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Arastirma Makalesi

OZET
Makale Tarihgesi: Bu calismada, polivinil alkol (PVA) ve kitosan temelli; kimyasal olarak
Eggjlt?;?ﬁ|%)ig7122gzzll capraz baglanmig hidrojeller tiretilmistir. Kitosan, biyolojik olarak uyumlu,
Online Yayl'nla'nm'a: 15.12.2021 toksik olmayan ve dogal bir polimerdir. PVA, suda ¢oziinebilen, toksik

olmayan ve biyolojik olarak bozunur bir sentetik polimerdir. Hidrojellerin
mekanik ozelliklerini ve biyouyumluluk o&zelliklerini gelistirmek igin;
kitosan ve PVA polimerlerleri birlikte kullanilmistir. Capraz baglayict ve

Anahtar Kelimeler:

E\i/téan capraz baglayict miktarimin degisikligi sentez parametreleri olarak
Genipin calistlmistir. Kimyasal capraz baglayicilarin (genipin ve gluteraldehit)
Gluteraldehit hidrojelin karakterizasyonu iizerine etkisi analiz edilmistir. Kimyasal yap1 ve
Rodamin B gozenek morfolojisi, Fourier transform infrared spektroskopi (FTIR) ve

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile gosterilmistir. Hidrojellerin sigsme
orani belirlenmis gorsel olarak sunulmustur. Bu caligmalara ek olarak,
rodamin B model ilag kullanilarak, hidrojellerin salim mekanizmasi
aragtirilmistir.

Investigation of the Crosslinker Effect on the Drug Release Mechanism of PVA/Chitosan
Biomaterials

Research Article ABSTRACT

Article History: The present study aims to produce different crosslinked hydrogels based on
ii‘éig’tgg; éﬁ'%ggﬁ poly vinyl alcohol (PVA) and chitosan. Chitosan is a biocompatible, non-
Published online: 15.12.2021 toxic and natural polymer and attracted considerable interest in a wide range

of biomedical and pharmaceutical applications. PVA is a water soluable, non-
toxic, flexible and biodegradable synthetic polymer. In order to improve

K ds: . . . A .

p\e,y,xvor ° mechanical properties and biocompatibility of scaffolds; chitosan and PVA
Chitosan polymers were used. PVA to chitosan weight ratio and concentration of the
Genipin crosslinking agent were studied as synthesis parameters. Effect of chemical

Gluteraldehyde

Rhodamire B crosslinkers (genipin and sulfiric acid) on the hydrogel properties were

analysed. Chemical structure and pore morphology were demonstrated by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and Scanning electron
microscopy (SEM). Swelling ratio and degradation profile of the scaffolds
were also determined. In addition to this, drug (Rhodamine B) release models
from hydrogels were investigated.
To Cite: Ceylan S. PVA/Kitosan Biyomalzemelerin Ilag Salim Mekanizmasinda Capraz Baglayic1 Etkisinin Incelenmesi.
Osmaniye Korkut ~ Ata  Universitesi Fen Bilimleri Enstitlist Dergisi 2021;  4(3):  422-430.
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Giris

Biyomalzemeler, dokularin islevlerini yerine getirmek veya iyilestirmek amaciyla canli viicudunda
kullanilan dogal ya da sentetik malzemelerdir (Yapar, 2009). Etken Madde Salim sistemlerinde de
kullanilan biyomalzemeler, diyabet, kanser, gbz tansiyonu gibi siirekli ilag kullanimini gerektiren
hastaliklar igin umut verici olmaktadir (Akman, 2007). Bu temel soruna odaklanan kontrolll ilag
salimi uygulamalarinda amag; ilacin viicut igerisindeki hedefini, yayilimini, zamanlamasini veya
dozunu kontrol etmektir. Ilaglarin viicutta etkili oldugu miktar araligi degismektedir. Etkili miktardan
fazla veya az kullanim yan etkilere sebep olabilir. Bu nedenle klasik yaklasimin aksine, kontrollii ilag
salimi sayesinde viicuttaki ilag miktar1 bu etkin alanda daha hassas bir bi¢imde tutularak tedavi
olasilig1 arttirilirken, ila¢ tasarrufu da saglanabilmektedir (Kurtoglu ve Karatag, 2009). Ayrica
kontrollii ilag salim sistemleri sayesinde ilacin viicutta belirli bir bolgede etki gostermesi
hedeflenmektedir. Bu yilizden, doku miihendisligi yaklasimi ile iiretilmis kontrollii ilag salimi
uygulamalarinda kullanilan biyomalzemeler ile ilgili ¢aligmalar son yillarda artis gostermistir (Bodde
ve ark., 2008; Akdemir, 2009; Liu ve ark., 2014; Mahor ve ark., 2016).

