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Hemostatik Malzemelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

0z

Bu calismada, ¢esitli spor dallarindaki travmatik durumlarda, trafik kazalarinda ve tibbi miidahale olmaksizin
hemen her durumda kullanilan yiiksek uygulanabilirlige sahip bir hemostatik malzeme iizerinde ¢aligilmistir.
Hemostatik maddenin sentezlenmesi sirasinda doku rejenerasyonu ve onarimi gibi dnemli 6zelliklere sahip olan
kitin ve kitosan tiirevleri kullanilmigtir. Dokunmamus kitin, ¢esitli sekillerde kitinin fibriller formunu tiretmek igin
islenmistir. Oncelikle kitin nanofibril ¢dzeltileri hazirlanmis ve sprey, jel ve toz numuneleri bakimindan giris
malzemeleri olarak tanimlanmistir. Boylece kitosan saflastirma iglemlerine tabi tutulmus ve daha sonra kitosan
tuzlarmi elde etmek amaciyla fizyolojik bakimindan uyumlu olabilecek asitlerle ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen
cozeltilere ilave olarak kan durdurma asamalarinda miithim etkileri olabilecek koagiilasyon unsurlar1 da dahil
edilmistir. Son olarak hemostatik malzemeler Indiiktif Eslesmis Plazma, Diferansiyel Termal Analiz-Termal
Gravimetrik Analiz, Fourier Doniigiimlii Kizilotesi Spektrometresi, X-Isini Kirinimi, X-Isin1 Fotoelektron
Spektroskopisi ve Taramal1 Elektron Mikroskopisi ile ayrintili olarak karakterize edilmistir. Tiim bu parametreler
tarafindan tiretilen hemostatik ajanin travma durumlarinda yararli bir malzeme olacagi dne siiriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler — Hemostatik, Kitin, Kitosan, Kalsiyum, Kan Durdurucu

One Cikanlar

e Travmatik durumlarda, trafik kazalarinda ve tibbi miidahale olmaksizin hemen her durumda kullanilan yiiksek
uygulanabilirlige sahip bir hemostatik malzeme iizerinde ¢aligilmistir.

e FTIR analizlerine gore, kitosan biinyesindeki aldehit yapilarinda bulunan karbonil grubu sayesinde kitosan
tuzlar1 kolayca polimerize olarak travma ylizeyinde veya bolgesinde koruyucu bir film gdrevi gérmektedir.

e Kitosan trombositleri aktive edebilir ve daha yiiksek anjiyojenik yetenekle yara iyilesmesini tesvik edebilir.

e Uretilen hemostatik ajanin travma durumlarinda yararli bir malzeme olacagi éne siiriilmiistiir.

Synthesis and Characterization of Hemostatic Materials

ABSTRACT

In this study, a very practical hemostatic material that can be used in traumatic situations in various sports, traffic
accidents, and almost any situation without medical intervention was studied. Chitin and chitosan derivatives,
which have important properties such as tissue regeneration and repair, were used to synthesize the hemostatic
material. The nonwoven chitin was processed to produce the fibrillar form of chitin in various ways. First, chitin
nanofibril solutions were prepared and defined as input materials in terms of spray, gel, and powder samples. Thus,
chitosan was subjected to purification and then dissolved in physiologically compatible acids to obtain chitosan
salts. In addition to the solutions obtained, elements that could have significant effects in the blood stasis phases
were also included. Finally, the hemostatic materials were characterized in detail by Inductively Coupled Plasma,
Differential Thermal Analysis-Thermal Gravimetric Analysis, Fourier Transform Infrared Spectrometry, X-Ray
Diffraction, X-Ray Photoelectron Spectroscopy, and Scanning Electron Microscopy. It is suggested that the
hemostatic agent produced by all these parameters will be a useful material in trauma situations.

Keywords - Chitin, Chitosan, Calcium, Blood Stopping
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e A hemostatic material with high applicability used in traumatic situations, traffic accidents and in almost all
situations without medical intervention has been studied.

e According to FTIR analysis, chitosan salts easily polymerize and act as a protective film on the trauma surface
or area, thanks to the carbonyl group in the aldehyde structures within chitosan.

e Chitosan can activate platelets and promote wound healing with higher angiogenic ability.

e It has been suggested that the hemostatic agent produced will be a useful material in trauma situations.

I. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii'ne gére giiniimiizde travmatik yaralanmalar 44 yasin altindaki kisilerde énde gelen
6liim nedenidir ve bu yaralanmalardan kaynaklanan oliimlerin %39'unu kontrolsiiz kanamalar olusturmaktadir.
Kanama ya da hemoraji, hiz1 ve siiresi ne olursa olsun kanin kan dolagimina karigmasin1 ifade eden bir tip terimidir.
Viicut agirhiginim 1/13'ii kandir. Insan viicudundaki kanin %20'si kanama ile kaybedilirse hayat tehlikeye girer. Bu
nedenle kanamanin durdurulmasi hayat kurtarmak i¢in ¢ok 6nemlidir. Kilcal damar, vendz ve arteriyel olmak
iizere ii¢ tip kanama vardir. Bunlar hayati tehdit eden ve durdurulmasi genellikle daha zor olan kanamalardir [1,
2].

Giiniimiizde beklenenden ¢ok daha fazla kan kaybi nedeniyle daha fazla can kaybi yasanmakta ve
teknolojinin ilerlemesiyle uygulanmasi kolay, etkili biyomalzemelerin gelistirilmesiyle bu durumun iistesinden
gelme olasiligi artmaktadir. Hayat kurtarmaya yonelik kanamayi durdurucu kimyasal ajanlarin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Gelistirilmesi planlanan biyomalzemeler, kalsiyum, fosfor ve polietilen glikol ile kitosanin
dogal biyopolimerinden olusan sprey, jel ve toz Ornekleri gibi parametrelerin ayarlanmasiyla hedeflenen
hemostatik malzemelerdir. Cesitli nanoteknolojik yontemlerden yararlanan bu biyomateryal yapilar, maksimum
etkinlik icin optimize edilmis dtstiin hemostatik ajanlarin yaratilmasiyla sonuc¢lanmayi amaclamaktadir.
Hedeflenen uygulamalar icin stratejik olarak tasarlanan ve dngoriilen akilli biyomateryaller ¢ok ¢esitli 6zellikler
sergiliyor. Biyouyumluluklari, doku rejeneratif hizlanmasi, enfeksiyon profilaksisi ve sezgisel yerlestirme
mekanizmalartyla vurgulanan hemostazi tetiklemek icin artirilmis bir egilim sergilerler. Bu yapisal incelik, bu
biyomateryalleri, ilk tibbi miidahale paradigmalarindan ileri biyomedikal uygulamalara kadar ¢esitli alanlar i¢in
¢ok yonlii adaylar olarak konumlandirtyor.

Hemostazin birincil amaglar1 kan kaybini 6nlemek, sagligi ve refah1 korumak, yaray1 korumak ve ilk
yardim sirasinda etkinligi en {iist diizeye ¢ikarmaktir. Kitosanin karakteristik bir 6zelligi olan anjiyosarkom
birlikteliginde yeterli graniilasyon dokusu olusumu ve ince kolajen liflerinin diizenli birikimi ¢aligma kapsaminda
tercih sebebidir. Nitekim kitin ve kitosan bazli materyallerin temel biyokimyasal aktiviteleri su sekildedir;
polimorfoniikleer hiicre aktivasyonunun indiiklenmesi, fibroblast aktivasyonu, sitokin {iretimi, dev hiicre gogii ve
tip IV kolajen sentezi [3, 4].

Cesitli kitin ve kitosan bazli malzemeler ticari olarak mevcuttur. Bunlardan biri, aseptik kosullar altinda
yetistirilen merkezi bir diyatom olan thalassiosira fluviatilisteki kitin mikrofibrillerinden yapilmistir. Fluviatilis,
mikrofibriller, dalak kanamasi, kardiyak kateterizasyon ve kanayan 6zofagus varisleri gibi hemostaz gerektiren en
zorlu ve kritik kosullar altinda test edilen tiim rakip tiriinlerden istiindiir [5]. C. Yu ve arkadaslar tarafindan
yapilan bir ¢aligmada [6], CMCTS-g-PAA hidrojelini etanol ile ¢oktiirerek gézenekli bir karboksimetil kitosan
asili poliakrilik asit (CMCTS-g- PAA) siiper emici polimer hazirlanmistir. Sonuglar modifiye siiper emici
polimerin sitotoksik olmadigini géstermektedir. G. Lalitha ve arkadaglari [7] tarafindan gergeklestirilen bir baska
calismada ise, ellagik asit iyonotropik jellesme ile hazirlanan kitosan partikiilleri i¢inde kapsiile edilmis ve
fizikokimyasal 6zellikleri agisindan karakterize edilmistir. Maksimum %49'luk bir kapsiilleme verimliligi elde
edilmistir. Bu calisma, ellagik asit-kitosan sisteminin etkili bir anti-hemorajik sistem olarak potansiyelini
gostermektedir.

