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ONSOz

Biofilm sentezinin deneysel tasarim uygulamasinin amacglandigl bu tezde cevreyle
uyumlu, zehirsiz olan dogal ve sentetik polimerlerle ¢alisilmistir. Calisma iki asamadan
olusmaktadir. ilk asama biofilmi sentezleyebilmektedir. ikinci asama sentezlenen
biofilmin membran olarak kullanilip kullanilamayacaginin arastiriimasi icin sorpsiyon ve
desorpsiyon degerlerinin belirlenmesidir. Calismada sentezlenen biofilmin sorpsiyon ve
desorpsiyon Ozelliklerinin  membran o6zellikleri igin istenen degerlerde oldugu
gozlemlenmistir. Bu calisma ile membran Uretimi icin kullanilan bozunabilirligi,
parcalanabilirligi zor, zehirli polimerler yerine cevreyle uyumlu, zehirsiz, kolay
bozunabilir dogal polimerler kullanilabilmesi amaglanmaktadir.
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OZET

ALGINAT-KITOSAN BAZLI BiOFiLM SENTEZi iCIN DENEYSEL TASARIM
UYGULAMASI

Tugce SIMSEK

Kimya Muhendisligi Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Yrd.Dog.Dr. Seyfullah KEYF

Alginat, biyopolimer olarak son zamanlarda tip, gida, cevre gibi alanlarda uygulamalari
olan, hidrojel olarak yaygin kullanim alanina sahiptir. Hidrojeller, su icerigi yliksek olan
hidrofilik polimerlerden olusan (g boyutlu capraz bagli aglardir.

Bu calismada iki makro biopolimer molekilin iyonik baglanmasini saglayan bir capraz
baglayict kullanilarak alginat ile birlikte kitosan hibrid polimer aglari olusturmak
amagclandi. Kitosan / alginat hidrojelinde, alginat varliginin hidrojel stabilitesine
sahiptir, fakat malzemenin film formu olusturmasinda mekanik dayanim arttirilmasi
amaciyla ¢evreye uyumlu bir sentetik polimer olan polivinil alkol ve polietilen oksit
ilave edildi. Kitosan, alginat, polivinil alkol ve polietilen oksit iceren biyopolimerin
degisik bilesimlerde matriks biyopolimerin cekme mukavemeti, ylizde uzama ve elastik
bolge cekme kuvveti degisimleri incelendi.

Deneysel tasarim metodu kullanilarak alginat, PVA, kitosan konsantrasyon faktorleri ile
cevap ylzeyi olarak cekme mukavemeti, ylizde uzama ve elastik bolge ¢cekme kuvveti
incelendi. Biyopolimer matriksinin faktorlerle cevap ylzeyleri ile iliskisi fonksiyon
olarak belirlendi. Bu calismayla zaman ve kimyasal madde sarfiyati azaltild.
Optimizasyon igin belirlenen en iyi cevap ylzeyini saglayan faktor degerleri belirlendi.
Elde edilen verilere gore biyopolimer matriksinin membran, film, gida ambalaji igin
uygunlugu tartigildi.
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ABSTRACT

EXPERIMENTAL DESIGN APPLICATION FOR ALGINATE-CHITOSAN-BASED
BIOFILM SYNTHESIS

Tugce SIMSEK

Department of Chemical Engineering

MSc. Thesis

Adviser: Ass.Prof. Seyfullah KEYf

Alginate, as biopolymer, has recently been widely used as a hydrogel, which has
applications in areas such as medicine, food, and environment. Hydrogels are three-
dimensional cross-linked networks composed of hydrophilic polymers that include high
amounts of water. In this work, it was aimed to biopolymer form chitosan hybrid
polymer networks with alginate by using a cross-linker that provides ionic bonding of
two macromolecules. The chitosan / alginate hydrogel has hydrogel stability because
of the alginate presence, but polyvinyl alcohol and poly(ethylene oxide), synthetic
polymers compatible with the environment, are added to increase the mechanical
strength of the material to form the film.

The tensile strength, percent elongation and elastic region tensile strength changes of
the matrix biopolymer in different compositions of chitosan, alginate and polyvinyl
alcohol containing biopolymer were investigated. Using the experimental design
method, the tensile strength, percentage elongation and tensile strength of the elastic
region were studied as response surface with alginate, PVA, chitosan concentration
factors. The relationships between the factors and response surfaces for biopolymer
matrix were determined as a function. With this work, the consumption of time and
chemicals has been reduced. Factor values that provide the best response surface for
optimization were determined. The suitability of the biopolymer matrix for
membranes, films, food packaging was discussed according to the obtained data.
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BOLUM 1

GIRIS
1.1. Literatiir Ozeti

1.1.1. Alginat

Ticari alginatlar; kahverengi yosunlarin, icerisinde Laminaria hyperborea, laminaria
digitata, laminaria japonica, ascophyllum nodosum ve macrosystic phyrifera (su
yosunlari) larin, sulu alkali ¢ozeltilerle (genellikle NaOH ile) mumaleme edilmesiyle elde
edilir. Alginat ¢okeltisini filtre edilir. Filtreye sodyum ya da kalsiyum klorid eklenir.
Alginat tuzu seyreltilmis HCl asit ile muamele edilerek alginik aside dontstlrilir.
Olusan alginat tuzu saflastirma ve doénisim islemleri ardindan suda eriyebilen alginat

tozuna donusir [1].

Alginat Uretimi glinlimuizde ticari alginatlar yosun kaynaklarindan Uretilir. Alginatlar,
kahverengi yosunlarin hiicre i¢i matrisinde sodyum, magnezyum, kalsiyum, baryum
iyonlari iceren jellerde deniz suyu iyonlariyla iyon degisimi gerceklestirir. Alginat
Uretimi sematik olarak verilmistir. Alginat ¢ikarma prosesinin ilk asamasi 0.1-0.2M
mineral asidi kullanarak proton degisimi saglamaktir. Prosesin ikinci asamasi suda
¢Oziinmeyen alginik asidi sodyum karbonat ya da sodyum hidroksit alkalileriyle
notralize ederek suda ¢oziinebilen sodyum alginat formuna donustliirmektir. Sirasiyla
eleme, ylzdirme, santrifijleme ve filtrasyon prosesleriyle titiz bir ayirma islemi
gerceklestirilir. Sodyum alginat direk olarak alkol, CaCl, ya da mineral asit tarafindan

coktrilir. Uriin kurutulur ve 6gutilir. Alginat Griinii ihtiva ettigi pek cok sitotoksik ve



mitojen Kkirlilikleri sebebiyle biomedikal uygulamalara uygun degildir. Biomedikal
uygulamalarda kullanilan ultra saf ve antimitojen alginatlar icin daha siki ¢oktiirme
islemleri uygulanir. Ticari alginatlardan mitojenik kirlilikleri kaldirmak igin serbest akisli
elektroforez teknigi uygulanir. Ancak bu metod buyilk oOlgekli uygulamalar icin fazla

zaman ve pahali elektroforez ekipmanlar gerektiginden uygulanabilir degildir[2].

_ Na,CO, | Na-
Alginic acid ' ' lalginate
HCI | |
- d. Alginic | Na,CO,
3. VQ8NC fe | acid | orNaOH | Na-
Sr-algmat.mn 1 Wash | 'alqinate
algal particles fitration ]
Ca*
i HCI NJPCGI MNa-
Ca-alginate — Alginic acid | ! alginate

| {in ekstraksiyonu | | Natrlegtirme |

Sekil 1.1 Ekstraksiyon prosesi ile yosundan alginat olusumu [2]

1.1.1.1. Yapisi ve Karakterizasyonu

Fisher ve Dorfel, I-guluronat kalintisini tespit edinceye kadar, d-mannuronat, alginatin
ana bileseni olarak goriiliyordu. Mangenez ve kalsiyum tuzlari ile fraksiyonel ¢okeltme,
alginatlarin aslinda blok kopolimerler olduklarini ve guluronatin mannurona oraninin
dogal kaynaga bagh olarak degistigini gosterdi. Alginatlar artik (1,4) ile bagh b-d-
mannuronat ve I-guluronat kalintilarinin bloklarini iceren dogrusal kopolimerlerden
olusan bir aile olarak bilinir. Bloklar, birbirini izleyen M artiklari iceren art arda gelen G
artiklari ve donisimli M ve G artiklarindan olusur. Farkh kaynaklardan ekstrakte
edilen alginatlar, M ve G igerigi ile her blogun uzunlugu bakimindan farkhdir ve su anda
200'den fazla farkl alginat Uretilmektedir. L-koprili gévde ile G blogu icerigi% 60,
diger piyasada bulunan alginatlar ise % 14.0-31.0 araligindadir [1].

Ticari olarak kullanilan sodyum alginatin molektler agirligi 32.000 ve 400.000 g/mol
araligindadir. Alginatin molekiler agirhiginin arttirilmasi sonucu jellerinin fiziksel

ozellikleri iyilesebilir. Ayrica, yiksek molekil agirlikli polimerden olusan bir alginat

2




¢ozeltisi, biyiik 6lciide viskoz hale gelir ve bu istenmeyen bir durumdur. Ornegin,
ylksek viskoziteli bir alginat ¢ozeltisi ile karistirilan proteinler veya hiicreler, karistirma
ve vilcuda enjeksiyon sirasinda olusan yiiksek koparma kuvvetlerine hasar verirler.
Molekiler agirhigin manipilasyonu ve dagilimi pregel soliisyon viskozitesini ve jel
sonrasi sertligi bagimsiz olarak kontrol edebilir. Jellerin elastik moduli 6nemli 6lglide
arttirilabilirken, c¢ozeltinin viskozitesi yiksek ve disik molekdl agirhklh alginat

polimerlerinin bir kombinasyonu kullanilarak asgari olarak yukselir [1].

1.1.1.2. Biyouyumluluk

Alginatin biyolojik uyumlulugu kapsamli olarak degerlendirilmis olsa da, alginat
bilesiminin etkisi ile ilgili hala tartismalar devam etmektedir. Bununla birlikte bu
karisikhigin sebebi cesitli raporlarda belirtilen alginatla ilgili calismalardaki saflik
diizeyinin farklihgindan kaynaklanmaktadir. Ornegin, yiiksek M igerikli alginatlarin,
ylksek G alginatlara kiyasla, sitokin Gretimini uyarma konusunda immunojenik oldugu
ve yaklasik olarak 10 kat daha gugli oldugu, ancak diger calismalarda, alginat
implantlarin gevresinde immiin yanit vermedigi veya hi¢c olmadigl bildirilmistir.
Enjeksiyon veya implantasyon bolgelerindeki immuinojenik yanit, alginatta kalan
safsizliklara dayandirilabilir. Alginat dogal kaynaklardan elde edildiginden, agir
metaller, endotoksinler, proteinler ve polifenolik bilesikler gibi c¢esitli safsizliklar
potansiyel olarak mevcut olabilir. Daha da dnemlisi, alginat ¢ok adiml ekstraksiyon
islemi ile cok yiksek saflikta bir saflik derecesine kadar saflastirildiginda ve hayvanlara
implante edildiginde 6nemli bir yabanci cisim reaksiyonu olusturmadi. Benzer sekilde,
piyasada bulunan, yiksek oranda saflastirilmis alginattan jeller, farelere deri altindan

enjekte edildiginde dnemli bir enflamatuar tepki gézlenmemistir [1].

1.1.1.3. Suda Coziniirlugu

Alginatin suda ¢oOzlinebilir olmasi 3 parametreye baghdir. Birincisi ¢dzlclinin pH 1,
ikincisi iyonik dayanikhligi ve sonuncusu ¢ozlictideki jel iyonun varligidir. Alginatin suda
¢Ozlinebilir olmasi icin pH degerinin kritik seviyenin altinda olmasi ve karboksili
grubunun protondan arindiriimis olmasi gerekmektedir. Cozeltinin 06zelliklerinde

degisiklik yapildiginda yani iyon degisimi oldugunda 6rnegin; polimer dizilimi, zincir



uzantisi, viskozitesinin degisimi ile suda ¢6ziinebilir hale getirilebilir. Alginat jel Ca*?,
Sr*?, Ba* gibi divalent katyonlarin varliginda olabilir. Alginatin eritilebilmesi icin sulu
¢Ozeltinin crosslink iyonlarina sahip olmamasi gerekmektedir. Na-alginat suda
¢Ozlinebilir ancak her c¢oOzeltide tam olarak c¢6zinememektedir. Sekil 2.de

¢ozunebilirlikler verilmistir [2].

Cizelge 1.1 Alginatin gesitli solventlerin 15mg/ml konsantrasyonunda ¢6zinebilirligi

H,O | EG | DMA. | DMF | DMSO | DMA/[K] | DMF/TBAF | DMSO/TBAF | DMA./TRAF | DMI/TBAF

Alginik
Asit

Sodyum + =

alginat

TBA- + + - - - - + + + +

Alginat

(+) tamamen gbzinme, (- kismi gdziinme ya da hi¢ gdzinmeme, EG; etilen glikol

1.1.1.4. Hidrojel Olusumu ve Ozellikleri

Alginat, biyotipta, yara iyilegsmesi, ilag verme ve doku mihendisligi uygulamalari dahil
olmak Uzere, tipik olarak hidrojel formunda kullanilir. Hidrojeller, su icerigi yliksek olan
hidrofilik polimerlerden olugsan (¢ boyutlu c¢apraz bagh aglardir. Yapisal olarak
vicuttaki makromolekiiler esasli bilesenlere benzerlik gosterdiklerinden hidrojeller
genellikle biyolojik olarak uyumludur ve genellikle minimal invaziv uygulama yoluyla
vlcuda verilebilir. Hidrojellerin olusturulmasi icin tipik yaklasim hidrofilik polimerlere
kimyasal ve / veya fiziksel olarak ¢apraz baglanmadir. Bunlarin fizikokimyasal 6zellikleri,
polimerlerin molekil agirhgl ve kimyasal bilesimine ilaveten ¢apraz baglama tirlne ve

capraz baglanma yogunluguna baghdir[1].

