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OzZET

Sunulan galismada, farkh bilegsimlerde akrilamid (AAm), sitrakonik asit
(SA) ve kitosan (K) iceren yari-IPN yapidaki hidrojeller, amonyum
persiilfat / sodyummetabisiilfit (NH4).S:0; / Na,S,0s kimyasal baslatici
cifti ve etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ¢apraz baglayicisi kullanilarak
serbest radikal polimerlestiriimesi ile sentezlenmistir. Uretilen
hidrojellerin sisme davraniglari degisen sure, pH ve sicakliga karsi
incelenmigtir. Tum hidrojellerin %sisme degerlerinin zamanla arttig: ve
yaklasik 15 saat civarinda dengeye ulastigi gozlenmistir. SA nin jel
yapida yer almasinin sisme yuzdelerini azalttigi gozlenmistir. 37 °C ve
pH=7,4 de en ¢cok sisen KAAmMSA-1 hidrojeli oldugu saptanmigtir. Yari-
IPN yapidaki hidrojellerden optimum kosullari saglayan KAAmMSA-2
hidrojeline lipaz immobilizasyonu adsorpsiyon, 1-siklohekzil-3-(2-
morfolin-etil) karbodiimidle (CDI) ile aktiflestiriimis ucglara kovalent
baglanma ve tutuklama yontemleri ile gergeklestirilmigtir. Lipaz
immobilize edilmis ve tutuklu hidrojellerden enzim salimi UV
Spektrofotometresi ile takip edilmistir. Tim serbestlesme c¢alismalari
pH=7,4 ve 37°C de vyurutulmustur. Serbestlesme c¢alismalarina
bakildiginda, adsorbe edilen hidrojelden lipaz saliminin, CDI ile

aktiflestirilerek immobilize edilen hidrojele goére daha fazla oldugu



gorulmustur. Lipaz tutuklanmig  hidrojelin salim  degerleri
incelendiginde ise enzimin %100 e yakin oranlarda salindigi
gozlenmistir. Tutuklu lipazin serbestlesmesine ait kinetik veriler Fick
yasasindan yararlanilarak bulunmus; k ve n parametreleri sirasiyla 3,13
x 10* ve 1,36 olarak hesaplanmistir. Lipaz Yiikli KAAmMSA-2 hidrojelinin

aktivasyon tayini igin zeytinyagi caligsmalarn yapiimistir.
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ABSTRACT

In this study, semi-IPN hydrogels containing different compositions of
Acrylamide (AAm), Citraconic acid (SA) and Chitosan (K) were
synthesized by free radical polymerization using ammonium
persulphate / sodium methabisulphite [(NH,).S.0s / Na,S,0;] as a radical
initiator pair in the presence of ethyleneglycoldimethacrylate (EGDMA)
as a crosslinker. Their swelling behavior was investigated as a function
of time, pH and temperature. The percentage swelling (S %) of all
hydrogels were increased with time but after 15 hour constant
percentage swelling was observed. The presence of citraconic acid in
gel matrix decreases the swelling percentages. KAAmMSA-1 was
determined as the most swollen hydrogel at pH=7,4 and 37,0 °C. Lipase
immobilization is made via adsorbation, covalent binding to point
activated with 1-cyclohexyl-3-(2-morpholino-ethyl) carbodiimide (CDI)
and entrapment methods into KAAmMSA-2 hydrogel getting the optimum
conditions in semi-IPN type hydrogels. Hydrogels immobilized and
entrapped lipase enzyme releasing has been followed by UV
spectrophotometer. All of the release studies were carried out at pH=7,4

and 37,0 °C. When the release study was investigated, it has been seen
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that lipase releasing of adsorbed hydrogel is too more than the
activated with (CDI) of immobilized hydrogel. When the release values
were investigated, it has been seen that releasing of enzyme is around
100%. The release of entrapped lipase kinetic data has found by make
using from Fick law than k, n parameter were calculated 3,13 x 10™ and
1,36, respectively. Olive oil studies have been made for determination

of activity of lipase entrapped KAAmSA-2 hydrogel.
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1. GIRIS

Hidrojeller sulu ortamda sisebilen ag yapili polimerik maddelerdir [1-3]. Eger
hidrojelin su icerigi kendi kuru kutlesinin %100 Unden fazlaysa sUper
absorbant olarak adlandirilir. Hidrojellerin G¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar
yada iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals
kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri aracihgiyla

gergeklesir [4].

Hidrojeller gunumuzde biyotip, biyomuhendislik, eczacilik, veterinerlik ve
gida endustrisi ile tarim savasim alanlarinda basari ile kullaniimaktadir.
Hidrojeller kontrolli salim teknolojisinde de pek ¢ok uygulama bulmaktadir
[5,6]. Hidrojeller, su iceriklerinden, yuksek biyouyumluluklarindan ve dusuk
yuzey gerilimlerinden dolayr insan dokusuna benzer yapida olmalari
sayesinde de tercih edilmektedirler. Hidrojeller, fiziksel 6zelliklerinden dolayi

diger sentetik biyomateryallerden daha fazla canli dokuya benzerler [7-9].

Capraz bagl iki polimerik 6rgunun fiziksel olarak birlesmesi ile i¢ ice gegmis
ag yapili polimerler (Interpenetrating Polymer Network, IPN) olugur. Bu
yapilardan en az biri digerinin varliginda sentezlenir ve/veya ¢apraz baglanir
[10]. Yari-IPN tipi hidrojellerde ise polimerlerden biri ¢capraz bag igerirken
digeri icermez [11-13]. Bu tlr hidrojellerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi

ag yapinin iginde kovalent bagl veya kovalent bagsiz olarak yer alabilirler.

Cesitli uygulamalarda kullanilacak polimerlerin, gercek sistemlere benzer
olarak dig ortamdan gelebilecek uyarilara cevap verebilecek ozelliklere sahip
olmasi gerekmektedir. Bu amacla hazirlanan ve dig ortamdan gelen herhangi
bir uyari sonucunda vyapisal degisime ugrayarak tersinir fiziksel veya
kimyasal Ozellikler gdsteren polimerlere “uyari-cevap polimerleri yada akilli
polimerler” adi verilmektedir [14]. Uyarici duyarl hidrojeller, pH, sicaklik,

lyonik siddet ve elektromagnetik radyasyon gibi dis uyaricilarin kiigik



degisimlerine tepki olarak sisme tavri, gecirgenlik veya mekanik ozelliklerini

degistirebilme kabiliyetine sahiptirler [15,16].

GUnumuzde biyoteknolojik alanda Uzerinde en ¢ok durulan konulardan biri
hidrojellerin enzim ve hucre immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanimina
yonelik calismalardir [17]. Enzim immobilizasyonu, katalitik proseslerde
enzim molekullerinin katalitik aktifligini koruyarak tekrar ve surekli kullanimini
saglamak amaciyla bir destek maddesine fiziksel ve kimyasal tutturulmasi

olarak tanimlanabilir [18].

Kitosan (K); kitin den elde edilen bir polisakkarittir. Biyotip ve eczacilikta su
aritmak icin potansiyel uygulama alanlari vardir. Dusik pH larda jel
olusturma yetenediyle kolay bir biyoadsorblayici ve zayif bir bazdir [19].
Yuksek biyouyumluluk, biyoadezivligi gibi kendine has bazi ozellikleri
sayesinde genis arastirma alani bulmustur [13]. K bu uygulama alanlarinin
yani sira, toksik olmamasi ve proteine ilgisi nedeniyle lipaz

immobilizasyonunda da kullanilir [20-22].

Sunulan galismada serbest radikal polimerlesmesi yoluyla degisik oranlarda
K, Akrilamid (AAm) ve Sitrakonik asit (SA) iceren yari-IPN tipi hidrojellerin
hazirlanmasi ve bu hidrojellerin  gsisme davraniglarinin  belirlenmesi
amagclandi. Kimyasal baslaticic  olarak  amonyum  persilfat  /
sodyummetabisulfit (NH,),S,0s/Na,S,05 ve ¢apraz baglayici olarak da etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA) secildi. Ayrica sigsme verilerinden yola ¢ikarak
secilecek uygun hidrojelin lipaz immobilizasyonunda kullaniimasina yonelik
calismalar da hedeflendi. Buradaki esas amag, lipaz igeren hidrojelin
vicudun yagli bolgelerine etkisi ve vicut i¢i implant olarak kullanima
uygunlugunun arastirimasidir. Lipaz immobilizasyonu; adsorpsiyon, 1-
siklohekzil-3-(2-morfolin-etil) karbodiimidle (CDI) ile aktiflestiriimis uclara
kovalent baglanma ve hapsetme ydntemleri ile gerceklestirildi. immobilize
hidrojellerinin  aktifligine zeytinyagh ortamlarda yurutilecek deneylerle

bakilmasina karar verildi.



2. GENEL BILGILER

Bu bodlimde calisma konumuzla ilgili genel bilgiler alt bagliklar halinde

sunulmustur.

2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, su igerisinde ¢6zinmeden sisebilme 06zelligine sahip, capraz
bagli, G¢ boyutlu ag yapili polimerlerdir [6,23]. Su icerigi kendi kutlesinin
%100 Unden fazla olan hidrojellere de super absorbant denilir [11,24]. Su
disinda ¢ozuculerde en az % 20 ve daha fazla miktarlarda sisebilen jeller ise
kserojel olarak adlandirilir [1,16]. Hidrojellere ait genel bir sematik gosterim

Sekil 2.1 de sunulmustur.
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Sekil 2.1. Hidrojelin sematik olarak gosteriligi

Hidrojellerin U¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar yada iyonik etkilesim, hidrojen
bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler
gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla gergeklesir. Bu etkilesmeler Sekil 2.2 de
sunulmustur [4]. Hidrofobik etkilesimler, fiziksel c¢apraz bag benzeri

etkilesimler oldugundan jelin sisme davranigini dogrudan etkilemektedir.



Fiziksel capraz bagl jellerin dis ¢evre degisimine fazlaca duyarli olduklari
bilinmektedir [25-29].
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Sekil 2.2. Hidrojeller igindeki dort temel molekuler etkilesimin sistematik
olarak gosterilmesi

Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla miktarda su bulundurmalari, yumusak ve

esnek yapilari gibi tasidiklari birgok fiziksel Ozellikler acgisindan canli

dokularla karsilastirildiklarinda buyuk bir benzerlik gostermektedirler [7-9].

2.1.1. Hidrojellerin siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller, hazirlama yodntemlerine, iyonik yuklerine, fiziksel
yapilarina ve c¢apraz baglanma durumlarina bagh olarak siniflandirilabilirler
[4,15,30]. Bu siniflandirma asagida sematik olarak gdsterilmis ve 6nemli

hidrojel turlerinden bazilar alt bagliklar halinde agiklanmigtir.



»Hazirlama yontemine gore
ss*Homopolimer hidrojeller
“»Kopolimer hidrojeller

++Coklu polimer hidrojeller
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Homopolimer hidrojeller

Tek tur hidrofilik monomerden olusturulan hidrojellerdir. Poli(2-hidroksi etil
metakrilat) (PHEMA), poli(gliseril metakrilat), poli(3-hidroksi propil metakrilat)
iceren poli(hidroksi alkil metakrilat) lar bu tdr hidrojellere verilebilecek
orneklerdendir [30]. Yumusak kontak lens yapimi ve kontrolli ilag salim

aparatlari gibi 6nemli uygulama alanlari vardir [31].

Kopolimer hidrojeller

iki komonomerin gapraz baglanmasi ile hazirlanirlar; ancak monomerlerden
en az bir tanesi hidrofilik yapida olmalidir. Kopolimerik hidrojellerde ¢apraz
baglanma kovalent yada iyonik olarak gergeklesebilir [11]. En ¢ok arastirilan
kopolimerik hidrojellere poli(HEMA-ko-akrilik asit) poli(HEMA-ko-AA) ve
poli(HEMA-ko-metilmetakrilat) [poli(HEMA-ko-MMA)] 6rnek olarak verilebilir
[32,33].

Coklu polimer hidrojeller

Uc veya daha fazla monomerden olusan yapilardir [34]. Bu tiir hidrojellere,
hem pH ya hem de sicakliga duyarli olan poli(N-izo-propilakrilamid-ko-AA-ko-
HEMA) ve poli(NIPA-ko-AA-ko-HEMA) érnek olarak verilebilir [35,36].

IPN veva ic ice gecmis polimerik ag vapili hidrojeller

Capraz baglh iki polimerik 6rginin fiziksel olarak birlesmesi ile olusur. Bu
yapilardan en az biri digerinin varliginda sentezlenir ve/veya ¢apraz baglanir
[10]. Ornegin polioksietilen ve poliakrilikasitden hazirlanan IPN vyapilar
mevcuttur. Oncelikle capraz bagli polioksietilen hazirlanir, daha sonra bu
orgu AA, baslatici ve c¢apraz-baglayici iceren karisgimda sisirilirken
polimerizasyonda gerceklesir [34]. IPN yi olusturan iki polimerik orgunun

birbiriyle uyumlu olmasi IPN olusumunu artirir, faz ayrimini engeller.



Ayrica IPN vyi olusturan polimerler arasinda kimyasal bag bulunmadigindan
her iki bilesen de kendi 6zelliklerini korur ve aranan sartlara sahip bir yapi
olusumunu saglayabilir [11,30]. IPN yapisinda hidrofobik ikinci bir polimerin
kullanimi  hidrojelin  mekanik dayaniklihgini artirr  [11].  Yari-IPN tipi
hidrojellerde polimerlerden biri ¢apraz bag icerirken digeri icermez [11-13].
Bu tUr hidrojellerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi ag yapinin iginde
kovalent bagll veya kovalent bagdsiz olarak yer alabilirler. K ve tlrevleri gibi
polisakkaritler, poli(vinil alkol) (PVA), poli(etilen oksit), poli(metakrilik asit)
(PMAA), PNIPA gibi polimerlerden IPN ve yari-IPN hidrojelleri elde edilebilir
[37]. IPN hidrojellerin tum tiplerine ait bir sematik gosterim $ekil 2.3 de

sunulmustur.

KOVALENT BAGSIZ

TAM IPN SEMI-IPN KOVQEET.TP?QAGLI
1’inci polimerin ¢apraz baglanma
noktalar
. I_ ) 5 Misafir polimerin ev sahibi polimere
2’inci polimerin ¢apraz baglanma kovalent baglanma noktalari
noktalari

Sekil 2.3. IPN tipi hidrojellerin turleri

Iyonik olmayan hidrojeller

Yapilarinda yUkli gruplar bulundurmayan homopolimerik veya kopolimerik
notr hidrojellerdir. Cézucunlin ozmotik basinci yan zincirin gerilme enerjisi ile
dengelendigi zaman denge degerine kadar siserler. Bu hidrojellerin sisme ve
bazisme durumlari genellikle ¢evre sicakligindaki degisimin bir sonugu

olarak meydana gelir [30,38].



Iyonik hidrojeller

Polielektrolitter olarak da bilinen iyonik hidrojeller, iyonik yUklG
monomerlerden hazirlanirlar. Bu hidrojeller monomer yuklerinin pozitif yada
negatif olmasina gére katyonik ve anyoik hidrojeller olarak adlandirilirlar.
Ayrica pozitif ve negatif yuUklerin her ikisinin de bir arada bulundugu
poliamfolitik hidrojeller mevcuttur [39-42]. iyonik hidrojellerin ana zincirinde
yukll gruplarin bulunmasi uyarilara duyarliliklarini artirir [43]. Bu iyonik ag
yapilar hem asidik hem de bazik gruplar igerirler. Uygun pH ve iyonik
siddetteki sulu ortamda bu gruplar iyonize olur ve jelde sabit yUkler olusur. Bu
yuklerin elektrostatik itme kuvvetlerinin sonucunda ag yapi igerisine daha ¢gok
¢ozlcu girebilir ve sisme dereceleri artar. Bu durum Sekil 2.4 de gosterilmistir
[44].

