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OZET

KITININ ASILANMASI VE BAZI BiYOLOJIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

Bu ¢alismada kristal kitin baz1 monomerlerle Atom Transfer Radikal Polimerizasyon
yoluyla asilandi. Bu teknikte kitinin primer —OH gruplar1 6nce klorasetilkloriir ile reaksiyona
sokuldu. Sonra klorasetil gruplu kitin makrobaslatic1 olarak kullanilip CuCl / 2,2’-bipiridin
katalizor sistemi yaninda metakrilamit (MAM), diasetonakrilamit (DAAM), 4-
nitrofenilakrilamit (NFAA) ve 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) ile asilandi.

As1 kopolimerler; elementel analiz ve IR ile karakterize edildi. Biitiin kopolimerlerin
termal kararliliklar1 ve termal gegisleri termogravimetrik analiz (TGA) ile incelendi.

Ayrica as1 kopolimerlerin serbest radikal giderme aktiviteleri ve antitimdr aktiviteleri
gibi baz1 biyolojik aktiflikleri de incelenerek sonuglar1 degerlendirildi.

Sonug olarak, as1 kopolimerlerin IR, elementel ve termal analiz sonuglariyla biyolojik

aktiflik sonuclar1 literatiir verilerine uygun oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kitin, As1 Kopolimer, Atom Transfer Radikal Polimerizasyon



SUMMARY

GRAFTING AND STUDYING OF SOME BiOLOGICAL PROPERTIES OF CHITIiN

In this work, crystal chitin grafted with some monomers by Atom Transfer Radical
Polymerization method. In this technic primer —OH groups of chitin reacted with
chloroacetylchloride. Then chitinchloroacetate was grafted with methachrilamide (MAM),
diacetonacrylamide (DAAM), 4-nitrophenylacrylamide (NFAA), 2-hydroxiethylmethachrilate
(HEMA) chitin using chloracetyl group as macroinitiator and CuCl / 2,2’-bipyridine as
catalyzor system.

Graft copolymers chracterized by elemental analysis and IR methods. Thermal
stability and thermal transition of whole copolymers studied by thermogravimetric analysis
(TGA) method.

In addition, graft copolymers, such as free-radical reduction activities and the
biological activity of antitumor activity by examining the results were evaluated.

As a result, copolymers in the IR, elemental and thermal analysis and the results of

biological activity results were fitted to the data of literatiire.

Keywords: Chitin, Graft Copolymer, Atom Transfer Radical Polymerization
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KISALTMALAR
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1. GIRIS

Ik kez Houtz ve Adkins [1] bir polimer molekiiliiniin, polimerlesmenin oldugu bir
ortamda kendi molekiil biiyiikliiglinii arttirabildigini gostermislerdir. Stiren monomer ve
polimerinin birlikte bulundugu polimerizasyon ¢alismalarinda, viskozite dl¢iimleri sonucu
ilk polistiren iizerine yeni stiren birimlerinin katildig1 sonucuna varmislardir. Sonra
polimerizasyon kinetigi iizerine 6nemli ¢aligmalar1 olan Flory [2], teorik olarak polimer
molekiilii ile biiyiiyen polimerler arasinda meydana gelebilecek zincir transfer tepkimeleri
sonucu dallanmis vinil polimerlerinin olusabilecegini belirtmistir.

Daha sonra Carlin ve Shakespeare ise [3] kesin olarak biiyiiyen bir polimer zinciri,
hem ayni monomerden olusan bir polimer zinciriyle hem de farkli monomerden olusan bir
polimer zinciri ile de zincir transferine girebilecegini gostermislerdir.

1950’lerin basina kadar "as1 kopolimer" tanimi kullanilmamis, 1952°de ise

uluslararasi alanda bir polimer kimyas1 kavrami olarak yerini almistir.

1.1. As1 Kopolimerlerin Tanimi ve Yapisi

As1 (graft) kopolimerlerinin tanimi, Temel ve Uygulamali Kimya Uluslararasi
Birligi tarafindan soyle yapilmistir [4]: As1 kopolimer, iki ya da daha fazla polimerik birim
ihtiva eden molekiillerin farkli bilesenlerle ve kimyasal yolla birbirine baglanmig biiyiik
polimerlerdir. Ornegin bir as1 kopolimer, bir monomerin polimerizasyonu iizerine bir baska
cesit monomerin sonraki polimerizasyonuyla elde edilebilir. Iki farkli polimerin birlesmesi,
molekiillerinin son gruplari arasindaki kimyasal reaksiyonla veya capraz bag reaksiyonuyla
da bir as1 kopolimer elde edilebilir.

Bu tanimlama diizenli kopolimerlerin cesitli sekillerini i¢ine almakla beraber
birligin raporunda blok kopolimerlerden bahsetmemesi dnemlidir. Sonraki ¢aligmalar, as1
ve diizenli kopolimerler, birbirine ¢ok yakin olduklar1 i¢in yeni bir siniflandirma ihtiyaci
dogurmustur.

Allen ve arkadaglarinin tanimi [5]; "Blok kopolimer terimi standart degildir. Biz
onu lineer molekiilleri tanimlamak i¢in kullanirken, baska tiplerin yapisi {lizerine bir ¢esit
monomer biriminin yan zincire saldirisindan olusan dallanmis yapilara as1 kopolimerler

diyoruz" seklindedir.



Ceresa, blok ve as1 kopolimerleri sifrelemek ve simiflandirmak ig¢in ilk onemli
tesebbiis olarak, 1961°de bilinen 2000 civarinda polimer sisteminin listelenmesi iizerine
calisma yapmistir [6]. Bu sistemin temeli 1966’ya kadar basit bir siniflandirmaya
dayandigi halde, polimerlerin sayisindaki artig siniflandirma sisteminde karmasikliga yol
acmistir. Asagida tanimlanan kopolimer yapilar1 Ceresa’nin sistemine uyarlanmistir [4].
Bu adlandirma Polimer Bilim ve Teknolojisi Ansiklopedisi’nde de yer almistir [7].

Dallanmis polimerler olusumlarina gore kisa — uzun zincirli dallar ve yan (ikincil)
dallar olarak kabul edilir ve kesinlikle gereki olmadikca gosterilmezler. Bdylece bir

polimer zinciri, uzun ve kisa dallanmis sekliyle soyle gosterilebilir:

woon AAAAAAAAAAA wamn 1)
v AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA wann Uzun dallanms (1a)
A A A
A A A
A A
A
woon AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA e Kisa dallanmig (1b)
A
A
A
A
A
A
AAAAAAAAA
A
A
A

A ve B gibi iki monomerin gelisigiizel polimerizasyonunun en basit durumu sdyle

gosterilebilir:

-« AABABBBABAABABBABAAABAB - 2)

Bu gelisigiizel polimerdeki merlerin birbirine baglanma durumlarinda, polimer, iki
monomerin tek basamakta senteziyle hazirlandig1 i¢in monomerlerin molar konsantrasyon
ve reaktivite oranlar1 hakim olur. Eger monomerlerden biri, A, homopolimerizasyon
reaksiyonuna girmeye muktedir degilse yani A radikali A monomerini katmiyorsa 0 zaman

olusan kopolimer maleikanhidrit (A) ile stiren’in (B) kopolimerizasyonu gibi olacaktir.

2



s~ BBABABBABBBABABABBABABBAB s

Belli sartlar altinda bir ardistk kopolimer yapisi, maleikanhidrit ve allilasetat’in

kopolimerizasyonundaki gibi olusturulabilir.

-+~ ABABABABABABABABABABABA -

Yukaridaki agiklamalar basit ikili sistemler icin gecerlidir, ancak sira ve monomer
sayisinda olduk¢a karisik olan yiiksek mertebeli sistemler dogal polimerlerdeki gibi sentetik

polimerlere de uygulanabilir.

Ayni sistem kullanilarak bir lineer blok kopolimer ve asilanmis blok kopolimer soyle

gosterilebilir:

won AAAAAAAAAABBBBBBBBBBBBAAAAA .swLineer blok kopolimer (5)

o AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA v Agilanmus blok kopolimer (6)

DWW
~en 0 OO 0 W0 W

Hazirlamadaki c¢esitli metodlar ya da anlagilmasi zor muhtemel mekanizmalar
yliziinden asagidaki polimerler kabul edilen siiflandirma

icindedir.

[solevilov i

-+~ BBBBBBBBBBBBBBBBBBAAAAAAAAAAAAAAAAAA )]

oo W W w
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@
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Towww
ww ™

Wwtow
ToTTwWw-
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;

Blok ve as1 kopolimer segmentlerinin bilesimi diisliniildiigiinde ayrica alt sif
Olusturulmas1  gereklidir. Bu polimerler homo veya kopolimer olabilir. (Eger

kopolimerlerse ardisik veya gelisiglizeldir.)

¢
A
A
e AAAAA
A
A
A
A
A
wen AAAAAAAAAAAAAAAAAAABBBBBBBBBBBBBBBBBBB i (9)
B
B
B
BBBBB s
B
%3



oo AAAAAAAAAAAAAAAAAABABBABBAABBABABBBBA nnnn (10)

-~~ BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBABABAABBABBAAABABAB-w (11)

o AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA v (12)

> > W W
el W > W W

-+~ BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBEBBBBBBBBBEBBBBBBBBB - (13)

W > > W W
a0 > > 2> 00t B

~ABABAABABBABAABAABAABABABAABAABAABBAAAABABABAwwa (14)

>
e > >

~wABABAABABABAABAABBABBABABAABABAABBABABAABBBAB v (15)
B

B
B
B
¢

e oW w



- (AAABAABAAABABAAAABABA)(BBBABBABAABBBABBABBB) wwn  (16)*

~nAAAABABAABAAAABABBAAABABAABAABAABABBAAAABABAB.ww  (17)*

iaale S v IS w o Mo o M v o e Sl v )
e DWW W

* : Iskelet (yap1) blok veya as1 zincirdeki farkli oranlarda iki komonomerli blok ve
as1 kopolimerler.

1958’de Natta [8], taktisite kavramini tanimladigindan beri ana, blok veya asi
zincirinde ya da her ikisinde taktisiteye sahip birkag¢ blok ve as1 kopolimerler hazirlandi.
Dolayisiyla taktisitenin gerekli oldugu yerlerde yapilara a, iso, syndio gibi taktisiteyi
belirtir ekler ilave edilmelidir.