1.1.1.5. iyonik Capraz Baglama

Alginat divalent katyonlar ile hidrojel forma donusir. Jel formu G blokla, sikica bas

tarafa baghdir, divalent katyon arasindaki etkilesimle olusur. Ayrica G blok a zayif
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baglanma ile MG blokta yardim eder. Eger alginat yiksek G ihtiva eder ise glgli bir jel

olusur.

b MMMMGMGGGGGMGMGGGGGGGGMMGMGMGGM
M-block  G-block G-block  MG-block

Sekil 1.2 Alginatin yapisi, (a) zincir dizilimi, (b) blok dizilimi

Ca* alginati jel formuna dénistirmede en ¢ok kullanilan katyondur. Ca-alginat jelin

baglanmalari Sekil 1.4’de gosterilmistir.

7\/\/\/\
W

Cal* Cait Ca?t Ca?*

Sekil 1.3 Alginat baglanti noktasi, (a) GG/GG baglantisi, (b) MG/MG baglantisi, (c)
GG/MG baglantisi

Ca- alginat jelinde crosslink yapabilmesi 2 ydntemle gerceklesebilir. ilki “difiizyon
metodu’’dur. Crosslink iyonlari disaridaki hazneden alginat jel iyonlarina nifuz eder.

ikinci ydntem ise “icten ayarlama metodu”dur. Crosslink iyonu alginat jeli ile birlikte
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belli bir yere konulur ve kontrolli tetikleme ile (iyon kaynaginin pH 1 ya da suda
¢Ozlinebilirligi) crosslink iyonlari alginat jeli iyonlarina dogru salinir. Difiizyon modeli

genel olarak Na-alginat jeli CaCl, banyosuna yatirarak yapilir [2].

1.1.1.6. Kovalent Capraz Baglama

Kovalent ¢apraz baglama, doku mihendisligi dahil olmak lizere pek ¢ok uygulama igin
jellerin fiziksel 6zelliklerini iyilestirme cabasi ile genis ¢apta arastirilmistir. iyonik olarak
capraz bagl alginat jeline uygulanan stres, capraz baglarin ayrismasi ve baska yerlerde
reform yapilmasiyla rahatlar ve suyun jelden kaybolmasi plastik deformasyona neden
olur. Su migrasyonu kovalent olarak capraz bagh jellerde meydana gelirken stres
gevsemesine yol acarken, baglarin ayrismasi ve yeniden dizenlenmesi dnemli elastik
deformasyona neden olur. Bununla birlikte, kovalent capraz baglama reaktifleri toksik
olabilir ve reaksiyona girmemis kimyasallarin jellerden tamamen g¢ikarilmasi gerekebilir.
Cesitli molekdl agirlikli poli (etilen glikol) -diaminler ile alginatin kovalent capraz
baglanmasi, genis bir mekanik 6zellik yelpazesine sahip jelleri hazirlamak igin
arastinlmistir. Elastik modil baslangicta jelin poli (etilen glikol) c¢apraz baglanma
yogunlugunda veya agirlik payinda bir artis ile kademeli olarak artarken, daha yumusak
PEG molekul agirhg distiginden daha sonra azalmistir. Ardindan, alginat hidrojellerin
mekanik 6zelliklerinin ve sismesinin, farkli ¢apraz baglama molekdilleri kullanilarak ve
¢apraz baglanma yogunluklarinin kontrol edilmesiyle siki bir sekilde dlizenlenebilecegi
gorildi. Capraz baglayici molekillerin kimyasi da beklendigi gibi hidrojel sismeyi
onemli olclide etkiler. ikinci makromolekiil olarak hidrofilik capraz baglayici
molekillerin sokulmasi, capraz baglanma reaksiyonundan kaynaklanan hidrojelin

hidrofilik 6zellik kaybini telafi edebilir [1].

1.1.1.7. Biyolojik Bozunmasi ve Hidrojeli

Alginat, polimer zincirlerini pargalayabilen enzimden yoksun olduklari igin memelilerde
dogal olarak pargalanmazlar, ancak iyonik olarak ¢apraz bagh alginat jelleri, iki degerli
iyonlarin serbest birakilmasiyla ¢ozilir; bu degisim reaksiyonlari nedeniyle jelini
cevreleyen ortamda sodyum iyonlari gibi monovalent katyonlarla ¢apraz baglanir. Jel

¢OzlilmUs olsa bile, piyasada bulunan pek cok alginatin ortalama molekiler agirliklar



bobreklerin  kendini temizleyebilmesinden daha yiliksek oldugu igin muhtemelen
viicuttan tamamen atilamazlar. Alginatin fizyolojik kosullarda parcalanabilir olmasini
saglamak igin ¢ekici bir yaklagim, alginat zincirlerinin kismi oksidasyonunu igerir.
Alginatin fizyolojik kosullarda pargalanabilir olmasini saglamak icin 6nemli yollardan
biri alginat zincirlerinin kismi oksidasyonudur. Hafif oksitlenmis alginat, sulu ortamda
bozunabilir ve bu materyallerin, ¢esitli uygulamalar igin ilaglarin ve hiicrelerin bir
tastyici araci olma potansiyeline sahip olduklari gosterilmistir. Alginat, tipik olarak
sodyum periodat ile oksitlenir. Periyodat oksidasyonu, uronat kalintisindaki cis-diol
grubunun karbon-karbon bagini parcalamakta ve sandalye konformasyonunu alginat
omurgasinin pargalanmasini saglayan acgik zincir bir aduiktiriine ¢evirmektedir.
Oksidasyon sirasinda molekdl agirliginin hafif bir azalmasi beklenir. Bununla birlikte,
alginatin kismi oksidasyonu, iki degerlikli katyonlarin mevcudiyetinde jel olusturma
kabiliyetine 6nemli 6lcide miidahale etmez. Sonuc¢ olarak jellerin bozunma hizi,

oksidasyon derecesine ve ortamin pH ile sicakligina baglidir [1].

1.1.1.8. Alginatin Modifikasyonu

Alginatin modifikasyonu 3 parametreye baghdir. Bu parametreler, suda ¢6ziinebilme,
reaktivite ve karakterizasyondur. Suda ¢oziinebilme; Alginat, tirevlendirme islemi igin
su, organik ya da sulu organik solventte ¢ozlinebilir. Modifikasyon igin uygun solvent
sistemi ve reaktif kullanilmasi durumunda gergeklesebilir. Ayrica solvent igindeki
alginatin ¢o6ziinebilme derecesine gore kalibin seklini alabilir. Reaktivite; Alginatlar 2
sekonder OH grubu (C-2 ve C-3) veya 1 adet COOH (C-6) grubu ile modifiye edilebilir. 2
grubun reaktivite farklari modifiye seciciliginde kullanilmaktadir.  Secicilik
modifikasyonu C-2  ve C-3 hidroksil gruplarinin  reaktivite segiciliginden
kaynaklanmaktadir. Ek olarak reaksiyon M ya da G kalintilari tarafindan kontrol ediliyor
olabilir. Bu durum Ca alginat jelinde G kalintisinin seciciligini ya da kesin solvent
sistemdeki alginatin kismi ¢ozlnebilirligini kullanmada avantaj saglayabilir. Daha
onemlisi, derivasyon reaksiyonunda aside karsi alginatin reaktivitesini baz almak ve
ajanlari azaltmak gézden kagmamalidir. Rekabet¢i degradasyon reaksiyonu ¢ok kisa
siirede hizli bir molekiler kitle kaybina sebep olabilir. Karakterizasyon; Alginat

tlrevleri igin elde edilen kaliplari anlamak igin, bir dizi M / G oranina sahip birden fazla



alginat numunesinin bulunmasi esastir. Kahplari ayrintili bir sekilde anlamak igin MG
bloklari gerekebilir. Kontrollii sekanslara sahip alginatlarin ticari olarak temin edilebilir
olmamasi, tlrevlerin tam yapisal karakterizasyonunu engelleyebilir. Alginat polisakkarit
iceriginin karmasik dogasi geregi, siklikla gelismis analitik tekniklerin kullaniimasi

gereklidir [2].

Cizelge 1.2 Alginat tlirevlerinde 6nemli parametreler

Alginat tirevleri ve tasarimi

Gozunehbilirlik Reaktivite Karakterizasyon

Sulu ya da oranik madde iki skonder OH grubu M ve G oranina gore
gesitlendirme

Tamamen ya da kismi Bir —COOH grubu M, G, MG bloklarini
¢6zinme icermesine gore
cesitlendirme

Jel fazi reaksiyonu M ve G ‘nin reaktivitesi Analitik teknik gelistirme

Minimum bozunma

1.1.2. Kitosan

1.1.2.1. Kitin

Kitin 1884 te tanimlanmis ¢ok dnemli bir dogal poli (B- (1-4)-N-asetil-D-glukosamin)
sakkarittir. Bu polimer ¢ok biyilik miktarda yasayan organizmalar tarafindan sentezlenir
ve diinyada yillik Gretim miktar dislntldiglinde sellilozdan sonra en ¢ok bulunan
polimerdir. Kitin, eklembacaklilarin dis iskeletinde veya mantarlarin ve mayalarin hiicre
duvarlarinda yapisal bilesenleri olusturan diizenli kristal mikrofibriller seklinde dogada
bulunur. Ayni zamanda, alt bitki ve hayvan kralliklarindaki bir dizi canli organizma
tarafindan Uretilir ve pek ¢ok islevde ve destek ile kuvvetin gerekli oldugu yerlerde

hizmet eder.




N
ic CH,

Sekil 1.4 Kimyasal yapi, (a) kitin poli(N-asetil-B-D- glukosamin), (b) kitosan poli (d-
glukosamin) tekrar birimi, (c) kismi asetile kitosan
Kitin yaygin olarak goriilmesine ragmen, ana ticaret kaynaklari yengec¢ ve karides
kabuklari olmustur. Endustriyel islemede, kitin, kabuklularin asit islemiyle kalsiyum
karbonati ¢oziindikten sonra proteinleri ¢oziindiirmek icin alkalin ekstraksiyonu ile
O0zum getirir. Ayrica renksizlestirme isleminde geriye kalan pigmentleri kaldirmak igin
basamalar eklenir ve renksiz Uriin elde edilir. Bu asamalar, baslangic malzemelerinin
ultra yapisindaki farkliliklardan 6tird, her kitin kaynagina uyarlanmalidir. Elde edilen
kitin saflik ve renk acisindan derecelendirilmelidir c¢linki kalinti proteinler ve
pigmentler 6zellikle biyomedikal Grtnler icin fazla kullanimda sorunlara neden olabilir.
Alkalin kosullar altinda kismi deasetilasyon ile uygulamalar agisindan en 6nemli kitin

tirevi olan kitosan elde edilir.

1.1.2.2. Kitosan

Kitin deasetilasyon derecesi (orijin polimerine bagli olarak) yaklasik % 50'ye ulastiginda,
sulu asidik ortamda ¢ozliniir hale gelir ve kitosan olarak adlandirilir. C6ziindiirme, D-
glukosamin tekrar biriminin C-2 konumu Uzerindeki -NH, islevinin protonlanmasi ile
olusur ve polisakarit asidik ortamda bir polielektrolit haline donuastirilir. Kitosan,
yalanci dogal katyonik polimerdir ve benzersiz karakterinden (protein geri kazanim, ¢op
tohumu, topaklastiricilar vb.) dolayl bircok uygulama bulmaktadir. Sulu ¢ozeltilerde

¢Ozunur oldugu igin, ¢ozelti, jel, film ve elyaf gibi farkli uygulamalarda buylk oranda



kullanilir. Kitosani karakterize eden ilk adim, numuneyi saflastirmaktir: fazla asidi eritilir
ve goOzenekli zarlar lGizerinde filtrelenir (0.45 um'ye kadar farkli gézenek caplari ile).
Gozeltinin  pHI, NaOH veya NH4;OH eklenerek 7.5 a getirilir. Bu durum
deprotonasyondan dolayi flokiilasyona sebep olur ve suda ¢oziinmeyen polimerin pH’i

notrdir. Polimer daha sonra su ile yikanir ve kurutulur.