G. Bon Kang ve arkadaslar1 [8] jelatin karisimi ve goézeneklilik kontroliiniin sinerjik etkilerini
incelemislerdir. Jelatin karigimli kitosan nanofiber matlar yiizey morfolojisi, mekanik 6zellikler ve 1slanabilirlik
acisindan degerlendirilmis ve bir kan pihtilasma ¢alismasinda islevsel olarak test edilmistir. Nanofiber matlarin
laboratuvar kosullarinda tavsan tam kani kullanilarak kanin pihtilasma etkinligi, kitosan nanofiberlerinkinden daha
iistiindii. B. Matthew ve arkadaslar1 [9] hidrofobik olarak modifiye edilmis kitosan iizerinde ¢alismis, farkli asi
tiplerinde kopiikler ve yogunluklar hazirlamiglar, karakterize etmisler ve itici gaz olarak dimetil eter kullanarak
sprey kutularina paketlemislerdir. S. Hu-Fan ve arkadaglari [10] tarafindan rapor edilen bir ¢alismada, diisiik
viskozitesi, kiigiik yiizey gerilimi ve organik ¢oziicii ile iyi uyumlulugu nedeniyle siiperkritik karbondioksit i¢inde
porojen olarak amonyum bikarbonat partikiilleri kullanarak kitosan bazli hemostatik gozenekli siingerler
hazirlamiglardir.

Literatiir aragtirmasi sonucunda yapilan caligmalarda, iiretilen hi¢bir toz 6rneginde en Onemli kan
durdurucu faktorlerden biri olan kalsiyumun kullanilmadig1 tespit edilmistir. Mevcut ¢alismanin goze ¢arpan ve
yaratict yoni, bu sdylemin kapsami dahilinde tanimlanan, kalsiyum ile sinerji olusturma konusunda belirgin bir
egilim sergileyen ve bdylece kani1 durdurma etkilerini artiran hemostatik tozlarin sentezinde yatmaktadir. Kitosan,
kalsiyum ile birlikte pihtilagma mekanizmasinda oldukga etkili bir rol oynar. Bu ¢alismada, bu akilli biyomalzeme,
kan durdurucu etkisini artirabilen, biyouyumlu, doku onarimini hizlandiran, enfeksiyonu dnleyen ve mekanik
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yapist ile farkli ilk yardim ve biyomedikal uygulamalar i¢in kullanim kolayligi saglamasi hedeflenen
malzemelerde kullanilmaktadir. Caligmada gelistirilmesi planlanan biyomalzemeler, kalsiyum, fosfor ve polietilen
glikol ile kitosanin dogal biyopolimerinden olusan sprey, jel ve toz drnekleri gibi parametrelerin ayarlanmasiyla
hedeflenen hemostatik malzemelerdir. Bu parametrelerin ¢esitli nanoteknolojik yaklasimlarla birlestirilerek en
etkili hemostatik malzemenin iiretilmesi tasarlanmistir.

II. DENEYSEL PROSEDURLER
A. Malzemeler

Deneyler sirasinda ii¢ farkli formda hemostatik malzeme iiretilmistir: Sprey, jel ve toz formlari sirastyla
KitoSprey, KitoJel ve HemoPowder olarak adlandirilmistir.

Deneyin ilk asamasinda kitin nanofibril iiretilmistir. Uretim sirasinda kitinin hidrolizi, santrifiijleme ve
ultrasonik banyo islemleri gergeklestirilmistir. Hidroliz asamasinda kitin (karides kabuklarindan elde edilen kitin;
ADAGA Kimya), hidroklorik asit (HCl, Merck, %37) ve distile su bir beher igerisinde manyetik karigtirici
(WiseStir MSH - 20) iizerinde karistirilmistir. Hidroliz sonrasinda santrifiij (Niive NF1200) ve ultrasonik banyo
(BLULAB) islemleri gergeklestirilmistir. ikinci kisimda ise kitosanin saflastiriimast ve kalintilardan arindirilmasi
islemini gergeklestirmek i¢in Kitosan (karides kabuklarindan elde edilen kitosan, Sigma Aldrich, %75 DAC) ve
Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck) distile su igerisinde karigtirtlmistir.