Camsi faz Kaugudumsu faz Sisme ortami
i .
| -=COOH |+ Na == | -COO Ni + H
Hidrojel Cozelt Hidrojel Cozelt

Sekil 2.4. Tampon igeren sisme ortamindaki ince bir iyonik hidrojel diskin
sisme kinetiginin sematik gosterimi

Anyonik hidrojeller

Anyonik hidrojeller, genellikle negatif yukli asidik veya anyonik monomerlerin

homopolimerlerinden yada bir anyonik monomerle bir notr monomerin



kopolimerinden olusur. Bunlar dis ortam pH sina bagl olarak denge sisme

davraniglarinda ani degisimler gosterirler [43,44].

Ortam pH siI iyonlasacak grubun pK, degerinin Gzerinde oldugu zaman,
polimer ustundeki yuklu gruplarin sayisi artar ve buna bagli olarak zincirler
arasindaki elektrostatik itme kuvvetleri guglenir. Bu da ag yapinin hidrofilik
Ozelligini arttirarak yuksek sisme degerlerine ulasiimasini saglar [15].
Anyonik hidrojellerin hazirlanmasinda, AA, krotonik asit, itakonik asit yaygin

olarak kullanilan monomerlerdendir [30].

Katyonik hidrojeller

Katyonik hidrojeller, pozitif yudkli bazik veya katyonik monomerlerin
homopolimerlerinden yada bir katyonik monomerle bir nétr monomerin
kopolimerinden olusurlar. Katyonik hidrojellerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilan monomerlerden bazilari aminoetil metakrilat ve turevleri, 4-
vinil piridindir [30]. Bu hidrojellerde ortamin pH si iyonlasacak grubun pK,
degerinin altinda oldugu zaman iyonlasirlar ve zincirler arasindaki
elektrostatik itme kuvveti artar. Bu da ag yapinin artan hidrofilik 6zellige sahip

olmasina ve yuksek sisme degerlerine neden olur [15].

2.1.2. Hidrojellerin hazirlanig yontemleri

Hidrojellerin hazirlanmasi kimyasal baglaticili serbest radikal polimerlesmesi
ile veya yuksek enerjili 1sinlar ile baslatilan radikalik zincir polimerlesmesi ile

gerceklestirilir [45].

Kimyasal capraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasi

Kimyasal ¢apraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasi, dogrusal veya dallanmis
homopolimer yada kopolimerin az miktarda c¢apraz baglayici kullanilarak

dogrudan gapraz baglanmasi ile gergeklestirilir [12]. Bu tepkime ¢ozelti icinde
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(genellikle biyomedikal uygulamalar icin sulu ¢ozelti) slspansiyon
polimerizasyonu ile yaruatulir. Capraz baglayici olarak, hidroksil grubu ile
birlikte iki yada daha fazla fonksiyonel grup iceren maddeler kullanilir. En gok
kullanilan ¢apraz baglayicilara gluteraldehit, formaldehit ve asetaldehit gibi
aldehitler, maleik asit, okzalik asit, dimetilure, poliakrolein, diizosiyanatlar,
divinilsulfat, EGDMA, etilenbisakrilamid, seryum igceren redoks sistemler, 1,3-

butandiol diakrilat, N,N-metilen bisakrilamid 6rnek olarak verilebilir.

Kimyasal c¢apraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasinda baslatici olarak
anyonik ve radikalik basglaticilarin her ikisi de kullanilabilir. En yaygin
kullanilan baglaticilar, azobisizobutironitril (AIBN) ile benzoil yada kumil
peroksit gibi peroksitlerdir [4]. Kimyasal yolla hidrojel hazirlanmasi dort
basamakta olusur: baslama, zincir bUyumesi ve ¢apraz baglanma, birlesme
veya bolinme ile sonlanma. ilk énce gapraz baglayicilar varhginda birbirine
kimyasal olarak baglanan monomerler polimerleri olusturur ve daha sonra
monomerlerin bazilarinin ¢apraz baglayici ile yer degistirip polimer

zincirlerinin birbirine baglanmasiyla da hidrojel olusur [46].

Yiiksek enerijili 1sinlar ile baslatilan radikalik zincir polimerlesmesi ile hidrojel

hazirlanmasi

Yuksek enerjili 1ginlar ile baglatilan radikalik zincir polimerlesmesinde,
uyarima a, B ve vy isinlarl, elektronlar, protonlar ve noétronlar gibi
hizlandiriimis taneciklerin etkisi ile yapilir ve 6zellikleri itibari ile fotokimyasal
polimerlesmeye benzer. Bu yonteminin Ustlnlukleri, polimerlesmenin kati,
sivl, gaz fazlarindan istenen fazda yapilabilmesi ve baska yontemlerle
polimerlestiriimesi zor olan monomerlerin kolayca polimerlestirilebilmesidir
[46]. Iyonlastirici radyasyon, elektron yayinimli igsinim ile y yayinimi gibi suda
ve havada basit molekllleri iyonlastiracak kadar yeterli enerji tasiyan

elektromagnetik i1sinlardir [30,47].
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2.1.3. Hidrojellerde suyun konumu

Bir jelin hidrojel olabilmesi i¢in yapisinda —OH, -NH,, -COOH, -COOR, vb.
gibi polar ve su sever fonksiyonel gruplari igermesi gerekir [44,48]. Bu gruplar
su ile etkileserek hidrojen baglarini olugtururlar. Bagli durumuna gegen su ile
cevrilen, hidrofilik gruplardan jelin hacmi ve kuitlesi artar ve jel sismeye
baglar. Bir jeldeki su sever gruplarin fazlaligi sismeyi daha da artirir [46].
Sismis bir hidrojelde Sekil 2.5 de gosterildigi gibi G¢ tur su bulunmaktadir
[49].

O Serbest su

‘ Bagl su
é) Hidrofobik
gruplar

Sekil 2.5. Sismis bir hidrojeldeki suyun bulunma gesitleri

«*Bagli su: Polimerin polar gruplari ile hidrojen baglari yapan sudur.

s¢+Ara yuzey suyu: Polimerin hidrofobik grubu ¢evresinde toplanan sudur.
Bagl su gibi sikica bagh dedgildir.

s»Serbest yada kutle suyu: Polimerin gdézeneklerini dolduran bu su, normal

su gibi davranir ve polimerle etkilesmez.

Bir sismis hidrojelin yuzeyi ¢ok farkli davranig gosterir. Bu yluzey bolgesi;
yuksek zincir hareketliligi, degisim gradienti, heterojen zincir uzunluklari,
dipolar 6zellik ve degisik su yapisi ile karakterize edilir. Bu 6zellikler hidrojel

yuzeylerinin analizini ve karakterizasyonunu zorlastirir.
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Bir hidrojel yuzeyinde yuruyebilecek karmasik olaylar hakkinda sunlar

sOylenebilir:

«Suyun konumu ve sistemdeki kimyasal bilesenlerin etkileri gibi ¢evresel
etkilere karsi yanit veren polimer zincirleri hareketlenir.

<iyonlar, kiigik mol kitleli organik bilesikler ve proteinler, jel igindeki
¢ozeltide bir derisim gradienti olustururlar.

s+Serbest su, polimer zincirine, polimer molekullerine baglanir ve buz benzeri
bir yapi olusturur. Suyun yapisi sistemdeki polimer zincirleri yada diger

molekullerin etkisiyle degisebilir [16,50,51].

2.1.4. Hidrojellerin sismesi

Sisme, polimer yapisindaki belirli bir hacmin ani degisimidir. Sisme, gozenekli
absorbanlar tarafindan sivi veya buharlarin tutulmasinda oldugu gibi,
yalnizca klguk ¢dzicu molekullerinin polimerin gézenek ve bosluklarina

dolarak polimer fazina girmesi olayi degildir.

Sisme kuaguk molekdllh bir sivinin polimer yapisinda bir degisme ile birlikte bir
polimer tarafindan sogurulmasi prosesidir. Co6zicu molekulleri yapisal
bosluklara girerken polimerin stiper molekuller yapilarinin arasini zorla acgar.
Buna yapilar arasi sisme denir. Eger ¢ozucu molekulleri yapilarin icine
girerse, makromolekuller zorla acgilir. Buna da yapi i¢i sisme denir. Cozucu
icerigi artarken, polimer yapisi yavas yavas birbirinden ayrilir ve ¢ozeltide

icinde ¢dzlcu bulunan oynak bir polimerik ag yapi meydana gelir [46].

Sisme, polimer molekullerinin gok buylk olmasindan dolayr tek yonlu
karismadir. Kiguk molekalli bir sivinin polimerdeki bir ¢ozeltisi olan sismis
polimer, saf haldeki klicik molekulli sivi tabakasi ile belli bir stre igin birlikte
bulunur. Biraz sonra, polimer zincirleri yeterli bir miktarda birbirlerinden
uzaklastiklari zaman, ¢ozucu molekulleri polimer igine yavas yavas

difizlenmeye baslarlar. Burada daha derisik bir ¢ozelti tabakasi ile daha
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seyreltik bir ¢gozelti tabakasi bir arada bulunur. Bir sire daha gegtikten sonra,
bu iki tabakanin derigimleri birbirine esit olur ve tek fazli homojen bir sistem
ortaya cikar.

Sisme sinirli veya sinirsiz olabilir. Sinirsiz sisme kendiliginden ¢ozeltiye
donusen sismedir. BoOyle bir olaya ¢o6zinme denir. Bir polimerin
¢ozlinmesinde gobzlenen temel o6zellik, polimer ve ¢o6zicu molekullerinin
blayUklik bakimindan birbirlerinden binlerce kez farkli olmalari ve bu nedenle
farkl hareketlilige sahip olmalaridir. Kiglik molekdlli bir sivinin hareketliligi
cok yuksek, makromolekullerin hareketliligi ise tersine ¢ok duguktur. Bu
yuzden buyuk molekuller bir ¢ézucu fazina gegcmekte zorlanirlar ve bir

polimer ¢dztinmeden dnce igine cok miktarda sivi alarak siser.

Sinirh sisme kuguk molekullt sivilar ile polimerlerin etkilesmesidir. Sivilarin
polimer tarafindan tutulma asamasi sinirlandigi zaman, polimerin
kendiliginden ¢oézinmesi mumkin olmaz yani polimer zincirleri tam olarak
ayrilamazlar. Sonugcta birisi kiiglik molekulli sivinin polimerdeki ¢ozeltisi ve
digeri saf haldeki kigik molekulli sivi olmak Uzere iki faz bir arada bulunur.
Bu fazlar acgikga gozle gorulebilir bir ara yuzey ile ayrilmigtir ve dengededir.

Eger polimer kimyasal baglardan meydana gelen bir ag yapiya sahipse,
polimerin 1sisal bozunma sicakliginin altindaki herhangi bir sicaklikta zincirler
birbirinden ayrilamaz. Bu nedenle, gapraz bagl polimerler dogal olarak
¢6zlinmez ama jel olusturarak sisebilirler. Bir polimerin sismesi ve ¢ozunmesi

arasindaki fark asagidaki Sekil 2.6 da gosterilmigstir [23].

Sisme, polimerik ag yapilarinin karakteristik bir 6zelligidir. Capraz baglanma
miktarina baglh olarak polimerik aglar cozinmeden ¢ok yuksek miktarda sivi

absorplayabilirler [51].

Bir polimerik jelin sisme yetenegini icerdigi fonksiyonel gruplarin birbiriyle ve

¢ozlcuyle etkilesimi belirlemektedir. Zincirler arasi itme ve ¢ekme, kovalent
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olmayan elektrostatik, hidrofobik, Van der Waals ve hidrojen bagindan
etkilenmektedir. Hidrofobik etkilesimler bu tur fiziksel ¢apraz bag benzeri

etkilesimlerdir ve bu da jelin sisme davranigini etkilemektedir [29,49,52].

[odrusal polirmer Zincirleri
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Sekil 2.6. Sulu ortamda farkli davranig gosteren polimer zincirlerinin jel ve
hidrojel olusturmasi @  kovalent capraz baglart O polimer
zincirleri arasindaki fiziksel etkilesim noktalari

2.1.5. Hidrojellerin kullanim yerleri

Hidrojeller; iyonik siddet, elektromagnetik 1sima, pH ve sicaklik gibi dig ¢evre
kosullarindaki degisimlere hacimlerini yuzlerce kat artip azaltarak kontrollG bir
sekilde cevap verebilmeleri sayesinde biyomedikal, farmasoétik, teknoloji ve

tarimsal alanda genis kullanim alanlari bulmustur [7,15,31].

Hidrojeller, endustriyel agidan son derece oOnemli olan seyreltik sulu
cOzeltilerden buylk molekdllerin  ayrilmasinda da kullaniimaktadirlar.
Minnesota Universitesinden Edward Cussler Jr. ve arkadaslari, sismis bir
jelin suyu emerken, su igersinde ¢ozunmus maddeleri digarida tuttugunu

goOstermiglerdir. Ayrica hidrojeller, jel elektroforezi ve jel kromatografisi gibi
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molekuler ayirma iglemlerinde “molekuler elek” gorevini Ustlenirler [53].
Robotlarla c¢aligilan bilim dalinda uyari-cevap hidrojelleri, yuk kaldirma
fonksiyonunu yerine getirmek amaciyla kullaniimaktadir. Uyari-cevap
hidrojelleri gesitli sinyallere cevap olarak buzusur veya siserken bir kuvvet
uretir. BOylece bu hidrojeller, robotu harekete gegcirici veya sensor olarak
robot teknolojisinde kullanim alani bulur [54]. Hidrojellerin, iskelet kaslariyla

Kiyaslanabilir bir glg Urettiklerini gdzlenmistir [34].

Son yillarda hidrojellerin, gli¢ tretiminde kullaniimasi fikri Gzerinde de israrla
durmaktadirlar. Hidrojellerin bulundugu asidik ortamin pH 1 degistirilerek
genlesme veya blzusme olayl saglanmis ve boylelikle ilk “kemo mekanik
sistem” gelistirilmistir ve bu sistemlerle, kimyasal enerjinin dogrudan mekanik
ise cevrimi (kemo mekanik sistem) mumkin olmustur. Bu tir sistemler gig
elde etmek igin kullanilan konvansiyonel cihazlarin kullaniminin sinirl veya
zor oldugu yerlerde ornegin denizaltinda, uzayda veya insan vicudunda
kullanilabilmektedir [53].

“Smart jel” adiyla 1996 yilinda piyasaya surllen ticari jel, oda sicakliginda
yumusak ve esnek olup, vlcut isisina maruz birakildiginda katilasan bir
yapidir. Bu jel, ayakkabilarin (6zellikle patenlerin) icine yerlestirilerek, ayaga

gerekli destedi ve konforu saglamak amaciyla kullaniimaktadir [55].

Hidrojeller yuksek oranda su tutucu olmalari ile pegete, ¢ocuk bezi gibi
temizlik GrUnlerinin yapiminda [28], gubrelerin ve tarim ilaglarinin denetimli
salimlarinda [6,17], endustride yag ve petrol igerikli sulu atiklardan
saflastirma ve suyun uzaklastiriimasi islemlerinde [56] ve hastane
atiklarindan suda ¢o6zulebilen yada hidrojele uyumlu olarak sogurulabilecegi

bazi fizyolojik (kan ve Ure vb.) sivilarin ayrilmasinda da kullanilirlar [57,58].

AAm/Maleik asit hidrojelleri sulu ¢ozeltilerden bazi agir metal iyonlarinin
adsorpsiyonunda kullaniimaktadir [59]. Ayrica bu hidrojeller ve AAm/itakonik

asit hidrojelleri sulu ¢oOzeltideki bazi bazik boyalarin adsorpsiyonunda ve
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tekstil endustrisinin  dnemli c¢evresel problemlerinden biri olan ¢dzme

isleminde de kullanilirlar [4,60].