Bu uygulamalarda kullanilan dogal polimerler, biyolojik olarak iiretilen ve benzersiz islevsel
Ozelliklere sahip olan polimerlerdir. Proteinler (6rnegin kollajen, jelatin, elastin, aktin, vb),
polisakkaritler (seliiloz, nisasta, dekstran, kitin, vb) ve poliniikleotidler (DNA ve RNA) baslica dogal
polimerlerdir. Yasayan organizmalarin karmasik yapilarindan dolayi iiretim maliyetlerinin yiiksek
olusu ve yeterince biiyiilk Olceklerde {iretilememeleri, bu polimerlerle ilgili karsilasilan baslica
sorunlardandir. Dogal polimerler, sahip olduklari islevsel Ozellikler nedeniyle degisik kullanim
alanlaria sahipler. Kalinlastirici, jel yapici, baglayici, dagitma ajani, kayganlastirici, yapistirict ve
biyomalzeme olarak kullanilabilmektedirler (Mavis ve Karakecili, 2007; Akdemir, 2009).

Dogal polimerler, biyomalzeme alanimin vazgecilmez kaynaklaridir. Biyolojik ortamdaki makro
molekiillerin benzeri veya aynist olduklarindan, canli viicuduyla temas ettiklerinde toksik etki
gosterme, enfeksiyona sebep olma, gibi istenmeyen reaksiyonlara sebep olmazlar. Ancak, elde
edildikleri kaynaga bagh olarak bilesimlerinin degismesi, yiiksek sicakliklarda bozunmalar1 ve bu
nedenle sekillendirilmelerindeki giicliikk ve tiim bunlarin 6tesinde immiinojenik olmalar1 (bagisiklik
tepkisine yol agmalar1) 6nemli dezavantajlaridir. Enzim varliginda yapilarmin bozunmasi, yani
biyobozunur olmalari ise gegici uygulamalarda kullanilan biyomalzemeler agisindan avantajdir.
Sentetik polimerler ise dzellikle ortopedik cerrahide fiksasyon ve dikis materyali formlarinda giivenle
ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Kikirdak doku miihendisliginde de hiicrelerin yerlestirildigi ti¢
boyutlu iskeleti olusturmak icin c¢ok degisik sentetik polimer segenekleri {izerinde durulmustur
(Akdemir, 2009; Goy ve ark., 2009; Bedian ve ark., 2017).

Bu makalede ise hedef; doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek Polivinil Alkol PVA
(sentetik)/Kitosan (dogal) polimer temelli biyouyumlu; hiicre biiylimesini ve dokudaki besin
aligverigini desteklemesi i¢in gdzenekli; iyilesme boyunca doku iskelesinin viicuttan kolaylikla

uzaklastirilabilmesi igin biyobozunur 6zelliklere sahip malzeme iiretmek ve salim mekanizmasini
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incelemektir (Biswas ve ark., 2017). Capraz baglayici olarak genipin ve gluteraldehit kullanilmistir.
Bu c¢alismada aymi anda capraz baglayici oraninin malzeme karakterizasyonu Uzerindeki etkisi de
incelenmistir (Kaparekar ve ark., 2020). Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR)
iiretilen hidrojellerin kimyasal gruplarini incelemek i¢in kullanilirken, Taramali elektron mikrokobu
(SEM) malzemelerin yilizey morfolojisini incelemek i¢in kullanmilmistir. Ayrica sisme profili
belirlenmistir. Ayrica iiretilen biyomalzemelere rodamin B model ilag eklemesi yapilarak salim
kinetigi incelenmistir. Bu boliimde iretilen biyomalzemenin kontrolli ilag salim uygulamalarinda
kullanilmasina yonelik 6n g¢aligmalar bu model ilag kullanilarak yapilmis ve belirlenen zaman

araliginda salinan boya miktar1 hesaplanmistir.

