminda, kiirelerin SGF’ye oranla ¢ok daha fazla su almas1 beklentilere cevap

veren bir sonugtur. Zira su girisiyle proteinin disar1 tasinmasi hizlanir.

4.5 Hapsetme Verimleri

Kiirelerin, konulan BSA’nin yilizde kagmi hapsettigini bulmak i¢in hapsetme
verimleri hesaplanmistir. Kiirelerin hazirlanisi esnasinda, sirasiyla jellesme ortami,
yikama suyu ve kurutma kagidindan alinan numuneler Bradford protein tayini
yontemiyle Ol¢iilmiis ve bunlardaki protein miktari; baslangigta konulan protein
miktarina oranlanarak hapsetme verimleri hesaplanmistir. Hazirlanan kiire

formiilasyonlarina ait hapsetme verimleri Cizelge 4.1 te verilmistir.
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Cizelge 4.1 : Kiire formiilasyonlarina ait hapsetme verimleri.

Formiilasyon Hapsetme Verimi
CKB-3-0-1 %40
CKB-3-0,5-1 %68
CKB-3-1-1 %72
CKB-3-2-1 %78
CKB-10-0-1 %46
CKB-10-2-1 %78

Cizelgede goriildigi tlizere, Ca*" miktarinin artistyla, protein hapsetme verimi bir
miktar artsa da, onemli artiglar kil miktarinin degismesiyle gozlenmistir. Kilin
proteini adsorplayict 6zelligi, hazirlanis esnasinda proteinin disar1 kagmasini

Onlemektedir.

4.6 Salim Sonuclari

Protein salim takibinde elde edilen absorbans — zaman grafiklerinden, toplam salim
(Baslangigta eklenen protein miktarina orani) — zaman grafikleri olusturulmustur.

Bunun i¢in su hesaplama yolu izlenmistir:

1. Absorbans degerleri, kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru ile konsantrasyona

ve oradan da kiitle miktarina geg¢ilmistir.

2. Her bir zaman araliginda kiirelerin ne kadar protein saldigi, aradaki kiitle

farkindan hesaplanmustir.

3. Bu kiitle artislar1 toplanmis ve basta eklenen protein miktarina oranlanarak grafik

olusturulmustur.

4. Basta eklenen protein miktarindan, jellesme ve kuruma esnasinda kaybolan protein

miktar1 ¢ikarilmastir.

Sekil 4.5’te, %3 CaCl; i¢inde jellestirilmis kiireler igin, SGF igindeki toplam salim —

zaman grafigi goriilmektedir.

32



SGF

030 -
025 - e
0,20 - o

0,15

Salim Orani

0,101 / A
0,05 /u” y

0004  #—ho-m o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 0 20 40 60 8 100 120 140 160 180 200
Zaman (Dakika)

Sekil 4.5 : %3 ca* icinde jellestirilmis kiirelerin SGF’de salim sonuglari

Sekil 4.6°da ise, %10 CaCl; iginde jellestirilmis kiireler igin, SGF igindeki toplam
salim — zaman grafigi goriilmektedir.
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Sekil 4.6 : %10 ca®* icinde jellestirilmis kiirelerin SGF’de salim sonuglari

Sekil 4.7°de, SIF i¢inde, %3 CaCl, i¢inde jellestirilmis kiirelerin salim profilleri

gosterilmektedir.
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Sekil 4.7 : %3 ca® icinde jellestirilmis kiirelerin SIF’te salim sonuglari

Sekil 4.8’de ise, SIF iginde, %10 CaCl; i¢inde jellestirilmis kiirelerin salim profilleri
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Sekil 4.8 : %10 ca* icinde jellestirilmis kiirelerin SIF’te salim sonuglari

Sonug olarak, bu ¢alismada kullanilan aljinat kiirelerinin ve kil ile modifiye edilmis
aljinat kiirelerinin hapsetme kapasitelerinde ve salim profillerinde 6nemli farkliliklar
saptanmistir. Kil ilavesi aljinatin diisiik hapsetme kapasitesini yaklasik %40 lardan
%70 lere ¢ikarmaktadir. Bu kil ilavesinin 6nemli bir avantajidir. Proteinin aljinat

kiireleri i¢ine hapsedilmesi prosesi esnasinda onemli protein kaybi bu sekilde

azaltilmistir.