Hidrojellerin biyomalzeme olarak kullanimlarindaki avantajlari agagidaki gibi
verilebilir [34]:

s*Hidrojeller suda ¢6zinen maddeler igin gegirgen olduklarindan atik
monomerler, baslaticilar, katalizorler, stabilizatérler ve diger safsizliklar
yapidan kolaylikla ayrilabilir.

«*Hidrojeller, vucut sivilarina karsi az yada ¢ok gecirgen olduklarindan,
besin, oksijen gibi yararli maddelerin gegisine engel olusturmazlar.
ssHidrojeller yumusaktir. Hidrojel implant etrafinda olusan doku, kapsul
(tabaka); ince ve dayanikhdir, kalinlasma egilimi yoktur.

s»Hidrojellerin ¢evredeki dokularla surtinmesi azdir. Bu, Ozellikle fazla
miktarda su i¢eren hidrojeller i¢in gecerlidir.

s*Hidrojeller, mukoza zari ve dokulara disuk yapigsma gosterirler.

+«*Kuru hidrojeller, bazi yollarla, belli miktarda su absorplayabilirler. Bu ozellik,
asir miktardaki vucut sivilarinin atilmasinda kullaniimaktadir.

«*Hidrojeller siserek sadece hacimlerini artirmazlar, ayrica absorpladiklari su,
plastiklestirici gibi davrandigindan daha yumusak olurlar. Bu 06zellikten,
hidrojellerin proses edilmesi slrecinde veya implant yerlestiriimesinde
yararlanilabilir.

«SQismis hidrojellerdeki suyun bir kismi, polimer yapida belli buyuklukteki
molekuller (Ozellikle ilaglar) igin difuzyon vyollari saglar. Ayni zamanda
polimerik yapi, sahip oldugu 6rgu nedeniyle buylk molekiller, hicreler ve

bakteriler igin bariyer gibi davranmaktadir.

Hidrojellerin biyomalzeme olarak ilk uygulamasi kontak lensler olmustur.
Mekanik kararliliginin iyi olusu, yuksek oksijen gecirgenligi ve uygun refraktif
indise sahip oluglari, kontak lenslerde kullanimlarinin temel nedenidir.
PHEMA ve kopolimerleri yumusak kontak lens yapiminda kullaniimaktadir
[61]. Suda sismis HEMA-etilenglikolmetakrilat kopolimeri de yumusak kontak
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lens olarak kullaniimaktadir [53]. Tedavi amacgli goz damlalari da hidrojellerin
bir baska kullanim alanidir. Gz damlalari gézyasi tarafindan seyreltilerek
kisa slUrede akar. Bu alanda kullanilan hidrojel gbze sivi Urdn olarak
dismesine ragmen, gozdeki sicakliga maruz kaldiginda daha viskoz bir hale
gelir. Kaymaya kargi duyarliigindan dolayl da g6z her kirpiliginda sivi hale
gelir ve jelin butun goze esit miktarda yayilmasini saglar. Bu yontem benzer
sekilde burun spreyleri icin de kullanilabilir. Ozellikle insilin gibi ilaglarin bu
tur bir sistemden burun yoluyla salimi konusunda g¢alismalar yapiimakta ve

boylece enjeksiyon yonteminin yerini alabilecegi dugsunulmektedir [55].

Hidrojellerin, dikis islemleri igin kaplama uygulamalari, elektrot, elektroforez
hicre ve yapay organ yapimi, kornea, dogustan gelen kemik hastaliklarinin
tedavisi gibi uygulama alanlari vardir. Ayrica homojen materyal olarak; kulak
zarl tikaci, sentetik kikirdak, safra ve yemek borusu yapimi gibi biyotip
alanlarinda, biyomuhendislik, eczacilik, veterinerlik, gida endustrisi ve

denetimli salim teknolojisinde kullanilirlar [5,6,17,62].

Hidrojellerin sensor olarak kullanimina dayal gesitli ¢galismalar da vardir.
Sheppard ve arkadaglari biyoaktif tabakasi duyarli bir hidrojel olan ve
iletkenlik 6lgimune dayali olarak galisan bir biyosensor gelistirmistir. Sensor
olarak kullanima bir bagska 6rnek ise Sun-Tek firmasi tarafindan gelistirilen
“Isiga duyarli pencereler’dir. Bu hidrojeller sicaklik yukselince opaklagsma

gOstermektedir.

GuUnumuzde biyoteknolojik alanda Uzerinde en ¢ok durulan konulardan biri
hidrojellerin enzim ve hucre immobilizasyonunda tasiyici olarak kullanimina
yonelik galismalardir [17]. Fiziksel enzim hapsetme yontemi igin kullanilan
capraz bagh poliakrilamid bunlar igin iyi bir ornektir. Normal yada kimyasal
olarak modifiye edilmis kalsiyum aljinat hidrojel de bu tur materyallere bir

diger ornegi olusturmaktadir.
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Hidrojellerin kontrolli ilag salimi igin tasiyici olarak kullanildigi c¢esitli
uygulamalarda gelistirilmigtir [63]. Bu tur sistemlerde hidrojelin, uyarici
bayUkligu ile orantili sisme-buzUsme cevabi, salim sisteminden ilag ¢ikis
hizinin ayarlanmasi amaciyla kullaniimaktadir. Kontrolll ilag salim alanindaki
en gu¢ ama en ilging problem kendi kendine ayarlanan (6z ayarh) insulin
salim sistemleridir. Kendi kendine ayarlanan insulin salim sistemleri, glikoz
algilama kabiliyeti ve otomatik kesme mekanizmasi gerektirirler [6]. Bunun
icin en iyi ornek, Horbett tarafindan seker hastalari igin geligtirilen insulin
salim sistemleridir. Bu sistem insulin rezervuarini ¢evreleyen ve bir uyari-

cevap hidrojelinden yapilmis membrandan olusmaktadir.

Arastirmacilar, ilaglari veya diger biyomolekulleri elektriksel alandaki
degisime bagli olarak salacak hidrojelleri de gelistirmislerdir. Ornegin zayif
capraz bagli polielektrolit hidrojellerden olugsan sisteme elektrik akimi
verildiginde insdlinin digari difizlenmesine izin vermekte, fakat akim
kesildiginde akigi derhal durdurmaktadir. Bu hidrojel vicuda implante
edilebilen ve hareketli kismi olmayan insiulin pompasinin temelini

olusturmaktadir [53].

Bir bagka kullanim alani ise yanik tedavisidir. Hidrojeller, esnek olmalari,
dayaniklihklar, antijjenik olmamalari, su buhari ve metabolitleri
gegirebilmelerinden dolayi bu sahada kullanin alani bulmuslardir. O, ve su
bazli ilag gecisine izin veren poliliretan membran destekli hidrojeller yapiskan
olmayan yanik sargilari olarak kullaniimaktadirlar. Yanik tedavisinde
kullanilan bir baska hidrojel sargi ise, seffaf olup yaradan rahatlikla
temizlenebilen, yaraya yapismayan alginat sargilardir [64]. Metilseltloz
hidrojelleri, cilt testlerinde alerjen salimi icin kullanilirlar. Test alerjenleri

hidrojel icine salinir boylece cildin tahris olma olasihgi duser.

PHPMA hidrojelleri, antibiyotik ve antitumor ilaglarinin denetimli saliminda,
ureter protezlerinde, hemodiyalizde, kornea cerrahisinde, hucre yuzey

¢alismalarinda kauguk tabakasi olarak kullanilabilmektedir [16,65].
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PVA yaygin olarak fitik tedavilerinde, kalp-damar ve plastik cerrahide
kullaniimaktadir. PVA-heparin hidrojelleri hemodiyaliz membran olarak
kullanilirlar. PVA/PAA nin ise yapay kas, sensor, kemomekanik sistemler ve

ilagc salim sistemlerinde kullanim alanlari mevcuttur [66].

PNIPA-PAAmM hidrojelleri de “Jel el” olarak adlandirilan ve sicaklik degisimi
ile cesitli nesnelerin tutulmasi amaciyla kullanilan bir tar cimbizdir.
Laboratuar cimbizlarinin yaklasik milyonda biri boyutunda olan bu jel
tutucular sulu ¢ozeltilerden kuguk nesneleri almak icin son derece uygun
aletlerdir [55].

2.2. Akilli Polimerler

Cesitli uygulamalarda kullanilacak polimerlerin, gercek sistemlere benzer
olarak dig ortamdan gelebilecek uyarilara cevap vermesi istenir. Bu amacla
hazirlanan ve dis ortamdan gelen herhangi bir uyari sonucunda yapisal
degisime ugrayarak tersinir fiziksel veya kimyasal Ozellikler go&steren
polimerlere “uyari-cevap polimerleri yada akilli polimerler” adi verilmektedir
[14,67]. Polimerlerden duretilen uyari-cevap hidrojelleri uyari turine gore

asagidaki sekilde siniflandirilabilirler:

s+ Sicaklik-duyarli hidrojeller
s*pH-duyarli hidrojeller
s»Elektrik alani-duyarli hidrojeller
s»Isik-duyarli hidrojeller

«*Manyetik alana duyarli hidrojeller
2.2.1. Sicaklik duyarl hidrojeller
Sicaklik jellerin faz davranisini etkileyen en énemli parametrelerden biridir.

Sicaklik-duyarli hidrojeller ilag serbestlestirme arastirmalarinda gevre-duyarl

polimer sistemlerinin en c¢ok calisilan sinifidir [53,68]. Sicakhk duyarl
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hidrojeller, sicaklik duyarli gapraz baglayici ajanlar kullanilarak da yapilabilir.
Sicakhk degisimi ile hidrofilik ve hidrofobik gruplar arasindaki dengenin
degismesiyle hidrojelleri olusturan hidrofilik ve hidrofobik gruplarin su ile
etkilesimi sicakliga bagh olarak hacim-faz degismelerine sebep olmaktadir.
Bu hidrojellerin genel 6zelligi; metil, etil ve propil gruplari gibi hidrofobik

gruplarin varhgidir [6].

Sicaklikla sisen hidrojeller AAm, AA, ve MAA gibi hidrofilik monomerler
kullanilarak da elde edilirler. Bunun yani sira, isisal olarak buzulen hidrojeller
N-metilakrilamid, N,N-dimetilakrilamid gibi monomerler kullanilarak da

sentezlenebilir [26].

Sicaklik duyarli hidrojellerde; polimer sistemini olusturan bilesenlerden en az
biri ¢dzlcu ortaminda (genelde su) sicakhga bagh bir ¢ozundrlige sahip
olmaldir. Sudaki sisme derecesinde belirgin bir degisiklik gosteren sicakliga
duyarli bir hidrojel elde etmek igin, bu jeli olusturan bilesenlerin belli bir
sicakligin altinda veya ustiunde ¢o6zinmez olmalar gerekir. Bu sicaklikta
gorulen hacim degisimi polimer zincirinin bilesenlerine ve hidrojelin
iyonizasyon derecesine bagli olarak geri donugumludur. Sicaklik kritik bir
degere ulaginca polimerde faz degisimi olur ve polimeri ¢dzen bu en dusuk
¢ozlcu sicakligina “Alt Kritik Cézinme Sicakhgi, AKCS” (Lower Critical
Solution Temperature, LCST) ve en yiiksek ¢dzlict sicakligina ise “Ust Kritik
Cozinme Sicakh@, UKCS” (Upper Critical Solution Temperature, UCST)
denir [69].

ilac salim uygulamalarinda kullanilan polimerler AKCS degerinin altinda
cozunurler. AKCS degeri, sicakliga duyarli ve yan zincirlerinde iyonize
gruplar olan polimerlerde pH vya da baghdir. Ayrica polimerin
hidrofilik/hidrofilik dengesi de AKCS degerini etkiler [70]. Birgok polimerin
suda ¢o6zunurlGgu sicaklik artmasiyla artar. AKCS gdsteren polimerlerin
sicakhk arttikga suda ¢ozunurlukleri azalir. Bu 6zellige sahip polimerlerden

yapiimis hidrojeller AKCS nin Ustinde sicaklik artmasiyla buzusurler. Bu tur
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sisme davranigl karsit sicaklik-bagimlihgi olarak bilinir. Duguk sicakliklarda,
polimer zincirinin hidrofilik halkalari arasindaki hidrojen bagi ve su molekulleri
suda ¢bzunmeyi iyilestirmeye yardimci olur. Sicaklik artarken hidrofobik
halkalar arasindaki hidrofobik etkilesimler; hidrojen baglari zayiflarken
kuvvetlenir. Kesin sonug¢ hidrofobik etkilesimlerle polimerler arasi zincir

ayrismasindan oturu hidrojellerin buzigmesidir [6].

2.2.2. pH-duyarl hidrojeller

Eger bir jel iyonlagabilen grup igeriyorsa pH-duyarl jel olarak adlandirilir,
¢unkl iyonlasma pH tarafindan belirlenir [53]. pH-duyarli hidrojeller, pH
degisimine karsl iyonlasmayl ve bu sebeple jelin dzelliklerini degistiren
karboksilik asit ve primer aminler gibi asili (pendant) asidik veya bazik gruplar
veya sulfonik asit ve kuarterner amonyum tuzlari gibi gugclu asit ve bazlari
icerirler [6]. Uygun pH ve iyonik siddetli sulu ortamda, asili gruplar iyonlagir
ve polimer aginda sabit yUkler ortaya ¢ikmaya bagslar. Boylece elektrostatik
itici guc olusturarak, hidrojelin sismesine veya buzusmesine neden olur.

Bunun sonucunda da ilag salimini kontrol eder [23,71-73].

pH-duyarl hidrojeller, polielektrolit yapisinda olup, ortam pH sina bagli olarak
tersinir iyonlasma 6zelligi gésterirler. Iyonlasma polimerin polaritesini ve
fonsiyonel gruplar arasindaki etkilesimleri degistirir, dolayisiyla polimer
Ozellikleri degisir [26,74,75]. Bununla birlikte, polielektrolitlerde iyonlagma
diger bitisik iyonlasmis gruplarla kullanilan elektrostatik etkileri yiuzinden
daha zordur. Bu egilim gortiinen ayrisma sabitini (Kj); karsilik gelen monoasit

veya monobazdan farkh yapmak icindir [6].

Anyonik hidrojellerin asili gruplari, polimerik agin pKa sinin altinda
iyonlasmaz Ustiinde iyonlasir. iyonlarin varligiyla yiiksek ozmotik sisme giicii
yuzunden polimer pKa sinin ustindeki pH da hidrojelin sismesine yol agar.

Katyonik hidrojeller icin ise tam tersi olur, polimerik agin pKa sindan daha
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diisik pH da sisme sbéz konusudur. iyonik hidrojellerin; asidik ve bazik

tamponlardaki farkli sismeleri Sekil 2.7 de gosterilmistir.

H* H*HW*
H" a» H* Asidik
H* H* H'*_ cazelti

¥ Asidik

H“f ++ H
+

2 4 e
H"

H*Y
Sismis hidrojel

r dN

B  Arvonik hidrojel =3  Hatyonik hidrojeller

d 4

Sismemis hidrojel

OH _ _OH- = =
A oHPH OH"
OH~ OH OH- . :
Eazik cozelti FBH 2.0

Eazik cézelti
Sismemig hidrojel

Sismis hidrojel

Sekil 2.7. pH-duyarh anyonik ve katyonik hidrojellerin sismesi
En c¢ok calisiimig PNIPA, PAA, PMAA,
poli(dietilaminometilmetakrilat) ve poli(dimetilaminoetiimetakrilat) icerir [23].
Cizelge 21

monomerler verilmistir [71,76].

pH-duyarli  hidrojeller

de pH duyarll hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan

Cizelge 2.1. pH-Duyarli hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler

Tar Monomer pH-duyarl grup
AA, Metakrilik asit, -COOH
) Sodyumstirenstlfonat -SO3Na*

Katyonik
Silfoksietilmetakrilat -SO 3 H*
Aminoetilmetakrilat -NH,
N,N-dimetilaminoetilmetakrilat -N(CH;)

Anyonik N,N-dietilaminometakrilat -N(CH,CHj3),
Vinilbenziltrimetilamonyumklorir | -N(CHs); * CI
Vinilpiridin @N'
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2.3. ilag Salim Sistemleri

Uzun yillar ilag alanindaki c¢alismalarin basglica amaci, cesitli hastaliklari
tedavi edici yeni bir molekll gelistirmek olmustur. Ancak arastirmalarin uzun
zaman almasi, ekonomik yuku ve her zaman beklenilen sonucu vermemesi
alternatif arayislari baslatmistir. ilag dozunu azaltma, dozlama araligini
uzatma, yan ve zararh etkilerden arindirma hatta ilaci hedef bolgeye
gbnderme calismalari bu amaca yoéneliktir ve bu beklentilere en iyi yanit
veren kontrolli salim sistemleridir [77]. Kontrollu salim sistemleri
gelistiriimeden o6nce, uzun etki saglayan, ila¢ salimlari birbirinden farkl olan
degisik isimlerle ifade edilen bir¢ok sistem vardi. Bilinen yontemlerin genel bir

sematik gdosterimi Sekil 2.8 de sunulmustur.