Materyal ve Metot

Bu calismada kullanilan kitosan (diisiik molekiiler agirlikli) ve PVA Sigma Aldrich (ABD)
firmasindan alimmistir. Capraz baglayict olarak kullanilan genipin (GP), Gluteraldehit (GA) ve
Rodamin B Sigma Aldrich (ABD) firmasindan tedarik edilmistir. C6ziicli olarak kullanilan asetik asit

ise Merck (Almanya) firmasindan alinmustir.

Hidrojellerin Uretim Prosesi

Kitosan ve PVA polimerinden olusan doku iskeleleri iki farkli sekilde kodlanmistir. Genipin
kullanilarak capraz baglanarak iiretilen hidrojeller PVA/KIT-GP olarak kodlamirken gluteraldehit
kullanilarak iiretilen hidrojeller PVA/KIT-GA olarak kodlanmistir. Tiim grafik ve karsilastirmalarda
ayni1 kod sistemi kullanilmistir,

Kitosan %6 asetik asit igerisinde ¢Ozdurulurken, PVA deiyonize su igerisinde 90 °C’ de
¢cozdiiriilmiistiir. Eklenen GP ve GA miktar1 Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Uretilen hidrojeller ve kullanilan ¢apraz baglayici miktarlart

Hidrojel Kodu GA/GP miktar1 (nl)
PVA-KIT 10 GA 10
PVA-KIT 20 GA 20
PVA-KIT 10 GP 10
PVA-KIT 20 GP 20

Bu hidrojellerde kitosan orant %1 w/v olarak sabit tutulurken PVA orami da %3 (w/v) olarak sabit
tutulmustur. Bu c¢alismada GP 90,025 w/v oraninda hazirlanirken, GA %3 (v/v) oraninda
hazirlanmistir.

Hazirlanan polimer ¢ozeltilerinden 1 ml alinarak karigtirilir ve homojen bir yapi elde edilir. Daha
sonra belirlenen ¢apraz baglayict miktar1 eklenir ve petrilere alinir. Son olarak 40 °C de 24 saat
bekletilerek filmler elde edilir.

Uretim prosesini gosteren sema Sekil 1°de gosterilmistir.
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PVA Kitosan

Sekil 1. Membranlarin iiretim prosesi

Hidrojellerin Karakterizasyonu

Uretilen hidrojellerin kimyasal yapis1 FT-IR Perkin Elmer-Fourier Déniisiimlii Infrared Spektrometre
(FT-IR/FIR/NIR Spectrometer Frontier -ATR, ABD) ile analiz edilmistir. Analizler 500-4000 cm™
dalga boylar arasinda yapilmistir.

Hidrojellerin morfolojisini belirlemek icin taramali elektron mikroskobu (FE-SEM Zeiss/Supra55,
Quanta 400F Field Emission, ABD) kullanilmistir. Elektrik iletkenligini saglayabilmek igin,
hidrojellerin yiizeyi platin/karbon ile kaplanmis ve SEM goriintiileri elde edilmistir. SEM, 5 kV da
calistirilmistir. SEM goriintiileri, Taramali elektron mikroskobuyla 50000 ve 100000 biiyiitme
oranlarinda elde edilmistir.

Farkli ¢apraz baglayict ve polimer orani kullanilarak hazirlanan hidrojellerin sisme oranmin esitlik 1
kullanilarak belirlenmistir. Bu analizde kuru agirliklar 6l¢iilmiis ve daha sonra ornekler distile suya
konularak belirlenen zaman degerlerinde agirlik dlgiimleri yapilmistir. Yiizey iizerindeki fazla suyun
alinmasi i¢in, her tartimdan once filtre kagidi kullanilarak 6rneklerin fazla suyu alinmastir.