1.2.  As1 Kopolimerlerin Elde Edilmesi

As1 kopolimerlerinde bir polimerin ana zincirine farkli bir polimer zinciri, zincir sonlari
disinda bir yerden baglanmistir. Iki ayri tiir polimer zincirinin, zincir sonlarindan
birlegsmesi blok kopolimer yapisina yol agar. Ast kopolimerleri bilinen bir¢ok ydntemle
(geleneksel yontemler) ve son yillarda polimer sentezinin en biiylik yeniligi olan atom

transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) yontemiyle elde edilebilir.

1.2.1. Geleneksel Yontemler

As1 kopolimerler, bir polimer yaninda bagka tiir bir monomerin polimerizasyonuyla
elde edilebilir. Bu kosullarda polimerizasyon sonunda ortamda agilanmamis polimer, ast
kopolimer ve asilanan monomerin homopolimerinin bulundugu bir karisim olusacaktir.
Karisim, homopolimerleri ¢ozebilen uygun c¢oziiciilerle yikanarak asi kopolimer ayrilir.

Karisimdan as1 kopolimerin ¢oktiiriilerek ayrilmasi bir bagka yontemdir.



As1 kopolimerler bilinen ¢ok degisik yollarla sentezlenebilir. Asagida bazi drnekler

verilmistir [9].

1. Capraz bag vermeye yatkin polimerlerin bir monomer yaninda iyonlastirici 1ginlarla
etkilestirilmesi as1 kopolimer verebilir. Polimerizasyon ortaminda c¢ogu kez
astlanan monomerin homopolimeri de olusur. Poli (etilen-g-stiren) kopolimerinin
sentezi, bu yaklasima bir ornektir. Isin etkisiyle polietilen zincirinden hidrojenler
homolitik kopar ve polietilen zincirleri lizerinde kalan radikallere ortamda bulunan

stiren molekiilleri yan dal halinde art arda katilir.

H,C=—=CH
% § CH—CH,——CHwmwww
*
THZ iyonlastirict 1sin TH . éH
> o 2
%Hz - H é"z %
Polietilen Poli(etilen-g-stiren)

2. Herhangi bir monomerin radikalik katilma polimerizasyon ortamda bulunan baska
tiir bir polimer varliginda yapilirsa, polimere zincir transferi sonucu diger polimer
zincirleri iizerinde aktif merkezler olusabilir. Ornegin, polibiitadien yaninda stiren
polimerlestirilirken, aktif polistiren zincirleri polibiitadien zincirlerinden hidrojen
kopararak agilama i¢in uygun merkezler olustururlar. Daha sonra bu aktif

merkezlere stirenin katilmast ile poli(biitadien-g-stiren) elde edilir.

v CH—CH=—=CH—CH,mww + nH,C=—CH ——> v CH—CH=—=CH—CHy""

CHZ_CH
Polibutadien :
n

Stiren

Poli(bitadien-g-stiren)



Zincir transfer tepkimeleri poli(etilenteraftalat) lifleri tizerine yapilan asilamalarda
da etkin olabilir. Poli(etilenteraftalat) {izerine yapilan elektron spin rezonans ¢alismalari bu

polimerin asagida yapilar verilen iki radikal tiirii verdigini gostermistir.

——0—CH,—CH,—0—C c—
2 2 1 N
. O

O

Poli(etilenteraftalat) liflerin bulundugu bir ortamda akrilamit, akrilikasit, stiren gibi
monomerlerin  polimerizasyonu yapilirsa, zincir transferi tepkimeleriyle olusacak
yukaridaki asilama noktalarina monomerler katilir. Daha sonra lifler uygun bir ¢oziiciiyle

yikanarak asilanan monomerin homopolimeri uzaklastirilir.

3. Katyonik polimerizasyon yontemi de as1 kopolimer sentezinde kullanilabilir. Stiren,
AICl; yardimiyla poli(vinilkloriir) iizerine asagida gosterildigi gibi katyonik

mekanizma tizerinden asilanir.

HC‘Z—CI + n H,C——=CH L H(‘Z—CHZ—CHNWWW

CH, CH,

: :

Poli(vinil klortr)
Poli(vinil klortir-g-stiren)

4. Akrilonitril’in, poli(p-klorstiren) {iizerine anyonik polimerizasyon ydntemiyle
astlanmast poli(p-klorstiren-g-akrilonitril) kopolimeri verir. Anyonik baslatict

sodyumnaftalin, ¢6ziicii tetrahidrofuran’dir.



wwmwwwwCH,—CH + H,C=—CH = e CH,— CH v
Cozicu THF
CN
Cl HZC—CHJ\MMAN‘
Poli(p-klorstiren) CN

5. Pamuk, nisasta, jelatin, seliiloz ve jiit gibi dogal polimerler iizerine de yogun
asilama calismalar1 yapilmistir. Arastirma sonuglart seliiloz iizerindeki agilama
merkezlerinin zincir transferiyle degil, daha cok baslaticidan olusan serbest
radikallerin dogrudan seliilozdan hidrojen koparmasiyla olustu§unu gdstermistir.
H,0,—Fe™ redoks baglatici sisteminden olusan OH’ radikalleri asagidaki
tepkimeyle seliilozun hidroksil gruplariyla etkilesir ve seliiloz zincirleri iizerinde
aktif merkezler olusturur. Ortamda ayrica bir vinil monomeri bulundugundan bu

aktif merkezler tizerinden asilama gergeklesir.

OH H OH
¢ |
e OH + HO —— wwwO OH + H0
O

6. Yeni bir vinil monomeri olusumu i¢in polimer zincirinde ¢esitli modifikasyon
islemleri yapilarak zincir iizerine istenilen oranlarda polimerlesebilen monomer

baglanir. Polimer {izerinde olusan monomer as1 merkezleri durumundadir.

Polimerdeki vinil grubu, geleneksel serbest radikal polimerizasyonuyla AIBN gibi
bir baglatict kullanilarak bu yoOntemle polimerlesebilen herhangi bir monomerin

polimerizasyonuyla as1 kopolimerler elde edilir.
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1.2.2. Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) Yontemi

Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) 1995°de kesfinden beri hizlica
gelistirilmis ve giliniimiizde siibstitlie stirenler, metakrilatlar ve akrilonitril gibi genis bir
monomer tiirevlerinin polimerlestirilmesinde uygun bir yontem olarak kullanilmaktadir
[10]. Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ile kontrollii olarak lineer, ¢esitli
sekillerde dallanmig homo ve kopolimerler, ast kopolimerleri, diblok ve ¢ok bloklu
kopolimerler sentezlendigi gibi belli bir merkezden disariya dogru ¢ok kollu biiyiimelerle
yildiz polimerlerin sentezi de kolayca yapilabilmektedir [11].

Sentetik polimerlerin eldesinde radikal polimerizasyon en 6nemli yOntemlerden
biridir. Radikal polimerizasyonun ticari basarisinin birkag temel sebebi vardir [12].

i. Cok sayida monomer radikal yolla polimerlesebilir. Hemen biitiin olefinik
monomerler radikalik yolla homopolimerler veya kopolimerler olusturabilirler. Ciinkii,
hidroksil, asit, amino vb. pek ¢ok grup radikalik olarak biiyiiyen tiirleri pek etkilemezler.

ii. Muhtelif monomerler arasinda kolayca kopolimerizasyon olabilir. Ozel sartlar pek
gerektirmez, sicaklik, ¢oziicli ve ortamin sartlar1 (sadece oksijeni uzaklastirmak yeterlidir)
kolayca ayarlanabilir.

iii. Radikal polimerizasyon saf monomer i¢inde, sulu siispansiyonda, emiilsiyonda,

dispersiyonda ve bagka ortamlarda yapilabilir.
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1.2.2.1. ATRP’nin Temeli

n a n+l
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Sekil 1.1. ATRP’nin mekanizmasi

Atom transfer radikal polimerizasyon mekanizmasinda (Sekil 1.1.), baslatici olarak
kullanilan alkil halojeniirdeki R-X baginin homolitik kopmasi sonucunda olusan X'
halojen atomu, komplekste bulunan gegis metaline transfer edilerek ge¢is metal bir
elektronluk oksidasyonu saglanir. Transfer sonucunda geriye kalan R radikaline bir
monomer birimi baglanarak RM" seklinde yeni bir radikal olusturur. Bu radikale diger bir
monomer birimi baglanmadan, kompleksteki gecis metali indirgenerek X' halojen
atomunun RM ' radikaline geri transferi saglanir. Bu aradaki hiz basamagi Kgeact ‘tir. Her bir
monomerin katilimi bu mekanizmaya gore ilerler. Bdylelikle ortamdaki biitiin monomer
birimleri tiikeninceye kadar polimerizasyon kontrollii bir sekilde devam eder.

Homojen sistemlerde, ATRP hizinin monomer ve baslatici baglaminda birinci
mertebede oldugu gosterilmistir [13,14]. Polimerizasyon hizi, aktivatoriin deaktivatore
oraniyla da (polimerizasyon sirasinda degisebilmesine ragmen) etkilenir.

Atom transfer radikal polimerizasyon yontemi kullanilarak random [15], blok [16],
graft [17], yildiz [18], gibi ¢esitli bilesenli ve topolojik yapili kopolimerlerin hazirlanmasi
ve belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilmis, monomerlerin ug¢ fonksiyonaliteleri ¢ok

1yi bir sekilde kontrol edilebilmistir.

1.2.2.2. ATRP’de Kullanilan Monomerler

Atom transfer radikal polimerizasyon yontemi kullanilarak stiren, akrilat,
metakrilat, akrilamit, metakrilamit ve akrilonitril gibi biiyiiyen radikalleri stabilize olabilen
genis bir monomer kitlesi ATRP ile polimerlestirilebilmektedir [19].

Aynt sartlar altinda her bir monomerin aktif ve 6l tiirler arasinda kendine has bir
atom transfer denge sabiti vardir. Birlesmeyle veya orantisiz sonlanmayla meydana gelen

yan zincir reaksiyonlarmin olmadig1 bir polimerizasyonda, atom transfer denge sabitinin
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bilylikligii (keq = Kact / Kdeact) polimerizasyon hizini belirtir. Denge sabitinin ¢ok kiigiik
olmas1 halinde ATRP ya meydana gelmez ya da ¢ok yavas ilerler. Bunun tersi bir durum
olan atom transfer denge sabitinin (Keq) ¢ok biiyilk olmasi, yiiksek radikal
konsantrasyonundan dolay1 zincir transfer veya zincir sonlanma reaksiyonlarina neden
olacaktir. Bu durum metal kompleksin daha yiiksek oksidasyon halinin deaktive edilmesi
ile basarilmis olabilir. Boylece, spesifik bir monomer ig¢in biiyliyen radikallerin
konsantrasyonu ve radikallerin deaktivasyon hizi, polimerizasyon hizini1 ayarlamaya
yaramaktadir. Bununla birlikte ATRP bir katalist sistem oldugundan dengenin toplam
pozisyonu sadece radikal (monomer) ve Olii tiirlere baghh kalmaz. Ayni zamanda ilave
edilen gecis metal kompleksinin reaktivitesi ve miktarina da bagl olacaktir.