Geleneksel yontemlerden farkli olan salim sistemleri (modified release
systems) iki grup altinda toplanir: Geciktirilmis salim sistemleri (delayed
release systems) ve uzatilmig salim sistemleri (extended release systems).
Uzatilmis salim sistemlerini ise iki alt baglk altinda toplayabiliriz: KontrollU
salim sistemleri (controlled release systems) ve surekli salim sistemleri

(sustained release systems).

Salim sistemleri ile ilgili genel bazi 6zellikler sdyle siralanabilir:

ssTekrarlanan doz igeren sistemler (repeat action systems) : Dozaj iginde
etkin maddenin birden fazla (iki veya G¢) dozu vardir ve bu dozlar belli zaman
araliklari ile salinirlar.

s+Geciktirilmis salim sistemleri: Etkin maddenin sistemden salimi belli bir
bdlgede olmaktadir. Genellikle enterik kapli tabletler i¢in kullanilir.

s+Surekli salim sistemleri: Bu sistemler etkin maddenin plazma veya doku
dizeyini alisilmis sekillere gore daha uzun devam ettirebilirler. Ancak sistem
bulundugu ortam sartlarindan etkilenebildigi icin salim mekanizmasini
onceden belirlemek gugtir. Genelde salim hizi birinci derecede kinetik

uyumludur.
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s»Kontrolli salim sistemleri: Kontrolli salim sistemlerinin salim hizlarinin
onceden planlanabilmesi ve sifirinci derece kinetikle etkin madde salimini
gerceklestirebilmesi surekli etkili sistemlerden ciddi farklari oldugunu gosterir.
Her ilacin kan serumundaki tedavi edici derisiminin alt ve Ust sinirlari vardir.
Bu iki derigim deg@erinin arasindaki deger “terapotik aralik “olarak tanimlanir.
ilac maksimum serum derigimi (izerinde toksik etki gdsterirken, minimum
serum derisimi altinda ise etkisiz kalmaktadir. Geleneksel ilag verme sekilleri,
etken maddeyi aniden saliveren sistemlerdir. Duzenli bir dozlama araligi ile
ilacin uygulanmasi sirasinda surekli olarak terepotik aralikta kalmasi
saglanmaya calisilir. Ancak geleneksel ilag verme sekillerinde her doz
uygulamasi ile serum derisiminde dalgalanmalar olur. Bu dalgalanmalarin
giderilmesi icin etken maddenin salim hizinin yavaglatiimasina c¢alisiimigtir
[74,78]. ideal olarak ilag taslyici sistemleri, etkin maddeyi istenen doku veya
organa istenen hizda tagimalidir. Etkin maddeyi istenen doku veya organa

tasiyan sistemlere “hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler” denir [79].

Toksik Alan
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Sekil 2.8. Cesitli ilag salim bicimlerinin Etken madde kan dizeyi-zaman
egrileri tirleri: Enjeksiyon ( =), Standart Dozaj (—_ ), Kontroll{
salim(==), Surekli salim (=== ), Geciktirilmis salim (== )
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2.3.1. Kontrollii salim sistemlerinin siniflandiriimasi

Kontrolli salim sistemlerinin siniflandiriimalar asagida verilmistir.

»Salim mekanizmasina gore;

Difiizyon kontrollii sistemler

“*Membran sistemler
<*Matriks sistemler

Kimyasal kontrolli sistemler

+*VUcutta aginan sistemler
s+ Zincire takil sistemler

Cozucunun harekete gecirdigi sistemler

“+Sisme kontrolll sistemler
s Ozmotik kontrollu sistemler

Diger sistemler

“*Manyetik kontrolli sistemler

+*Midede sisen sistemler

»Uygulama yerine gore;

«+*Okduler, Nazal, Oral, Bukal, Transdermal,

<implant, Vajinal, Servikal, intrauterin, Rektal sistemler

Difiizyonla kontrolli matriks sistemler

Matriks tipi preparatlarda etkin madde ¢6zinmeyen bir polimerin olusturdugu
iskelet yapi icinde ¢dzUnmus veya dagilmistir. Genellikle tablet seklinde
hazirlanir ve hazirlanisinda etkin madde toz haldeki ¢ozunmeyen polimerlerle
karigtinlip dogrudan veya granulasyondan sonra veya polimer ile Kkati
dispersiyonu hazirlandiktan sonra tablet basilir. Tablet basma esnasinda
partiktler veya granuler basingla birbirine kaynar ve homojen (gézeneksiz)
bir matriks olusur. Membran sistemlerde oldugu gibi burada da serbestlesme
hizini kontrol eden basamak ilacin polimer matriks i¢indeki difizyonudur.

Matriks sistemlerin yapimi her ne kadar kolay ve ucuz olsa da ilacin polimer
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yapida dagilimi nedeniyle genellikle sifirinci derece serbestlesme kinetigine

ulasilamaz.

Matriks geometrisi salim profili Gzerinde etkilidir [74]. Genellikle, membran ve
matriks yaplili sistemler birka¢ yuz veya daha kuguk molekul agirlikh ilaglarin
kontrolli salimi igin tasarlanmistir. Proteinler gibi makromolekdllerin bu
sistemlerden serbestlesmesinin, bu molekillerin kullanilan polimerdeki
gegirgenliginin ¢ok dusuk olmasi nedeniyle, pratik Gneme sahip olmayacagi
dustndlmustir. Ornegin normal olarak biiyiik molekdlleri gecirmeyen etilen—
vinil asetat kopolimeri gibi polimerlerden, metilen klorur gibi ugucu bir ¢dzucu
kullanillarak  ¢b6zucl  dokum  yontemiyle hazirlanan, toz halinde
makromolekulleri de iceren matrikslerde, makromolekullerin serbestlesmesi

icin yeterli buyUklUkte gdzeneklerin olustugu bildirilmistir [77].

Sisme kontrollil sistemler

Sisme kontrolli sistemlerde etkin madde bir hidrojel icinde ¢ozllir veya
dagitiir. Bu sistemlerde basta hidroksipropilmetil sellloz olmak Uzere
hidroksipropil seltloz gibi sellloz turevleri ¢ok kullaniimaktadir. PVA da Ustin
sisme Ozelligi nedeniyle bu sistemlerde kullaniimaktadir [80]. Son yillarda
toksik olmayiglari nedeniyle dogal polimerler bu tlir sistemlerin
hazirlanmasinda tercih edilmeye baslanmistir. Ornegin formaldehitle capraz
baglh K dan Ritampisin tabletleri ve Metoklopramit iceren K mikrokureleri

hazirlanmistir.

Hidrojellerin dinamik sisme davranisi polimerik agin yapisi ve polimer-¢ozucu
etkilesimleri ile kontrol edilebilir. ilag camsi polimerik agin icine alindig
zaman Sekil 2.9 da goéruldugu gibi su gegisi ilag salimi ile iligkili olarak kontrol
edilir. Camsi ve kaugugumsu aglarin her ikisi de karakteristik sisme
kinetiklerine sahiptir. Sisme kontrolli ilag salim aparatlari bu prensip ile
olusturulur. ilag baslangicta sisen jel icinde dagilmis yada ¢dziinmiis

durumdadir. Cozucunuin buharlastiriimasi ile igcinde dagilmis bir sekilde
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biyolojik ajan bulunduran camsi polimerik matriks elde edilir. Bu sistem tipik

sisebilen kontroll salim sistemidir [81].

llag molekill iceren
camsi polimer

Camsi-kaugufumsu faz
arasindaki gegis

Sisen ywizey kayboluyor

FKaugudumsu hidrojel

Sekil 2.9. Sigsme kontrollu ilag salim sistemini tarif eden sekil
D: llag molekult

DifGzyon ve sisme kontrollU sistemlerin salim mekanizmalari Fick yasalari ile

aciklanabilmektedir.

2.3.2. Difuzyon davraniglari ve Fick yasalari

Salim mekanizmalari genel olarak Fick difuzyon yasalari ile ele alinir. Cunku
ilag salimi, sisme olayi gibi temel olarak bir difizyon meselesidir. Genel
olarak, sistemlerin sisme davraniglar Fick tipi (difzyon kontrolli sisme) ve
Fick olmayan tip (relaksasyon kontrolli sisme) olarak siniflandirilir [15].
Baslangigta etken madde camsi polimer iginde dagiimis ve ¢ézinmus olarak
bulunmaktadir. Ancak ¢bézlcu matrikse girince, camsi gegis sicakligi deney
sicakliginin altina duger ve polimer sgiger. Polimer etken maddenin

difizyonuna izin verir [82].
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Camsi bir polimer tabakasindan ¢ézlcu diflizyonuyla ayni anda fakat ters

yonde olusan etken madde salimi agagidaki esitlik ile ifade edilir [67,83,84].

M¢/M..=k.t" (2.1)

M;, t aninda serbestlesen etken madde miktarini; M., sonsuz zamanda
serbestlesen madde miktarini; k, ilag-polimer sisteminin yapisal ve geometrik
karakteristiklerini iceren kinetik sabit; t, serbestlesme zamanini ve n etken

madde serbestlesme mekanizmasini karakterize eden Ustel saylyi gosterir.

Es.2.1 camsi polimerlerden Fick yasasina uyan ve uymayan sistemler icin
difizyonla salim mekanizmalarinin birlestiriimis halidir. Es.2.1 in tlrevi

alindiginda salim hizi agagidaki sekilde elde edilir.

dMy/ dt = A.n.Cq. k.t ™! (2.2)

Bu esitlikte A, drnegin serbestlesme ylzey alanini; C4, madde derisimini
gosterir. Cizelge 2.2 de n ustelinin alabilecegi degerler ve bunlarla iliskili
difizyon mekanizmalari gérulmektedir [85].

Kaugugumsu ya da camsi polimerlerdeki etkili gegig, sistemin sicakligina ve
termodinamik aktivitesine bagli olarak Fick, Fick olmayan (anormal), Durum I
veya Super Durum Il gecisi olarak siniflandirilabilir. Molekul agirhigi, capraz
baglanma derecesi, polimerin dallanma derecesi, ¢ozucunun termal

genlesme katsayisi gibi parametreler gegis mekanizmasini etkiler [86-88].

Polimer gsismesinin dinamigine bagli olarak su ve ilacin bagil hareketliligi Fick

ve Fick olmayan ila¢ gecisine neden olabilir.
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Cizelge 2.2. Difuzyon ile serbestlesme mekanizmasinin analizi

n degerleri
- Gecis mekanizmasi dMydt
Ince Film Silindir Klre
0,5 0,45 0,43 Fick difiizyonu t 00

Fick e uymayan {1

0,5<n<1.0 | 0,45<n<0,89 | 0,43<n<0,85
(anormal) diflizyon

0. derece

1,0 0,89 0,85 Durum I
salim

n>1,0 n>0,89 n>0,85 Siiper Durum II t "

Gevseme hizi (Rgewseme) difizyondan (Rg¢), daha hizli ise Fick difizyonu
gozlenir. Bu hidrojelin kaugugumsu halde oldugu T4 sicakhginin Ustlinde
meydana gelir [44]. Yani Fick difuzyonunda, su molekullerinin hareketliligi
polimer zincirlerinin gevseme hizindan daha yavastir. Ayrica difuzyon hizi,
duzlemsel geometride suriclu konsantrasyon hizinin devamli azalmasi
yuzunden surekli zaman ile azalir. Fick ve Fick olmayan difuzyon Sekil 2.10

da sematize edilmistir:

Fick Fick olmayan
- % )
- = -
- - - /o™
- -
- - o
- -
- - - '-
- - -
- - - - |®
- -
- /e - .l
Rdif «cRgevsame Rdif =Rgevsame
Figmig jel - Su molekili

Sekil 2.10. Bir hidrojelde su difizyonunun sematik goésterimi
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Co6zlinme ortaminin (su, biyolojik sivi vb.) polimer matriks icine nufus
etmesiyle ¢ozucu igermeyen matriks sismeye baslar ve i¢ kisimda camsi dis
tarafta ise sisen kaugugumsu faz olmak Uzere iki farkli faz meydana gelir.
Eger polimer ¢ézinme ortami ile termodinamik olarak dengede ise matriksin
camsi gegis sicakligi ortam sicakhiginin altina dager ve matriks kaugugumsu
duruma geger. Bu olay polimerik agin plastiklesmeden dolayi
makromolekuller hareketliligin 6nemli derecede artmasina ve hacim
bdylUmesine neden olur. Ara ylzeyin her iki tarafi da bu sisme davranigi ile
karakterize edilir. Kaugugumsu bolgeden camsi bolgeyi ayiran bu yuzey
“sisme ara ylizeyi” olarak adlandirilir. ilag molekiilleri polimerin kaugugumsu
bolgesinden disari difizlenebilir. ila¢ salimi, sisme ara yiizeyinin pozisyonu

ve akis hizi ile kontrol edilir [15].

Fick olmayan difuzyon ile Durum |l difizyonu ise sirasiyla n Usteli degerleri
Cizelge 2.2 de verilmistir. Fick olmayan ve Durum Il gecisleri difuzyon ve
gevseme mekanizmalarinin arasindaki iliskinin gostergesidir. Gevseme,
kaugugumsu durumdan camsi duruma gegcisle iligkilidir. Gevseme
mekanizmasi sisme boyunca polimerde olusan gerilim sonucu olugur. Durum
Il gegisinde suyun hareket kabiliyeti, segmental relaksasyon hizindan daha
blayuktur. Relaksasyon sismis ve plastiklesmemis olan polimer arasinda
keskin bir sinirdadir ve bu da hiz belirleyen basamaktir. Durum |l gegisi

tamamen polimer yapinin gevsemesine baglidir ve zamanla dogru orantilidir

Es.2.1 de acikga goruldugu gibi, n=1 ise ilacin salim hizi zamandan
bagdimsizdir. Bu durum sifirinci derece kinetige uygundur [44]. Birgok
uygulamada arzu edilen mekanizma n Ustelinin 1,0 oldugu sifirinci
dereceden serbestlesmedir [85]. ila¢ serbestlesmesini kontrol etmek icin
Durum |l difizyon mekanizmasini kullanan arastirmacilarin galigmalarinda,
ilagc sismemis matrikste bulunmakta, sisme siniri ilerledikce ve polimer
sistikce ilag serbestlesme hizi artmaktadir. BoOylece ilag serbestlesmesi
matriksin sisme hizina uymakta, polimer yapi sifirnci dereceden

serbestlesme gdstermektedir [86,87].
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Cizelge 2.2 de gorildagd gibi “Durum I Difizyonu”, geometrik faktorler
nedeniyle kure ve silindirlerde gérilmez. Bu nedenle kure ve silindirlerde n=1

olmasi basit olarak Fick yasasina uymayan difizyonu ifade eder [83,85].

Super Durum |l gecislerinde, ¢ozicu ile polimerin temas etmesi durumunda
surlcu gug olan ozmotik basingta ¢ok buyuk artiglar olmaktadir. Boylece

difizyon hizi zamanla Ustel bir bigimde artmaktadir [32,67,88].