Uciincii asamada ise kitosan glikolat ve kitosan asetat bazli ¢ozeltileri hazirlamak icin sirasiyla Glikolik
Asit (DOA Kimya, %70) ve Asetik Asit Glasiyal (Sigma Aldrich, %100) kullanilmistir. Sprey hazirlamada
hemostatik faktorleri giiclendirmek i¢in Antibim (n-Ag+H>0,) (Teknobim Fimasi {iriinii) kullanilmistir. Jel
formiilasyonu baglaminda, hemostatik 6zelliklerin arttirilmasi, her biri birlestirilmis Sodyum Heksametafosfat
((NaPO3)s, Merck), Kalsiyum Kloriir (CaCl,, Merck) ve Polietilen Glikol (PEG 3000, Merck) ilavesiyle
saglanmistir.

B. Uretim Teknikleri
1) KitoSprey Uretimi

Sprey {iiretimi teknigi, standart materyal hazirlama teknigi kullanilarak baslangi¢ 6rneklerinin ve
hemostatik ¢6zeltilerin hazirlanmasini (kitin nanofibrilinin hazirlanmasi, kitosanin kalintilarini olusturacak sekilde
saflastirilmast, kitosanin kitin nanofibril ortaminda fizyolojik asit ile ¢oziilmesi ve Ag nanopartikiiliiniin; n-Ag ve
H,0; parametrelerinin ¢ozeltiye eklenmesi) icermektedir.

1.1. Kitin Nanofibrilinin Hazirlanmasi

Kitin nanofibril siispansiyonu kiigiik degisikliklerle Dufresne yontemine gore hazirlanmistir. Kisaca, kitin
pullart karigtirma altinda 3 M HCI i¢inde hidrolize edilmis ve havada 6 saat boyunca geri akitilmistir. 3 M HCl
¢Ozeltisinin kitine oran1 30 cm® g™! olmustur. Kalint1 santrifiij edildikten sonra toplanmis ve iki kez 3 M HCl ile
muamele edilmistir. Daha sonra, kalint1 santrifiij edilerek ve siipernatant siiziilerek ii¢ kez deiyonize su ile
yikanmigtir. Hazirlanan siispansiyon 3 giin boyunca oda sicakliginda deiyonize suda diyaliz edilmis, ardindan
4°C'de 20 dakika boyunca ultrasonik banyoda ultrasonik igleme tabi tutulmustur [11]. Sekil 1, Dufresne yontemi
kullanilarak modifiye edilen kitinin ilk ve son halini gostermektedir. Kitinin ilk hali fibriler olmayan bir yapiya
sahiptir, ancak islemlerden sonra nanofibriler yap1 elde edilmistir.

Sekil 1. (a) Kitinin ilk ve (b) son hali. Kitinin ilk hali fibriler olmayan bir yap1ya sahiptir, islemlerden sonra kitin nanofibriler yapiya
doniigmiistiir.

Kitin nanofibrilleri yeni ortaya ¢ikan bir nano dolgu maddesidir ve hem sentetik hem de dogal polimerik
yapilar iizerinde takviye edici etkiler yarattigi gosterilmistir. Iyi biyouyumluluk ve biyolojik olarak
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pargalanabilirlik de onu ozellikle biyomedikal alanda en umut verici dolgu maddelerinden biri haline
getirmektedir. Kitin esasen hiicre yapigsmasini ve bilylimesini destekleyen iyi bir iskele malzemesi oldugundan,
asitle muamele edilmis iiriinii olan kitin nanofibril, doku miihendisliginde iskeleyi kolaylastirmak i¢in hem takviye
edici nanofiller hem de biyoaktif reaktif olarak hareket edebilir.

Kitinin asitle muamelesi, diisiik yanal diizen bolgelerini ¢dzerek "nanofibriller" olarak adlandirilan uzun
cubuk benzeri nanopargaciklar (diger adiyla nanowhiskers veya nanocrystals) elde edilmesini saglayabilir.
Geleneksel asit muamelesinin yani sira, kitin nanofibrilleri elde etmek i¢in mekanik muamele veya asit destekli
mekanik muamele gibi, yliksek yon oranli kitin nanofibrili, iyonik sivi muamelesi ve TEMPO aracil1 oksidasyon
muamelesi elde edebilen birka¢ yaklasim daha vardir [12].