1.1.2.2.1. Kitosan Yapisi ve Karakterizasyonu

Kati halde, kitosan yari kristalin bir polimerdir. Morfolojisi arastirilmis ve literatiir de
bircok polimorf bulunmustur. Tek molekul agirlikli kitosan, diistik molekil agirhkli tam
deasetilatl kitin kullanilarak elde edilir. Elektron kirinim diyagrami, a = 0.807 nm, b =
0.844 nm, ¢ = 1.034 nm olan bir ortorombik birim hiicrede (P2j2j2j) indekslenebilir;
Birim hiicre iki antiparalit kitosan zinciri icerir, ancak su molekdlleri icermez. Kitosanin
esas incelemeleri, cesitli molekiler agirliklar ve kitin DA'si ile hazirlanmasi, ¢ozeltinin
DA'va olan bagimlilhigi, preparat tirevleri ve uygulamalari ile ilgilidir. Stingerler, tozlar

ve elyaflar, kitozan veya tiirevlerinin sollisyondan yenilenmesi suretiyle elde edilebilir.

a.Kitosanin Suda Coziinebilirligi

Karakterizasyon metodunun kesfedilmesi icin yiksek dereceli deasetilasyon polimeri
kullanilmistir. Kitosan ¢oOzeltisinin karakterizasyonu sadece ortalama DA sina bagl
degildir, ayni zamanda ana zincirdeki asetil grubunun molekiler agirhigina da baghdir.
Deasetilasyon genellikle kati durumlarda kullanilir ve bize ilk polimerin semikristal
karakterizasyonuyla diizensiz yapisini verir. Kitosan protonasyonun roliini, asetik asit
ve hidrolik asit ¢ozeltilerinde nekadar iyonize olacagi asitte ki pH ve pK degerlerine
bagl olacagini gosterir. Duslik bir DA ile kitosanin ¢ozin(rligl, yaklasik 0.5'lik bir
kitosanin ortalama iyonizasyon a derecesi igin gergeklesir; HCl'de a = 0.5, pH 4.5-5'e
tekabul eder. Cozlinirlik ayrica iyonik konsantrasyona baglhdir ve kitosanin klorohidrat
formuna donidsmesini saglayan HCl'den (1M HCl) fazla bir tuzlanma etkisi
gozlemlenmistir. Kitosan'in klorhidrat ve asetat formlari izole edildiginde, suda
dogrudan c¢ozindrler ve 6nceki verilerle uyumlu olarak pKO = 6 + 0.1 olan asidik bir
¢Ozelti verirler ve a = 0 protonasyon derecesi icin pK'nin ekstrapolasyonuna karsilik

gelirler. Kitosanin ¢6ziinurligi genellikle % 1 veya 0.1 M asetik asit icinde eriterek test
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edilir. Gerekli asidin miktarinin ¢dziinmus kitosan miktarina baghdir. Gerekli proton

konsantrasyonu, en azindan ilgili -NH; linitelerinin konsantrasyonuna esittir.

Aslinda, ¢ozinurlik kontrol edilmesi ¢ok zor bir parametredir: DA, iyonik
konsantrasyon, pH, protonasyon icin kullanilan asidin niteligi ve zincir boyunca asetil
gruplarinin dagitilmasi ile iliskili oldugu gibi polisakkaritin izolasyonu ve kurutulmasi
kosullarina da baghdir. Hidroksil gruplari iceren zincir i¢i hidrojen bagini da dikkate
almak énemlidir. Polimerin mikroyapisinin roll, tamamen deasetilath bir kitin ¢ozeltide
reasetilize edildiginde acgik¢a gosterilir; Asitik ortamda ¢6zlinmezligi saglamak igin
kitosan DA'nin kritik degeri daha sonra % 60'dan fazla olmalidir. Ayrica, DA'li kitosan

icin notr pH ¢ozunurlugl yaklasik % 50 oldugu iddia edilmistir.

Son zamanlarda gliserol 2-fosfat varliginda notr pH'da suda ¢oziinir bir kitosan formu
elde edildi. Kararli ¢ozeltiler, pH 7-7.1'de ve oda sicakliginda elde edildi, ancak yaklasik
40 ° C'ye sitildiginda bir jel olustu. Sol-jel gecisi kismen geri dondirilebilir ve jelasyon

sicakligi deney kosullarina hafifge bagimhdir.

b. Kitosanin Asetilasyon Derecesi ve Asetil Gruplarinin Dagilimi

Bir kitosan orneginin karakterizasyonu, ortalama DA'nin belirlenmesini gerektirir. IR,
elemental analiz, enzimatik reaksiyon, UV, H sivi-hal NMR ve kati hal 13C NMR gibi
potansiyometrik titrasyona ek olarak cesitli teknikler 6nerilmistir. Polimerdeki -NH,
fraksiyonu (DA'yi belirler) notr kitosan'in stokiyometri temelinde kigik bir HCI fazlalig
varliginda c¢ozilmesi ve ardindan protonlanmis -NH, gruplarinin NaOH ile pH veya
lletkenlik olgiimleri vardir. 1Hidrojen (H) NMR, ¢6ziinir numunelerin asetil igerigini
Olgmek icin en uygun tekniktir. 15Azot (N) kati hal NMR'si de denendi ve tartisildi, bu
teknikler % 0 ila % 100 arasinda asetil igeriginin tim arahginda kullanildi. 15Azot (N)
NMR, amino grubu ve N-asetillenmis gruba iliskin sadece iki sinyal verir; Bu teknik DA
ne olursa olsun kati halde kullanilabilir. 13Karbon(C) de 1Hidrojen(H) NMR ve 15Azot
(N) NMR ile karsilastirildi ve numunenin durumu ne olursa olsun DA'nin tiim araliginda

iyi bir mutabakat bulundu.
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Cizelge 1.3 Kitin ve kitosanin likit (hidrojen) ve kati (karbon ve azot) 6rnekleriyle
asetilasyon dereceleri NMR degerleri

Ornekler A B C D
'H NMR’dan DA (sivi formda) Cozinmeyen 0.58 0.21 Asetil izi
3¢ NMR’dan DA (kati formda) 0.99 0.61 0.20 0
>N NMR’dan DA (kati formda) 1 0.63 0.20 0

c. Kitosanin Molekiiler Agirhgi

Bu polimerler igin dikkate alinmasi gereken bir baska 6nemli 6zellik molekiler agirlik ve

dagilimidir. Bu agidan karsilasilan ilk zorluk, orneklerin ¢ozinlrlGgd ve siklikla

polisakkarit sollsyonlarinda bulunan agregalarin ayrismasi

ilgilidir.

Kitosan

karakterizasyonu igin bir ¢ézlclinlin se¢imi konusunda, protonasyon icin belirli bir

konsantrasyonda bir asit ve elektrostatik etkilesimi taramak igin bir tuz iceren ¢esitli

sistemler onerilmistir. Solvent, molekil agirhgi, bilinen degerler K ve a olan Mark-

Houwink iliskisini kullanarak gercek viskoziteden hesaplanmasi gerektiginde 6nemlidir.

Gizelge 1.4 Kitosanin farkli solventlerde Mark-Houwink parametreleri

Cozeltiler K ( mL/g) a T(°C) | dn/dc

0.1M AcOH / 0.2 M Nacl 1.81x10° 0.93 25 -

0.1M AcOH / 0.02 M NaCl 3.04x 107 1.26 25 -

0.2 M AcOH /0.1 M AcONa / 4M (re 8.93 x 107 0.71 25 -
0.3 M AcOH / 0.2 M AcONa (Da=0.02) 8.2 x 10 0.76 25 0.163
0.3 M AcOH / 0.2 M AcONa (0<DA<0.03) 7.9x 107 0.796 25 0.190
0.02 M Asetat tampon / 0.1 M NacCl 8.43x10° 0.92 25 0.203
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d. Kitosan Esasli Malzemeler

Kitosan hidrojeller, filmler, lifler veya singerler hazirlamak igin kullanilir; bu
materyallerin ¢cogu biyomedikal alanda kullanilir ve biyolojik uyumluluk 6nemlidir.
Kitine gore kitosanin islenmesi ¢cok daha kolay, ancak kimyevi maddelerin kararhhgi,
daha hidrofilik 6zelliklerine ve 6zellikle pH duyarhligina bagh olarak genellikle daha
duslktir. Hem mekanik hem de kimyasal o6zelliklerini kontrol etmek icin cesitli

teknikler kullanilir. Cogu zaman yontemler sellloz diinyasindan uyarlanir.

e. Kitosan ve Kitosan Tiirevlerinin Uygulamalari

Cizelge 1.5’te, kitosanin ana oOzelliklerini ve bunlarin potansiyel biyomedikal ve diger
uygulamalarin Ozetledigini gostermektedir. Kitosan ve bazi tlrevlerinin tibbi
uygulamalarina yonelik glinimizdeki ilgiyi anlamak kolaylikla anlasiimaktadir.
Kitosanin katyonik karakteri cansizdir: tek sézde dogal katyonik polimerdir. Film
olusturma ozellikleri ve biyolojik aktivitesi yeni uygulamalari davet eder. ila¢ verme
uygulamalari oral, nazal, parenteral ve transdermal uygulama, implantlar ve gen
iletimini icerir. Kitosan ve katyonik tiirevlerin mukoadesivitesi bilinir ve 6zellikle notr
pH'da ilaclarin adsorpsiyonunu arttirdigi kanitlanmistir; N-trimetil kitosan klorr,
negatif ylUkli hicre membranlari ile etkilesime girer. Karistirma yoluyla olusan,
prednizolon igeren kitosan filmleri ilag salinimi igin test edilmistir. Kitozan jelleri ve
katmanli polielektrolit kapstller, genellikle ilaglarin veya proteinlerin kontrolli
salinmasi icin kullanilir. Kitosanin fiziksel ozellikleri, pek cok cihazda kullanim igin
onerilir. Buna ek olarak, proteinler ve DNA, bir uyariya cevap veren chitosan
omurgasiyla bir araya getirilebilir. Alginat / kitosan sistemleri uygulamalari yara ortlisu

olarak ve kemik dokusu mihendisliginde bulmustur [3].
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Cizelge 1.5 Kitosanin 6zelliklerine gore biyomedikal uygulamalarda kullaniimasi

Potansiyel biyomedikal uygulamalari Baslica karakteristik 6zelligi
Cerrahi dikigler Biyouyumlu
Dis implantlari Biyobozunabilir
Yapay deri uygulamalari Yenilenebilir
Kemiklerin yeniden yapailandiriimasi Film formu
Korneal kontakt lensler Sulandirma ajani
insan ve hayvanlarda belirli zamanda ilacin etkisi Zehirsiz ve biyolojik toleransli
Kapsul materyalleri Yaralarin iyilesmesi, bakterilere, virislere,
fungilere karsi etkili
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Cizelge 1.6 Kitosanin uygulama alanlari [3]

Kitosanin baslica uygulama alanlari

Tarim

Bitkilerde savunma mekanizmalari,
Bitkilerin blytumelerini harekete gecirme,
Tohum kaplama,

Dondan, ayazdan koruma,

Zamanli glibreleme,

Su ve Atik su aritimi

Sularda ¢oktirme (igme sulari, havuz sulari vb.),
Metal iyonlarin temizlenmesi,
Ekolojik polimer,

Koku azaltimi

Yiyecek & igecek

insan tarafindan sindirilebilir,
Lipidleri baglama (kolestroll disiirme),
Koruyucu,Soslar icin stabilize ve inceltici etkisi,

Meyveler icin koruyucu ve antibakteriyal kaplama

Kozmetik & Parfimeri

Cilt nemlendirme,
Akne tedavisi,
Saglarin yumusakhgi,
Cilt tonu,

Ag1z bakimi

Biyouyumlu ilaglar

immdiinolojik,

Hemostatik

Antikoagilant (kan sulandirici),
lyilestirici,

Bakteriyostatik
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1.1.3. Potietilen Oksit (PEO)

Polietilen Oksit (PEQ), mikemmel hidrofilik yapisi, yliksek viskozitesi, eter oksijen ile
hidrojen baglari olusturma kabiliyeti ve biyouyumluluk 6zelligi nedeniyle, biyomedikal
alanda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, kozmetik dahil olmak Gzere sanayinin
farkl yonlerinde uygulamalari buluyor (Hassouna, Marlattherias, Mailhot, Gardette,
2007; Suneesa, Rahil, Willium, Steven, Michael, 2005). Kondo ve Sawatari (1994)
tarafindan yapilan calismalar, selliloz ve metil selilozlar Gzerindeki birincil hidroksil

grubunun, oksijen PEQ ile birlikte hidrojen bagi olusturabildigini tespit etmistir [4].

PEO, suda hidrojen bagiyla cok ¢oziinen biyouyumlu bir yari kristalin polieterdir. Bu
biyo-inert  polimer,  biyomalzemelerin  ylzey modifikasyonu, hemodiyaliz
membranlarinin yizey ve hacim modifikasyonu (Amiji, 1995), biyouyumlu yiizeylerin
hazirlanmasi  (Sugiura vd., 2008) i¢in ¢esitli arastirma gruplarinin  konusunu
olusturmustur. Bu elverisli ozelliklere ragmen, cesitli sert biyouyumlu polimerlerle
karistinldign zaman, sonugtaki malzemeler son derece gelismis esneklik ve mekanik

mukavemete sahip olabilirler [5].

PEO, gida, kozmetik, kisisel bakim Urinleri ve eczacilik alanlarinda dahili kullanim icin
onaylanmis az sayidaki biyolojik olarak parcgalanabilir sentetik polimerlerden biridir.
Margado ve arkadaslarinin calismalari (1999) gosterdi ki, PEO etkili bir iyon iletken
polimerdir. Dolayisiyla, modifiye edilmis dogal polimerin egilebilirligini arttirmak igin
ilave edilir [6].PEO'nun biyolojik uyumlulugu ve iyi mekanik 6zellikleri, gerginlestiginde
yuksek uzama ve yonlendirme yetenegi de dahil olmak Uzere, bu malzemeyi diger

sentetik malzemeler arasinda 6ne cikarir [7].

PEO, suda ¢Ozinir, aerobik ve biyolojik bozunabilir ve termoplastik olarak essiz bir
siniftadir. Mikemmel biyouyumluluk ve ¢ok diisiik toksisite nedeniyle, biyomedikal
uygulamalarda PEO'nun potansiyel kullanimi hem endistriyel hem de bilimsel agidan
blyuk ilgi gormistir. Kondo ve arkadaslarinin g¢alismalari Seliiloz ve metilsellloz
Uzerindeki birincil hidroksil grubunun PEO'da eter oksijene bir hidrojen bagi
olusturabilecegini tespit etmistir. Benzer sekilde, sodyum alginat lizerindeki hidroksil
gruplari, PEQ'daki eter oksijene bir hidrojen bagi olusturabilir. Bu nedenle, Sodyum

Alginat ile karistirilmig uygun bir aday olarak PEO secildi [8].