2.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, canl hidcrelerde meydana gelen kimyasal tepkimeleri ilimli
kosullarda (fizyolojik pH ve sicaklik) kendileri herhangi bir degisiklige
ugramaksizin katalizleyen veya duzenleyen protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Organizmadaki organik molekullerin yapimi, yikimi, kas
hareketleri ve solunum gibi fizyolojik olaylar enzimlerin yardimiyla
yurutilmektedir. Bununla beraber yeterli kosullarin saglanmasi durumunda
etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlari digindaki pek

¢ok alanda yararlanabilme imkéni saglamaktadir [89,90].

Enzimlerden gunlik hayatta yararlanma olgusu olduk¢ga eskilere
dayanmaktadir. insanlar farkinda olmadan enzimleri; ekmek, peynir, bira,
sarap vb. maddelerin yapiminda kullanmiglar ayrica ilagc olarak da

yararlanmislardir.

Karmasik canl sistemlerinde c¢alisan enzimler, spesifiktirler, toksik etki
gOstermezler, suda c¢ozunebilirler, ¢ok dusuk derigsimlerde bile substrat
reaksiyonlarini katalizleyebilirler ve yan urin olusumuna neden olmadan
yuksek verim saglarlar. Enzimlerin bu 06zellikleri, onlarin biyokimyasal,

endustriyel ve analitik alanlarda uygulanmalarina yol agmistir [91].

Enzimlerin endustriyel ve biyomedikal alanlardaki kullanimlarini agagidaki gibi

siralayabiliriz [92]:
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ssEnzimler elektrokatalizor yani spesifik biosensor olarak kullanilir.

s»Spesifik metabolitlerin yeniden Uretiminde ve bunlarin bilesiminin analitik
olarak olgulmesinde kullanihirlar.

+Kozmetikte ve koku iyilestirmede kullanilirlar.

++Gida sanayisinde tat ve aroma iyilestirmede kullanilirlar.

s»Pestisit kalintilarinin zehrini gidermede kullanilirlar.

“*Yiyecek ve sulardaki zararl kimyasal maddelerin seviyesini gézlemede
kullantlirlar.

**Yem endustrisinde besinlerin sindirilebilirligini artirmak amaci ile gesitli yem
bilesenlerinin yikiminda kullanilirlar.

“*Yeni anti-mikrobiyal bilegiklerin sentezinde kullanilirlar.

*»Enzim yenileme terapilerinde kullanilirlar.

s*Kanser tedavisinde kullanilirlar.

s»Dermatolojik uygulamalarda kullanilirlar.

s»Dental uygulamalarda kullanilirlar.

Birgok avantaja sahip olmalarina kargin endustriyel uygulamalarda enzim
kullanimlari  sinirhidir.  Enzim  kullanimlarini - sinirlayan etkenleri  soyle

siralayabiliriz:

“*Enzim izolasyonu ve saflastirimasi ¢ok pahaldir. Clinkd enzimlerin zarar
gormeden hucrelerden ayrilmasi i¢in 6zel ayirma yontemleri gerekir.
«*Enzimlerin pek ¢ogu canli organizma disinda kararsizdirlar.

Cogu enzimlerin kaynag! bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi canli
hicrelerdir. Fakat enzim izolasyonunda bakteriler, mantarlar ve kufler gibi
mikrobiyal kaynaklar, bitkisel ve hayvansal kaynaklara tercih edilirler. Clnku
mikroorganizmalar mevsimlere bagl olmaksizin gelisirler.

s*Enzimlerin gogunun ¢ozelti seklinde kullaniimasi proses sonunda enzimin
geri kazanilmasini zorlastirir bu da maliyeti artirir.

s»Serbest enzimlerle gergeklestirilen endistriyel uygulamalarda tepkimelerin
durdurulmasi ortama spesifik inhibitor katilmasiyla olur. Bu da tepkime

artnlerine yeni bir Kirlilik unsuru katmig olur.
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Bu nedenlerden dolayi enzimlerin bir kez kullanimi yerine immobilize edilerek
tekrarlanabilir kullanimlara girmeleri ve termal kararliliklarinin saglanmasi
ekonomik agidan buyuk 6nem tasimaktadir [20,93]. Enzim immobilizasyonu,
katalitik proseslerde enzim molekdillerinin katalitik aktifligini koruyarak tekrar ve
surekli kullanimini saglamak amaciyla bir destek maddesine fiziksel ve

kimyasal tutturulmasi olarak tanimlanabilir [18].

Enzim immobilizasyonunda genellikle sentetik kimyasal maddeler ve sentetik
makro molekuller destek materyali olarak kullaniimaktadir. Destek
materyalinde hidroksil, karboksil ve amino gruplan gibi aktif gruplar
bulunmaktadir. Enzimlerin immobilizasyonu sirasinda bu gruplar korunmali
ve enzim aktifligini yitirmemelidir. Bununla birlikte, destek igin kullanilan
kimyasallar, bazi durumlarda enzimleri kismen veya tamamen calisamaz
hale getirebilir. Enzim immobilizasyonun da kullanilan malzemelere AAm ve
akrilat esasli polimerler, polipeptitler; dogal malzemelere ise agaroz,

dekstran, sellloz, kollajen, cam verilebilir [94].

Enzimlerin immobilize edilmelerinin  en 6nemli avantajlari asagida

Ozetlenmigtir [95-97]:

s*Imobilize enzimin kararlihgi yuksektir, strekli yada tekrarlanabilir kullanimi
mumkundur, enzim urtnlerden kolayca ayrilabilir.

< immobilize enzimler 1s1, pH ve organik reaktiflere karsi daha dayaniklidirlar,
substrat ve Urundn inhibisyonuna kargi koyarlar ve enzimin aktifligini uzun sure
korumasini saglarlar.

< immobilize enzim sistemlerinin kimyasal ve fiziksel ézellikleri secimli olarak
degistirilebilir. Cesitli duzenek ve proseslere uygulanabilir.

s*Membrana bagli enzimler invivo dogal sistemleri icin model olarak segilebilir.
Tepkime sUresi kisalir ve ¢ok basamakli tepkimelere uygunlugu artar.
“immobilize enzimlerin &zellikleri, hem enzim hem de tasiyici materyalin
Ozelliklerine baglidir. Bu ikisi ile immobilize enzim kimyasal, biyokimyasal,

mekanik ve kinetik ozellikler kazanir.
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Enzimlerin immobilizasyonunun bu avantajlara ragmen asagida sayilan bazi

dezavantajlari da mevcuttur [98]:

< immobilizasyon islemi boyunca enzim aktifligi azalabilir veya kaybolabilir.
s+ Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlihdi sinirhdir.

s»Enzim tasiyicilarinin maliyeti yuksektir.
2.4.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

immobilize enzim sistemleri genellikle baglanma yoéntemlerine gére Sekil
2.11 de siniflandinimaktadir [99]. Bu yontemlerin bazilarinin sematik

gOsterimi Sekil 2.12 de sunulmustur.

immobilizaswon ¥ ontemleri

| l

Kimwasal Yontem Fiziksel Yantem
™ Kovalent Badlanma - Adsorpsivonile
= Capraz Badlanma —» Hapsetme ile

1 Milkrokapsal
—® |afes Tipi

Sekil 2.11. immobilizasyon yéntemleri

Py

1Rk

E._ - -‘--——> _—E
E
Howalent badlanm a

£t &

Kares tipi hapsetme Adsorpsivon

Sekil 2.12. immobilizasyon yéntemlerinin bazilarinin sematik gésterimi
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Sunulan ¢alismada lipaz enziminin Uretilen hidrojellere adsorbsiyon, kovalent
baglanma ve hapsetme yoluyla immobilizasyonu ¢alisildigindan, bu yontemler

asagidaki bagliklarda ayrica anlatiimistir.

Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski ve en basit yontemdir. Bu
yontem, suda ¢o6ziunmeyen kati matriksin (adsorbans) enzim c¢ozeltisi ile
karigtirlmasi ve enzimin asirisinin yikanarak uzaklagtiriimasi temeline
dayanir. Fiziksel adsorpsiyonda immobilizasyondan sorumlu kuvvetler;

hidrojen baglari, Van der Walls kuvvetleri ve hidrofobik etkilesmelerdir [100].

Kovalent baglanma yoluyla immobilizasyon

Kovalent baglanma, genellikle enzim yapisinin ve fonksiyonel gruplarinin
bilindigi durumlarda kullanilir. Enzim immobilizasyonunda, enzimin 6zellikleri,
aktif ucunun yapisi, pH, sicaklik ve organik ¢ozuculer gibi faktorlerden dolayi

sinirli sayida yontem kullanilabilir.

Kovalent baglanma ile immobilizasyon iki basamakta gercgeklesir. Birinci
basamak destek maddesinin aktiflestiriimesi, ikinci basmak enzimin kovalent
baglanmasi seklindedir. Destek maddesi; karboksil, hidroksil, amino gibi
fonksiyonel gruplar tasimalidir. Bu fonsiyonel gruplarin yapisina bagl olarak
epiklor hidrin, karbodiimit (CDI), gibi ¢esitli aktifleyici maddeler kullanilabilir.

ilgili sematik gdsterim Sekil 2.13 de sunulmustur.

A1 5 I:: i:
. i --
1= Aldiflestirme 4| = Enzim |==
/ | - -
A N /-"EE [—-

- ¥ e .
AR I

Aktiflesmig Enzim adh

Destek destek destek

Sekil 2.13. Aktiflestirme yoluyla kovalent bagl immobilize enzim Gretimi
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Kovalent baglanma yonteminin en buyuk avantaji, baglarin ¢ok kuvvetli
olmasli, bdylece her tuarli akig ortaminda kullanilabilirligidir. Enzim destek
materyali Uzerinde yer aldigindan substrat ile temasi kolaydir. Ayrica enzim
molekull ve destek materyali birlikte genellikle 1sil kararlilik gosterirler.
Yontemin dezavantaji; destek materyali ile enzim arasindaki siki etkilesimin

enzimin dogal konformasyonunu bozmasidir [101].

Hapsetme ile immobilizasyon:

Bu metot polimerik matriks yapisinda veya yari gegirgen membranlarda
enzimin hapsedilmesine dayanir. Polimerik matriks yapisinin, substrat ve
ariinun difzyonuna izin verirken enzimin difizyonunu engellemesi igin yeterli
derecede siki olmasi gerekir. Bu yontem her c¢esit enzimi, diger
biyokatalizorleri, butun hucreleri veya farkli c¢aptaki mikroorganizmalari

hapsetmek igin kullanilabilir [102].

Bu yontemi, kovalent baglama ve capraz baglama ile immobilizasyondan
ayiran en Onemli Ozellik enzim molekulinin fiziksel ve kimyasal olarak
herhangi bir tasiyiclya baglanmamis olmasidir. Hapsetme yontemi

mikrokapsul ve kafes tipi olmak Gzere iki gruba ayrilir.

Yuksek derecede capraz bagli bir polimerin enzim ¢ozeltisi iginde
olusturulmasi yoluyla immobilizasyon turi “kafes turi hapsetme” olarak
adlandirihir. Bu amacla en c¢ok kullanilan polimer N,N'-metilenbisakrilamid ile
capraz baglanmis PAAm dir. Polimerlesme sonucu enzim molekilleri ¢apraz
baglar arasinda hapsedilmekte ve boylece ¢oOzeltiye gegmeleri
engellenmektedir. Kafes tipi immobilizasyonda; c¢apraz bag yuzdesi Oyle
ayarlanmalidir ki, enzim molekulleri hapsolsun ama substrat molekullerinin
enzim molekullerine ulasmasina engel olmasin. Capraz bag yuzdesinin asiri
olmasi; substratin enzimin aktif merkezlerine ulasmasini engellemekle

kalmayip enzimin zincir yapisini da zorlayip aktivite kaybina neden olabilir. Bu
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oran enzime ve tasilyiciya bagli olarak degisir. Bu yontemle immobilize

edilecek enzimin substratinin kiiguk molekulli olmasi gerekir.

Bu yontemin avantajlarini sdyle siralayabiliriz:

«+Cok kolay kullanilabiliyor olmasi

s»Gercgek bir fiziksel yontem olmasi

s+ Cok az miktar enzim ile gergeklesmesi

s+Capraz bag olusumunda kullanilan gama ve UV isinlarinin enzim yapisini ve
aktifligini kimyasal iglemlerden daha az etkilemesi

«Ortamdaki c¢apraz baglayici ve monomer derisimini degistirmek suretiyle
farkl blayukllkte gézenek iceren polimerik kafes Uretebilmesi
ssPolimerlesmenin genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde

gerceklesmesidir [103].

Yoéntemin dezavantajlari ise; immobilizasyon isleminde, jel olusumu sirasinda
yurlyebilecek kimyasal olaylarin ve reaksiyon sicakliginin enzimi inaktif hale
getirmesi olasihdinin  bulunmasidir. Ayrica c¢apraz bagli polimerin ag

orgusunden enzimin sizma ihtimali de vardir.

2.5. Calismada Kullanilan Temel Kimyasal Maddeler

2.5.1. Akrilamid

Renksiz ve kokusuz bir madde olan AAm oda sicakliginda kristal yapidadir.
Su, metanol, etanol, dimetil eter ve aseton icerisinde ¢o6zinebilirken
benzende ve heptanda ¢oziunmez. Monomeri erime noktasinda veya UV is1gi
altinda aninda polimerlesir. Kati AAm oda sicakliginda kararli haldeyken,
eridiginde veya yulkseltgen ajanlarla etkilestirildiginde siddetle polimerlesir.
Ayrigstirmak icin 1sitildigi zaman, zehirli bir gaz, keskin bir duman ve cesitli

NO gazlari yayar. Eger yuksek sicakliklara kadar isitilirsa patlayabilir [104].
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Akrilonitrilin sulfirik asitle tepkimesinden elde edilen AAm in kimyasal yapisi

ve bazi 6zellikleri Cizelge 2.3 de sunulmustur.

Cizelge 2.3. AAm in kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

Kimyasal yapisi

O

CH,=CH — C — NH,

Molekul agirligi (g/mol) 71,1
Erime noktasi (°C) 85,0
Yogunluk (g/mL) (25°C) 1,13
Normal kaynama noktasi (°C) 125,0
Sudaki ¢dzunurligu (g/100mL) 216,0

AAm banyo Uretiminde, yapistiricilarda, kagit ve tekstil sanayisinde atik

aritma iglemlerinde, cevher islemede, gesitli reaksiyonlarda ¢capraz baglayici

olarak kullanilir [105]. Cesitli polimerlerin modifikasyonlarinda asi kopolimer

olarak yer almaktadir [106,107]. Ayrica kontrollu ilag salim sistemlerinde ¢ok

genis bir uygulama alanina sahiptir [108].

2.5.2. Sitrakonik asit

IUPAC adi 2-metil-2-butendioikasit olan SA beyaz renkte, kristal yapida,
sivilasabilen bir maddedir [109,110]. Sitrik asit 1750°C nin Gzerinde isitilirsa

SA, karbon dioksit ve suya parcalanir [111]. SA e ait bazi 6zellikler Cizelge

2.4 de oOzetlenmigtir [112]. Sitrakonik asit bazi hidrojellerin hazirlanmasinda

da monomer olarak kullanilir [113,114].

Cizelge 2.4. Sitrakonik asitin kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

Kimyasal yapisi

CHz —

CooH CooH

cC = CH

Molekul katlesi (g/mol)

130,1

Erime noktasi (°C)

94,0
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2.5.3. Kitosan

K, kitinin N-asetillenmis turevidir [115]. Kitin; uzun ve dallanmis yapiya sahip
bir polisakkarittir. Kitin, seltlozun ikinci karbonunda bulunan —OH grubunun

-NHCOCH; grubu ile yer degistirmis tlrevi olarak dustnulebilir. Kitin, genel
olarak bazi deniz kabuklularinin, yumusakgalarin ve boceklerin kabuklarinda
yer almaktadir [116-118]. Kitin, poli(N-asetil-2-amino—2-deoksi-3-D-
glikopiranoz) olarak adlandirilir ve burada N-asetil-2-amino—2-deoksi-3-D-

glikopiranoz (veya glikozamin) gruplari (1—4) B baglari ile baglanir [119,120].