1.2. Kitosanmin Saflastirilmast

Kitosan hammaddesi kalintilart azaltmak i¢in yikanmig ve ardindan endotoksinlerin varligindan
arindirilmistir. Bu iglem kitosan, kitosan tuzu veya kitosan tiirevinin bir karisim olusturmak iizere bir alkali
¢ozeltisi ile temas ettirilmesi yoluyla gerceklestirilebilir. Bundan sonra, karisim kurutulmadan &nce karigim siiresi
yaklasik 1 dakika kadar kisa veya yaklasik 12 saatten daha uzun olabilir. Alkali ¢dzeltisi, pH degeri 7.5'ten biiyiik
olan bir ¢ozelti anlamina gelmektedir. Bu parametre g6z oniinde bulundurularak 1 M NaOH alkali ¢ozeltisi
hazirlanmis ve sirasiyla kitosan (50 cm’g™!) ile 3 saat boyunca havada karigtirlmistir. Karigtirma isleminden sonra
¢ozelti kendisiyle birlikte kurutulmustur. Sekil 2'de kitosanin saflastirma isleminden dnceki ve sonraki ilk ve son
hallerinin fotograflar1 verilmistir.

)

Sekil 2. Kitosanin (a) saflagtirma isleminden 6nceki ve (b) sonraki hallerinin fotograflari

1.3. Spreyin hazirlanmasi

Tablo 1'de kitin nanofibrilinin hazirlanmasi, kitosanin kalintilarindan saflastirilmasi, kitosanin kitin
nanofibril ortaminda fizyolojik asit ile ¢oziilmesi ve ¢ozeltiye n-Ag ve H,O, parametrelerinin eklenmesi
kullanilarak KitoSprey'in S1, S2, S3 ve S4 gibi kodlari, formiilasyonlari ve {iretim parametreleri listelenmistir.
Hazirlanan kitin nanofibril siispansiyonu ve glikolik asit/asetik asit belirli oranlarda oda sicakliginda 30 dakika
boyunca havada karistirilmistir. Glikolik asit ve asetik asit hazirlanan tozlarin ¢oziinmesi igin kullanilmigtir.
Karigtirma isleminden sonra ¢ozeltiye belirli miktarda kitosan ve n-Ag-H,O» parametreleri eklenmistir. Tim
parametreler, ¢ozelti inci rengine ulasana ve tamamen berraklasana kadar havada 3 saat boyunca 40 °C'de
karigtirtlmistir. Sekil 3, S3 ve S4'ten elde edilen KitoSprey'in son halini gostermektedir.

Tablo 1. KitoSprey'in formiilasyonlar: ve iiretim parametreleri

Kod icerik Ortam Sicakhk Siire
(°C) (dk.)

S1 97,5% CNF + 1% CS Glikolik Asit % 0.75 40 180
S2 97,5% CNF + 1% CS Asetik Asit % 0.5 40 180
S3 97,5% CNF + 1% CS + 0.5% Nanosid Glikolik Asit % 0.75 40 180
S4 97,5% CNF + 1% CS + 0.5% Nanosid Asetik Asit % 0.5 40 180

CNF: Kitin nanofibril ve CS: Kitosan
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Sekil 3. (a) S3 ve (b) S4'ten KitoSprey'in son durumu.

2) Kitojel Uretim Yéntemi

Tablo 2, kitin nanofibrilinin hazirlanmasi, kitosanin kalintilarindan saflagtirilmasi, kitin nanofibril
ortaminda kitosanin fizyolojik asit ile ¢oziilmesi ve CaCl,, (NaPOs)s ve polietilen glikol (PEG) faktorlerinin
eklenmesi kullanilarak KitoJel'in formiilasyonlarini ve iiretim parametrelerini iceren G1, G2, G3 ve G4 kodlarinm
ifade etmektedir.

Tablo 2. KitoJel'in kodlari, formiilasyonlar1 ve iiretim parametreleri

Kod icerik Ortam Sicakhik Siire

(W9 (dk.)