Stiren ve metakrilatlarla polivinil klorilir’iin graft kopolimerleri makrobaslatici
olarak polivinil kloriir-ko-vinil klorasetat kullanilarak ATRP ile hazirlandi [20]. Birkag AB
monomeri: 2-[2-bromopropiyoniloksi etakrilat (metakrilat)], 2-[2-bromizobiitiloksi) etil
akrilat (metakrilat)], m(1-kloretil) stiren, p-klorometil stiren ATRP ile hiper dall
polimerleri sentezlenmistir [21]. Hiper dalli polimerler ¢ok kollu yildiz polimerlerin

hazirlanmasi i¢in de kullanilmistir.

1.2.2.3. ATRP’de Kullanilan Baslaticilar

Baslaticilarin esas rolil bircok polimer zincirinin bilyiimesini saglamaktir. Zincir
transfer ve zincir sonlanma reaksiyonlar1 ihmal edilebilecek kadar az ve hizli bir baslama
saglantyorsa, bir¢cok biiyiiyen zincir sabit kalir ve ilk baslatic1 konsantrasyonuna esit olur.
Teoriksel molekiil agirligi veya polimerizasyon derecesi (DP), yasayan (canli) bir
polimerizasyonda baslaticinin ilk konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gostermektedir.

ATRP’deki alkil halojentirler (RX) tipik olarak kullanilan baglaticilardir.
Polimerizasyon hizi baslaticinin konsantrasyonuna bagl olarak birinci dereceden cikar. lyi
tanimlanmis molekiil agirlikli polimerler elde etmek i¢in X halojen atomunun biiyiiyen
zincir radikalleri ile gecis metal kompleksi arasindaki transferi hizli ve segici olmalidir.

Simdiye kadar yapilan caligmalarda X halojen grubunun brom veya klor olmasi
halinde molekiil agirlik kontroliiniin en iyi oldugu gériilmiistiir. Iyot, bakir esasli ATRP’de
akrilatlarin polimerizasyonunda iyi gorev yaparken, flor ise C-F bagimin ¢ok gii¢lii olmasi
nedeniyle homolitik olarak koparilmasi c¢ok giic oldugundan atom transfer radikal

polimerizasyonunda baslatici olarak kullanilmamaktadir [22].
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Ayrica spesifik olarak tiyosiyanatlar ve tiyokarbanatlar gibi bazi psddo
halojenler, akrilat ve stirenlerin polimerizasyonunda basarili bir sekilde kullanilmistir
[23,24].

ATRP ile elde edilen polimerlerin zincir uglarinda aktif halojen atomlari
oldugundan bu tiir polimerler birer makrobaslatici olarak da kullanilabilirler. Boyle
makrobaslaticilar yeni diblok, triblok ve as1 kopolimerler olusturmak i¢in ATRP ile zincir

uzatmada basariyla kullanilabilirler [25].

1.2.2.4. ATRP’de Kullanilan Katalizorler

ATRP’de, atom transfer dengesinin saglanabilmesi i¢in ATRP’nin kilit noktasinm
katalizorler teskil etmektedir. Bu nedenle atom transfer radikal polimerizasyonunun en
Oonemli 6gesi katalizorlerdir denilebilir. Bir gecis metal katalizoriiniin etkili olabilmesi i¢in
gerekli olan birka¢ husus vardir.

i. Metal merkez, bir elektron tarafindan kolayca ulasilabilir en az iki oksidasyon
basamagina sahip olmalidir.

ii. Metal merkezin bir halojene kars1 ilgisi olmalidir.

iii. Metalin koordinasyon kiiresi, oksidasyon sonucunda bir halojen barindirabilecek
kadar genis olmalidir.

iiii. Ligant, metal ile giiclii bir kompleks olusturmalidir.

Bakir esasli ATRP’de ligant olarak genelde cift disli bir ligand olan bipiridin (bpy)
kullanilmaktadir. Hizli deaktivasyonu saglamak ve CuBr’nin bipiridin ile olan
¢Oziinlirliiglinii arttirmak i¢in alkil dallanmis bipiridinler de kullanilabilmektedir. Bu ¢ok
diisiik heterojenlik indisli polimerlerin olusumunu saglamaktadir My / My < 1.1).
Piridiniminler ve fenantrolinler gibi diger ¢ift disli ligantlar ile pentametildietilentriamin
(PMDETA) ve permetillenmis tetraminler gibi c¢ok disli ligantlar da benzer olarak
kullanilabilmektedir.

Gilinlimiizde bakir esasli ATRP halen en 6nemli katalist sistem olarak goriilmesine

ragmen Ru, Fe, Ni, Pd ve Pt gibi diger gecis metalleri de basartyla kullanilmaktadir.
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1.3. Polimerlerin Termal Ozelliklerinin incelenmesi

1.3.1. Isisal Gegisler

Polimerlerin yumusama sicakliklart Tg ve kristal erime sicakliklart Tm bu
maddelerin kullanilabilirlik limitlerini belirleyen 6nemli biiyiikliiklerdir. Kismen kristal bir
polimerin kat1 bir madde olarak kullanilabilmesi igin ¢alisma sicakligit hem Tg hem de
Tm’nin altinda olmalidir. Ote yandan bir polimer, plastik olarak kullanilacaksa daima
Tg’nin lizerinde ve Tm’nin altinda bir sicaklikta bulunmalidir. Erime sicakligi Tm’de
polimer kat1 halden sivi hale doniisiir. Yumugsama sicakligi Tg’de ise kati halden elastik
hale gecis olur.

Isisal gegisleri belirlemek amaciyla, polimerlerin cesitli 6zelliklerinin sicaklikla
degisimini incelemek gerekir. Ornegin; spesifik hacmin, kirilma indisinin, dielektrik
sabitinin sicaklikla degisimi, camlagsma ve erime sicakliklarinda kesiklikler olarak ortaya
cikar ve bdylece bu iki biiyiiklik bulunmus olur. Ancak, gerek Tg gerekse Tm’nin
belirlenmesinde ¢abuk ve kolay sonu¢ alinan (ve ek birtakim bilgilerin edinildigi) termal
yontemler arasinda Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ve Diferansiyel Tarama
Kalorimetresi (DSC) en ¢ok kullanilan iki tekniktir.

1.3.1.1. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Kararli ¢evre sartlarinda tutulan bir ¢ift mikro kalorimetreden ibarettir. Bunlardan
biri incelenen 6rnege, digeri referans maddeye aittir.

Ornek ve referans kalorimetrelerin 1siticilart elektrik gii¢ ilavesi ile yaklasik aym
programlanmis sicaklikta sabit tutulur. iki kalorimetreye baglanmis giicler arasindaki fark,

ornekteki enerji degisim hizini 6lger ve zamanin bir fonksiyonu olarak kaydeder.

1.3.1.2. Diferansiyel Termal Analiz (DTA)

Bu metotta, kontrollii sartlarda sicakligin bir fonksiyonu olarak érnek polimer ile
referans maddenin sicakligi arasindaki farklar Olgiiliir. Polimerik numune isitilirken
ekzotermik bir olay cereyan ederse numunenin sicakligi referansin sicakligindan daha fazla
yiikselecektir. Endotermik bir olay ise, ters yonde bir sicaklik farki meydana gelir. DTA

Ol¢timlerinde kat1 ve s1vi 6rnekler kullanilabilir.
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1.3.1.3. Termogravimetrik Metod (TG)

Kontrollii sartlarda maddelerin sicakliginin  degistirilmesi ile agirligindaki
degisimin Ol¢limiine “termogravimetri” denir. Bir TG deneyinde Olgililen degiskenler;
agirhik, zaman ve sicakliktir. Polimerlerin termal kararliliginin 6lciilmesinde genellikle
termogravimetrik analiz teknigi kullanilir. Termogravimetri, bir polimer 6rneginin agirhik
kaybini, zamanin ve sicakligin bir fonksiyonu olarak izleme teknigidir. Eger sabit bir
1sitma hizinda sicaklikla agirlik kaybi incelenecekse buna “dinamik termogravimetri” ;
sabit bir sicaklikta zamanin bir fonksiyonu olarak agirlik kaydediliyorsa buna “izotermal
termogravimetri” denir. Termogravimetrik analiz sonunda bir polimerin bozunmaya
basladig1 sicaklik ve % 50 agirlik kaybinin meydana geldigi sicaklik (yar1 Omiir sicakligi)
kolaylikla belirlenebilir. Ayrica degerlendirme tekniklerinden yararlanarak polimerin
termal bozunma tepkimesinin derecesi ve aktiflesme enerjisi gibi biytkliikler de

hesaplanabilir.

1.4. Dogal Polimerler

1.4.1. Seliiloz

Seliiloz molekiilleri (CgH100s), formiiliine sahip anhidroglukoz birimlerinin ug¢ uca
eklenmesiyle olusmustur. Bu birimlerin sayisina “polimerizasyon derecesi” (DP) denir ve
birbirlerine 1,4-B-glikozidik baglarla baglanmis olup, her iki birimden birisi digerine gore
180 °C’lik bir doniisle baglanmistir. Bunun sonucu olarak da gerilimsiz lineer bir yapi
ortaya c¢ikmaktadir. Polimerler, tekrar eden monomerlerden olusan zincir halindeki
molekiillerdir. Molekiiller bir arada bir takim ¢ekim kuvvetleri sayesinde dururlar. Seliiloz
molekiiliindeki her glukoz birimi iki adet sekonder alkol grubundan ve bir adet primer
alkol grubundan olusan ii¢ serbest hidroksil grubu tasir. Bu hidroksil gruplan 2., 3. ve 6.
karbon atomlarina baglidir. Seliiloz molekiiliindeki alkol gruplari; alkolat olusumu, ester
olusumu ve yiikseltgenme gibi tipik alkol reaksiyonlar1 verirler. Bu gruplar seliilozun su
emicilik 6zelliginden sorumludurlar. Her yiiz veya daha fazla glukoz biriminde yaklasik bir
adet karboksil grubu vardir. Bu gruplar seliillozun iyonizasyon katsayisi yaklasik 2x10™

olan zay1f bir baz monobazik asit olarak hareket etmesine yetecek sayida vardir.
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Seliiloz birimlerinde reaksiyon verebilecek {i¢ serbest hidroksil grubu vardir. Sekil

1.3.”de seliilozdaki serbest hidroksil gruplar1 gosterilmistir [26].