Zaman (Dakika)
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Tiim salim profillerinde goriilebilecek en 6nemli sonug, asidik SGF ortaminda
protein saliminin, SIF’e gore ¢ok daha diisiik olusudur. Aljinat kiireleri icine
hapsettigi BSA nin kiigiik bir boliimiinii mide sivisina salmaktadir. Aljinat kiireleri
icine kil ilavesi hem salim miktarimm hem de salim hizin1 6nemli Olgiide
diisiirmektedir. Bagirsak sivisinda ise aljinat i¢ine hapsedilen BSA hizla ve biiyiik
oranda ¢ikmaktadir. Bagirsak sivisi ortaminda da aljinat i¢ine ilave edilen kil salim
hizin1 diistirmektedir. Killi kiireciklerden salinan miktar baslangigta tutulan miktara
gore azalmasina ragmen killi kiireciklerin tutma kapasitesi kil igermeyen kiirelere
gore c¢ok fazla oldugundan, bu orani viicuda salinan miktarda bir azalma gibi
diistinmemelidir. Bu c¢aligmada kullanilan alginat ve kil ile modifiye alginat
jellerinden protein saliminin SGF sivisinda diisiik olmas1 buna karsilik SIF sivisinda
artist 6nemli bir sonuctur. Protein yapisindaki ilaglar mide ortaminda denatiire
olmakta ve proteinlerin emilimi ince bagirsaktan olmaktadir. Mide sivisinda goriilen
diisiik salim profili, proteinin mideden gecerken adeta korunmasi anlamina gelir.
Bunun yaninda, kil miktarinin artisinin salim hizini diisiirdiigii goriilmektedir. Bunu

da adsorpsiyon etkisi ile agiklamak miimkiindiir.

flag salim hedeflerinde, hizli salmmanin mutlak kétii, yavas salmanin mutlak iyi
oldugu disiiniilmemelidir. Hangi salim profilinin tercih edilmesi gerektigi, tamamen
uygulamadaki beklentilere baglidir. Bu calismada, aljinat ortamina hapsedilmis
BSA’ nin mideden 6nemli oranda bozulmadan ge¢mesi ve kil ilavesi ile salim hizinin
degistirilmesi nedeniyle, aljinat biyopolimeri-kil-BSA {igliistiniin olusturdugu
nanokompozit yapi, viicuda oral yoldan protein verilmesi igin salim ortami olarak

oOnerilmektedir.
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EKA

Cizelge A : Hazirlanan formiilasyonlara ait ¢izelge.

Formiilasyon Aljinat Derigimi Kil Derisimi Ca’* Derisimi (w/v) BSA Derisimi
(wWiv) (Wiv) (wWiv)
CKB-3-0-0 %2 - %3 -
CKB-3-0,5-0 %2 %0,5 %3 -
CKB-3-1-0 %2 %1 %3 -
CKB-3-2-0 %2 %2 %3 -
CKB-10-0-0 %2 - %10 -
CKB-10-1-0 %2 %1 %10 -
CKB-10-2-0 %2 %2 %10 -
CKB-3-0-1 %2 - %3 %1
CKB-3-0,5-1 %2 %0,5 %3 %1
CKB-3-1-1 %2 %1 %3 %1
CKB-3-2-1 %2 %2 %3 %1
CKB-10-0-1 %2 - %10 %1
CKB-10-1-1 %2 %1 %10 %1
CKB-10-2-1 %?2 %?2 %10 %1
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EKB
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Sekil B : Kil, Kil + BSA ve Kil + BSA + Aljinata ait XRD spektrumlart.
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EKC

Sekil C.1 : Soldan saga, CKB-3-0-0 ve CKB-3-1-0 kiirelerine ait optik mikroskop
goriintiileri.

Sekil C.2 : Soldan saga, CKB-3-2-0 ve CKB-3-2-1 kiirelerine ait optik mikroskop
goriintiileri.
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Sekil D.1 : SGF i¢indeki biitlin su tutma sonuglari.
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Sekil D.2 : SIF igindeki biitiin su tutma sonuglart.
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EKE.1

EHT = 5.00 kV Signal A= SE2 Date :20 May 2010
WD= 8mm Photo No.=1230  Time :13:12:52

Sekil E.1 : CKB-3-0-0 kuru kiiresine ait SEM goriintiisii.

10pm EHT = 5.00 kv Signal A = SE2 Date :20 May 2010
Mag = 5.00 KX |—| WD= 8mm Photo No.=1233  Time :13:16:31

Sekil E.2 : CKB-3-0-0 kuru kiiresine ait yakinlastirilmis SEM goriintiisii.
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EKE.2

EHT = 5.00 kV Signal A= SE2 Date :20 May 2010

|—| WD= 8mm Photo No.=1221 Time :12:52:56

Sekil E.3 : CKB-3-1-0 kuru kiiresine ait SEM goriintiisii.

10pm EHT = 5.00 kv

Mag= 500KX |——m ] WD= 8mm

Sekil E.4 : CKB-3-1-0 kuru kiiresine ait yakinlastirilmis SEM goriintiisii.
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EKE.3

EHT = 5.00 kv Signal A = SE2 Date :20 May 2010
WD= 8mm Photo No.=1242  Time :13:36:39

-

SR :
P55 ; e ol AL :
10um EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :20 May 2010
Mag= 5.00 KX |—| WD= 8mm Photo No.=1244  Time :13:38:36

i

Sekil E.6 : CKB-3-2-0 kuru kiiresine ait yakinlastirilmis SEM goriintiisii.
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EKF
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Sekil F : CKB-3-0-1 kuru kiiresine ait FTIR spektrumu.
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EKG

Sekil G : CBK-3-0-0 kiireleri kurutma agsamasinda iken ornek bir fotograf.
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EKH

Sekil H : Kurutulmus CBK-3-0-0 kiireleri.
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