K, kitinin alkalin deasetilasyon ile elde edilen bir poliamininosakkariddir ve

amorf yapidadir. Kitinden K elde edilisi tepkimesi Sekil 2.14 de sunulmustur.

3 T
C_D C_D
CHzOH CHzOH
EI:_D EI:_EI
CHg Hitin CHy
MalH
MatCH:C o0
CHaOH CHoOH
Kitosan

Sekil 2.14. Kitinden K elde edilis tepkimesi

K pratik olarak suda hemen hemen hi¢ ¢dzulmez; formik asit ve asetik asit
gibi organik asitlerin sulu c¢oézeltilerinde ¢dzinur. Suda ¢d6zmek icin hafif

asidik ortamlar olusturulmaktadir [121,122]. K ve suda ¢Ozunen turevi
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hidroksipropil K toksik olmayan ve vucutta enzimatik olarak parcgalanabilen bir
polimerdir [123]. Kontrolli salim sistemlerinde ¢ok kullanilir ve bu amagla

mikropartikil ve implantlari hazirlanmistir [77].

K nin kullanimini cazip kilan bazi Ozellikleri ve bu oOzelliklerle ilgili

uygulamalar Cizelge2.5 de verilmistir [124-126].

Cizelge2.5. K nin 6zellikleri ve uygulamalari

Alan Uygulamalar

Atik su aritimi, Boyalar igin baglayici, Degisik
ayirma membranlari, Ultrafilitrasyon, Gaz ve
Fizikokimyasal
sivi ayirma; Kromatografik destek materyali;

Fiber; Kagit imalati

Parcalanabilen sutureller; Yapay deri ve bobrek
membranlari; Sert ve yumusak lens; Ameliyat

ambalajlari; Hucre kiltiri; immobilize enzim

Biyomedikal _ o .
destek materyali; Yara-yanik ortU materyali;
Spesifik  protein/enzim  adsorpsiyonu; Dis
kompozitleri
} Geciktirilmis salim materyali; Tablet bagdlayici,
Farmasotik
stabilizer gibi katki
Besi Besin antistaling ajan; Besin katkilari;; Tohum
esin
kaplama, Toprak iyilestirme; Kozmetik Urlnleri
2.54. Lipaz

Yaglarin hidrolizini saglayan lipaz, karboksilik ester hidrolazlar sinifindan bir
enzimdir. Yag asitlerinin gliserol veya baska alkollerle yapmis oldugu ester
baglarini hidrolize ederler [127,128]. Lipazin etki sekli spesifiktir. Tri, di ve
monogliseridleri hidrolizlerler. Hidroliz etme hizlari; asagidaki sekilde

gosterilmektedir;
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trigliserid>1,2-digliserid>1,3-digliserid>1-monogliserid>2-

monogliserid>gliserol.

Etkin oldugu hidroliz reaksiyonu genel olarak sekil 2.15 de verilmektedir
[129].

H:O Digliserid H;O Monogliserid H;O Gliserin
Trigliserid + + +
Lipaz aif Asiti Lipaz Yaf Asiti Lipaz ¥ ag Asiti

Sekil 2.17. Lipazin etkiledigi hidroliz reaksiyonu

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

lipazlar ise bakteri, maya ve mantarlardan elde edilebilir.

Lipaz, suda eriyen bir enzim olup yaglarin ancak yuzeyine tesir eder.
Emdlsifiye olmus uzun zincirli trigliseridler Uzerinde aktiflik gosterirler. Lipazin
aktivitesi icin pH dénemlidir. Cok ylksek sicaklik, pH dederlerine ve organik
¢ozuculere karsi yuksek kararlihda sahiptir. pH=9,0 da kararli, pH<4,0
oldugunda ise pargalanabilir. Optimumu pH=8,0 olarak belirtilmistir. Lipazin
maksimum aktivite gdosterdigi sicaklik araligi ise 30—-40° C dir. Hayvanlar ve
bitkilerden elde eilen lipazlar, genellikle mikrobiyal kaynaklh lipazlara gore

daha az termal kararlilik gosterir [129].

Gida endustrisinde lipaz genellikle katki maddesi Uretiminde ve yapi
iyilestirmede kullaniimaktadir. Ornedin mesrubat berraklastiriimasi bira
uretimi, dusuk laktozlu sut Uretimi, ekmek Gretimi gibi kullanim vyerleri
mevcuttur. Lipaz; peynirin tadini artirmada, olgunlastirimasinda ve ozel
peynir c¢esgitlerinin Uretiminde kullaniimaktadir. Farkli kaynaklardan elde

edilen lipazlarin her biri de peynire farkl karakteristik bir tat verir [130]. Ayrica
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lipaz, a-amilaz ve pentonaz ile karistirildiginda ekmegin raf dmrini 2 gln

uzatirken, ekmek icinin sertligini de azaltir.

Lipaz ayrica deri endustrisinde ¢evresel olarak uygun olmayan ve ylzey aktif
maddeler iceren ¢dzlicllere alternatif olarak kullanilir. Derinin su gegirmeme
Ozelligini azaltan gres yaginin ayriimasini saglar. Derideki bu enzimatik
iyilesme araba camlarinin ve diger i¢ yuzeylerin sislenmesini azaltir. CUnku
sislenmeye araba icindeki deriden vyayillan ve buharlasabilen organik

bilesikler ve kimyasallar neden olmaktadir [131].

Lipazlarin deterjan endustrisinde en onemli uygulama alani ev, sanayide
camasir ve bulasik ylkama deterjanlarina katilmalaridir. Her sene tahmini
olarak uretilen yaklagik 13 milyar ton deterjana 1000 ton lipaz katiimaktadir.
Deterjana suyun eklenmesi ile birlikte deterjandaki lipaz, amilaz, selulaz ve
proteaz enzimleri deterjandaki kimyasal baglarin par¢calanmasina katalizorluk
yaparlar [132-134].

Kagit endustrisinde; uretilen k&git hamurundan, trigliseridler ve balmumu
olarak adlandirilan agacin hidrofobik bilesenlerini ayirmak igin de lipaz
kullanilir [133]. ParfUmlerin ana igerigini olusturan surfaktanlar ve aroma
uretimindeki aktiviteleri nedeniyle kozmetik ve parfum endustrisinde de
kullaniimaktadirlar [132].

Lipazlar; sindirim bozukluklarina iligkin ilaglarda etken madde olarak, atik

sularin aritilmasinda ve kirli borularin temizlenmesinde de kullanilirlar [129].
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3. DENEYSEL CALISMA

Bu bolimde yurutllen deneysel ¢alismalar ayrintilari ile alt basliklar halinde

anlatiimigtir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

K (Aldrich)

s*AAm (Aldrich)

“+SA (Aldrich)

+EGDMA (Aldrich)
+*Na,S,05 (Merck)

% (NH4)2S20s (Merck)
+»Borik asit (Merck)
s»Fosforik asit (Merck)
+*NaH;P04.2H,0 (Merck)
“+*NaOH (Merck)

ssLipaz (Fluka, Lipase from Candida Rugosa )
“CDI (Merck)

s»Asetik asit (Merck)
<*Amonyum asetat (Merck)
s+Arap zamki (Aldrich)
s»Zeytinyagi (Kristal riviera)

“Etiv (Ultralab U_120)

s Terazi (Scaltec)

ssTermostatli ve galkalayicili su banyosu (Memmert)
s*Manyetik karistirici (Simsek Laborteknik)

“*pH metre (Cyberscan 500)

+UV/Visible Spektrofotometre (UNICAM UV2-100)
s*Freze-dryer (Christ-Alfa 2-4 Model)

s+*Scanning Electron Microscope (SEM) (Jeol, Jsm-6060LV)
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3.2. Hidrojellerin Hazirlanmasi

Cizelge 3.1 de sunulan oranlarda K-AAm-SA iceren yari-IPN tipi hidrojeller
radikalik  polimerlestirme yoluyla hazirlandi [121,135,136]. Hidrojel
hazirlamadaki ilk basamakta 0,5g K 45,0 mL asetik asit/amonyum asetat
tamponunda (pH=4,0) c¢ozuldu (Bkz. Ek-1). Her jelde sabit miktarda
kullanilan 5,0 mL K ¢ozeltisine degisik miktarlarda AAm ve SA monomerleri
katildi. Capraz baglayici olarak her karisima 0,01 mL EGDMA ve
0,05g/0,05g Na,S,0s /(NH,).S,0s redoks baslatici cifti ilave edilerek karigim
hizlica tuplere aktarildi. 24 saat oda sartlarinda beklendikten sonra tepkime
sonunda silindir bloklar seklinde elde edilen hidrojeller cam tiupler kirilarak
disari cikarildi, 0,5 cm kalinhiginda diskler halinde kesilerek sabit tartima
gelinceye kadar 6nce havada, daha sonra 37,0 °C de etlvde 48 saat
kurutuldu [137].

Cizelge 3.1. Hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan maddelerin miktarlari

» drojelBi'e$e” K(g) x10% | AAM/SA (mol/mol) Yorum
KAAMSA-1 5 5/1 Saglam
KAAmMSA-2 5 4/2 Saglam
KAAmMSA-3 5 3/3 Saglam
KAAMSA-4 5 2/4 Jellesme olmadi
KAAMSA-5 5 1/5 Jellesme olmadi

P(AAm-ko-SA) - 3/3 Jellesme olmadi

3.3. Hidrojellerin Jellegsme Yiizdelerinin Gravimetrik Olarak Tayini

Bolum 3.2 de belirtilen sekilde hazirlanan hidrojeller sabit tartima gelene
kadar etlivde kurutulup ilk tartimlari alindiktan sonra (m,) 30,0 mL saf su
icine konularak ve su banyosu surekli tazelenerek 48 saat boyunca oda

sicakliginda bekletildi. Bu sure sonunda sudan c¢ikarilan hidrojeller tekrar



45

sabit tartima gelene kadar kurutuldu ve tartildi (m). Her bir hidrojelin jellesme

yuzdeleri Es. 3.1 kullanilarak hesaplandi [138].

M

Yo Jellegme= x 100 =317

Mo

3.4. Hidrojellerin Sisme Davraniglari

Bu boélimde hidrojellerin zaman, sicaklik ve pH a kargi sisme davranislarinin
incelenmesi anlatildi. Tum deneyler jellesmeye girmeyen bilesenlerinden

yikanarak arindirilmis Uger ornek uzerinden yurutulda.

3.4.1. Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisiminin incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi 37,0 °C de 24 saat sureyle
incelendi. Etlvde kurutulup sabit tartima getirilen disk seklindeki kuru
hidrojeller ilk tartimlari alindiktan sonra (w,), 30,0 mL Britton-Robinson (BR)
tamponu (bkz. Ek-2) (pH=7,4) iceren agzi kapali siselere konuldu. Belirli
zaman araliklarinda ortamdan alinan hidrojeller, yuzeyleri hafif bir sekilde
kagitla kurulanarak tartildi (w) ve tekrar sisme ortamina konuldu. Bu igleme
hidrojeller denge sisme degerine ulasincaya kadar devam edildi ve disklerin
kitlelerindeki degisimler kaydedildi. Her bir hidrojelin ylizde sisme (% S)
degeri Es. 3.2 kullanilarak hesaplandi [25,139].

% 5= ——— x 100 (3.2)
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3.4.2. Hidrojellerin sigme degerlerinin sicaklikla degisiminin

incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla degisimi pH=7,4 de 24 saat sureyle
incelendi. Etlvde sabit tartima getirilen disk seklindeki kuru hidrojeller
tartildiktan sonra (wp), 30,0 mL BR tampon c¢ozeltisi igeren agzi kapali
siselere konuldu. 20,0 °C-60,0 °C sicakliklar arasinda 10 ar derece farkl
sicakliklardaki tampon ortamlarinda 24 er saat bekletildikten sonra ¢ikarilan
jeller tGzerlerindeki fazla su kurulanarak tartildi (w). Hidrojellerin % $ degerleri
Es. 3.2 kullanilarak hesaplandi [140].

3.4.3. Hidrojellerin sigme degerlerinin pH ile degisiminin incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla degisimi 37,0 °C de 24 saat
sureyle incelendi. Etlvde kurutulup sabit tartima getirilmis olan disk
seklindeki hidrojeller tartilarak (wq) 30,0 ar mL pH=2,0; pH=4,0; pH=6,0;
pH=8,0; pH=10,0; pH=12,0 BR tampon c¢ozeltilerine konuldu. 37,0 °C
sicaklikta 24 saat bekletildikten sonra ortamdan ¢ikarildi, kurulandi ve tartildi
(w). Hidrojellerin % $ degerleri Es. 3.2 kullanilarak hesaplandi [8].

3.5. Lipaz immobilize Edilmis Hidrojel Uretimi

Sunulan calismada lipaz igeren hidrojelin vicudun yagh bolgelerindeki
etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu nedenle lipaz immobilizasyonu pH=7,4
de sisme verileri tatminkar olan ve her U¢ bileseni de iceren KAAMSA-2

hidrojeli icin ¢ farkli yontemle gerceklestirildi.

ik olarak, KAAMSA-2 hidrojeli 24 saat 25,0 mL pH=6,9 fosfat tamponunda
sigirildi ve bu ortamdan alinarak % 1,0 lik (1,0 g Lipaz/100,0 mL pH=6,9
fosfat tampon ¢ozeltisi) (Bkz. Ek-3) 20,0 mL lipaz ¢ozeltisine birakildi [142].
2 saat 25,0°C de oda kosullarinda bekletildikten sonra +4,0°C de 24 saat
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daha bekletildi. Daha sonra ¢ozeltiden ¢ikarilan hidrojel oda sicakliginda

kurumaya birakildi.

ikinci olarak, KAAmMSA-2 hidrojelinin CDI ile aktiflestirimesi saglandi
[20,141,142]. Once hidrojel 6rnek 24 saat 25,0 mL pH=6,9 fosfat
tamponunda sisirildi ve 20,0 mL CDI ¢ozeltisine (1,0 g CDI/100,0mL pH=6,9
fosfat tampon ¢ozeltisi) birakildi. 25,0 °C de 4 saat boyunca ¢alkalamali su
banyosunda daha sonra ise bir gece boyunca oda sartlarinda bekletildi. CDI
¢ozeltisinden alinan hidrojel 6rnekler 2 kez pH=6,9 fosfat tamponunda
yikandi. Boylece tepkimeye girmeyen karboksiller uzaklastirildi. CDI ile
aktiflestirilmis olan hidrojel érnekler % 1,0 lik (1,0 g Lipaz/100,0mL pH=6,9
fosfat tampon c¢oézeltisi) 20,0 mL lipaz ¢dzeltisine konuldu ve 2 saat oda
kosullarinda bekletildikten sonra +4,0 °C de 24 saat daha bekletildi. Daha
sonra ¢Ozeltiden cikarilan 6rnekler oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Uclincli olarak, 1,0 g lipaz hidrojel tretimi sirasinda dogrudan tiipe konuldu
ve 24 saat oda sartlarinda beklendikten sonra cam tupler kirilarak silindir
bloklar seklinde lipaz hapsedilmis hidrojeller disari ¢ikarldi. 1,0 cm
kalinhginda diskler halinde kesilip sabit tartima gelinceye kadar oda
kosullarinda kurutuldu. Jel disk basina ortalama 72,0 mg lipaz hapsedildigi
hesaplandi [143].