(|3H20H CH,OH CH,OH
| |

H C—O0O H C—O0 —O0

|/ﬁ NI L NI 2 NN

OH H,S O_CLOH H.C 0 C. 0oH C o
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Sekil 1.2. Seliilozun kimyasal yapis1
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C,«H2 OH
HO OH
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)
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HO o gOH
0 H;C
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\
Sekil 1.3. Seliilozdaki serbest hidroksil gruplari
1.4.2. Nisasta

Nisasta, bitkiler tarafindan sentezlenebilen ve dogada yaygin olarak bulunan bir
maddedir. Baslica kaynaklari; bugday, patates, piring, musir, tapiako, sago, kassava vb.
bitkilerdir. Nigastanin endiistriyel olarak kagit, yiyecek, tekstil, farmakoloji ve
biyomateryal alanlarinda ¢ok genis bir uygulama sahasi vardir.

Nisastanin tanecik boyutlar1 sentezledigi bitkisel kaynaga gore 0.5 ile 175 pm
arasinda degismektedir. Ayrica taneciklerin sekli de farklilik gostermektedir [27].
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Sekil 1.4. Piring nisastas1 (a), Misir nisastasi (b), Patates nisastasi (c), Tapiako nisastas1 (d) SEM goriintiileri

Nisasta D-glukoz birimleri igeren bir polisakkarittir. Zincirler a konfigiirasyonunda
baglanmistir. Nisasta, amilaz ve amilopektin adi1 verilen iki farkli makromolekiilden
olusmaktadir. Molekiil agirligi 10° ve 10° arasinda degisen amiloz, diizlemsel ya da seyrek
dallanmis yapida bulunan o, 1-4 baglar iceren bir karbonhidrattir. Yiiksek molekiil
agirlikl (10"-10% ve ¢ok dallanmis bir polimer olan amilopektinde ise zincir, spiral
seklinde olup tek ya da cift heliks yapidadir. Amilopektin o, 1-4 baglarinin yaninda
dallanmis noktalarin oldugu her 22 ile 70 glukoz biriminde bir a, 1-6 bagi igerir [28].

Sekil 1.5. Amilozun yapis1
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Sekil 1.6. Amilopektinin yapisi

Nisastadaki dogrusal yap1 olan amiloz, yapinin % 15-25’ini olustururken, yapinin
geriye kalanin1 amilopektin olusturmaktadir. Nigasta, makro molekiillerin radyal eksende
yerlestikleri 6zel bir graniiler yap1 gostermektedir. Bu yapida, makro molekiil i¢indeki
hidrojen baglari, yapiya katilan su molekiilleri ile hidroksil gruplarinin arasinda yer
almaktadir. Amilopektin, nisasta i¢indeki baskin olan kristalin yapiy1 olustururken amiloz
yapida da kristalin bolgelere rastlanabilmektedir [29].

Nisastaya kulanim alanlarini arttirmak amaciyla bazi islemler uygulanmaktadir. Bu
islemlerden biri de nisastanin jelatinizasyonu islemidir. Jelatinize nisasta sulu ortamda
isitilarak elde edilmektedir. Bu islem nisastadaki tanecik yapisin1 bozmaktadir. Nisasta
siserek viskoz bir yapiya doniisiir ve makro molekiil yapi i¢indeki hidrojen baglarmin
biiylik bir kism1 bozunur. Erime sicakligi ve camsi gegis sicakligi, yapidaki bozunma ve

icerdigi su miktarina gore bir azalma gostermektedir.

1.4.3. Kitosan

Kitosan, kitinin N-deasetillenmis tiirevidir. Ancak bu asetilasyon neredeyse hicbir
zaman tamamlanamamaktadir. Kitin, seliilozdan sonra diinyada en ¢ok bulunan ikinci

dogal biyopolimerdir. Ayni1 zamanda dogal olarak en ¢ok ‘“amino seker” iceren
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polisakkarittir. Dogada bol bulunusu, kitin ve onun bir tiirevi olan kitosanin kendilerine

0zgii kimyalari ile birlestiginde pek ¢ok potansiyel uygulamalar1 ortaya ¢ikmaktadir.
Kitosan, kitine gore daha reaktiftir ve toz, film, lif ve bunun gibi pek ¢cok formda

tiretilebilmektedir. Bu yiizden pek ¢ok ticari uygulamada, kitine nazaran, N-deasetillenmis

tirevi olan kitosan kullanilmaktadir. Kitosan D-glukozamin gruplarindan olusmus bir

OH OH OH
v
0 0
PN Hmmm
NHz NH3 NH3

Sekil 1.7. Kitosan

polisakkarittir.

1.4.4. Kitin

Kitin kelimesi, Yunanca kokenli olup tirnak ortiisii anlamina gelen “chiton”’dan
tiremistir. Kitin suda ve karada yasayan (yengeg, karides, solucan, eklembacaklilar)
canlilarin ve mantarlarin yapisinda bulunan dogal bir polisakkarittir. Doga’da seliilozdan
sonra en ¢ok bulunan polisakkarit kitindir. Yapisal olarak kitin seliilozun tiirevlenmis
haline benzer. Seliilozun C2’deki hidroksil (OH) grubu yerine asetamid (NHCOCH;)
grubu gelmistir. Kitinin kimyasal ismi poliasetilaminoglikoz’dur. Kimyasal formiilii de
(CgH13NOs), seklindedir. Molekiil agirligi birim bagina 203 gr/mol’diir. Diinya’da yillik
kitin tiretiminin yaklasik 150000 ton civarinda oldugu belirtilmektedir. Kitin iiretiminde en
fazla kullanilan deniz kabuklusu karides, yenge¢ ve 1stakoz kabuklaridir. Kitin; konsantre
HCI asit, H,SO;, asit ve ¢ok soguk CH3COOH asit igerisinde ¢6ziiniir. Ancak su, seyreltik
asit, alkali ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinemez. Kitindeki amino gruplarinin varhigr farkli
biyolojik islevsellikler saglamasi ve modifikasyon reaksiyonlariin yiiriitiilmesi igin
oldukca yararhidir. Bu yiizden kitinin bir¢ok alanda seliilozdan daha yiiksek potansiyele
sahip olacagi diisiniilmektedir. Kitin; biyolojik bozunabilirlik, biyolojik uyumluluk ve

biyolojik aktiflik gibi 6zellikleri olan 6zel bir biyopolimerdir.
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Sekil 1.8. Kitinin kimyasal yapis1
1.4.4.1. Kitin ve Tiirevlerinin Eldesi

Kitin, yenge¢ ve karides kabuklarindan ve mantar misellerinden kolayca elde
edilmektedir. Mantar misellerinden elde edilmesinde, kitosan-glukan bilesiklerinin tiretimi
fermantasyon yolu ile yapilir alkali ile muamele gerekmektedir. Alkali, eszamanli olarak
proteini uzaklastirir ve kitini deasetiller. Alkali konsantrasyonuna bagli olarak bazi
¢Oziinlir glukanlar uzaklastirilir. Kabuklularin kabuklarinin islenmesi esas olarak
proteinlerin uzaklastirilmas:1 ve oOzellikle yenge¢ kabuklarinda yiiksek oranda bulunan
kalsiyum karbonatin (CaCOs) eritilmesinden olusmaktadir. Ortaya ¢ikan kitin % 40’lik
sodyum hidroksitte (NaOH) 120°C’de 1-3 saat deasetillenir. Bu islem sonunda % 70
deasetillenmis kitosan olusur [30,31]

Krustate kabuk atiklarinin % 30-40’1 protein, % 30-50’si kalsiyum karbonat, % 20-
30’u kitinden olusmaktadir. Bu oranlar tiirler ve mevsimlere bagli olarak da degisim
gostermektedir [32]. Kabuk artiklarindan kitin eldesi i¢in, kabuk artiklari alkali ve asit ile
muamele edilerek, bu artiklardan protein ve mineral maddelerin uzaklastirilmasi
saglanmaktadir. Sonugta uygun isleme metodlar1 uygulanarak yiiksek kalitede Kitin elde
edilebilmektedir [33].

Kabuklu atiklardan kitinin izolasyonu ii¢ basamaktan olugsmaktadir:

i. Protein ayrimi: Uygun bir alkali ile deproteinizasyon

i. Kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat ayrimi: Uygun bir asit ile
demineralizasyon

iii. Renk ayrimi: Sodyum hipoklorit ile deklorasyon [34].
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Kabuk artiklar:

v

Deproteinizasyon

Demineralizasyon

Deklorasyon
v
Kitin
|
Deasetilasyon
I
Kitosan
Tamamen hidroliz Kismen hidroliz
v v v v
N-asetilglukozamin Glukozamin Kitosan oligomerler1  Kitin oligomerleri

_

Endiistri ve Gida
Uygulamalar:

Sekil 1.9. Kabuk artiklarindan kitin, kitosan, monomer ve oligomerlerinin elde edilmesi

1.4.4.2. Kitin Uretim Kaynaklar

Kitinin iretimi ya da ekstraksiyonu i¢in Oncelikle, kitinin bulundugu yerlerin

belirlenmesi lazimdir. Tablo 1.1.”de kitinin biyosferde bulundugu yerler listelenmistir [35].
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Tablo 1.1. Kitinin biyosferdeki kaynaklari

Deniz Canlilari Bocekler Mikroorganizmalar
Halkali solucanlar Akrepler Yesil alg
Yumusakealar Oriimcekler Kahverengi alg
Deniz omurgasizlart  Kolsu ayaklilar Maya
Kabuklular: (Brachiopods) Penicillium miselleri
Yengeg Karincalar Ascomydes
Karides Hamam bécegi Chytridiaceae
Istakoz Arilar Blastocladiaceae

Kabuklular, kitinin endiistriyel proseslerinde halen en biiyiik kaynaktir. Kitinin en
1yi kaynaklar i¢erisinde kabuklular (karides, yengeg, 1stakoz), miirekkep balig1 ve istiridye
bulunur. Kabuklularin toplam kiitlesine gore kitin igerigi % 2-12 arasinda degismektedir.
Kabuklu atigindaki kitin, protein, mineral ve karetonoid igeriginin c¢esitliligi proses
sirasindaki  kabuk soyma kosullarina, tiirlere, organizmanin kisimlarina, yasam
dongiisiiniin evresine baglidir. Protein ¢ogunlukla etin atiklarinda tutulur ve dokularin
arasinda da kitin ve mineral tuzlarla kompleks yapilar olusturarak deniz kabuklularinin dig
iskeletini olustururlar. Hayvanlarin cogalma donemlerine ve yaslarina bagl olarak, mineral
tuzlar kabugun dayamikliligin1 ve gecirgenligini etkiler. Yash orneklerin dis iskeletinde
kalsiyum igeriginin daha yiiksek oldugu ve buna bagli olarak kitin igeriginin daha diisiik
oldugu gozlenir. Kabuktaki mineral oran1 ¢cogunlukla kalsiyum ve magnezyumun fosfatlar

ve karbonatlari olarak bulunmaktadir [36,37].