Esitlik (1)’de sisme oraninin hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil belirtilmistir. Mt: Sisme orani, Mi:

ilk agirlik ve Mf: son agirlik olarak tanimlanmistir (Giines ve Tthmilioglu, 2017).
Mt(%)=[Mf-Mi)]/Mi]x100 (1)

Calismanm ilag salim béliimiinde PVA-KIT hidrojelleri iiretildikten sonra rodamin B stok boya
solisyonundan (0,1g/L) 40 pl alinarak hidrollere eklenmis ve soliisyonu tam c¢ekmesi icin 24 saat
siireyle bekletilmistir. Daha sonra tiiplere yerlestirilen hidrojellerin iizerine 8 ml su eklenerek ve her
saat absorbans degerleri okunmustur (n=3, Shimadzu UV-VIS, UVmini-1240, Japan). Belirlenen
zaman araliklarinda tiiplerden 3 ml alinarak kiivetlere yerlestirilmis ve okuma yapilmistir. Daha sonra
okunan 3 ml ¢ozelti yerine yeni 3ml su eklenmistir ve bu sekilde salim degerlerine ulasilmistir. ilag
enkapsiilasyon verimliligi hesaplamalarinda kullanilan denklem esitlik 2°de belirtilmistir.

(EE),% = (Ilk ¢dzeltideki ilacin agirhgi-Cozeltide kalan ilacin agirh@)/ 1k ¢ozeltideki ilacin agirhig
)
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Bulgular ve Tartisma
Bu bdliimde, iiretilen PVA/Kit hidrojellerin analiz sonuglar1 farkli basliklar altinda incelenmektedir.
Degisen ¢apraz baglayici neticesinde, hazirlanan hidrojellerin FT-IR sonuglari, SEM analizleri, sisme

davraniglar1 ve salim kinetikleri karsilastirilmali olarak yorumlanmustir.
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Sekil 2. Filmlerin FTIR spektrumlari

Farkli ¢apraz baglayici kullanilarak elde edilen PVA-Kit yap1 iskelelerinin FTIR spektroskopisi ile
elde edilen sonuglar Sekil 2’de gosterilmektedir. 1600-1750 cm™'deki pik, karboksilatin kiigiik
kaymasi yoluyla kitosan ve PVA'nin ortak piklerine karsilik gelir. Hidroksil gruplarinin titresimleri ise
3400 cm™'de goriintiilenen giiclii ve genis tepeye karsilik gelmektedir (Ahmed ve ark., 2018). 3300~
3400 cm™'de N-H varligi, PVA ve kitosan arasindaki C-N bagimim olustugunu gosterir.

Buna ek olarak, filmlerin GA ile ¢apraz baglanmasi, 1646 cm™de pik zirvesine neden olur (imin
baglar1 N=C) (Nazemi ve ark., 2014). 1562 cm™'de etilenik bag frekansinin yogunlugu, GA
konsantrasyonu ile artmistir. 2936 cm™deki tepe noktasi ise C-H germe titresim frekansima karsilik
gelmektedir. Ek olarak, 1100 cm™'deki pik, alifatik amino gruplarim gosterir (Demir ve ark., 2016).
900 - 1000 cm™deki pikler, birincil amin gruplariyla genipinin heterosiklik yapisinin olusumuyla
molekiiller arasi ve ¢apraz baglama baglarinin olusumunu gosteren ¢apraz bagh poli vinil alkol ve
kitosan yapi1 iskelelerini gosterir. Bu bagin ortaya c¢ikmasi, genipin kullanilarak PVA ve kitosan

arasinda basarili bir capraz baglanti elde edilebildigini gostermistir (Nguyen ve ark., 2016)
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Sekil 3. Filmlerin SEM gorintileri A) PVA-Kit 10GA, B) PVA-Kit 20GA, C) PVA-Kit 10GP, PVA-Kit
20GP(blyiklik : 5000x)

Tiim filmlerin yiizey yapisini inceleyen SEM goriintiileri Sekil 3’te gosterilmistir. Yiizeylerin homojen

bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. Gluteraldehit ile capraz baglanan filmlerin sisme degerleri