16



1.1.4. Polivinil Alkol (PVA)

Polivinil alkol (PVA), cevreye uyumlu bir sentetik polimerdir. Suda ¢ozlinir ve iyi elyaf
olusturma yetenegi, biyouyumluluk, kimyasal direng ve biyolojik bozunabilirlige sahip
bir polihidroksi polimerdir ayrica toksisitesi olmayan, kanserojen olmayan, istisnai biyo
uyumluluk, arzu edilen fiziksel 6zellikler ve insan dokularina benzer yiiksek sulu blyiik
sisme kapasitesini icerdiginden, en genis capta calisilan hidrojellerin biridir [9]. PVA,
ozellikle gesitli farmasotik ve biyomedikal uygulamalar igin arzu edilen 6zelliklerinden
dolayi buylk ilgi gosteren bir polimerdir. PVA, geleneksel alginat hidrojellerine kiyasla
daha disik maliyet, daha ylksek dayaniklilk ve kimyasal stabilite ve canli hiicrelere
toksisitesi gibi gesitli avantajlar sunmaktadir [10]. PVA'nin, kitosan, sodyum alginat,
kollajen ve yara sargisi, kontakt lens, ilag verme sistemleri ve doku miihendisligi gibi
biyomedikal uygulamalarda bulunan diger sentetik polimerler gibi uygun maddeler ile

birlikte calismasi ile yapilan ¢alismalar yapilmistir [9].

PVA, ikincil hidrosil gruplari igeren basit bir dogrusal hidrofilik sentetik polimerdir ve
ticari olarak polivinil asetattan Uretilmektedir. Arzulanan fiziksel 6zellikleri, yani
mikemmel kimyasal direng, termo-stabilite, komple biyolojik bozunabilirlik ve film
olusturma vyetenegi nedeniyle, blylk 0&lg¢lide Uretilen sentetik polimer olarak
demostrasyon yapilmistir. Yumusak kontakt mercekte, cerrahi cihazlarda, hibrid adacik
translantasyonunda, implantasyonda ve rekonstriktif eklem cerrahisinde sentetik

kikirdak olarak kullanilan bir materyaldir[11].

PVA, iyi kimyasal ve termal kararlligi olan yari kristalli bir hidrofilik polimerdir. Oldukga
biyolojik olarak uyumlu ve toksik olmayan bir polimerdir ve kolayca islenebilir ve su
gecirgenligi yuksektir. PVA, tibbi, kozmetik, gida, ilag ve ambalaj endistrisinde genis bir
uygulama yelpazesinde PVA kullanimina yol agan cesitli solvent tirlerinde fiziksel jel
olusturabilir. Esnekligi ve dayanikhligi iyidir, bu nedenle zayif fiziksel 6zelliklere sahip
diger malzemelerle karistirilarak fiziksel ozellikleri iyilestirmek icin kullanilan tipik bir
sentetik polimerdir. Fonksiyonel gruplara sahip PVA, fonksiyonel polimerlerin pratik
incelemelerinde, dokme malzeme, film ve elyaf olarak hazirlanmasinin kolay olmasi
nedeniyle yararhdir [11]. PVA, hidroksil gruplari nedeniyle suda ¢Oziinen sentetik bir

polimerdir. PVA yaygin olarak serbest radikal polimerizasyonu ve daha sonra polivinil
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asetatin hidrolizi ile Uretilir ve sonug olarak oldukga genis bir molekil agirhgr dagilimi
olusur. PVA, dogadaki bozunurlugun hidroksil gruplarinin miktarina biiyiik oranda bagh
oldugu ortamda kolaylikla bozunur. Ayni zamanda, hidrofilik 6zelliklere sahip
biyopolimer gibi diger polimer bilesikleriyle karistirilarak ko-polimerizasyonda da
yaygin olarak kullanilir. Uyumlu yapisi ve temelde molekdiler agirliga, dagilimin eleman
boyutuna ve parcacik kristal yapisina bagli olarak hidrofilik dogasi nedeniyle PVA'nin
cesitli endistriyel uygulamalarda kullanilmasi umut vericidir. Ayrica ticari olarak genis
capta Uretilmekte ve elyaf, film, hidrojel ve yapistiricilar gibi ¢esitli enddstriyel

uygulamalarda kullanilmaktadir.

1.1.4.1. Polivinil Alkol’iin (PVA) Capraz Baglanmasi

Peppas ve Merrill (1977a, b), PVA hidrojellerini biyomalzemeler olarak ilk
distnenlerdir. Hennick ve Nostrum (2001)’'a gore; genellikle, hidrojeller polimerlerin
capraz baglanma prosesi ile elde edilebilir; bunlar, kimyasal tepkimelerle (6rnegin,
serbest radikal polimerizasyonu, tamamlayici gruplarin kimyasal reaksiyonu, yiksek
enerji 1sinlamasi veya enzimatik reaksiyon kullanilarak) yapilabilir veya fiziksel bir
reaksiyonla (6rn. lyonik Polimer zincirinin kristallesmesi, zincirler arasindaki hidrojen
bagi, protein etkilesimi veya asi kopolimerlerinin tasarimi) [12]. Son yillarda fiziksel
olarak c¢apraz baglanmis jellere ihtiyac, geleneksel kimyasal capraz baglama
maddelerinin ve reaktiflerin kullanilmasini énlemek igin potansiyel olarak arttirilmistir
(Van Tomme ve digerleri, 2005). Bu kimyasal maddeler, sadece uygulama 6ncesi hazir
jellerden ayrilabilen veya izole edilebilen toksik bilesikler degil, ayni zamanda igeri
cekildiginde maddelerin dogasini da etkileyebilir (6rnegin, proteinler, ilaglar ve
hicreler). Dolayisiyla, fiziksel capraz baglanma yontemi secilmis ve cogu capraz
baglanmis polimer hazirlanmasi icin kimyasal c¢apraz baglama yontemi ile
karsilastirilabilecek sekilde tercih edilmistir. Radyasyon capraz baglanmasi (Park ve
Chang, 2003), glioksalla kimyasal reaksiyon (Teramoto ve digerleri, 2001),
glutaraldehidli iki fonksiyonlu reaktifler (Dai ve Barbari, 1999) veya boratlarla reaksiyon
(Korsmeyer ve Peppas, 1981) dahil ¢capraz bagli PVA bazli hidrojellerin hazirlanmasi igin
cesitli girisimler yapilmistir. PVA'nin sulu bir ¢ozeltisi, oda sicakhginda ¢ok uzun bir

bekleme siresine maruz birakildiklarinda disik hidrojel mukavemeti olusturabilir,
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ancak bu yontem mekanik 6zelliklerin hidrojel 6zelliklerinde en 6nemli karakter oldugu

yerde cok zayif oldugu icin herhangi bir uygulama gereksinimini karsilamamistir [13].

1.1.5. Kalsiyum Kloriir (CaCl,)

Kalsiyum Klorir (CaCl,) pek cok uygulamada kullanilan bir kimyasaldir. Enerji verimliligi
uygulamalarinda, kapali sogurma sistemlerinde, sogutma ve nem alma sistemlerinde,
kurutma sistemlerinde, suyun geri kazaniminda, atmosferin ekstraksiyonunda,
termokimyasal enerji depolama gibi alanlarda kullaniimaktadir. Diger dnemli bir 6zelligi
ise birlikte kullanildigi kimyasallarin kullanilacak alan i¢in uygunlugunu arttirmaktadir.

CaCly’iin bazi 6zellikleri ve avantajlari asagidaki gibidir,

-Fazla miktarlari diger sanayi uygulamalarinin yan Urini olarak ortaya ¢ikmasi

sebebiyle kolay ulasilabilirlik,
-En ucuz tuz hidrati olmasi sebebiyle en cazip kimyasallardandir.

-Yiksek nem emme ve sogurma kapasitesine sahiptir (1 mol CaCl, 8 mol amonyak

adsorbe edebilir)

-Kendi sinifinda diger kimyasallarla kiyaslandiginda kati ve sivi fazda yiliksek termal

iletkenligi sahiptir,

-Tuz hidratlarina gore yiiksek i1si ve kimyasal stabiliteye sahiptir,
-Tuz hidratlarina gore daha az asindirici 6zellige sahiptir,
-Yuksek gizli 1s1 flizyonuna sahiptir,

-Faz degisimlerinden hacim degisimi azdir,

-Zehirli degildir,

-Sogurma proseslerinden farkli sogutucularla eslesebilir (su, amonyak, metilamin,

metanol, etanol vb.)

-Diislik veya orta sicaklikta ¢alisma araligina sahiptir [14].
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1.1.6. Polimerlerin Birbirleri ile Etkilesimleri

1.1.6.1. Alginat ve Kitosanin Etkilesimi

Kitosan ve alginat, dikkat ¢ceken ve birgok kullanim igin kapsamli olarak incelenen iki
biyopolimerdir. Madan ve arkadaslarinin calismalarina gore (1997), peptidler,
proteinler ve polinlikleotidlerin yapilarini ve aktivitelerini stirdirdiikleri ve enzimatik
bozunmadan korudugu terapétik maddelerin  biyopolimerlerinde  tutulmasi
gosterilmistir. Douglas ve Tabrizian’in calismalarina goére (2005); bu polimerlerin
bircogu, 6zellikle hidrojel dogal olarak hidrofiliktir ve bu 6zellik, in vivo sirkllasyon
surelerine daha uzun siire katkida bulundugu ve suda ¢oziinir biyomolekillerin

kapsillenmesine olanak sagladigi igin avantajlidir.

Fundueanu ve arkadaslarinin calismalarina gore; kalsiyum iyonlarinin varliginda ve
guluronik asit kalintilari alginatlarin jel olusturmasina neden olur. Kalsiyum-alginat jel
boncuklarinin bu 6zellikleri onlari kontrolli salinim sistemleri icin en yaygin kullanilan
tastyicilardan yapmaktadir. Bu boncuklarin kitosan dahil olmak tzere diger polimerlerle
kaplanmasi, depolamada istikrarini ve biyolojik sivilardaki yari omrini artirdigi

gosterilmistir.

Alginat-kitosan poliiyonik kompleksleri, Alginat'in karboksil gruplari ile kitosan'in amin
gruplari arasindaki etkilesimler yoluyla iyonik jelasyon yoluyla olusur. Yan, Khor ve
Kim’in ¢calismalarina gore (2001); kompleks, kapstlati korur, biyolojik olarak uyumlu ve
biyolojik olarak parcalanabilir 6zelliktedir ve kapsullii materyallerin tek basina alginat
veya kitosandan daha etkili bir sekilde serbest birakilmasini sinirlandirir. Bu iletim
sisteminin diger bir avantaji da, toksisitesiz olmasi ve bu ilacin terapétik bir madde
olarak tekrarlanmasina izin vermesidir. De ve Robinson’un (2003); alginat-kitosan
mikrokirelerini veya boncuklarini, umut verici sonuglar veren ilaglar, oligonlkleotidler,
proteinler ve hiicrelerin kapsillenmesi igin genis ¢capta incelemistir. Bu sistemin cazip
Ozelliklerine ragmen, mikron alti 6lgceginde gelistirilmesi ve uygulanmasi nadiren
incelenmigstir. Alginat-kitosan sisteminin arzu edilen 0Ozellikleri ve demostrasyon
basarisi nedeniyle, bu sistemin mikron alti 6lgeginde gelistirilmesi ve kullanilmasi ve bir

gen tasiyicisi olarak kullanilmasi distnilmustir [15].
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1.1.6.2. Alginat ve Polivinil Alkol’lin Etkilegsimi

Alginat, kahverengi alglerden tiretilmistir, dogal 6zellikli ve 1,4-bagh B-D-mannuronik
asit kalintilarindan ve degisen Ozelliklere sahip 1,4-bagh a-L-guluronik asit
kalintilarindan olusan anyonik dogrusal bir polisakarit polimeridir (Ress and Welsh,
1997). Mannuronik asit ve guluronik asit kalintilari arasindaki oran, elde edilen ¢apraz
baglanmis hidrojelin elastikiyetini tamamen ayarlar (Lee ve Mooney, 2012). Alginat
polimer, hidrofilik, biyouyumlu ve nispeten ekonomik bir kullanima sahiptir,
biyomedikal uygulamalarda, 6érn. Kim ve ark., 2008 de yara bezlerinde,Zmaro ve ark.,
2001 de iskelette ve Nandini ve ark. dis veya cerrahi izlenim malzemeleri olarak
denemeler yapmislardir. Sodyum aljinat (SA), ylksek su sisme kabiliyetinden 6tird,
plskiirtme yapisina ana bilesen veya ilave bilesen olarak PVA polimer ile birlestirilen

coklu uygulama igin arastirilan en popiler dogal polimerlerden biridir.

Kim ve ark. (2008), PVA / SA karistirilmis polimerin ¢apraz baglanmasi icin donma
eritme yontemini kullandiklari yara pansuman amaglari igin nitrofurazonu iceren PVA /
alginat hidrojel kullandilar. PVA icindeki SA konsantrasyonlarinin artmasinin filmlerde
hidrojel olusturdugunu, PVA / SA hidrojel filmlerinin sisme kabiliyetini, elastikiyetini ve
termal kararhligini arttirdigini, buna karsin jel fraksiyonu ylzdesinde énemli azalmalar
oldugunu ve PVA / SA hidrojel filminin mekanik 6zelliklerini bulduklarini bildirmislerdir.
Kim ve ark. Al (2008), PVA / SA hidrojel filmlerinin biyo-degerlendirmesini
gerceklestirdiler ve SA iceriginin artmasinin, in vitro protein adsorpsiyonuna neden
oldugunu ve kan bagdasiminin disik oldugunu goésterdiler. Dahasi, in vivo deneyler,
sicanlarda yara boyutunda azalma oldugunu gosterdi; PVA hidrojel filmlerine dahil
edilen SA miktarina orantili olarak daha iyi bir yara iyilestirme yetenegi oldugunu

gosterdi.