1.4.4.3. Kitinin Kristal Yapisi

Kitin {i¢ polimerik forma sahiptir. Bunlar kristal bolge i¢indeki zincirlerin farkli
diizenlenmesi ile olusan a, B ve y kitindir.

a kitin, dogada en fazla bulunan ve kolayca elde edilebilen formdur. Bu formda
molekiiller antiparalel bir sekilde siralanir [38]. Bu molekiiler diizen gii¢lii molekiiller arasi
hidrojen baglar1 olusumu i¢in uygundur ve a kitin ti¢ kristal yapinin i¢inde en stabil olan
formdur.

B kitinde molekiiller paralel bir diizende toplanir, bu da daha zayif molekiiller arasi
giiclere sebep olur [39,40]. Bu yiizden B kitinin a kitine gore daha az kararli oldugu
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diistiniilmektedir. Coziilme ve sisme halinde P kitin a kitine doniisiir fakat tersi s6z konusu
degildir [41]. Sulu HCI de B kitinin o kitine doniisiimiine sebep olur. Morfolojik ve
kristalografik incelemeler, kristaller arasi bigim degisiminin asit konsantrasyonuna baglh
oldugunu a¢iga ¢ikarmistir [42].

a ve P kitinlere nazaran y kitin daha nadir olarak bulunmaktadir. y kitinin, o ve
B formlarinin bir karisimi veya ara formu oldugu diistiniilmektedir. y kitin hem paralel hem
de antiparalel bir diizene sahiptir [43,44].

Farkli polimerik formlar farkli kosullar altinda kullanilir. Ornegin, o kitin bu ii¢
polimerik form arasinda en sert olanidir ve eklembacaklilarin dis iskeletlerinde, mollusk
kabuklarinda ve planktonlarda bulunur. Diger yandan B ve y kitin, esnekligin ve
yumusakligin gerektigi bolgelerde bulunur. B kitin fungal hiicre duvarlarinin temel

bilesenidir. y kitin ise miirekkep baliginin mide duvarinda bulunur [43,44].

Sekil 1.10. Kitin zincirlerinin {i¢ farkli formda diizenlenmesi

1.4.4.4. Kolloidal Kitinin Hazirlanmasi

Kitin suda ¢ozlinmediginden dolayi, ince toz haline getirilir ve bu malzeme
“kolloidal kitin” olarak adlandirilir. Kolloidal kitin kimyasal reaksiyonlarda baslangi¢
malzemesi olarak, kitinle bozunan enzimleri denemede bir substrat olarak ve kitin sindirici
mikroorganizmalar i¢in karbon ve azot kaynagi olarak kullanilir. Bu materyal kitinin
derisik HCI igerisinde sicakta ¢oziilmesi ve ardindan ¢ozeltinin suya ilave edilmesiyle
hazirlanir [45]. Kitin toz halinde ¢oker ve daha sonra suda kolloidal halde dagilabilir.
Ancak, ana polimer zincirinin HCI ile bozunmasinin bir sonucu olarak molekiil agirligi

tipik olarak azalir.
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1.4.4.5. N-Asetilasyon Derecesi

Kitin molekiiliinde tekrar eden temel birim N-asetil-D-glukozamin’dir. Kitinin C-2
pozisyonundaki amino gruplarinin biiyliik kisminin asetillenmesine ragmen, dogal halde

serbest amino gruplarinin da bazi boyutlarda mevcut olacag diistiniilmektedir.

HO W\ 0-4// \o
NHAc
% W %HWO/
0 HO 0
OH

NHAc NHAc

Sekil 1.11. Seliiloz (a) ve kitin (b)’nin koltuk konformasyonlari

Ayrica proteinleri uzaklagtirmak i¢in alkali muamelesi yapilirken deasetilasyon
meydana gelir. Dolayisiyla izolasyon isleminin kaynagina ve moduna bagli olarak kitin
numuneleri 0.005-0.15 arasinda degisen deasetilasyon derecelerine sahiptir. Yeksenak
(tekdiize)  yapili veya tamamen N-asetillenmis kitin, poli(N-asetil-D-glukozamin),

hazirlamak i¢in serbest amino gruplarinin segici N-asetillemesi gereklidir [46].

1.4.4.6. Coziiniirliik

Kitin molekiilleri kuvvetli molekiil i¢i hidrojen baglar1 yaptigindan dolay1 bilinen
¢oziiclilerde ¢oziinmez ve kabul edilebilir 6l¢iide sismez. Coziintirliigii kitinin kaynagina
bagli olmasina ragmen, sadece % 5-10 LiCl i¢eren N,N-dimetilasetamid (DMAC) gibi 6zel
coziiciilerde ve hekzafloroaseton ve hekzafloro-2-propanol gibi bazi florlu ¢oziiciilerde
¢Ozlndr.

% 5-8 LiCl iceren DMAc ve N-metil-2-pirolidon (NMP) karisimi film dékmek igin
siklikla uygulanir [47]. Son zamanlarda, naylon i¢in kullanilan solventlerden
kalsiyumkloriirdihidrat  ile  doyurulmus metanol de kitin solventi  olarak

kullanilabilmektedir. o kitinin inat¢1 dogasinin tam aksine,  kitin zayif molekiil ici
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hidrojen bagi yaptigindan dolayr su ve organik coziiciilere karsi daha yiiksek ilgi
gostermesiyle karakterize edilir. B kitin suda ciddi Olgiide siser ve formik asitte bile

¢Ozlndr.

Sekil 1.12. o kitin (altta) ve P kitinde (iistte) kitin molekiillerinin diizeni
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1.4.5. Kitin ve Tiirevlerinin Kullanim Alanlari

Kitin ve tiirevleri (kitosan, kitin ve kitosan oligosakkaritleri) sahip olduklari
ozellikler sayesinde tip da dahil pek ¢ok kullanim alani bulmustur. Kitin ve kitosanin ticari
acidan ilgi gérmesinin baslica sebebi yliksek oranda (ortalama % 6.98) azot icermeleridir.
Bu oran Kitini yararli bir selatlama (metal tutma) ajan1 yapmaktadir. Son yillarda kitosan,
potansiyel bir polisakkarit kaynagi olarak ilgi gormektedir [30,31].

Son otuz yilda kitin ve kitin tiirevlerinin tipta kullanimlarma ilgi yogunlagmistir
[30,31,48]. Yapilan arastirmalar kitin ve kitosanin toksik ve alerjik olmadigin1 gostermistir.
Bu nedenle viicudun bu bilesikleri yabanci bir istilaci olarak goriip kabul etmesi miimkiin
degildir. Kitinin biyolojik bozunmas1 ve antifungal 6zellikleri ¢evresel ve tarimsal olarak
kullanimlar1 i¢in avantajdir [30]. Kitin kullanimini smirlayan en biiylik etken zayif
¢Oziinirligidir. Bu kisitlamaya ragmen, kitin ve tiirevleri pek ¢ok uygulama alani

bulmustur.

1.4.5.1. Antitiimor Ajan Olarak Kullanimlar:

Suda c¢oziinebilen kitosan antitimor ajan1 olarak kullanilmaktadir. Kismen
depolimerize edilmis kitosanlarin kemirgen peritonal makrofajlart uyardigi, timor

hiicrelerini 6ldiirdiigii ve antitimor aktiviteye sahip olduklart bulunmustur [49].

1.4.5.2. Ortopedik / Periodontal Uygulamalar

Son yillarda, polimer matris-kalsiyum temelli bilesik sistemlerinin, sert doku yerine
kullanilabilirlikleri iizerine arastirmalar yapilmaktadir. Bu tip bilesik sistemlerinin avantaji,
kalsiyum bilesiklerinin dagilimini engelleyen polimer matrisin baglayict 6zelliginden ileri
gelmektedir. Ornegin; polimerin hidroksiapatit ile kombinasyonunun hidroksiapatitin
osteoiletken (kemik-iletken) davranisini maksimuma g¢ikardigi ve bdylece matris emildilge
implantta kemiksi gelisim sagladigi gosterilmistir. Kemik ve periodontal dolgu malzemesi
olarak kullanim potansiyeli olan hidroksiapatit-kitosan mikrosferler (i¢i bos kiiresel
tanecik) hazirlanmistir [50]. Wan ve arkadaslar1 [48], kitin ve kalsiyum tiirleri arasindaki
iliskiyi incelemislerdir. Hidroksiapatiti kitinde disperse ederek yeni bir hidrosiapatit-kitin
kompozit materyal elde etmislerdir.
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1.4.5.3. Kitin ve Kitosan Bazh Sargi Malzemeleri

Muzzarelli [51], yeni bir kitosan tiirevi bulmustur; 5-metilpirolidinonkitosan. Bu
kitosan tiirevinin tip alaninda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Yaraya uygulandiginda
lizozim etkisiyle lretilen oligomer yapiya doniismektedir. Kitinle ilgili ilk ¢aligmalarin
ardindan Beschitin® (Unitika) adli kitin bazhi bir yara sargi bezi Japonya’da piyasaya

stiriilmiistiir. Bu alanda daha birgok ¢alisma devam etmektedir [30].

1.4.5.4. Oftalmoloji (G6zbilim)

Ideal bir kontakt lens yapmak i¢in gerekli tiim dzellikler kitosanda mevcuttur; optik
berraklik, mekanik dayaniklilik, yeterli optik diizeltme, gaz (6zellikle oksijen) gegirgenligi,
1slanabilirlik ve bagisiklik sistemine uyumluluk gibi 6zelliklere sahiptir [30].

1.4.5.5. Gida Endiistrisi Uygulamalari

Kitin, kitosan ve tiirevleri gida endiistrisinde de genis bir uygulama alanina sahiptir.
Bakteri ve kiif gelisimini Onleyici antimikrobiyal madde olma ozellikleriyle tarimsal
hammaddelerde  kiif kontaminasyonunun Ol¢iimiinde  kullanilmaktadirlar.  Gida
endiistrisinde; gida ve cevre arasinda nem transferinin kontroliinde, antioksidanlarin,
tatlandiricilarin gelistirilmesinde, meyvelerde enzimatik kararmanin kontrol edilmesinde
kullanilirlar. Katki maddesi olarak; iceceklerin ve meyvelerin asitlendirilmesinde, dogal
tatlandiricilarin arttirilmasinda kullanilirlar. Ayrica yiiksek kolesterolii azaltici etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Kabuklu ve balik beslenmesinde katki maddesi olarak, tek hiicre

proteini {iretiminde, gastrit 6nleyici madde olarak da kullanilmaktadirlar [34].