3.6. immobilize Hidrojelden Lipaz Saliminin Takibi

Lipaz derisimini tayin etmek icin 6nce lipazin fosfat tampon c¢ozeltisinin
(pH=7,4; 1250,0 pg/mL) (Bkz. Ek-4) 190-800 nm arasinda UV-
Spektrofotometresi ile tam spektrumu alindi ve $ekil 3.1. de sunuldu.
Maksimum absorbans Ama=206,0 nm de gozlendi. Daha sonra farkli
derisimlerdeki hazirlanan lipaz c¢oOzeltilerinin @ Anak=206,0 nm  deki

absorbanslari dlgllerek elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 3.2 de sunuldu.
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Sekil 3.1. 1250 ug/mL derigsimli lipaz ¢dzeltisinin 190-800 nm arasindaki
tam spektrumu.
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Sekil 3.2. Lipazin kalibrasyon dogrusu (Ay=206,0 nm, pH=7,4)
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Her G¢ yontemle de lipaz immobilize edilmis KAAMSA-2 hidrojel érnekler
37,0°C deki 60,0 mL pH=7,4 fosfat tampon ¢ozeltisine birakildi. Surekli
calkalanan ortamdan birer saat arayla 48 saat boyunca ornekler alinarak UV
sperktrofotometresinde A,4=206,0 nm de absorbanslari okundu ve bu

sekilde lipaz salimi takip edildi.

3.7. Lipaz Hapsedilmis KAAMSA-2 Hidrojelinin Aktivasyon Tayini

200,0 mL zeytinyagi icine 0,5 cm lik disk seklindeki lipaz yuklu hidrojel
konuldu. 1 saat sonra yagdan alinan 9,0 mL numune 15,0 mL %12,0 lik
(m/V) arabik gum c¢ozeltisiyle mekanik karigtirici yardimiyla karistirildi ve
emulsiyon olusmasi saglandi. Olusan emdilsiyon 0,01 M NaOH c¢ozeltisiyle
titre edildi ve harcanan baz miktarindan ortamdaki serbest yag asitleri
derisimi hesaplandi. Bu iglem c¢esitli zamanlarda tekrarlanarak lipazin yag
molekullerine etkisi takip edildi. Kontrol olarak jel disk igcermeyen bos

zeytinyagina da ayni iglemler uygulandi [144,145]

3.8. Hidrojellerin SEM incelemeleri

K-AAm-SA igeren yari-IPN tipi hidrojellerinin kuru ve sismis hallerinin
morfolojik Ozellikleri, SEM ile c¢ekilen ylzey ve Kkesit fotograflarindan
belirlendi. Sismis hidrojellerin gdzenek yapisinin gozlenebilmesi igin érnekler
once —20 °C deki bir derin dondurucuda 24 saat bekletildi ve daha sonra — 85
°C daki bir freeze-dryer da 1 hafta tutuldu. Tim Ornekler ylzeylerinin iletken
hale getirilmesi igin 200 A° kalinhdginda altin ile kaplandi ve SEM incelemeleri

gerceklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE YORUM

Bu bolimde deneysel kisimda agiklanan yontemlerin uygulamalarindan elde

edilen sonuglar yorumlari ile beraber alt bagliklar halinde sunulmustur.

4.1. Hidrojel Olugsumu

Uretilen hidrojellere ait olasi bir tepkime Sekil 4.1 de sunulmustur. Bu
tepkimede AAm ve SA nin, amonyum persilfat/sodyummetabislfit
baglaticilari ve EGDMA c¢apraz baglayicisi esliginde kopolimerlestigi
Onerilmektedir [146].
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Sekil 4.1. AAm ve SA ya ait kopolimerlesme tepkimesi
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K nin yari-IPN tipi hidrojelde misafir polimer olarak yer aldigi diastnulen
orneklerimizde, K ile ev sahibi kopolimer ag yapi arasinda olasi H-baglari da
s6z konusu olabilir. Bu duruma ait bir énerme $ekil 4.2 de sunulmustur
[137,147].
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Sekil 4.2. K ile SA-AAm kopolimeri arasinda olustugu varsayilan H-baglari
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4.2. Hidrojellerin Jellegsme Yiizdeleri

KAAmMSA hidrojellerinin jellesme ylUzdeleri Bolim 3.3 de anlatildigi sekilde
incelenmis ve sonugclar Cizelge 4.1 de verilmistir. En yUksek jellesme yuzdesi
KAAMSA-1 hidrojelinde, en disik jellesme vyuzdesi ise KAAmMSA-3
hidrojelinde gozlenmistir. Jellesme ylzdelerinin genel olarak duguk olmasi
EGDMA c¢apraz baglayicisinin AAm igin ¢ok uygun bir gcapraz baglayici
olmamasiyla agiklanabilir. Jellesme ylzdelerinin yapiya SA ilave edilmesiyle

dustugu saptanmistir.

Cizelge 4.1. Hidrojellerin % jellesme oranlari

Hidrojel % Jellesme
KAAMSA-1 65 +1,2
KAAMSA-2 58 +1,4
KAAMSA-3 52 1,5

4.3. Hidrojellerin Sisme Davraniglari

Bu bolumde, Bolum 3.4 de anlatildigi sekilde yurutulen sisme testlerinin

sonuglari alt basliklar halinde sunulmustur.

4.3.1. Hidrojellerin sigsme degerlerinin zamanla degisimi

KAAMSA hidrojellerinin sisme ylUzdelerinin zamanla degisimi Bolum 3.4.1 de
anlatildigi sekilde incelenmis, sonuglar Ek-5 de verilmis ayrica Sekil 4.3 deki

grafikte sunulmustur.

Sonuglardan gorulecegi gibi, tim hidrojeller ilk saatlerde hizli sismis, sisme
on saat civarinda yavaslamis ve 24 saatten sonra sabit kalmistir. % $

degerinin sabit kaldigl bu sure daha sonra yapilan deneylerde denge sisme
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suresi olarak kullaniimigtir. Gozlenen sisme degerlerinin % 200 ile % 400
arasinda degistigi ve bu degerlerin benzer yapida hazirlanmis diger

hidrojellere gore oldukga yuksek oldugu literatirden belirlenmistir [24].

En ylksek sisme KAAmMSA-1 hidrojelinde, en dusik sisme ise KAAMSA-3
hidrojelinde gozlenmistir.

600

KAAmMSA-3
KAAmMSA-2
—0— KAAMSA-1

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Zaman (Saat)

Sekil 4.3. Hidrojellerin ortalama % S degerlerinin zamanla degisimi
(37,0 °C, pH=7,4)

Hidrojel igindeki iyonlasabilen monomerin derisimi arttikga sisme yuzdesinin
de artmasi beklenir [16,148]. Yapida ne kadar ¢ok iyonik grup varsa, zincir igi
ve zincirler arasi yuk yogunlugu o oranda artacak ve bundan dolayi itmeler
etkin hale gelecek, fazla sisme go6zlenecektir [26,49]. Bu sebeple KAAMSA
jel orneklerinde SA miktarinin artmasiyla sisme degerlerinin ylkselmesi
beklenmistir. Cunku karboksilli asit grubu iceren SA nin hidrofilik 6zelligi AAm

e gore daha fazladir ve SA da bulunan iki adet karboksilli asit grubunun su
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cekisini arttirmasi beklenir. Ancak Cizelge 4.1 de verildigi gibi, SA ilavesi
jellesme yuzdelerini dusurmus, bu da sisme degerlerini olumsuz yonde
etkilemistir. Bu durum iki yonden agciklanabilir: Kullanilan SA miktarlari
literatlr degerlerinin bir miktar Ustindedir. SA gibi iyonik jel olusumunu
saglayan monomerlerin yapida bulunma miktarlarinin arttiriimasi ile sisme
degerlerinin 6nce arttigi daha sonra dustugu diger ¢alismalarda gosterilmigtir
[149]. Bunun sebebi, SA miktarinin artmasinin, iyonlasmayi zorlastirmasi ve
giderek hidrofobik etkilerin baskin hale gelmesidir. Ote yandan SA miktari
artttkca diger monomer ve polimerlerin yaplya girmesi ve dolayisiyla
jellesmesi de azalmigtir. Buna kargin tum hidrojellerin oldukga saglam ve

kararli bir yapida olmalari kullanilabilirlikleri agisindan olumlu bir durumdur.

4.3.2. Hidrojellerin sigsme degerlerinin sicaklikla degisimi

KAAmMSA hidrojellerinin % $ degerlerinin sicaklkla degisimi Bolum 3.4.2 de
anlatildigi sekilde incelenmis, sonuglar Ek-6 da verilmis ayrica Sekil 4.4 deki

grafikte sunulmustur.

Sonuglardan goruleceg@i gibi, tum hidrojeller 20,0 °C den itibaren, sicaklik
artigi ile sisme degerlerini arttirmistir. Bu durum sicaklik artisi ile polimer
molekullerinin termal hareketliliklerinin artigsina baglanabilir [150]. Ayrica
kullanilan tum vyapilarin sicaklikla buzulme gostermeyen, sisme gOsteren
Ozellige sahip oldugu bilinmektedir. Boylece elde edilen bu sonucun literature

uygun oldugu sdylenebilir.

Bu durum ayrica AAm, SA ve K arasinda gergeklesme ihtimali bulunan H-
baglari ile de agiklanabilir. AA-AAm den hazirlanan hidrojellerin sicaklk
artigi ile sisme degerlerinin artisi H-baglarinin kirllmasi ile agiklanmaktadir.
Literatirde bu duruma ait verilen bir olasi tepkime asagida sunulmustur
[151].
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Bu mekanizma incelendiginde kendi hidrojellerimizde olasi H-baglarinin
sicaklik artigi ile kinldigint ve boylece sisme yuzdelerinin arttigini

sOylememiz mumkundur.

~CH -fT‘H-CH.-tlH-CH -f|c.~+:- ~CH -(|3H-uH_-f|JH-—CH -TH- PAA
oﬁc\o DJC\G nfc\o D’;C\OH E}{F\OH A
| _ . T>UKES
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L || —
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1 I | | I | PAAm
_CHJ_CH—CHJ-CH-CH:-‘CH_ —C H:—C H_cH:_CH-CH:\”CH—
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0 I I I I

10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)

Sekil 4.4. Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin sicaklikla degisimi

(pH=7,4, 24 saat)
Sicaklik degisimi en az KAAMSA-3 hidrojelini etkilemistir. Diger bir degisle
SA miktari arttikga sicaklik karsisinda sisme degerleri daha dusuk kalmigtir.

Bu durum jellesme oraninin dusik olmasina baglanabilir. KAAMSA-1
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hidrojelinin 20,0°C ile 50,0°C arasinda sisme yuzde degerini iki kat civarinda
arttig1 gozlendiginden bu hidrojel basta olmak Uzere tum hidrojellerin sicaklik

degisimleri karsisinda belli bir tepki verdikleri sdylenebilir.

4.3.3. Hidrojellerin sigsme degerlerinin pH ile degigimi

KAAMSA hidrojellerinin sisme yuzdelerinin pH ile dedisimi Bolum 3.4.3 de
anlatildigi sekilde incelenmis, sonuglar Ek-7 de verilmis ayrica Sekil 4.5 deki

grafikte sunulmustur.

Sonuglardan gorulecegi gibi, tim hidrojellerin pH artisiyla sisme degerleri
¢cok fazla yukselmemistir. AAm iceren hidrojellerin pH degisimlerine fazla
duyarli olmadiklari bilinmektedir [152]. Ancak diprotik bir asit olan SA
ilavesinin pH duyarlihgini arttirmasi beklenir (pKa1=6,17) [153].

iyonik grup iceren jeller farkli pH larda farkl sisme degerleri géstermektedir.
iyonik hidrojellerde jel tizerindeki yiik yogunlugunun artmasi ile jellerin sisme
kapasiteleri de artmaktadir. Ag yapi zincirleri Uzerindeki iyonik gruplar
arasindaki elektrostatik itme ve hidrojel icindeki ve digindaki hareketli
iyonlarin derisim farklilhklari ozmotik basinci etkileyerek jellerin sisme
derecelerini arttirmaktadir [149,154]. Jelin yUk yogunlugundaki artis ag yapi
zincirlerinin daha ¢ok gerilmesine boylece sisme kapasitesinin artmasina
neden olmaktadir [155,156].

Sunulan ¢alismada elde edilen veriler incelendiginde SA ilavesinin artmasi
ile sisme degerlerinin dustiglint gostermektedir. Bu ters durum SA
ilavesinin jellesme yulzdelerini dusurmesi ile aciklanabilir. Ayrica SA
miktarinin belirli bir oranin Uzerinde artmasi ile iyonlagsmanin dustugu ve

baglantili olarak sisme degerinin azalacag literattrde verilmektedir [149].
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Sekil 4.5. Hidrojellerin ortalama % $ deg@erlerinin pH ile degisimi
(37,0°C, 24 saat)

4.4. KAAMSA-2 Hidrojeline immobilize Edilmis Lipazin Salimi

KAAMSA-2 hidrojeline lipaz immobilizasyonu Bolim 3.5 de anlatildigi gibi tg¢

yontemle gergeklestirilmigtir:

s*Adsorpsiyon
++CDl ile aktiflestiriimis uclara kovalent baglanma

»*Hapsetme

Asagidaki alt baglklarda bu ydontemle immobilize edilen lipazin salim deney

sonuglari yorumlari ile birlikte sunulmustur.
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4.41. Adsorbe ve kovalent bagh lipazin KAAmMSA-2 hidrojellerinden

salimi

KAAMSA-2 hidrojelinden immobilize lipaz salimi Bélim 3.5 de anlatildigi
sekilde incelenmis sonuclar Ek-8 de verilmis ayrica Sekil 4.8 deki grafikte

sunulmustur

Sonuglardan anlasilacagi gibi adsorpsiyonla immobilize edilen hidrojelden
lipaz salimi, CDI ile aktiflestirilerek lipaz immobilize edilen hidrojele goére
daha fazla olmustur. Yapilan on testlerden, 200,0 mg lipaz igeren ¢ozeltide,
26 saat bekletilen hidrojellerden CDI ile aktiflestiriimis olanin ortalama 90,0
mg, lipaz immobilize ettigi ve yaklagik olarak bunun 55,0 mg ni saldigi,
adsorbe edilenin ise ortalama 60,0 mg lipaz immobilize ettigi ve yaklasik

olarak 35,0 mg lipaz saldigi hesaplanmistir.

KAAMSA-2 hidrojelinin CDI ile olasi aktiflestiriime mekanizmalari Sekil 4.6,
Sekil 4.7 de gdsterilmektedir [20,141]:

!

I
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|
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R
I
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: 2
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I
Rl

Sekil 4.6. KAAMSA-2 hidrojelinin CDI ile olasi aktiflestiriime mekanizmasi
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Sekil 4.7. KAAMSA-2 hidrojelinin CDI ile olasi aktiflestiriime mekanizmasi
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Adsorbe lipaz igceren hidrojelden lipaz salimi daha fazla olmustur. Cunku

enzim ve hidrojel arasindaki etkilesim adsorpsiyona dayali oldugundan

hidrojelin enzimi salmasi daha kolay olmus ve bunun sonucunda da salim

grafiginde daha ust sirada yer almistir. CDI ile aktiflestirilen hidrojele lipaz

immobilizasyonun kovalent baglanma ile gercgeklestigi 6ngorilmektedir. Bu

hidrojelin enzimi daha siki tutmasi sonucu enzim salimi daha zor olmus ve

bunun sonucunda da hidrojelden immobilize lipaz salimi daha dusuk

olmustur.
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Sekil 4.8. KAAMSA hidrojellerinden zamana karsi toplam lipaz salim grafigi
(37,0 °C, pH=7,4)

4.4.2. Hapsedilmis lipazin KAAmMSA-2 hidrojelinden salimi

KAAMSA-2 hidrojelinden lipaz serbestlesmesi calismasi Bolim 3.6 da
anlatildigr sekilde yuratilmus. % Salim degerleri Ek-9 da sunularak Sekil 4.9

da grafige alinmistir.