Levic ve arkadaslari (2011), dondurarak eritme yontemiyle PVA / SA'nin c¢apraz
baglanmasini ve ardindan alginat ve CaCl, ¢0Ozeltisi arasinda kalsiyum iyonik etkilesimi
ve bu ¢0Ozeltinin gida isleme uygulamasi igin kullanimi ile d-limonen kapsullemesi igin

verimli bir kapstlleme matrisi olusturdu [13].

Bazi calismalar boncuk biciminde (iretmek icin kapsullenmis manyetik nanopartikiller

icin alginat kullanir. PVA, toksik olmayan, giivenli ve ucuz oldugu igin, atik suyun agir
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metallerini ¢ikarmak igin yaygin olarak kullanilan bir baska polimerdir. Ancak PVA
aglomera olma egilimindedir, bu nedenle PVA, aglomerasyonu azaltmak icin genellikle
alginat ile birlestirilir (Idris ve ark., 2008). Idris ve arkadaslarinin dnceki calismalarinda
(2010,2012a, 2012b), PVA-aljinat boncuklarindaki y- Fe,0s nanopartikdlleri, Pb (ll) 'yi
uzaklastirmak icin adsorbent olarak kullanilmistir. Onceki arastirmalarda ¢ogunluk, Cr
(VI) (Idris ve arkadaslari, 2012a, 2012b), Cd (VI) ile kirlenmis atik su dikkate alindiginda
PVA ve aljinat boncuklar icinde y-Fe,0; nanopartikiller kullanilarak olusturulmus PVA-
alginat boncuklar kullandi (Idris ve Majidnia, 2014a, 2014b) ve Cs (I) (Majidnia ve Idris,
2015). Bununla birlikte, baryum iyonlarinin tedavisinde PVA alginata gomuli TiO,
nanopartiklller ve y-Fe,0; nanopartiklllerinin kombinasyonunun kullanimi ile ilgili

calismalar heniiz arastirilmamistir [16].

1.1.6.3. Kitosan ve Polivinil Alkol’iin Etkilegimi

Kitosan, 1-4 glikosidik baglarla baglanmis bir glikosamin ve N-asetil glukozamin
birimlerinin bir kopolimeridir ve kitin kismi deasetilasyonuyla tiretilir. Kitosan, en bol
dogal amino polisakaritlerden biridir. Kitosan, farmasotik, biyoteknolojide c¢esitli
uygulamalara sahiptir ve iyi bilinen bir materyaldir. Biyolojik olarak miikemmel
uyumluluga, biyolojik bozunabilirlige, hemostatige ve mikemmel antibakteriyel
etkinlige sahiptir. Yiksek molekil agirligina sahip kitosan suda ¢6ziinmez, ancak su-
asetik asit c¢ozeltisinde ¢o6zlinebilir. Kitosan su-asit solliisyonundan imal edilen
hidrojellerin asit fazlaligini noétralize etmek veya uzaklastirmak icin genellikle

tekrarlanan bir yikama islemine ihtiyag duyulur (Yang vd, 2008).

Cascone ve ark. (1999) ilk 6nce suda ¢ozinir kitosanin PVA'ya karistirilmasini agikladi,
PVA / kitosan hidrojel membranlar tekrar tekrar donma-eritme doéngiileri ile elde
edildi. Burada, kitosan karisiminin PVA / kitosan hidrojellerinin termal stabilite ve
morfolojik yapi Gizerindeki etkileri bildirilmistir. Onlarin sonuglari, yiksek miktarlarda
kitosanin PVA zarlarina dahil edilmesinin, daha az dizenli bir yapiya ve daha gézenekli
bir filamentli matrise neden olan PVA kristalitlerinin bigimini bozdugunu goésterdi.
Ayrica, PVA hidrojel zarlarinda kitosan ilavesi, PVA xerogel ergime sicakhgl ve diger

termal ozellikleri agik¢ca etkilememistir.
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Yang ve arkadaslari (2004), biyomedikal uygulamalar igin PVA / kitosan hidrojel
zarlarinin  hazirlanisini  arastirdi.  Bu benzersiz sentez yolu, PVA / kitosan
membranlarindaki -N = C grubuna -kitosan'in NH, grubunu donustirmek igin PVA ve
suda ¢ozundr kitosanin farkli boliimleri arasindaki formaldehit ile muamele edilmesini
takiben fiziksel karistirilmasi Gzerine kurulmustur. Bu galisma su igerigi, su buhari
iletiminin ve yukli vitamin B12'nin PVA / kitosan hidrojel zarlari yoluyla gegirgenliginin,
karistirlmis hidrojel membranlardaki kitosan icerigi ile asamali olarak arttigini, buna
karsin PVA/kitosan bolumlerinin elde edilen karistirilmis bilesende ¢ok uyumlu
olmadigini sergiledi. Hidrojel membranlar ve PVA/kitosan hidrojel membranlardaki

kristal alan, formaldehit ile muamele edildikten sonra azaldi [13].

1.1.6.4. Kitosan ve Polietilen Oksit’in Etkilesimi

PEO ilave hidrojen bagini ve chitosan zincirlerinin daha iyi parazitlenmesini saglayabilir
ve bu da chitosan nanofiberlerin gelistirilmis bir tGretimine neden olur. Kitozan / PEO
karigimi, filmler, hidrojel, nanoparcgaciklar ve g¢ogunlukla biyomedikal amaclar igin
nanofiber gibi gesitli formlarda iyi oldugu belgelenmistir. PEO'nun sulu sistemlerde iyi
¢ozUnurligl nedeniyle, PEO yikanarak elektrospun kitosan / PEO olusur, kitosan

elyaflarinin gdzenekliligini arttirir [7].

1.1.6.5. Kitosan ve Sitrik Asit Etkilesimi

Kitosanin ¢ozlinmesi icin sitrik asid kullanilmaktadir. Sitrik asit, yaygin olarak, uygun
biyouyumluluk ve antibakteriyel aktiviteye sahip, yesil veya toksik olmayan ¢6zme
maddesi olarak kullanilir. Distk maliyetli ve erisilebilir materyal olarak, sitrik asit
cogunlukla gida ambalajinda, katki maddesi olarak ve temizleme maddesi olarak

kullanthir[7].

1.1.7. Hidrojel Membranlar

Kitosan, ylksek hidrofilik 6zelligi, iyi film olusturma karakteri ve milkemmel kimyasal
direnci olan dogal bir polimerdir. Bu sebeple membran olusturmada genis kullanim
alanina sahiptir. Ayirma performasini yikseltmek igin pek ¢ok membran hazirlama

yontemi denenmektedir. Bunlardan bazilari ylizey modifikasyonu, karistirma metodu,
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kopolimerizasyoni ve film igine belirli bir kimyasal nakledilmesidir. Kitosan bazli
membranlar sadece organik solventlerde ki bunlar alkol, tehidratfuran, isopropan,
etilen glikol, suyu geri kazanma 06zelligi i¢in degil ayni zamanda biyomalzemelerin
pervaporasyonu, ultrafiltrasyonu ve proteinlerin adsorpsiyonu ve ayirmasi i¢in genis

arastirma ve uygulama saglanmaktadir.

Nanofiltrasyon membran icin 2-hidroksipropiltrimetilamonyum kitosan ile 2,3-
epoksipropiltrimetilamonyum klorid modifiye edilmistir. Film formu poliakrinolit ile
muamele edilip diizosiyanat ile ¢capraz baglanarak nanofiltrasyon membran haline
getirilmistir. Membranin optimum sartlari belirlenmis ve tekli /¢iftli tuzlar ayirdig

belirlenmistr.

Baska bir arastirma da mikrog6zenekli poliamit membran bioksiran ile aktive edilmis ve
kitosanla baglanarak hirofilik ve aktif alani genisletilmistir. Sonug olarak gostermistir ki

artan sicakliklarla adsorpsiyon kapasitesi arttiriimistir.

Bipolar membran arastirmalarinda PVA-GA-Kitosan / PVA-Fe-SA ile sentezlenmistir.
Sentezleme de PVA-Kitosan ve PVA-SA (Sodyum Alginat) icin Demirkorir ve GA
(gluteraldahit) ¢apraz baglanma olarak kullaniimistir. Bu ¢alisma ile biyopolar

membranlarin sus tutma araligi % 25-85 olarak belirlenmistir.

Hidrojel membranlar homojen interpolielektrolid kompleks metodu ile alginate ve
kitosandan hazirlanir. Alginat ve kitosandan hazirlanan polielektrolit kompleks (PEC)
membranlarin stabilitesi Iyonik capraz baglama ile artmaktadir. PVA, kitosan,
karboksimetil sellloz, alginik asit gbi polimerlerle sentezlenen hidrojel membranin su
tutma orani cizelge lerde beliritldigi gibi 0.9 - 10 g water / g polimer olarak

hesaplanmistir.

Benzer biyomembran calismalari ile hibrid membranlar hazirlanmistir. Hibrid

membranlar ile var olan 6zelliklerin arttirilmasi hedeflenmistir [17].
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Cizelge 1.7 Farkl kosullarda hazirlanan hidrojel membranlarin su tutma miktari [18]

Malzeme Kimyasl islem Su tutma
(g water/ g polimer)

Alginik asit islem uygulanmamistir 2.00

Karboksilmetil seliloz 30 dk. 120°C 0.90

Kitosan islem uygulanmamistir 1.09

Polivinil alkol 60 dk. 120°C 1.90

Polivinil alkol 30 dk. % 1 Gluteraldehit ile capraz 1.45

baglama, 60 dk. 120°C

*PVA/**PVAm karisimi (95/5 wt.) islem uygulanmamistir 4.02

*PVA/ **PVAm karisimi (90/10 60 dk. 125°C 2.30
wt.)

*PVA/ **PVAm karisimi (90/10 30 dk. 125°C 1.82
wt.)

*PVA/ **PVAm karisimi (90/10 30 dk. 110°C 4.28
wt.)

*PVA/** PVAm karisimi (95/5 30 dk. 110°C 1.61
wt.)

*PVA/** PVAmM karisimi (85/15 30 dk. 110°C ve 30 dk. 115°C 7.05
wt.)

*PVA/ **PVAm karisimi (85/15 30 dk. 125°C 3.65
wt.)

*PVA/ **PVAm karisimi (85/15 30 dk. 120°C 4.80
wt.)

*PVA/** PVAm karisimi (75/25 30 dk. 120°C 10.0

wt.)

*PVA: % 99 hidroliz ile elde edildi ; **PVAm: % 85 hidroliz ile elde edildi

25




Cizelge 1.8 Adsorban membranlarin su tutma oranlari [19]

Membran Maksimum Yikte | Su Tutma (%)
Gerilim (MPa)
Kitosan / PVA 31.80+2.5 135+5
Kitosan / PVA / *MWCNT-NH,(% 0.5 wt.) 65.38+ 1.9 172+8
Kitosan / PVA / *MWCNT-NH,(% 2 wt.) 78.54+2.1 2205
Kitosan / PVA / **PEG (% 1 wt.) 27.54+25 240+ 6
Kitosan / PVA / PEG ( % 5 wt.) 14.23+3.8 316 £ 10
Kitosan / PVA / PEG /*MWCNT-NH, 60.82+1.9 250+ 8

*MWCNT-NH,: Coklu duvar modifiyeli amino karbon nanotip
**PEG : Polietilen glikol

1.1.8. D-Optimal Tasarim

Deneysel tasarimin kullanilmasi, ¢ok sayida faktoriin ayni anda test edilmesini saglar ve
geleneksel adim adim yaklagimi kullanildiginda ¢ok sayida bagimsiz g¢alismanin
kullanilmasini engeller. Sistematik optimizasyon prosedirleri, hedef fonksiyon se¢imi,
en onemli veya katkida bulunan faktorlerin bulunmasi ve tepki faktorleri ile tepki

faktorleri arasindaki iliskinin arastirilmasiyla gerceklestirilir [20].

Genellikle, analitik bir prosediir gelistirirken, birkag tepki ayni anda optimize edilmelidir
ve farkli anayasal tepkiler icin bulunan optimum deney kosullari ¢akisabilir. Birkag
ihtimalden iyi bir alternatif secmeyi iceren bir karar verilmesi gerekir. Birden fazla
cevabin eszamanli  optimizasyonunu gergeklestirmek igin farkli y&ntemler
olusturulmustur. D-optimal tasarim metodolojisi gibi stratejiyi, deneysel cabayi
azaltmak igin kullanmak neredeyse zorunludur. D optimal tasarimlar, deney sayisinin
azaltilmasiyla birlikte birka¢ deneysel faktori incelemeyi mimkin kilar ve tasarimin,
her bir faktor icin gerekli seviyeleri ve ihtiya¢ duyulan etkilesimleri bagimsiz olarak
ayarlayarak tasarimin her analitil problemine uyarlanmasini saglar. D-optimal

tasarimlar bu tiir analitik problemleri ¢g6zmek igin basariyla kullanilmistir [21].
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1.1.8.1. D-Optimal Tasarim’da D-Kriteri YOntemi

Bu yontemde deneyler, D-kriterine, yani bilgi matrisinin (X'X) determinantinin
maksimizasyonu, burada X model matrixine dayanan D-Optimal tasarimina gore
tasarlanir. D-kriterinin yerine getirilmesi, deney hacminde maksimum miktarda deney
yapilmasina ve dolayisiyla maksimum bir hacmin isgal edilmesine ve deney alaninin
maksimum diizeyde arastirilmasina yol acgar. Bu tasarim, 6zellikle deneysel bolge sekli
diizenli olmadiginda veya klasik simetrik bir tasarimla segilen deneylerin sayisi ¢ok
blylk oldugunda yararlidir. Deney tasarim ve hesaplamalar, 6zel yazihm (Moddé

Umetrics) kullanilarak gergeklestirilir [22].