1.5. Dogal Polimerler Hakkinda Literatiir Calismalari

Varma ve Narasimhan [52], pamuk ipligi lizerine etil akrilat, n-butilakrilat,
metakrilat ve metilmetakrilatin graft kopolimerizasyonunu incelemislerdir. Graftlanmig
orneklerin termogravimetrik analizleri sonucunda, graft ylizdesinin artmasi ile termal

kararliligin arttig1 gézlenmistir.
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Mehrotra ve Ranby [53], Mn®" “ii baslatici olarak kullanarak akrilonitrilin nisasta
tizerine graft kopolimerizasyonunu incelemisler ve monomer doniisiimiiniin reaksiyon
sicakligiyla degismedigini gozlemislerdir.

Gao, Tian ve arkadaslar1 [54], manganik pirofosfat baslaticisini kullanarak nisasta
lizerine metilmetakrilatin graft kopolimerizasyonunu incelemislerdir ve graftlanma
ylizdesinin ve graftlanma oranina reaksiyon sicakliginin, reaksiyon siiresinin, baslatici ve
monomer konsantrasyonunun, reaksiyona giren nisastanin miktar1 ile degistigini
gozlemlemislerdir. Nisasta miktarinin artmasiyla graftlanma yiizdesinin belli bir
konsantrasyona kadar arttigini daha sonra bir maksimumdan gegtigi bulunmustur. Zamana,
baslatict miktarina ve monomer konsantrasyonuna gore incelendiginde de, graftlanma
ylizdesinin bu parametreler arttik¢a arttig1 bulunmustur.

Gurruchaga, Goni ve arkadaslar1 [55], hidroksilik metakrilatlarla nisastanin graft
kopolimerizasyonunu asit hidrolizi ile ger¢eklestirmislerdir. Reaksiyonu N, atmosferinde
ve 30 °C’de gerceklestirmisler ve reaksiyon siiresini 4 saat olarak belirlemislerdir. Asit
hidrolizi ile akrilik polimer zincirlerini ayirip nisasta lizerine graftlanmasini saglamiglardir.
Hidroklorik ~ (HCI)  asidin  hidrolizini,  hidroksietilmetakrilat ~(HEMA)  ve
hidroksipropilmetakrilat (HPMA)’nin graftlanmas: i¢in uygun bulmuslardir. Perklorik
asidin hidrolizi metodunda ise farkli graftlanma verimi ve tiriinii elde edilmistir.

Tahlawy ve Hudson [56], ATRP yontemiyle kitosan iizerine metoksipolietilen
glikolmetakrilat’in ~ asilanmasimi ~ saglamuslardir.  Once kitosan Brom uglu 2-
bromoizobutirilin ile modifiye edilerek Brom ug¢lu ATRP makrobaglaticist olusturulmus,
daha sonra kitosandaki amino grubu imin olarak korunmus ve sulu ortamda metakrilat
metoksi ile kaplanarak asilama yapilmustir.

Hanton ve arkadaslar1 [57], kitosani ATRP yontemiyle asilayarak sentezlemis ve
karakteristik 6zelliklerini incelemislerdir. Bunun i¢in iki sentetik yontem kullanmiglardir.
Bunlar: “Asilamadan gelerek ve asilamaya gidilerek” olarak belirtilmistir. Bu calismada
kitosandan ATRP baglaticis1i  olusturulup, etilenglikolmetakrilat ile agilanmistir.
Kopolimerler 1H NMR, FT-IR, Elementel Analiz ve GPC yontemleriyle karakterize
edilmislerdir. Bu iki yontemin karsilastirilmasi sonucunda, sentetik ve dogal polimerlerin
yapisindaki tarak polimerlerin bulunma oranlar1 farklilik gostermistir. “Asilamaya
gidilerek” sentetik yolu daha yiiksek saflikta ve iyi tanimlanmis oldugundan dolayi tercih

edilmisgtir.
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Liu ve Zhixing [58] bu calismada, Yiizey Baslatici Atom Transfer Radikal
Polimerizasyonu (SI-ATRP) ile kitosan pargaciklarini polistirenle agilamiglardir. Asilama
sonunda monomerin doniisiimii (%C) ve asilama yiizdesi (%PG) polimerizasyon siiresinin
artmasiyla once % 5.31 olmus, 5 saatlik polimerizasyon sonunda da % 19.12 olmustur.
Olusan maddeler elementel analiz, FT-IR, DSC ve XRD ydntemleriyle karakterize
edilmistir.

Tomoya ve arkadaslar1 [59] bu ¢alismada, toz Kitin ve kitin hidrojel kullanarak tosil
kitin ve iyodokitin elde etmisler ve bunlarin ATRP’de makro baslatict fonksiyonunu
incelemislerdir. Sonucta iyodokitin ve MMA kullanilarak asilama g¢alismasi yapilmis ve
bunun 6zellikleri incelenmistir.

Kong-Soo ve arkadaglari [60], seryum igerikli tuz baslaticist varliginda kitin
tizerine MMA’nin graft polimerizasyonunu gercgeklestirmiglerdir. Bunun igin seryumlu
amonyumnitrat baglaticist varliginda kitin tizerine MMA’nin graft polimerizasyonu
arastirtlmistir. Formik asit ve metanol gibi bilinen organik ¢oziciiler i¢inde asilama
gozlenmemis ve asilamada suyun gerekli oldugu bulunmustur. Agirlik artisi, asilama
ylizdesi ve agilama derecesine en uygun kosullar; reaksiyon isisi, reaksiyon siiresi,
monomer ve baglatici konsantrasyonlari ile belirlenmistir. As1 polimer IR spektroskopisi ve
elektron mikroskop kullanilarak karakterize edilmistir.

Jilan ve arkadaslar1 [61], radyasyonla indiiklenen kitin ve kitosan {izerine stireni
astlamiglardir. Radyasyonla indiiklenen toz kitin ve kitosan iizerine stirenin agilanmasi oda
sicakliginda yapilmistir. Boylece asilamada absorplanan doz miktari, ¢oziicii ve oksijen
gibi kosullar arastirilmistir. Absorplanan doz miktar: arttik¢a asilama verimi de artmustir.
Aynmi dozda stirenin kitosan {izerindeki asilama verimi kitin {izerine olan asilama
veriminden daha fazla bulunmustur. Asilama reaksiyonu gecikmis metanol ve oksijen
varliginda ilerlemis fakat tamamen inhibe etmemistir. Reaksiyon asilama mekanizmasinin
calismas: ve asili numuneleri analiz etmek igin, asilanmis trinler benzen ile ilk kez
ekstrakte edilmistir. Sonra yapilar1 hidrolize edilmis ve bir ince tabaka kromatografisi ile
ayrilmistir. Ug farkli polistiren; kitin iizerine as1 polistiren, kitin {izerine gomiilii polistiren
ve polistiren agilama ¢ozeltisi elde edilmistir. Bunlarin farkli agilama kosullarinda jel
gecirgenlik kromatografisi tarafindan belirlenen molekiiler agirlik dagilimi genislik

endeksi degiskenligi tartigilmustir.

29



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

>

v

YV V V V V

Cam malzeme olarak; cesitli hacimlerde {li¢ veya dort agizli rodajli reaksiyon balonlari,
normal ve vakum destilasyon diizenegi, geri sogutucu, damlatma hunisi, termometre,
havan, meziir, huni, erlen, beher, deney tiipii, baget, pipet.

Polimerizasyon i¢in; termostatli yag banyosu, 6zel tiip ve balonlar.

IR spektrumlari igin; MATTSON 1000 FT-IR Spektrometre (Firat Universitesi, Elazig)
kullanildi.

Element analizleri i¢in; Thermo Finnigan-1112 Organik Elementel Analiz Cihazi (Firat
Universitesi, Elaz1g) kullanild:.

Tartimlar i¢in Elektronik Terazi: Chyo J.L. 180 model.

Termal analizler i¢in; SHIMADZU marka DSC 50 (Firat Universitesi, Elazig).
Kurutma islemi i¢in; Elektro-Mag M 50 model Etiiv kullanildi.

Karistirma i¢in (Jubbo ET 401) marka magnetik karistiric1 kullanildi.

Coziictileri uzaklastirmak i¢in evaporator.

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Reaktifler

Kristal kitin sirasiyla; seyreltik NaOH, su, seyreltik CH3COOH, su, deiyonize su,

metanol ve asetonda yikanarak kurutuldu. Potasyumtersiyerbiitoksit, klorasetilkloriir, 2,2’-

bipiridin oldugu gibi kullanildi.

Polimerizasyonda Kullanilan Monomerler

Diasetonakrilamit, Metakrilamit, 4-nitrofenilakrilamit, 2-hidroksietilmetakrilat

oldugu gibi kullanildu.



Coziiciiler

Coktiirme ve yikama isleminde kullanilan asetonitril, N,N-dimetilformamit (DMF),
kloroform, su + etanol + HCI karisimi, deiyonize su, aseton ve dietileter ¢oziiciileri oldugu
gibi kullanildi.

IR ¢ekiminde tiim katt maddeler i¢in KBr oldugu gibi kullanildi. Kullanilan tiim
kimyasal maddeler Merck, Aldrich veya Fluka markadir.

Katalist Sistem: CuCl ve 2,2’-bipiridin

Inert Gaz: Argon gazi

Uygulamalarda MCF-7 hiicresi (insan gogiis kanseri hiicresi) antitimor aktivite

belirlenmesinde kullanildi.