G1 97,5% CNF + 4% CS + 0.5% Nanosid + 1% CaCl, + 1% (NaPOs)s + 5% Glikolik Asit 50 360
PEG 2%

G2 97,5% CNF + 2% CS + 0.5% Nanosid + 1% CaCl, + 1% (NaPOs)s + 5% Asetik Asit 50 270
PEG 1%

G3 97,5% CNF + 4% CS + 0.5% Nanosid + 1% CaCl, + 1% (NaPOs)s + 5% Glikolik Asit 50 360
PEG +1% PEO 2%

G4 97,5% CNF + 2% CS + 0.5% Nanosid + 1% CaCl, + 1% (NaPOs)s + 5% Asetik Asit 50 270
PEG + 0.5% PEO 1%

PEG: Poly ethylene glycol ve PEO: Poly ethylene oxide

Sprey ftretiminde daha 6nce anlatildigi gibi kitosan, kitin nanofibril ortaminda fizyolojik asit ile
¢oziilmiistiir. Kitosan ¢oziiliirken bagka bir beherde CaCl, ve (NaPOs)s distile su i¢inde ¢oziilmiistiir. CaCl, ve
(NaPOs)s ¢ozme igleminin sonunda, karisim ¢6ziilmiis kitosan ¢ozeltisine ilave edilmistir. Bu karisgimlar 50 °C'de
4, 5 ve 6 saat araliginda karigtirildi. Homojen ¢ozeltiler elde edildikten sonra, nihai ¢ozeltiye belirli bir miktarda
polietilen glikol eklendi. PEG ilavesinden sonra karisim bir hafta boyunca havada kurutma iglemi ile jellesmeye
brrakilmistir. Sekil 4, sirasiyla G3 ve G4'ten elde edilen KitoJel'in son halini gdstermektedir. Jel yapiminin amact
travma bolgesine tutunmak ve bu bolgede PEG sayesinde kan durdurucu bir film olusturmaktir.
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(a) (b)
Sekil 4. (a) G3 ve (b) G4'ten KitoJel'in son durumu.

3) Hemopowder Uretim Yontemi

Tablo 3, kitin nanofibrilinin hazirlanmasi, kitosanin kalintilarindan saflagtirilmasi ve kitin nanofibril
ortammda kitosanin fizyolojik asit ile ¢oziilmesini kullanarak Hemopowder kodlarin1 (P1 ve P2),
formiilasyonlarini ve tiretim parametrelerini listelemektedir. Hemopowder bir karisim olarak hazirlanmis ve {i¢ ay
boyunca kendisiyle birlikte havada kurutulmustur.

Tablo 3. Hemopowder kodlari, formiilasyonlar: ve iiretim parametreleri

Kod icerik Ortam Sicaklik (°C) Siire (dk.)
P1 98% (vol) CNF + 4% (wt) CS + CaCl, Glikolik Asit 2% (vol) 50 180
P2 99% (vol) CNF + 2% (wt) CS + CaCl, Asetik Asit 1% (vol) 50 180

Capraz bagli ve yiiksek karbon igerikli yapisi nedeniyle karisim 50 °C'de 3 saat boyunca havada
kurutulmustur. Bundan sonra, jellesme siireci uzun bir siire boyunca gerceklesmis ve ardindan tozlar iiretilmistir.
Sekil 5, P1 ve P2'den elde edilen Hemopowder'in son halini gostermektedir. Toz karisiminda kalsiyum diginda
baska faktorlerin bulunmamasinin amaci, tamamen organik bir yapi elde etmek ve kitosanin ¢apraz bagli yapisini
travma bolgesindeki kan1 emmek ve kanin durmasini saglamak i¢in kullanmaktir. Hemostatik malzemenin toz
formu sayesinde travma veya kanama bdolgesine penetrasyonu diger formlara gore daha kolaydir.
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Sekil 5. P1 ve P2'den elde edilen Hemopowder'in son durumu.

C. Karakterizasyon Teknikleri
1) Indiiktif Olarak Eslesmis Plazma (ICP)

ICP, element tayinleri i¢in kullanilan analitik bir tekniktir. ICP testi kat1 ve sivi numuneler {izerinde
gerceklestirilebilir ancak kati bir numune testten 6nce bir ¢ozelti liretmek i¢in numuneyi bir ¢éziictide (tipik olarak
asit) ¢ozerek sivi forma doniistiiriilmelidir. Numune ¢6zeltisi ICP'ye ince bir damlacik aerosolii olarak verilir.
Aerosol, ince bir sis olusturmak i¢in numuneyi yiiksek hizli argon ile aspire eden bir nebiilizor tarafindan tiretilir.
Yapilan ICP analizi ile sprey iiretimi sirasinda kullanilan giimiis igeriginin iiretim sonunda Saglik Bakanligi
tarafindan belirlenen sinir degeri asip asmadigi kontrol edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin  analizleri
Thermoscientific iCAP 6000 Serisi ICP analiz cihazi ile yapilmistir.