1.1.8.2. HPLC-FLD

Coklu yanit optimizasyonuna yaklasim icin yeni bir strateji olabilecek bir yontemdir.
Gelistirilen yontem, deneysel faktorleri ve cevaplari bir araya getiren ve uygun sekilde
dogrulanan modeller bir kez karmasik yazilim algoritmalarina ihtiya¢ duyulmadigindan,
literatlirdeki digerlerinden daha basit ve daha uygun maliyetlidir ve biyojenik aminlerin
belirlenmesinde optimizasyona uygulandiginda glvenilir sonuglar vermistir (BAs),

HPLC-FLD'ye gore kilic baligi (Xiphias gladius) 'dir.

1.1.8.3. Box-Behnken

RSM, istatistiklerde ve cesitli faktorlerin matematiksel optimizasyonunda uzun bir
gecmise sahiptir. ilk olarak 1951'de Box and Wilson adli matematikgciler tarafindan
onerildi. Bir deterministik "deney" dizisiyle bir tepki yizeyi uydurarak gercek sinir
durum ylzeyini taklit edebilir. RSM ile BBD, ¢esitli etkileyici faktorler arasindaki iligkiyi
ayni anda disliinmekle kalmaz, ayni zamanda, ¢ok etkili faktorlerin deneysel sonuglarini
optimize eder. BBD, cesitli faktorler ve bagimh degiskenin etkisi arasindaki iliskiyi
anlamak icin de kullanilabilir [23]. RSM, bir faktérli degistirmek ve ayni zamanda
digerlerini sabit tutmak icin klasik bir yol, sadece enerji ve zaman alici olmakla kalmaz,
ayni zamanda bu faktoérlerin en uygun kombinasyonu ortaya koymaktan da acizdir. Bu
sorunu ¢ozmek igin BBD kullanilabilir. BBD, diger RSM tasarimiyla karsilastirildiginda en
stk kullanilan ve yiksek verimlilikte ve az deneysel calisma gerektiren bazi avantajlar

sunmaktadir [24].
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Box-Behnken yontemi Ug seviyeli olup faktor ve cevap ylzeyi, sayisi artirilabilir ikinci
dereceden c¢ok degiskenli bir tasarimdir. Cevap ylzeylerinin calisma araliklarinin
maksimum ya da minimum noktalarinin belirlenmesini saglar. Faktoriyel tasarimlardan
tamamen farkh olarak calisma alaninin kése noktalarini birlestiren orta noktalar ve
merkezde vyapilan tekrar deneyleri kullanilarak yapilir. Box-Behnken ydntemin
yararlarindan biri, daha az sayida deney gerektirmesi ve merkezi bilesik tasarimina
alternatif olarak gosterilmesidir. Box-Behnken Tasarimi (¢ seviyeli bir tasarimdir ve
kodlama -1, 0 ve +1 olarak yapilir. Tasarim icin gerekli olan deney sayisi (N), k faktor
sayisi ve n0 merkezde tekrarlanan deney sayisi olmak tzere, N = 2k(k-1) + nO olarak

hesaplanir [25]. Ug faktérlii Box-Behnken tasarimi Sekil 1.5’ta gosterilmistir.
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Sekil 1.5 U faktorlii Box-Behnken tasarimi icin temsili gdsterim

1.2. Tezin Amaci

Polimerlerin karistiriimasi istenen 6zelliklere, disik maliyetli, daha az zaman alan ve
kolay islenebilirlige sahip yeni polimerik malzemelerin gelistirilmesi icin etkili bir
yoldur. Biyopolimer ile sentetik polimerler arasindaki karisimlar 6zellikle 6nemlidir,
¢linkGi biyolojik uyumlulugu iyi islenebilirlik ve mekanik direng ile birlestirip

biyomalzemeler olarak da kullanilabilirler [4].

Polimer karisgimlarin 6énemi son vyillarda arzu edilen 06zelliklere sahip polimerik
malzemelerin hazirlanmasi, diisik temel maliyet ve gelistirilmis islenebilirlik nedeniyle

artmistir. Polimerik karigimlar, homopolimer karisimlari igin hidrojen baglama, dipol
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dipol kuvvetleri ve yik transfer kompleksleri gibi kovalent baglanma olmaksizin ikincil
kuvvetlerle etkilesime giren yapisal olarak farkh polimerlerin veya kopolimerlerin

fiziksel karigimidir.

Yalnizca sentetik veya dogal polimerlerden elde edilen karisim malzemeleri,
biyomalzemelerin tim karmasik taleplerini her zaman karsilayamaz [8]. Dogal
polimerler biyouyumluluk, biyolojik bozunabilirlik, diisiik toksisite avantajlari sunarken,
sentetik polimerler ayarlanabilir ozelliklere sahiptir, genis sekil yelpazesinde
kaliplanabilme 6zelligi ve gelistirilmis mekanik 6zellikler ve termal kararhlik 6zelliklerine
sahiptir. Dogal ve sentetik polimerlerin biyo-yapay veya biyosentetik polimerik
malzeme karisimlari, yeni ortaya ¢ikmakta olan bir polimerik ag sinifi olarak distnalur
ve son otuz yildan beri iyilestirilmis mekanik ve termal o6zellikleri ile biyouyumluluk
Ozelliklerine kiyasla biyomedikal uygulama igin dikkat gekici bir ilgi gdsterdi [26]. Biyo
malzemeler olarak sentetik polimerlerin basarisi, cesitli mekanik 6zelliklere, cesitli
sekillerin kolayca elde edilebilmesini saglayan dénistiirme islemlerine ve dusiik tGretim
maliyetlerine dayanir. Biyolojik polimerler iyi biyouyumluluk gosterir, ancak mekanik
ozellikleri  genellikle  zayiftir.  Biyolojik  6zelliklerin ~ korunmasi  gerekliligi,
islenebilirliklerini zorlastirir ve Uretim veya kurtarma maliyetleri ¢ok yliksektir. Bu
nedenle, poly (vinil alkol), poly (etilen oksit), kitosan, alginat gibi sentetik ve dogal
polimerlerin karisimlarina dayanan biyolojik olarak dnemli malzemeler hazirlanmistir.
Bu tezde olusturdugumuz biobozunabilir film ila¢ kaplama, yara bezi olarak, membran

olarak ve gida kaplamalarinda kullanilabilir.

Dolayisiyla, bu calismanin amaci, Alginat / kitosan nanopartikillerinin en uygun
hazirlama yontemini tasarlamak icin Box-Behnken metodolojisi ile hazirlanmasi igin bir

yontemi optimize etmektir.

1.3. Hipotez

Biyouyumlu hidrojeller, biyotipta, yara iyilesmesinde, ilag verme de, doku
muihendisliginde, cevre uygulamalarinda (membran prosesleri), gida kaplamalarinda,
gida Uretimi uygulamalarinda olmak lizere pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Hidrojeller,
su icerigi yuksek olan hidrofilik polimerlerden olusan lg¢ boyutlu ¢capraz bagh aglardir.

Yapisal olarak viicuttaki makromolekdler esasli bilesenlere benzerlik gosterdiklerinden
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hidrojeller genellikle biyolojik olarak uyumludur. Hidrojeller polimerlerin ¢apraz
baglanma prosesi ile elde edilebilir; bunlar, kimyasal tepkimelerle yapilabilir [27]. Van
Tomme ve digerlerinin yaptigi calismalara gore, 2005, son yillarda fiziksel olarak ¢apraz
baglanmis jellere ihtiyag, geleneksel kimyasal capraz baglama maddelerinin ve

reaktiflerin kullanilmasini 6nlemek igin potansiyel olarak arttiriimistir.

Kitosan ve Alginat, dikkat ¢eken ve bircok kullanim igin kapsamli olarak incelenen iki
biyopolimerdir. Alginatin, yliksek oranda saflastirilarak hazirlanan jelleri, farelere deri
altindan enjekte edildiginde 6nemli bir enflamatuar tepki gézlenmemistir [1]. Kitosan,
yalanci dogal katyonik polimerdir ve benzersiz karakterinden (protein geri kazanim, ¢op
tohumu, topaklastiricilar vb.) dolayl bircok uygulama bulmaktadir. Sulu ¢ozeltilerde
¢Ozlinlr oldugu icin, ¢cozelti, jel, film ve elyaf gibi farkli uygulamalarda biyik oranda

kullanihir (Rinaudo vd. 2006).

Dogal polimerlerden olusan biyofilmlerin kimyasal madde ve mekanik kararlligi daha
az oldugu icin biyouyumlu sentetik polimerler eklenerek biyofilmlerin 6zellikleri
iyilestirilir. Polietilen oksit (PEO), gida, kozmetik, kisisel bakim {rlinleri ve eczacilik
alanlarinda kullanim igin onaylanmis az sayidaki biyolojik olarak pargalanabilir sentetik
polimerlerden biridir. Sodyum alginat Uzerindeki hidroksil gruplari, PEO'da ki eter
oksijene bir hidrojen bagi olusturabilir. Bu nedenle, Sodyum Alginat ile karistiriimis

uygun bir aday olarak PEO secilebilir (Caykara vd.2005, Bonino vd. 2011).

Polivinil alkol (PVA), cevreye uyumlu bir sentetik polimerdir. Suda ¢ozlinir ve iyi elyaf
olusturma yetenegi, biyouyumluluk, kimyasal direng ve biyolojik bozunabilirlige sahip
bir polihidroksi polimerdir ayrica toksisitesi olmayan, kanserojen olmayan, istisnai biyo
uyumluluk, arzu edilen fiziksel 6zellikler ve insan dokularina benzer yiiksek sulu blyik
sisme kapasitesini icerdiginden, en genis capta calisilan hidrojellerin biridir. (Yang

vd.2016).

Kalsiyum kloriiriir (CaCl,) pek ¢ok uygulamada kullanilan bir kimyasaldir. Onemli bir
ozelligi ise birlikte kullanildigi kimyasallarin kullanilacak alan igin uygunlugunu
arttirmaktadir (N’Tsoukpoe vd. 2014). Olivas ve Barbosa-Canovas ve Souzanin
yaptiklari deneyde CaCl, ile ¢capraz bagladiklari kitosan filminin her sonucunun diger

bilesene gore daha iyi sonug verdigi belirtilmistir. CaCl; ile isleme alinan kitosan filmi
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yuksek kalitede ve uyumlulukta polimer elde edebildigi bulunmustur. CaCl, ile islem
gormis kitosan ucuz, biyouyumlu ve herhangi bir baska islem gerektirmemesi
sebebiyle arastirmalar arttirilmistir (Liu vd. 2014). Alginat icin ise, Ca** alginati jel
formuna dontstiirmede en ¢ok kullanilan katyondur. Diflizyon modeli ile yapilan iyonik
capraz baglama Na-Alginat jeli CaCl, banyosuna yatirilarak yapilir ve en uygun sonuglari

verir (Pawar ve Edgar, 2012).

Deneysel tasarimin kullanilmasi, cok sayida faktoriin ayni anda test edilmesini saglar.
D-Optimal tasarimdan, Box-Behnken tasarimi (BBD), cesitli etkileyici faktorler
arasindaki iliskiyi ayni anda diisinmekle kalmaz, ayni zamanda, cok etkili faktorlerin
deneysel sonuglarini optimize eder. BBD, gesitli faktorler ve bagimh degiskenin etkisi

arasindaki iliskiyi anlamak icin de kullanilabilir (Guan vd. 2017).

Biomembranlar son zamanlarda sentetik membranlar yerine kullaniimak {izere
calismalari yapilmaktadir. Sentetik membranlarin kullanimi sonucu cevreye zarar
vermesi, dogada bozunmamasi, pahali olmasi vb. sorunlar sonucu kullaniimasi
azaltilmaya c¢alisilmaktadir. Bunun igin yapilan arastirmalar sonucunda uygun olan

alginate-kitosan karisimh membranlar bulunmustur (Bierhalz vd. 2016).