2.3. Kristal Kitinin Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) Yoluyla
Asilanmasi

2.3.1. Kitinklorasetat (Kit.ClAc) Baslaticisinin Sentezi

4.06 gr kristal kitin almarak reaksiyon balonuna konuldu. Uzerine 50 ml asetonitril
eklenerek bir gece reaksiyon balonunda bekletildi. Sisen kitin {izerine 50 ml asetonitrilde
¢Oziinmiis 0.07 mol potasyumtersiyerbiitoksit ilave edildi. Reaksiyon siirekli karistirilarak
oda sicakliginda 4 saat siirdiiriildii. Sonra damlatma hunisinde, 50 ml asetonitril’de
¢oziinmiis 0.20 mol klorasetilkloriir oda sicakliginda stirekli karigtirilan reaksiyon ortamina
damla damla ilave edildi. Reaksiyon, 12 saat geri sogutucu altinda kaynatilarak
tamamlandi. Karigim sogutulup siiziildii ve ayrilan ¢okelek sirasiyla; su, etanol, aseton ve

dietileterde yikandi ve etiivde kurutuldu.
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Sekil 2.1. Kitinin modifiye edilerek kitinklorasetat makrobaslaticisinin sentezlenmesi

2.3.2. Kitinklorasetat (Kit.ClAc.)’1n Bazi1 Monomerlerle Asilanmasi

Polimer tiipiinde istenen miktarda 2,2’-bipiridin ile CuCl argon gazi altinda bir siire
karistirldi. Uzerine kitinklorasetat baslaticis1 ve sonra monomerle birlikte 10 ml DMF
¢oziiclisli ilave edildi. Yaklasik 15 dakika argon gazi gecirilen karisimin agz1 kapatilarak
130°C’de 20 saat siirekli karistirilip asilama tamamland.

As1 polimerizasyonundaki madde miktarlari; kitinklorasetat (mol olarak Cl igerigi
esas alindi), CuCl, 2,2’-bipiridin ve monomerler (metakrilamit, diasetonakrilamit, 4-
nitrofenilakrilamit, 2-hidroksietilmetakrilat) i¢in mol oranlari sirasiyla 1: 1: 3: 60 olacak
sekilde alindu.

Karigim sogutulup siiziildiikten sonra ¢okelek; DMF, asetonitril, kloroform, su +

etanol + HCI karisimi, su, aseton ve dietileterde sirayla yikanip kurutuldu.
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Sekil 2.2. Kit.ClAc’nin as1 kopolimerlerinin sentezi
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2.4, Polimerlerin Antitiimor Aktiviteleri

2.4.1. L1210 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi, Flasklara Ekimi, Beslenmesi ve Boliinmesi

Hiicre kiiltiir bankasindan (ATCC, ABD) aldigimiz donmus haldeki L1210
kemirgen 16semi hiicreleri oda sicakliginda ¢ozdiiriilerek 75 ml flask igerisine aktarildu.
Flaskin igerisine daha 6nceden hazirlanmis olan DCs (25 ml) ilave edildi ve flasklar,
Nuaire marka bir %5 CO, ortaml1 inkiibatore (Playmouth, MN, ABD) yerlestirildi. Gilinliik
olarak hiicrelerin durumu Soif marka (Soif Optical Inc., Cin) bir invert mikroskop
kullanilarak kontrol edildi ve {igiincii giiniin sonunda flasklarda bulunan DCs ¢ekilerek
tazesiyle degistirildi. Bu islem {i¢ gilin araliklarla siirekli tekrar edildi.

Sayilar1 artmaya devam eden hiicreler flaskin tabanin1 tamamen kaplayarak {ist iiste
tabakalar olusturmaya bagladilar. 15. gilinlin sonunda flasklardaki medyum ¢ekildi ve
yerine 3 ml tripsin ilave edilerek inkiibatore yerlestirildi. 2-3 dakikada bir flasklar hafifce
sallanarak hiicrelerin yapistiklar1 yiizeyden ayrilmalari saglandi. Tiim hiicreler flaskin
ylizeyinden ayrildiktan sonra flaskin icerisine 12 ml DCs ilave edildi ve dikkatli bir sekilde
triturasyon (siispansiyonun pipet icerisine ¢ekilip bosaltilarak yapilan ayrigtirma islemi)
yapilarak hiicrelerin homojen olarak soliisyona dagilmalar1 saglandi.

Hiicreler bir hemositometre kullanilarak sayildi. Her flaska 5x10° hiicre olacak
sekilde hiicre siispansiyonu konulup tizerlerine DCs ilave edildi (toplam hacim 25 ml
olacak sekilde) ve tiim flasklar inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ekimleri, beslenmeleri
ve deneyler steril bir Class II Laminar Flow (Bolaf, Ankara) igerisinde gerceklestirildi

[62,63].

2.4.2. Kullanilacak Hiicre Sayis1 ve Madde Dozlarinin Belirlenmesi

L1210 kemirgen 16semi hiicreleri, flasklara tripsin ilave edilerek yerlerinden
sokiildii ve hiicre siispansiyonu 2000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Tiiplerdeki
tripsin medyum karigimi alinarak yerine DCs ilave edildi ve triturasyon ile hiicrelerin
single cell suspension haline gelmeleri saglandi. Hemositometre kullanilarak hiicreler
sayildi ve hiicre sayist L1210 hiicre deneyleri i¢in 1x10%ml, hiicreye ayarlandi. Dozlarin

belirlenmesinde 6n denemeler yapildi ve asagi yukari yontemi kullanildi [64].
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Hiicre siispansiyonundan birer ml deney tiiplerine aktarildi ve iizerine test edilecek
ajanlar 7,5 — 15 uM, 30 — 60 uM konsantrasyonlarda ilave edildi. Negatif kontrol tiiplerine
aynt miktarda serum fizyolojik, Vehicle tiiplerine de ayni miktarda DMSO ilave edildi ve
tiipler inkiibatore yerlestirildi. Hiicre siispansiyonlarindaki DMSO miktar1 %1 den fazla
degildir. 24 saat sonra tiipler inkiibatdrden cikarilarak triturasyon yapildi ve hiicre
stispansiyonu % 0.4 tryphan blue ile 1:1 (v/v) oraninda rastgele segilen 100 adet hiicre
hemositometrede sayildi. Hiicre canlilig1 yiizde olarak ifade edildi. Ayn1 islem 48 saat

sonra tekrar edildi ve deney sonlandirildi [64].

2.4.3. Istatistiksel Degerlendirme

Bu caligmadaki biitiin istatistiksel analizler; SPSS/PC paket programi kullanilarak
yapilmistir. Aktiviteler arasindaki istatistiksel farkliliklar1 ortaya koymak icin sonuglara
varyasyon analizi uygulandi ve 0,05’ten kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Deneysel ¢alismalar sonunda elde edilen veriler, antitiimér 6zellik igin One-

way Anova analizi, Tukey testi yapilarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR
3.1. As1 Kopolimerlerinin Karakterizasyonu ve Asilamayla flgili Veriler

Kitin, Kit.ClAc ve as1 kopolimerlerinin IR spektrumlart Sekil 3.1°de ve

degerlendirmeleri Tablo 3.1°de goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Kitin, Kit.ClAc ve as1 kopolimerlerinin IR spektrumlari



Tablo 3.1. Kitin, Kit.ClAc ve as1 kopolimerlerinin IR degerlendirilmesi

Polimer Dalga Sayisi(cm™) Titresim Tiirti
Kitin 3350 O-H gerilmesi
1670 C=0 amit gerimesi
Kitinklorasetat 3350 O-H gerilmesi
1745 C=0 ester gerilmesi
794 C-ClI gerilmesi
Kit-g-DAAM 3350 O-H gerilmesi
1740 C=0 ester gerilmesi
1660 C=0 amit gerilmesi
Kit-g-MAM 3350 O-H gerilmesi
1722 C=0 ester gerilmesi
1665 C=0 amit gerilmesi
Kit-g-NFAA 3350 O-H gerilmesi
1722 C=0 ester gerilmesi
1665 C=0 amit gerilmesi
1320 NO; yapis1
Kit-g-HEMA 1745 C=0 ester gerilmesi
750 C-ClI gerilmesi
1660 C=0 amit gerilmesi

Tablo 3.2.’de verilen polimerlerin elementel analiz sonuglarina gore asagidaki
formiiller yardimiyla, kitindeki —CH,OH gruplarinin klorasetilklortir ile siibstitiisyonu yani
kitinin mol olarak yiizde siibstitiisyonu (y), kitinin her bir as1 kopolimerindeki amit

monomerlerinin agirlik fraksiyonu (x) ile Kit.ClAc birimine orani (n) hesaplandi.
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C—D

X 100

Y = Kitinin agirlik¢a ylizde siibstitlisyonu

A = Kit.ClAc’nin deneysel karbon ylizdesi

B = Kitinin deneysel karbon ylizdesi

C = % 100 stibstitiisyon gerceklestiginde Kit.ClAc’nin teorik karbon yiizdesi

D = Kitinin teorik karbon yiizdesi

Kitinin agirlik¢a yiizde siibstitiisyonu 22.32 olarak hesaplandiktan sonra molce
ylizde siibstitiisyona (y) ge¢mek i¢in;

yo Y /279,50
Y /279,50+(100-Y) /203

203 = Kitinde tekrar eden glukozaminin birim agirligi

279.50 = % 100 stibstitiisyon gerceklestiginde Kit.ClAc’nin birim agirlig

formiilii kullanilarak kitinin mol olarak yiizde siibstitiisyonu 17.39 bulundu.

Asilanmis kitinlerin her birindeki amit monomerlerinin agirlik fraksiyonu (x);

E=(1—x).A+F.x

E = As1 kopolimerlerinin deneysel karbon yiizdesi
F = Monomerlerin teorik karbon ylizdesi

As1 kopolimerlerinde amit monomer biriminin Kit.CIAc birimine orani (n) ise;

=,/ Mm

ne (1— }'::],,--"I‘v‘It:rrt!lf y

Mo = Y . 279,50 + (1 ) . 203

M = Monomerin molekiil agirlig

formiilleri yardimiyla hesaplandi.
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Tablo 3.2. Kitin, Kit.ClAc ile as1 kopolimerlerine ait elementel analiz sonuglari ve degerlendirilmesi

Elementel Analiz Monomerlerin Agirlik | Monomer Birimi /
Polimer %C | %H | %N | Fraksiyonu (X) Kit.CIAc Birimi (n)
Kitin 43.93 | 6.29 | 6.63 - -

Kitinklorasetat 36.25 | 5.20 |5.40 - -

Kit-g-DAAM 47.65 | 6.65 | 6.87 0.41 0.36
Kit-g-MAM 4485 | 6.47 | 7.28 0.43 0.77
Kit-g-NFAA 47.80 | 5.75 | 9.22 0.54 0.56
Kit-g-HEMA 45.69 | 6.70 | 6.17 0.49 0.66

3.2. As1 Kopolimerlerinin Termal Ozellikleri

Kiristal kitinin ATRP yontemiyle elde edilen as1 kopolimerlerinin TGA egrileri

Sekil 3.2.°de goriilmektedir. TGA egrilerine ait degerler ise Tablo 3.3.’de yer almaktadir.
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Sekil 3.2. Kristal kitin, Kit.ClAc ve as1 kopolimerlerinin TGA egrileri
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Tablo 3.3. Kristal kitin, Kit.ClAc ve as1 kopolimerlerinin TGA egrilerine ait degerler