Bu boliimde Sekil 4 ve 5’te gluteraldehit ve genipin ile ¢apraz baglanan PVA-Kitosan hidrojellerin
sisme oranlar1 hesaplanmistir. Doku iskelelerinin sisme orani analizleri, malzemenin doku sivist ile
birlikte alacagi hacmi hesaplamak igin onem arz etmektedir. Sabit polimer konsantrasyonunda
hazirlanan hidrojellerde tek degisken ¢apraz baglayici miktaridir. Sekil 4’de PVA-KIT10GA hidrojelin
sisme oran1 6. dakikada %225 degerlerine ulasirken, PVA-KIT20GA hidrojelinin sisme degeri %65
degerine ulagsmistir. Capraz baglayict malzemenin karakterizasyon 6zellikleri tizerinde etkilidir. Ayrica
Sekil 5°te iki farkli genipin konsantrasyonunda {iiretilen hidrojellerin sisme degerleri goriilmektedir.
Capraz baglayict miktar1 arttikca sisme degerleri azalmaktadir. Bu durum artan kimyasal bag

nedeniyle agiklanabilir.
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Sekil 5. Genipin ile capraz baglanan filmlerin sisme degerleri

Bu bélimde PVA-KITI0GP ve PVA-KIT10GA hidrojellerine yiiklenen rodamin B ilac1 ile salim

calismalarinin sonuglarina yer verilmistir. Ilk olarak hazirlanan stok solusyonu farkli oranlarda

seyreltilerek kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
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Sekil 6. Gluteraldehit ile gapraz baglanan PVA-KIT 10 GA filmin salim grafigi
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Sekil 7. Genipin ile ¢apraz baglanan PVA-KIT 10 GP filmin salim grafigi

Sekil 6 ve 7 salinan ilag miktarinin zamana gore oranini gostermektedir. Grafiklerden de anlasilacagi
gibi genipin ve gluteraldehit farki salim miktarma etki etmistir. Besinci saatin sonunda PVA-KIiT10GP
hidrojeli %69,54 oraninda ilag salarken, PVA-KiT10GA hidrojeli %52,24 oraminda ilag salim
yapmistir. Burada hedeflenen, belirlenen zaman araliginda salimi istenen ilacin miktarina gore

malzeme se¢imi yapilabilmektir. Daha hizli salim isteniyor ise PVA-KIT10GP hidrojeli kullanilabilir.
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Ancak daha yavas bir salim hedefleniyor ise PVA-KIT10GA hidrojeli kullanilabilir. Burada amag
hedeflenen zamanda, hedeflenen ila¢ miktarinin saliminin yapilmasidir. Ayrica diger parametrelerle
(polimer miktari, sicaklik vb) ile malzeme Kkarakterizasyonu tiizerinde degisiklikler

ongurdlebilmektedir.

Sonug

Bu calisma kapsaminda, iki farkli capraz baglayici (genipin, gluteraldehit) ile iiretilen hidrojellerin
karakterizasyonuna yonelik analizler yapilmistir.

Degisen capraz baglayicinin jeller iizerindeki etkisi incelendiginde genipin ile ¢apraz baglanan
hidrojellerin sisme oraninin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Karakterizasyon ¢aligmalari, farkli
capraz baglayici ile iiretilen PVA/Kitosan hidrojellerin sisme profillerinin ve salim mekanizmasinin
farkli oldugunu ortaya koymustur. FTIR ile yapilan analizlerde ise, capraz baglanma sonucunda olusan
kimyasal baglar incelenmis ve literatiir ile karsilagtirilmistir.

Rodamin B ile yapilan salim ¢alismalarinda ise; grafiklerin isaret ettigi gibi, genipin ve gluteraldehit
ile capraz baglanan hidrojellerin salim orami farklilik gostermistir. Bundan sonraki caligmalarda

iiretilen hidrojellerin biyouyumlulugu arastirilacaktir.

Cikar Catismas1 Beyani

Bu makalede herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi bulunmamaktadir.

Arastirmacilarin Katki Oram Beyan Ozeti

Yazar makaleye %100 oraninda katki saglamistir.
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