Cizelge 1.9 Biomembran sertlik(rigidity), Young Modulus, Kopma gerinimi ve uzama (%)

degerleri
Membran Sertlik Young Modiila Kopma Uzama
(N/m) (Mpa) Gerinimi (Mpa) (%)
*CS 22.134 907.1 12.6 67.9
***GA-PVA-*CS 5.482 214.1 8.9 47.9
**SA 20.938 1217.3 10.5 17.6
Fe-PVA-**SA 11.320 297.5 9.2 40.0

*CS : Kitosan, **SA: Sodyum alginat, ***GA: Glutaraldehit
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Cizelge 1.10 Kitosan membranin sorpsiyon ve desorpsiyon degerleri [28]

Membran Sorpsiyon (H;0) (g/g) Desorpsiyon (H;0) (g/g)
Crv-A 11.4+0.3° 8.5+1.6°
Cr-A 11.240.6° 8.1+2.5°
Crm-A 16.10.4° 8.1+1.3°
Can-A 2.9+0.5° 8.3+1.9°
Cry-A-P 32.6+6.3" 21.2+4.3°
Cr-A-P 36.3+0.4° 21.5+1.3°
Crm-A-P 33.4+3.4° 20.7+0.2°
Can-A-P 13.9+1.2° 2004+1.3°
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Cizelge 1.11 Bazi polisakkaritlerin gerilim degerleri(TS) ve kopma noktasi degerleri (EB)

[29]
Film kompozisyonu TS(N/mm?) EB(%)
Metilseliiloz ve etanol karisimi (Polietilen glikol eklenmis ve eklenmemis 25-33 29-14
hali)
Hidroksipropil metilseliiloz karisimi (GUm{Us nanoparcalari eklenmis ve 51.08-28.3 NR
eklenmis hali)
Kitosan 22.2-39.6 13-73.6
Kitosan karisimi (Degisik agirlikta molekiller ve degisik solventler) 6.7-150.2 4.1-117.8
Kitosan karisimi (Degisik solventler ve pH’lar) 0.56-19.2 22-494.8
Kinoa-Kitosan karisimi 2.3-8.3 273-117.4
Nisasta karisimi (Plastiklestirici olarak gliserol ve ksilitol) 5.06-44.3 2.4-70.7
Patates nisastasi (Gliserol eklenmis ve eklenmemis hali) 30-68 3-5
Tara sakizi karisimi (Plastiklestirici olarak sorbitol ve gliserol; oleik asit 26.8-57.4 8.5-2.7
eklenmis ve eklenmemis hali)
Gliserollii tara sakizi karisimi (Kitosan eklenmis ve eklenmemis hali) 58.44-22.71 44-46
Gliseroll brean sakizi karisimi (Balmumu eklenmis ve eklenmemis hali) 1.64-7.58 8.22-4.85
Pektin karisimi (Kitosan pargalari eklenmis ve eklenmemis hali) 58.5-26.07 2.91-0.94
Alginat karisimi (Plastiklestirici olarak sorbitol ya da gliserol) 65.9-64.7 2.5-2.8
Alginat karisimi (Plastiklestirici olarak sorbitol ya da gliserol) 18.4-24.1 6.6-7.9
Sodyum alginat karisimi 33.6-75.8 3.4-14.0
Agar (GlimUs pargalari eklenmis ve eklenmemis hali) 51.5-46.38 33.02-33.64
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEMLER

Bu calismada Sodyum Alginat, kitosan, CaCl,, PEO, PVA ve Asetik asit Sigma—Aldrich

Chemistry (Amerika Uretimli) den temin edilmistir.

2.1. Alginat’in Hazirlanisi

Sodyum alginat ¢6zeltisi, Mv ort. 32000-400000 g / mol, %2 (w/w) olacak sekilde saf su
ile ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Cozelti, mekanik karistiricida 400 rpm hizda 2 saat

karistinimigtir [30].

2.2, Kitosan’in Hazirlanisi

Kitosan ¢Ozeltisi, %5 (w/w) 1M asetik asit ¢Ozeltisinden %2 (w/w) olacak sekilde saf su
ile ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Cozelti mekanik karistirici da 400 rpm hizinda 24 saat

karistirilarak hazirlanmigtir (Guerra Nista vd 2014) [30].

2.3. Polivinil Alkol’iin Hazirlanisi

PVA ¢ozeltisi, Mv ort. 89000-98000 g / mol, %99+ hidrolize, %2 (w/w) olacak sekilde saf
su ile ¢ozelti olarak hazirlanmigtir. Cozelti, mekanik karistiricida 400 rpm hizda 2 saat

kanstirnlmistir.

2.4. Polietilen Oksit’in Hazirlanigi

PEO ¢ozeltisi, Mv ort. 600000 g / mol toz hali, %2 (w/w) olacak sekilde saf su ile ¢ozelti

olarak hazirlanmistir. Cozelti, mekanik karistiricida 400 rpm hizda 2 saat karistirilmistir.
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2.5. Kalsiyum Kloriir’iin Hazirlanisi

CaCl, gozeltisi, alginat miktarina gore 2 gr Alginat igin % 0,4 (w/w) CaCl, ¢ozeltisi, 4 gr
Alginat icin % 0,8 (w/w) CaCl, ¢6zeltisi, 6 gr Alginat icin % 1,2 (w/w) CaCl, ¢Ozeltisi

olacak sekilde hazirlanmistir.

2.6. Biofilmlerin Hazirlanisi

Hazirlanan ¢ozeltilerden Box-Behnken yéntemi icin belirlenen miktarlar kadar alindi ve
her ¢ozelti 2 saat 400 rpm de mekanik karistiricida karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti 10cm x
4 cm kaliplara konularak 2 giin normal sartlarda kurutulmaya birakildi. Kuruma islemi
sonras! Alginat miktarina gore belirlenen CaCl, ¢ozeltisi ylizdlirme teknigi ile film ¢apraz

baglandi (Pawar ve Edgar, 2012) ve 1 glin kurutmaya birakildi.
Karisimlar Cizelge 2.1'de ki miktarlara gore hazirlanmistir,

PEO sabit tutularak %2 lik ¢ozeltiden 2gr alinmistir,

Sekil 2.1 Hazirlanan biyofilm érnegi
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Cizelge 2.1 Filmler igin hazirlanan g¢ozeltilerin karisim miktarlar

Deney No Alginat miktari (gr) PVA miktari (gr) Kitosan miktari (gr)
1 6 3 4
2 6 1 4
3 2 3 4
4 2 1 4
5 6 2 6
6 6 2 2
7 2 2 6
8 2 2 2
9 4 3 6
10 4 3 2
11 4 1 6
12 4 1 2
13 4 2 4
14 4 2 4
15 4 2 4
16 4 2 4
17 4 2 4
18 4 2 4
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BOLUM 3

BULGULAR
Instron 3369 Universal Cekme Test cihazinda EN ISO 527:3-1995 Standartina goére
biyofilmin cekme testleri yapilmistir. 5mm/dk hiz ile cekme islemi gerceklestirilmistir.
Cekme islemi sonuclari deneysel tasarim sonuclari olarak Box-Behnken yénteminde

incelenmistir.

Sekil 3.1 Instron3369 Universal Cekme Test Cihazi
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Box-Behnken tasariminda incelenmek lizere secilen parametreler asagidaki gibidir;

A: Alginat ¢0Ozeltisi (g); B: PVA ¢ozeltisi (g); C: Kitosan ¢ozeltisi (g)

Box-Behnken deneysel analizi kullanmak igin olusturulan faktérlerin seviyeleri Cizelge

3.1'de, analiz icin olusturulan tablo Cizelge 3.2’de verilmistir.

Gizelge 3.1 Box-Behnken tasarim yonteminde incelenen faktorlerin seviye degerleri

SEVIYE Alginat Cozeltisi (g) PVA Cozeltisi (g) Kitosan Cozeltisi (g)
+1 6 3 6
0 4 2 4
-1 2 1 2
Cizelge 3.2 Box-Behnken deneysel tasarim tablosu
Deney No Algi.r.1at Cozeltisi PVA Cozeltisi Kito?an Cozeltisi
Faktor (Agirhk(g)) Faktor (Agirlik(g)) Faktor (Agirlik(g))
1 1(68) 1(3g) 0(4g)
2 1(68) -1(1g) 0(4g)
3 -1(28) 1(3g) 0(4g)
4 -1(28) -1(1g) 0(4g)
5 1(68) 0(2g) 1(6g)
6 1(68) 0(2g) -1(2g)
7 -1(28) 0(2g) 1(6g)
8 -1(28) 0(2g) -1(2g)
9 0(48g) 1(3g) 1(6g)
10 0(4g) 138 -1(2g)
11 0(4g) -1(3 ) 1(68)
12 0(4g) -1(1g) -1(2g)
13 0(4g) 0(2g) 0(48)
14 0(4g) 0(2g) 0(4g)
15 0(4g) 0(2g) 0(4g)
16 0(4g) 0(2g) 0(4g)
17 0(4g) 0(2g) 0(4g)
18 0(4g) 0(2g) 0(4g)
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Tasarim sonucu asagidaki R1 olarak ifade edilen Maximum gerilim yiki denklem elde

edilmistir,

R1=17.41+(1.73 xA) + (5.68 x B) — (4.54 x C) - (0.17 x Ax B) — (6.56 x A x C) — (2.25 x B
x C) +(7.11 x A%) — (2.83 x B?) + (6.58 x C?) (3.1)

*A: Alginat, B: PVA, C: Kitosan

Tasarim sonucu Design Expert ile R1 degeri icin Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de
gosterildigi lizere 3D yuzeyler verilmistir. Polimerlerin birbirleri ile etkilesim ve degisim

sonucglari incelenerek alinacak optimum sartlar belirlenmistir.
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Sekil 3.2 Maksimum Gerilim Ylkiiniin (R1) Alginat(A) ve PVA(B) bilesimi ile degisimi
Maksimum gerilim yiki (R1), PVA degerinin degisimi sonucu Kitosan degeri

degisiminden daha gok etkilemistir. En yliksek deger PVA'nin 3 gr alginatin 6 gr oldugu
sartlarda belirlenmistir.
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Sekil 3.3 Maksimum Gerilim Ylkiiniin (R1) Alginat(A) ve Kitosan(C) bilesimi ile degisimi

Maksimum gerilim yukid (R1), Alginat degerinin degisimi, sonucu kitosan degeri
degisiminden daha ¢ok etkilemistir. En yliksek deger alginatin 6 gr kitosanin 2 gr oldugu
sartlarda belirlenmistir.

cc W "% g

200 1.00

Sekil 3.4 Maksimum Gerilim Ylkintn (R1) PVA(B) ve Kitosan(C) bilesimi ile degisim

Maksimum gerilim yikia (R1), PVA degerinin degisimi sonucu Kitosan degeri
degisiminden daha c¢ok etkilemistir. En yiiksek deger PVA 3 gr kitosanin 2 gr oldugu
sartlarda belirlenmistir.
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Tasarim sonucu elde edilen model denklem igin Varyans analizi Cizelge 3.3 ‘de

sistemden elde edilmis, Cizelge 3.4 ‘de hesaplanmistir.

Cizelge 3.3 Box-Behnken Tasarimda elde edilen Maksimum gerilim yiikii (R1) degeri igin
ANOVA analizi

ANOVA for Response Surface Quandratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares —Type lll]

Source Sum of df Mean F value P value
Squares Squares
Prob>F
Model 1098.90 9 122.10 4.24 0.0269 significant
A-A 23.93 1 23.93 0.83 0.3884
B-B 258.29 1 258.29 8.98 0.0172
C-C 164.53 1 164.53 5.72 0.0437
AB 0.11 1 0.11 3.995E-0.03 0.9512
AC 172.28 1 172.28 5.99 0.0401
BC 20.16 1 20.16 0.70 0.4268
A? 220.54 1 220.54 7.67 0.0243
B’ 35.06 1 35.06 1.22 0.3017
c 188.70 1 180.77 6.56 0.0336
Residual 230.13 8 28.77
Lack of fit 145.16 3 48.39 2.85 0.1446 Not
significant
Pure Error 84.96 5 16.99
Cor Total 1329.03 17
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ANOVA analizi sonucu F-anlamlilik testine uymayan terimler AB, BC ve B’ terimi
elendikten sonra maksimum vyikte gerilim (R1) denklemi asagidaki gibi modifiye

edilmistir.

R1=16.38+(1.73*A)+(5.68*B)-(4,54*C)-(6,56*A*C)+(6,85*A%)+(6.32*C?) (3.2)

*A: Alginat, B: PVA, C: Kitosan

Cizelge 3.4 Box-Behnken Tasarimda elde edilen Maksimum gerilim yiki (R1) degeri icin
modifiye edilmis ANOVA analizi

ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares-Type Ill]

Source Sum of df Mean F Value p-value
Squares Square
Prob>F
Model 1043.57 6 173.93 6.70 0.0035 significant
A-A 23.93 1 23.93 0.92 0.3576
B-B 258.29 1 258.29 9.95 0.0092
C-C 164.53 1 164.53 6.34 0.0286
AC 172.28 1 172.28 6.64 0.0257
A? 206.55 1 206.55 7.96 0.0166
c? 175.65 1 175.65 6.77 0.0246
Residual 285.46 11 25.95
Lack of fit 200.50 6 3342 1.97 0.2375 Not
significant
Pure Error 84.96 5 16.99
Cor Total 1329.03 17
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Cizelge 3.5 Maksimum gerilim yiikii (R1) modifiye edilmis ANOVA analiz sonuglari

KAYNAK SERBESTLIK KARELERIN ORTALAMA KARE F ORANI
DERECESi TOPLAMI (SS) (MS)
MODEL 6 1043.57 173.93 6.70
KALAN 11 285.46 33.42
TOPLAM 17 1329.03

Varyans analizi

sonucunda Design Expert yazilimiyla doénidsim modelleri

icin

hesaplanan P degeri 0.0269 bulunmustur. P degeri % 95 dnem seviyesini saglamistir.

F-anlamlilik testi sonrasi elenen terimler ile Varyans analizi sonucu Design Expert

yazilimiyla dénistiim modelleri igin hesaplanan P degeri 0.0035 bulunmustur P degeri %

99 6nem seviyesini saglamistir.

Box-Behnken tasarimi ile Design Expert kullanilarak optimum kriterler bulunmustur.

Desirability degerinin 0.968 olmasi istenen sonuglara yaklastigimizi belirtmektedir.

Maksimum yik gerilimi (R1) icin optimum kosullar Cizelge 3.6 ve Sekil 3.5’te belirtildigi

Uzere Alginat ¢ozeltisi 6 g; PVA ¢o6zeltisi 3 g; Kitosan ¢ozeltisi 2 g 'dir.