Bozunmanin % 50 Kiitle Atik Madde
Bagladig: Kaybinin Oldugu | Miktar1 (%)
Polimer Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
Kitin 305 405 8
Kitinklorasetat 270 370 30
Kit-g-DAAM 275 395 15
Kit-g-MAM 295 400 14
Kit-g-NFAA 220 375 18
Kit-g-HEMA 280 385 12

3.3. Polimerlerin Serbest Radikal (DPPH’) Giderme Aktivitesi

Tablo 3.4. Sentezlenen maddelerin DPPH radikali yok etme aktiviteleri

Ornekler (5 mg) | DPPH' Yok Etme Aktivitesi (%)
Kontrol 0.00
Kitin 0.00
Kitinklorasetat 56.95
Kit-g-DAAM 15.19
Kit-g-MAM 9.03
Kit-g-NFAA 7.97
Kit-g-HEMA 5.24
Pirokatekol 85.24

Serbest radikal olarak DPPH’ kullanildi ve 1 mM’lik ¢ozeltisi kullanildi. Numune
olarak 5 mg miktarinda polimerler kullanildi. Her bir deney tiipiine stok DPPH’
¢ozeltisinden 4 mL ilave edildi. Daha sonra iizerine 5 mg miktarindaki polimerler ilave
edilip 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra

etanolden olusan kore kars: 517 nm’de absorbanslari 6l¢iildii.
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Kontrol olarak 4 mL DPPH" ¢ozeltisi, kor olarak etil alkol kullanildi. Azalan
absorbans, geriye kalan DPPH’ ¢ozeltisi miktarini serbest radikal giderme aktivitesini verir
[65]. DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) bir serbest radikaldir ve bir elektron veya bir
hidrojen radikali ile etkileserek stabil bir diamanyetik bir molekiil olma egilimindedir
[65,66]. DPPH’ 517 nm’de
spektrofotometrik olarak tayin edilebilmektedir. Bu yiizden DPPH" radikali, antioksidan

radikalleri miktarindaki meydana gelen azalma,
aktivite tayininde siklikla kullanilir. Ortamda bulunan radikal giderici veya sondiiriicii
antiradikal tiirlerin (AH), varliginda koyu menekse renginde olan DPPH" radikalleri agik
sart renkli olan indirgenmis DPPH formuna (DPPH-H) doniismektedir. Bu indirgenmis
formdaki DPPH ise 517 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Orneklerin ortamdan
yok ettigi DPPH radikali miktarlar1 yiizde olarak su esitlik yardimryla hesaplanmistir:
DPPH’ Yok Etme Yiizdesi % = [(Ao — A1) / Ao] X 100

Ay kontroliin absorbansi, A; 6rneklerin absorbansi olarak alinmastir.

Analizde kullanilan pirokatekol, uluslararasi diizeyde antioksidan 6zelligi bilinen

ve kabul edilen bir kimyasaldir.

3.4. Polimerlerin Antitiimor Aktivite Sonuclari

Elde edilen bulgular parametrelerin her birinde uygulama boyunca gruplarin
kontrol grubu ile kiyaslarini gosterecek tablolar halinde verildi. Maddelerle muamele

edilmis L1210 hiicrelerine ait canli hiicre sonuclar1 Tablo 3.5.’de verilmistir.

Tablo 3.5. L1210 hiicrelerinin antitiimor aktivite sonuglar
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Gruplar 24h25mg 24h5mg |[48h25mg |48h5mg
(% canhilik) | (% canlhilik) | (% canhlik) | (% canhlk)
Kontrol 88.00+0.70 | 87.00+0.41 | 83.75+0.47 | 82.25+0.63
Kitin 25.75+1.37° | 16.00£0.40° | 14.25+1.10° | 9.50+0.50°
Kitinklorasetat 8.00+0.91° 0.00+£0.00° | 0.00+0.00° | 0.00+0.00°
Kit-g-DAAM 26.50 £ 1.55° | 18.75£0.47° | 14.50+0.64° | 2.00+0.40°
Kit-g-MAM 30.25+1.25° | 20.25+0.47° | 17.50+1.32° | 8.50+1.04°
Kit-g-NFAA 15.75+0.47° | 7.25+0.63° | 0.00+£0.00° | 0.00+0.00°
Kit-g-HEMA 35.50+£1.32° | 26.50+0.95° | 15.00+1.78° | 7.00+0.70°
a:P<0.05;b:P<0.01;c:P<0.001




4. TARTISMA

Kristal kitinin asilanmasinda ATRP yontemi kullanildi. ATRP yontemi igin
gerekli Kit.CIAc baslaticist sentezlendi.

Kit.ClAc’nin IR spektrumunda kitinden farkli olarak 1745 cm™de ester C=0
gerilmesi ve 795 cm™¢de C-Cl gerilme titresimine ait pikler ile elementel analiz karbon
ylizdesine dayalt hesaplamalar sonucu bulunan 17.39 mol olarak ylizde siibstitiisyon
derecesine sahip Kit.CIAc baslaticisinin sentezlendigi goriildii [67,68].

Kit.CIAc baslaticisinin ATRP yoOntemiyle ayni sartlarda bazi monomerlerle
asilanmas1 sonucu elde edilen as1 kopolimerlerin IR spektrumlarinda; 1740 cm™de C=0
ester ile 1660 cm™*deki C=0 amit gerilme pikleri Kit-g-DAAM’yi karakterize etmektedir.
1665 cm™’deki C=0 amit gerilmesi Kit-g-MAM icin, 1320 cm™’deki NO, yapisi gerilme
piki ise Kit-g-NFAA icin karakteristik piklerdir. Ayrica bagil olarak artan 1745 cm™’de
C=0 ester piki ile yine bagil olarak azalan 1660 cm™’deki C=0 amit gerilme pikleri de
Kit-g-HEMA’y1 karakterize etmektedir. Kit-g-DAAM’nin IR spektrumunda 1660
cm ™ deki pikin Kit.ClAc’nin IR spektrumuna gore siddetinin artmasi, kitinin asilanmasina
kanit olarak gosterilebilir.

Elementel analiz sonucglarmma goére ast kopolimerlerinde monomerlerin agirlik
fraksiyonlari (x) ve baslatici birimi basina diisen monomer birimi (n) hesaplandi [67,68].
n degerinin Kit-g-MAM’da, x degerinin de Kit-g-NFAA’da digerlerine gore en yliksek
olmasi s6z konusu monomerlerin diger iki monomerden daha etkin oldugu sdylenebilir.

Bozunmanin bagladig1 ve % 50 agirlik kaybinin oldugu sicaklik, termal kararliligin
bir dl¢iisii alindiginda, tiim as1 kopolimerlerin termal kararliliginin azaldigi goriilmektedir
[69]. Kitinin bozunmasi tek basamakta ve dar bir sicaklik araliginda gozlenirken, asi
kopolimerlerinde bozunma iki basamakta olup, araligin genisledigi goriilmektedir. Bu
durum, bozunma esnasinda bazi ¢apraz bag reaksiyonlart ile ilgili olabilir. Ayrica kitinin
bozunma sicakligi araliginin literatiir deger araligina uygun oldugu goériilmistiir [70].

DPPH radikali giderme aktivitesi sonuglarina gore polimerlerin serbest radikal
giderme aktiviteleri standart bir antioksidan olarak kabul edilen pirokatekol ile
karsilagtirildigi zaman oldukga diisiik bulunmustur [71].

Oksidan miktarina bagli olarak Kit.ClAc’nin orta diizeyde, asi kopolimerlerin
diisiik diizeyde antioksidan etki gosterdikleri goriilmistiir. Kitin’de antioksidan etki

goriilmemektedir.



Orneklerin DPPH radikali giderme aktiviteleri biiyiikten kiiciige dogru su sekilde
siralanmaktadir: Pirokatekol (% 85.24) > Kit.CIAc (% 56.95) > Kit-g-DAAM (% 15.19) >
Kit-g-MAM (% 9.03) > Kit-g-NFAA (% 7.97) > Kit-g-HEMA (% 5.24) > Kitin (% 0.00)
(Tablo 3.4.)

Kitin ile kontrol grubunun antitiimoér sonuglar1 karsilagtirildiginda, kitinin zaman ve
konsantrasyona bagli olarak belirgin bir sekilde antitimoér etki gosterdigi  ve
48 saat-5 mg’de 9.50 olarak goriilmiistiir [72].

Kitin ile as1 kopolimerlerin (Kit-g-DAAM, Kit-g-MAM, Kit-g-NFAA ve Kit-g-
HEMA) antitimor sonuglar1  karsilastirildiginda, asi1  kopolimerlerin  zaman ve
konsantrasyona bagli olarak belirgin bir sekilde antitiimor etki gosterdigi ve 48 saat-5
mg’de Kit-g-DAAM 2.00, Kit-g-MAM 8.50, Kit-g-NFAA 0.00 ve Kit-g-HEMA 7.00
olarak goriilmiistiir. Ayrica bu as1 kopolimerler kontrol ile de kiyaslandiginda yine zaman
ve konsantrasyona bagli olarak ¢ok iyi antitiimor sonuglar verdikleri goriilmistiir.

Tabloya genel olarak bakildiginda olusturulan as1 kopolimerler, Kit.ClAc’ye gore
hiicre canliligin1 daha fazla korumuslardir. Eger bu etki sadece Kit.ClAc’nin etkisi olsaydi
Kit-g-NFAA’nin 48 saat degerlerinde de sifirin lizerinde degerler goriilmeliydi. Bu
degerlerin sifir olmasi etkinligin Kit.ClAc’nin degil de as1 kopolimerin kendi etkisinin
oldugunu gosterir. Sonuglar genel olarak Kit.CIAc ile mukayese edildiginde yiiksek
degerler goriildiigii halde Kit-g-NFAA’nin 48 saat 2.5 ve 5.00 mg uygulamalarinda sifir
canliligin goriilmiis olmasi bu etkinin Kit.ClAc’den ziyade as1 kopolimerin etkisinden
kaynaklandigini gostermektedir.

Kit.CIAc, her ne kadar tek basina iyi bir antitimér etki gostermis olsa dahi, bu
caligmada Onemli olan olusturulan asi1 kopolimerlerin antitiimor aktivitesi oldugu igin,
degerlendirme olusturulan as1 kopolimerler iizerinden yapilmis ve ana madde olan kitin ile

kontrol grubu mukayese edilerek sonug verilmistir.
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