Salim grafiginden gorulecegi gibi lipaz serbestlesmesi ilk saatlerde hizla
gercekleserek 10 saat civarinda hemen hemen % 100 salima yaklagiimigtir.
Bu durum sisme degerleri incelendiginde beklenen bir sonugtur. KAAMSA-2
hidrojeli sismesini 10 saat civarinda tamamlayan saglam vyapida bir
hidrojeldir. Lipaz serbestlesmesi sismeye bagl olarak dusunuldaginde

benzer profilin elde edildigi gorullr.
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Sekil 4.9. KAAMSA-2 hidrojelinden hapsedilmig lipazin zamana kargi salim
grafigi (37,0 °C, pH=7,4)

Lipaz serbestlesmesine ait kinetik verilere geg¢mek igin Ek-10
olusturulmustur. Es. 2.1. den yararlanilarak In(My/M..)-Int grafigi ¢izilmis ve
buradan k ve n parametreleri bulunmustur [156]. Sekil 4.10 dan k=3,13 x 10™
ve n=1,36 olarak hesaplanmistir. n>1 oldugu i¢in lipaz salim mekanizmasinin
super durum Il mekanizmasina uydugu gorulmustur. Deneysel ortam olan
pH=7,4 de KAAMSA-2 hidrojeli igindeki SA nin karboksil gruplari iyonlasmis
bu da ortamdaki iyon derisimini ve dolayisiyla da osmatik sisme basincini
artirmigtir. Ayrica hidrojelde makro molekul zincirleri boyunca olusan
karboksilat gruplari arasindaki elektrostatik itmede zincir gevsemesine neden
olmustur. Bu iki faktdérden dolayi lipaz salim davranisinin stper durum |lI

mekanizmasina uydugunu sodyleyebiliriz [32,149,153].
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Sekil 4.10. KAAMSA-2 hidrojelinden hapsedilmis lipazin zamana karsi
serbestlesme kinetigi

4.5. Lipaz Hapsedilmis KAAmMSA-2 Hidrojelinin Zeytin Yag: Aktivasyon
Tayini

Lipaz hapsedilmis KAAMSA-2 hidrojelinin zeytinyagi aktivasyon tayini Bolum
3.7 de anlatildigi sekilde yurutilmas, zamanla harcanan NaOH miktari
asagidaki Cizelge 4.2. de sunulmustur. Lipaz, zeytinyadini (trigliseridlerdeki
ester baglarini) hayvansal yaglarda oldugu gibi, serbest yag asitleri ve
gliserine hidroliz eder [157]. Ortaya ¢ikan bu yag asitlerinin de NaOH ile

tepkime vermesi beklenir. Olasi tepkimeler Sekil 4.11 de verilmistir.
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R
|
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|
R—C—OH 4+ NaOH ——» R—C—0ONa* + Hy0

Sekil 4.11. Lipazin zeytinyagini hidroliz tepkimesi

Cizelge 4.2. Zamana karsl harcanan NaOH miktari

Zaman (Saat) Titrasyonda harcanan NaOH (mol)
1 0,143
3 0,148
7 0,155
10 0,160
24 0,175
26 0,192
30 0,188
32 0,199

Cizelge 4.2 incelendiginde, yag ile temas eden lipaz hapsedilmis hidrojelin,
zaman i¢inde yagin hidrolizlenmesine katkida bulundugu goruldr.
Karsilastirma yapmak Uzere ayni zeytinyadi orneginin c¢esitli zamanlarda

NaOH ile titrasyonu yapilmis ve harcanan NaOH miktarinin 0,146 mol
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civarinda kaldigi belirlenmigtir. BoOylece zeytinyagdi igerisinde mevcut

olabilecek serbest yag asitlerinin deney sonucuna etkisi ortadan kaldiriimistir.

Sonug olarak, lipaz hapsedilmis hidrojelin, yag ortaminda belirli bir aktivite
gOsterdigi soylenebilir. Ancak bu etkilesim, s6z konusu hidrojelden lipaz
salimi ¢ok ¢abuk oldugundan oldukga hizli gergeklesmistir. Dolayisi ile lipaz
iceren bu hidrojelin belli bir bdlgeye yerlestirilerek uzun siurede yag
parcalamaya yonelik kullaniminin uygun olmayacagi sdylenebilir. Bu amag
dogrultusunda sisme ve lipaz salimi daha yavas malzemelerin hazirlanmasi
daha basarili sonuglar verecektir. Deneysel verilerden, hazirlanan bu
sistemin, lipaz hapsetmek ve yagl ortamda tepkime olusturmak konusunda

netice verdigi sonucuna ulagiimistir.

4.6. Hidrojellerin SEM Analizleri

KAAMSA-1 KAAMSA-2 ve KAAMSA-3 o6rneklerinin SEM fotograflari Bolim
3.8 de anlatildigi sekilde gergeklestiriimis ve elde edilen fotograflar Resim 4.1
de ve Resim 4.2 de sunulmustur.

Hidrojellerin SEM fotograflari incelendiginde, i1slak ve kuru jeller arasindaki
morfolojik yapi farkliliklari agikga gortlmektedir. Bu hidrojeller arasinda en
cok sisen KAAmMSA-1 hidrojelinin diger hidrojellere gére daha buyuk
gozenekli oldugu goérilmektedir. KAAMSA-2 hidrojelinin gozenek sayisinin
daha fazla fakat daha kuguk oldugu, bunun sonucunda da beklendigi gibi
KAAMSA-1 hidrojeli en ¢ok sisme gosteren hidrojel oldugu saptanmistir.
KAAmMSA-3 hidrojelinin yluzeyinde krater gibi olusumlarin yaninda az sayida

g6zenekler bulunmustur.
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Kuru KAAMSA-2 Sismis KAAMSA-2

Kuru KAAmMSA-3

Resim 4.1. Hidrojellerin kuru ve islak yuzey fotograflari



Lipaz yukli KAAMSA-2

Lipaz yukli KAAMSA-2
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Resim 4.2. Lipaz yuklu hidrojellerin yluzey fotograflari
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5. SONUCLAR

«*Sunulan ¢alismada amonyum persulfat/'sodyummetabisulfit baglaticisi ve
etilen glikol dimetakrilat ¢apraz baglayicisi esliginde, serbest radikal
polimerlesme teknidi ile farkli oranlarda AAmM/SA iceren yari-IPN tipi 4 tur
hidrojel uretilmigtir. Yari-IPN hidrojellerin ylzde jellesme degerleri gravimetrik
yontemle belirlenmistir. SA nin jel yapidaki miktarinin artmasinin % jellesme
degderlerini azalttigi gézlenmistir. En ylksek % jellesme dederi KAAMSA-1
hidrojeli icin ve en dusuk % jellesme dederi KAAmMSA-3 hidrojeli i¢in elde

edilmistir.

< Uretilen hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi incelenmis, en
yuksek sisme degeri KAAmSA-1 hidrojeli i¢in yaklasik olarak % 400; en
dusuk sisme degeri KAAMSA-3 hidrojeli i¢in yaklasik % 250 olarak elde

edilmistir.

«*Hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla degisimi incelenmis ve sicaklik
artinldikga tum hidrojellerin %S degerlerinin de arttigi gorulmastir. En
yuksek sisme degeri KAAMSA-1 hidrojeli icin yaklasik % 550; en dusuk
sisme degeri KAAMSA-3 hidrojeli igin yaklasik % 300 olarak gézlenmigtir.

ssHidrojellerin sisme degerlerinin pH ile degisimi incelenmis ve tum
hidrojellerin %S degerlerinin pH ile once arttigi ve daha sonra fazla
degismedigi saptanmigtir. En ylksek sisme degeri KAAMSA-1 hidrojeli igin
yaklasik % 600; en dusuk sisme degeri KAAMSA-3 hidrojeli igin yaklasik %
300 olarak elde edilmigtir.

s Sisme davranigi optimum kosullari saglayan KAAMSA-2 hidrojeline lipaz
hapsetme islemi gerceklestiriimis ve bu hidrojelden lipaz salimi UV
spektrofotometresi ile takip edilmistir. Hidrojelden lipaz salimi ilk 6 saat icinde

hizla gerceklesmis ve daha sonra yavaslayarak sabit bir degere ulagmistir.
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s Sisme davranigi en uygun kosullari saglayan KAAMSA-2 hidrojeline lipaz
immobilizasyonu CDI ile aktive ederek ve aktive etmeden iki farkli yontemle
gergeklestiriimistir. % salim degerleri incelendiginde CDI ile aktiflestiriimeden
immobilize edilen hidrojelden lipaz salimi, CDI ile aktiflestirilerek lipaz

immobilize edilen hidrojele gére daha fazla olmustur.

ssLipaz hapsedilmis hidrojelden salim kinetigi incelenmis; In(M¢{/M..)—Int
grafigi gizilmis ve buradan k=3,13 x 10* ve n=1,36 degerleri hesaplanmistir.

Diflzyon mekanizmasinin siper durum Il difizyonuna uydugu belirlenmistir.

ssLipaz immobilize edilmis hidrojellerin aktivasyonlarini takip etmek igin
zeytinyagi ile etkilesimleri incelenmigtir. Lipaz hapsedilmis hidrojelin, yag

ortaminda belirli bir aktivite gosterdigi sOylenebilir.

ssHazirlanan hidrojellerin SEM fotograflari ¢ekilmis ve bu hidrojeller arasinda
en az sisme degerine sahip olan KAAMSA-3 hidrojelinin diger hidrojellere

goOre daha az gozenekli oldugu saptanmigtir.

ssLipaz immobilize edilmis hidrojelden lipaz salimi olduk¢ga hizli
gerceklesmistir. Dolayisi ile lipaz igeren bu hidrojelin amaclandigi sekilde
vicut igerisinde implant seklinde kullaniimasi yerine daha kisa sureli

kullanimlara daha uygun oldugu gorulmustur.
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EK-1 Asetik asit/Amonyum asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,861 g Amonyum asetat 3,68 mL Asetik asit ile karistirihp saf su ile 250,0

mL ye tamamlandi. Bu iglem ile pH 4,0 olan tampon ¢dzelti hazirlandi.

Tum ayarlamalar pH metre egliginde yuratuldu
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EK-2 pH=2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; Britton—Robinson tampon(BRT)

¢cozeltilerinin hazirlanmasi

2,3 mL asetik asit, 2,7 mL %85 lik fosforik asit ve 2,5 g Borik asit karistirilip
saf su ile 1L ye tamamlandi. Bu islem ile pH yaklasik 2,5 olan tampon ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltinin pH=2,0 oluncaya kadar ayarlama derisik
HCl ile yapild1.

pH=2,0 ¢ozeltisinden yeterli miktarlarda alinarak ve ayarlama i¢in 2,0 M
NaOH c¢ozeltisi kullanilarak pH=4,0, pH=6,0, pH=8,0, pH=10,0 ve pH=12,0

tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

Tum ayarlamalar pH metre esliginde yuratulda.



85

EK-3 pH=6,9 fosfat tamponunun hazirlanmasi

7,80 g NaH,P0O4.2H,0, 30,5 mL 1M NaOH ¢ozeltisi karistirilip saf su ile 1L
ye tamamlandi. Bu islem ile pH yaklasik 7,0 olan tampon ¢o6zelti hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢dzeltinin pH=6,9 oluncaya kadar ayarlama 1M NaOH ¢dzeltisi

ile yapildi

Tum ayarlamalar pH metre egliginde yuratulda
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EK-4 pH=7 4 fosfat tamponunun hazirlanmasi

15,60 g NaH;P0O4.2H,0, 61 mL 1M NaOH ¢ozeltisi karistirihp saf su ile 1L ye
tamamlandi. Bu iglem ile pH yaklasik 7,0 olan tampon ¢oézelti hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢dzeltinin pH=7,4 oluncaya kadar ayarlama 1M NaOH ¢dzeltisi

ile yapildi.

Tum ayarlamalar pH metre egliginde yuratulda



EK-5 Hidrojellerin zamana kargi ortalama % $ degerleri

Cizelge 5.1. Hidrojellerin zamana kargi ortalama % $ degerleri

(37,0°C, pH=7,4)

Sire(saat) Hidrojel KAAMSA-1 KAAMSA-2 | KAAMSA-3
1 9310.8 7451 1 85+1,3
2 143112 102412 12310,6
3 17413 13720,5 14710,9
4 202¢15 16710,3 164%0,8
5 227407 188+0,7 177212
6 25505 21241,2 193+1,6
7 277414 230415 201%1,3
8 30520,9 250%0,8 204+1,6
9 318+1,7 270%0,5 213+1,4
10 33512 2820,9 215+1,2
11 34713 29307 2201 1
12 35916 31214 2231 1
13 36410.6 317¢1,9 20518
14 369:0.9 32307 225104
15 375:0.8 32513 22707
16 377415 32707 228+0,6
17 38011 33020,9 232107
18 388+1,1 33214 23718
19 390+1,7 3351 1 23916
20 392108 33513 24015
21 39310,6 33515 24015
22 398+0,9 334107 240+1,4
23 400+1,1 333109 241%1,2
24 402¢1,2 335:0,5 240%0,9
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EK-6.Hidrojellerin sicakliga kargi ortalama % $ degerleri

Cizelge 6.1. Hidrojellerin sicakliga karsi ortalama % $ degerleri
(t=24 saat, pH=7,4)

Bilesen KAAmMSA-1 KAAmMSA-2 KAAmMSA-3
Sicaklik (°C)
20 32040,7 228+1,2 206+0,8
30 334+0,8 245+1,3 228+0,9
37 402412 335+1,4 24041,2
40 393+1,4 338+0,9 236+1,5
50 459+1,5 360+0,8 264+0,9
60 546+1,1 324+0,9 304111
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EK-7 Hidrojellerin pH ya kargi ortalama % $ degerleri

Cizelge 7.1. Hidrojellerin pH ya kargi ortalama % $ degerleri
(t=24 saat, T=37,0°C)

Hidrojel

oH KAAMSA-1 KAAMSA-2 KAAMSA-3
2,0 3260,8 239+0,6 17541,4
4,0 34041,2 265+0,7 196+1,8
6,0 359+1,4 282+1,3 19509
74 402+0,7 335+1,2 240+1,8
8,0 393+0,6 3301,5 245:0,8
10,0 454411 328+0,9 258+0,6
12,0 557+1,3 332+0,6 264+1,2
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EK-8 KAAMSA-2 hidrojelinin zamana karsi lipaz salim degerleri

Cizelge 8.1. KAAMSA-2 hidrojelinin zamana kargi lipaz salim degerleri

Zaman (saat) Adsorbe ederek CDl ile aktive ederek
1 400 50
2 548 110
3 600 175
4 650 240
S 698 290
6 720 350
7 750 370
8 770 410
9 800 430
10 820 455
" 830 470
12 850 490
13 860 500
14 862 510
15 875 515
16 880 520
17 890 525
18 900 530
19 901 540
20 901 540
21 905 545
22 910 550
23 910 550
24 910 550
28 920 566
33 940 580
34 940 580
35 940 580
36 940 580
40 950 590
48 950 600




EK-9 KAAMSA-2 hidrojelinden hapsedilmis lipazin zamana karsi salim

degerleri

Cizelge 9.1. KAAmSA-2 hidrojelinden hapsedilmis lipazin zamana karsi
salim degerleri (T=37,0°C; pH=7,4; M =72 000 pg )

Zaman (Dakika) M (ug) % Lipaz Salimi
60 5220 7
120 17850 25
180 28560 40
240 40680 57
300 51000 71
360 61380 86
480 64080 90
600 64500 90
720 66500 93
960 68000 95

1080 68500 96
1200 69000 97
1320 69500 97
1440 71400 100
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EK-10 KAAMSA-2 hidrojelinden hapsedilmis lipazin zamana karsi lipaz

serbestlesme kinetiginin degerleri

Cizelge 10.1. KAAmMSA-2 hidrojelinden hapsedilmis lipazin zamana

karsi lipaz serbestlesme kinetiginin degerleri

Zaman (Dakika) Int In(M¢M..)
60 4,09 -2,616
120 4,79 -1,386
180 5,19 -0,916
240 5,48 -0,543
300 5,70 -0,336
360 5,89 -0,151
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