Cizelge 3.6 Maksimum gerilim ylki (R1) igin segilebilecek parametre (desirability)

Number A B C R1 Desirability
1 6.00 3.00 2.00 48.0606 0.968 Selected
2 6.00 3.00 2.04 47.6463 0.957
3 6.00 3.00 2.08 47.1161 0.942
4 6.00 3.00 2.13 46.5526 0.927
5 6.00 2.66 2.00 46.1026 0.915
6 6.00 2.41 2.00 44.6885 0.877
7 6.00 2.21 2.00 43.5559 0.846
8 6.00 1.62 2.00 40.2448 0.756
12.292 49 247

R1 = 48.060

Sekil 3.5 Biyofilmde Maksimum gerilim yikd (R1) icin elde edilen optimum ¢6ziim
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Tasarim sonucu asagidaki R2 olarak ifade edilen Maximum vyukte uzama degeri

denklem elde edilmistir,

R2=2.60-(0.28 x A) - (0.62 x B) = (0.11 x C) — (0.35 X A x B) — (0.25 x A x C) — (0.91 x B x
C) + (1.46 x A*) — (0.31 x B} + (0.62 x C?) (3.3)

*A:Alginat, B:PVA, C: Kitosan
Tasarim sonucu, Design Expert ile R2 degeri icin Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de

gosterildigi Uzere 3D vyilzeyler verilmistir. Polimerlerin birbirleri ile etkilesimi ve

degisimi sonuglari incelenerek alinacak optimum sartlar belirlenmistir.
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Sekil 3.6 Maksimum yikte uzamanin (R2) Alginat(A) ve PVA(B) bilesimi ile degisimi

Maksimum yilkte uzamanin (R2), alginat degerinin de PVA degerininde degisimi sonuca
yakin degerde etki gostermektedir. En yliksek deger alginatin 6 gr, PVA'nin 1 gr oldugu

sartlarda belirlenmistir.
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Sekil 3.7 Maksimum yikte uzamanin (R2) Alginat (A) ve Kitosan(C) bilesimi ile degisimi

Maksimum yilikte uzamanin (R2), alginat degerinin de kitosan degerininde degisimi
sonuca yakin degerde etki gostermektedir. En yliksek deger alginatin 6 gr, kitosanin 6
gr oldugu sartlarda belirlenmistir.
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Sekil 3.8 Maksimum yiikte uzamanin (R2) PVA(B) ve Kitosan(C) bilesimi ile degisimi
Maksimum yilkte uzamanin (R2), kitosan degerinin degisimi sonuca PVA degerininde
degisimi daha fazla etki gostermektedir. En yiksek deger PVA 3 gr, kitosanin 6 gr
oldugu sartlarda belirlenmistir.

Tasarim sonucu elde edilen model denklem icin Varyans analizi Cizelge 3.7 ‘de

sistemden elde edilmis, Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9 ‘da hesaplanmistir.
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Cizelge 3.7 Box-Behnken Tasarimda elde edilen Maksimum yiikte uzama (R2) degeri

icin ANOVA analizi

ANOVA for Response Surface Quandratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares-Type ll]

Source Sum of df Mean F Value p-value
Squaresdf Square
Prob>F
Model 20.80 9 2.31 4.77 0.0192 significant
A-A 0.62 1 0.62 1.28 0.2900
B-B 3.06 1 3.06 6.32 0.0361
C-C 0.089 1 0.089 0.18 0.6791
AB 0.49 1 0.49 1.00 0.3457
BC 3.34 1 3.34 6.89 0.0305
A’ 9.31 1 9.31 19.22 0.0023
B’ 0.41 1 0.41 0.85 0.3822
c 1.65 1 1.65 3.41 0.1022
Residual 3.88 8 0.48
Lack of fit 3.75 3 1.25 51.50 0.0004 Significant
Pure Error 0.12 5 0.024
Cor Total 24.68 17

46




Cizelge 3.8 Maksimum yikte uzama (R2) ANOVA analiz sonuglari

KAYNAK SERBESTLIK KARELERIN ORTALAMA KARE F ORANI
DERECESI TOPLAMI (SS) (MS)
MODEL 9 20.80 2.31 4.77
KALAN 8 3.88 0.48
TOPLAM 17 24.68

Varyans analizi

sonucunda Design Expert yazilimiyla dénisim modelleri igin

hesaplanan P degeri 0.0192 bulunmustur. P degeri % 95 6nem seviyesini sagladig icin

modelde herhangi bir degisiklige gidilmemistir.

Box-Behnken tasarimi ile Design Expert kullanilarak optimum kriterler bulunmustur.

Desirability degerinin 0,909 olmasi istenen sonugclara yaklastigimizi belirtmektedir.

Maksimum yilkte uzama (R2) icin optimum kosullar Cizelge 3.8 ve Sekil 3.9’da

belirtildigi Uzere Alginat ¢ozeltisi 6 g; PVA ¢0Ozeltisi 3 g; Kitosan ¢ozeltisi 2 g 'dir.

Cizelge 3.9 Maksimum ylikte uzama (R2) secilebilecek parametre (desirability)

Number A B C R1 R2 Desirability
1 6.00 3.00 2.00 48.0602 | 5.7049 0.909 Selected
2 6.00 2.99 2.00 47.9637 | 5.6882 0.906
3 6.00 2.97 2.00 47.8647 | 5.6620 0.901
4 5.95 3.00 2.00 47.5277 | 5.6267 0.892
5 6.00 3.00 2.07 47.2894 | 5.6237 0.889
6 6.00 3.00 2.10 46.9224 | 5.5850 0.880
7 5.90 3.00 2.00 47.0183 | 5.5524 0.877
2.042 6.333

R2 =35.704

Sekil 3.9 Biyofilmde Maksimum yikte uzama (R2) icin elde edilen optimum ¢6ziim
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Cizelge 3.10 Maksimum Gerilim Yiki (R1) ve Maksimum yikte uzama (R2) deneysel

degerlerin teorik formile uygulanma sonuglari

Alg. PVA Kito. R1 R1 Den. | R1 Mod. R2 R2 Den. | R2 Mod.
Coz. Coz. Coz. (MPa) Ort. Ort. (mm/mm) | Ort. Ort.
1 1 1 0 25.921 21.822 21.458 3.104 3.765 3.307
2 1 -1 0 17.640 3.729
3 -1 1 0 14.194 4.958
4 -1 -1 0 17.115 6.333
5 1 0 1 19.680 4.604
6 1 0 -1 49.247 5.541
7 -1 0 1 26.074 4.313
8 -1 0 1 29.390 4.250
9 0 1 1 25.114 2.042
10 0 1 -1 31.303 5.046
11 0 -1 1 19.985 4.542
12 0 -1 -1 12.704 3.187
13 0 0 0 13.954 3.479
14 0 0 0 23.113 2.417
15 0 0 0 16.316 2.667
16 0 0 0 17.791 2.667
17 0 0 0 12.239 2.270
18 0 0 0 21.010 2.625
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Alg. Coz.: Alginat Cozeltisi, PVA Coz. : PVA Cozeltisi, Kito. Coz. : Kitosan Cozeltisi,

R1: (Maks. Gerilim Yiki ) (MPa), R1 Den. Ort.: R1 Deneysel Ortalama, R1 Mod. Ort.: R1 Model Ortalama
R2:(Maks. Yikte uzama) (mm/mm), R2 Den. Ort:R2 Deneysel Ortalama, R2 Mod. Ort:R2 Model Ortalama
3.1. Biofilmin sorpsiyon ve desorpsiyon bulgulari

Alinan sonuglar sonrasi 6, 8, 10 ve 13 nolu numunelere sorpsiyon deneyi uygulanmistir.
Distile edilmis suda Ug¢ glin bekletilen numunelerin su sorpsiyonu/desorpsiyonu Cizelge

3.11’de verilmistir.

Cizelge 3.11 Bazi numunelerin sorpsiyon/desorpsiyon degerleri

6. Numune (g) | 8. Numune (g) | 10. Numune (g) | 13. Numune(g)

Kuru film 0,0279 0,0270 0,0325 0,0267
Distile suda
bekleme (2 saat) 0,1673 0,1660 0,2323 0,2120
Distile suda
bekleme (1 giin) 0,1693 0,1685 0,2353 0,2172
Distile suda
bekleme (3 giin) 0,1705 0,1700 0,2368 0,2233
Tekrar kurutulan
film 0,0282 0,0302 0,0334 0,0283
Sorpsiyon (%) 511,1111 529,6296 628,6154 736,3296
Desorpsiyon ( %) 504,6099 462,9139 608,9820 689,0459

Literatirde yapilan membran icin yapilan sorpsiyon ve desorpsiyon sonuglari ile

uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Biyopolimer matriksi olarak alginate, kitosan, PVA ve PEO (sabit) olarak kullaniimistir.
Biyopolimer matriksi, alginatin dogal olarak hidrojel 6zelligi, PVA nin film koruma ve
elastik ozelligi, kitosanin dogal polimerinin antibakteriyel 6zelligi birlestirilerek farkl,
yeni uygulama alanlarinda kullanilmasi amaglanmistir. Biomembran ve gida ambalaji
icin kaplama olmak lizere degerlendirilmesi icin farkli bilesimlerde film elde edildi.
Biopolimer matriksinin maksimum gerilim yiki, maksimum yikte uzama degerleri

sonuc degerler olarak tespit edildi.

Design Expert 7.0.0 programi kullanilarak uygulanan (¢ faktorlii Box-Behnken tasarim
yontemi kullanilmistir. Alginattan (% 2 ¢ozelti) agirlikga 2, 4, 6 gr; PVA dan (% 2 ¢ozelti)
agirlikca 1, 2, 3 gr; kitosandan (% 2 ¢ozelti) agirlikca 2, 4, 6 gr ve sabit olarak PEOdan (%
2 ¢ozelti) agirhkg¢a 2 gr alinarak deneyler hazirlanmistir. Faktér degiskenlerinden
biopolimer matriksinin Maksimum gerilim degeri (R1) (MPa) 12.292-49.247;
Maksimum ylkte uzama (R2) (mm/mm) 2.042-6.333 degerleri arasinda degistigi tespit

edilmistir.

Elde edilen cevap ylzeyi ile bagimsiz degiskenler arasinda elde edilen grafikler ile
cevap yuzeyi denklemi incelendiginde; Maksimum Gerilim yikd (R1) icin en etkili
bagimsiz degiskenin PVA agirligi oldugu, ikinci dnemli parametrenin alginat oldugu ve

kitosan agirlik parametresinin etkisinin ¢ok az oldugu belirlendi.

Elde edilen cevap ylizeyi ile bagimsiz degiskenler arasinda elde edilen grafikler ile
cevap ylzeyi denklemi incelendiginde; Maksimum Gerilim yikinde uzama (R2) i¢in en
etkili bagimsiz degiskenin Alginat agirligi oldugu, ikinci énemli parametrenin PVA
oldugu ve kitosan agirlik parametresinin PVA agirlik parametresine yakin sonug
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gosterdigi godzlemlenmistir. Kitosanin yuksek konsantrasyonlarda diger polimer ile
homojenligi arttirdigi ve uzamaya etkisinin cekme gerilimine etkisinden fazla oldugu

gozlemlenmistir.

Sodyum alginat karisimlar icin Cizelge 1.11'Deki literatiirlerde belirtildigi Gzere
Maksimum yikte gerilim (R1) degeri 33.6-75.8 arasinda; Maksimum yukte uzama (R2)
degeri 3.44-14.0 arasindadir. icerisinde gliserol gibi solventler olan Alginat karisimlari
icin Maksimum yulkte gerilim (R1) degeri 18.4-24.1; Maksimum yiikte uzama (R2)
degeri 6.6-7.9 degerleri arasindadir. Kitosan karisimlari icin Maksimum yukte gerilim
(R1) degeri 6.7-150.2; Maksimum vyikte uzama (R2) degeri 4.1-117.8 degerleri
arasindadir. Biyofilmimizde kullanilan karisim Alginat-Kitosan gibi dogal polimer bazli
olmasinin yaninda PEO ve PVA gibi dogayla uyumlu sentetik polimerlerden olusmustur.
Bu sebeple Maksimum yikte gerilim (R1) degeri 12.247-49.247 olarak; Maksimum
ylkte uzama (R2) degeri 2.042-6.333 bulunmustur. Literatlirde belirtildigi gibi sonuglar

verilen degerler arasindadir.

Biyofilmimizin Box-Behnken tasarim metoduna gore degisken parametreler ile
Maksimum Yikte gerilim (R1) optimizasyonu igin bilesim degeri 48.060, bilesenlerin
optimum degeri sirasiyla Alginat ¢ozeltisi 6 g; PVA ¢6zeltisi 3 g; Kitosan ¢ozeltisi 2 g 'dir.
Deney-Model dogruluk orani % 97.168’dir. Maksimum vyikte uzama (R2)
optimizasyonu icin bilesim degeri 5.704, bilesenlerin optimum degeri sirasiyla Alginat

¢Ozeltisi 6 g; PVA ¢Ozeltisi 3 g; Kitosan ¢ozeltisi 2 g ‘dir. Deney-Model dogruluk orani

% 97.835’dir. Deney-Model dogruluk orani % 95 6nem seviyesi secilmistir. Bu sebeple

tasarim sonucu saglanan dogruluk orani yeterlidir.

Biomembran olarak kullanilabilirligi i¢in 6, 8, 10 ve 13 nolu deney numuneleri segildi.
Secilen deney numuneleri R1 ve R2 degerlerinde maksimum, minimum ve orta degerli
olmalari gézoniine alinmistir. Cizelgel.6 ve Cizelge 1.7 de beliritildigi Gzere hidrojel
membranlarin su tutma oranlari 0.90-10 g su /g polimerdir. Deneyimizde g basina
polimerin su tutma orani 5-7 kat araliginda degismektedir. Bu sebeple numunelerin
sorpsiyon ve desorpsiyon bulgulari incelendiginde 6, 8, 10 ve 13 numaralari deneylerin
hepsinin membran olarak kullanilmasi uygun oldugu tespit edildi. 13 numarali deney

sorpsiyon ve desorpsiyon olarak diger numunelerden daha yiiksek degere sahiptir fakat
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sorpsiyon ve desorpsiyon orani olarak 10 numarali numunenin diger numunelerden

daha uygun oldugu belirlendi.
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