2) Diferansiyel Termal Analiz-Termal Gravimetrik Analiz (DTA-TGA)

Hemostatik ve tozun termal analizi, jellerin ayrisma davranisi hakkinda bilgi edinmek ve termal islemi
buna gore ayarlamak i¢in Perkin Elmer Simultanecous Thermal Analyzer STA6000 DT analiz cihazi kullanilarak
incelenmistir. Sicakliga bagli olarak jel ve tozdaki islem optimizasyonuna iligkin daha kesin veriler DTA-TG
analizinden sonra elde edilmistir. Termal veriler, cihazlarla birlikte verilen TA60 yazilim programi kullanilarak
analiz edilmistir. Bu deneyde, 1sitma rejimi 25 °C'den 600 °C'ye kadar 10 °C/dk. olarak segilmistir. Uretilecek
hemostatik malzemenin jellesmesi, kurutulmas: ve depolanmasi igin gerekli simir sicakliklar belirlenmistir.
Malzeme iiretildikten sonra faz doniigiimii ve camsi gegis sicakliklar belirlenmistir.

3) Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FTIR)

FTIR, ilgilenilen organik veya inorganik malzemelerin gesitli kizilétesi 151k dalga boylarinin emilimini
6lgmek i¢in kullanilir. Kizilotesi absorpsiyon bantlart spesifik molekiiler bilesenleri veya yapilari tanimlar ve
kizilétesi rejimde frekanslar gosteren kimyasal bagin titresim hareketleri nedeniyle hemostatik jel ve tozun
kimyasal baglanma bilgilerini saglar. Zayiflatilmis Toplam Yansitma (ATR) teknigi, kizil6tesi analizlerin en zorlu
yonleri olan numune hazirlama ve spektral tekrarlanabilirlikle miicadele ettigi igin kati ve sivi numune
analizlerinde devrim yaratmistir. Tiim jel ve toz numunelerinin kizil6tesi spektrumlari Perkin Elmer Spectrum BX
cihazi ile kaydedilmistir.

ATR cihazi ile 4000 ile 650 cm™' spektrum aralifinda ve 4 cm™' ¢oziiniirliikte iiretilen hemostatik
malzemenin bag yapilar1 ve olusan bilesikler tespit edilmistir. Bu analizler sonucunda kullanilan hammaddelerin
ne gibi degisikliklere ugradigi ve ne gibi bilesikler iirettigi de belirlenmistir. Hemostatik malzemelerin analizi
Thermoscientific NICOLET iS10 FTIR analiz cihazi ile gerceklestirilmistir.

4) X-Isum Kirimimi (XRD)

XRD, tozlar ve kristaller gibi her tiirli malzemeyi analiz etmek i¢in kullanilan birincil tekniklerden
biridir. XRD, kristal yap1 ve yapisal fazlar hakkinda bilgi saglayabilir. Hemostatik tozlarin yapisal 6zelliklerini
arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Sentezlenen hemostatik malzemeler Thermoscientific ARL X'TRA
XRD analiz cihazi ile yapilan XRD kullanilarak analiz edilmistir.

5) X-Isimi Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

XPS, bir malzemenin yiizey kimyasini analiz etmek igin kullanilan bir tekniktir. XPS, bir malzeme
icindeki elementlerin elemental bilesimini, ampirik formiiliinii, kimyasal durumunu ve elektronik durumunu
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Olgebilir. XPS spektrumlari, katt bir yiizeyin bir X-151m1 demeti ile 1sinlanmasi ve ayni zamanda analiz edilen
malzemenin st 1-10 mm’sinden yayilan kinetik enerji ve elektronlarin dlciilmesiyle elde edilir. Yapilan XPS
analizi ile Uretim sirasinda kullanilan malzemelerin iiretim sonunda olusan formda hedef yapiya ulasip
ulagamayacagina karar verilmistir. Uretilen numunelerin analizleri ThermoScientific K-ALPHA Surface analysis
XPS Analyzer kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

6) Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM, kati hal numunesinin yiizey morfolojisini incelemek ig¢in kullanilan en yaygin analitik
yontemlerden biridir. SEM'de, kiigiik bir yiiksek enerjili elektron 1511 numune yiizeyi boyunca taranir. Elektron
15101 ve numune arasindaki etkilesim agisindan bir dizi radyasyon iiretilebilir. Normalde, goriintii olusumu i¢in iki
tiir radyasyon kullanilir; birincil geri sacilan elektronlar ve ikincil elektronlar. Geri sagilan elektronlar numunenin
bilesimsel ve topografik bilgilerini ortaya ¢ikarir. Yapilan SEM analizleri ile hammaddelerin yap1 ve ylizey
morfolojilerinde gesitli islemler sonucunda ne gibi degisiklikler oldugu tespit edilmistir. SEM Taramasi COXEM
EM-30 Plus+ SEM analiz cihazi ile yapilmistir.

III. SONUCLAR VE TARTISMALAR
A. ICP Analizi

Uretimden sonra belirli miktarda KitoSprey numunesi ICP analizine tabi tutulmustur. KitoSprey
iretiminde kullanilan ve hemorajik bolgede antimikrobiyal aktivite gdsterdigi literatiirle desteklenerek Ag
nanopartikiil kullanilmasina karar verilmistir. ICP analizine gore, Tablo 4'te gosterildigi gibi, Ag nanopartikiiliiniin
iyonik halde bulunmadig1 ve KitoSprey numunesindeki kitosan ile dogrudan baglandig1 tahmin edilmektedir.

Tablo 4. KitoSprey'in giimiis i¢eriginin ICP analizi

Element Ag3280 Al1855 Al2373 Al3092 As1890 B2497 Ba4554 Be3130 Ca3933
Birim ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Ortalama  -0.0228 1.524 -1.538 i-5.321 0.0376 -0.6924 -0.0009 -0,0187 86.07
S.Sapma 0.0984 1.517 0.972 0.183 0.1071 0.1998 0.0079 0.0033 1.97

% RSD 432.5 99.57 63.17 3.442 284.9 28.86 889.9 17.81 2.290

1 -0.0747 -0.2059 -1.630 i-5.464 -0.0773 -0.7757 0.0066 -0.0150 88.22

2 -0.0843 2.629 -0.5238 i-5.115 0.1346 -0.8370 -0.0091 -0.0198 84.36

3 -0.0907 2.148 -2.460 i-5.385 0.0554 -0.4644 -0.0002 -0.0213 85.63

Uretilen KitoSprey &rmeginde kullanilan Ag nanopargacigmin hiicre canliigi deneylerinde test edilen
cesitli bakteri ve mikroorganizmalar {izerindeki performansi literatiir tarafindan da desteklenmistir [13, 14, 20].
Kitosan - nAg bilesimi kitosanin antimikrobiyal [13] ve antifungal aktivitesinin arttigin1 gostermektedir [14]. Yine
ayni ¢alismada R. Jong- Whan ve arkadaslari [13] bes farkli kitosan bazli ¢ézelti hazirlamis ve dort farkl bakteride
hiicre canlilig ile test etmiglerdir.

B. Termal Analiz

Uretilen kitosan asetat ve kitosan glikolat tuzlarindan belirli oranlarda numuneler alinarak DTA-TGA
analizine tabi tutulmustur. Bu numuneler {izerinde yapilan analizleri yorumlayabilmek i¢in DTA-TGA analizi ilk
olarak Sekil 6.a'da gosterildigi gibi islem gérmemis kitosana uygulanmugtir. islem gérmemis kitosanin DTA-TGA
analizi sonucunda, 210-295 °C sicakliklar arasinda O-H reaksiyonunun yanmasi disinda 6nemli bir tespit elde
edilmemigtir. Depolama, tagima ve isleme sicakligi ozelliklerini belirlemek icin kitosan tuzlarmin analizi
yapilmustir. {1k {iretimde belirli miktarda kitosan asetat ve kitosan glikolat alinmis ve sirastyla Sekil 6.b ve 6.c'de
gosterildigi gibi DTA-TGA analizi yapilmistir.
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Sekil 6. (a) islenmemis kitosan, (b) kitosan asetat tuzu ve (c) kitosan glikolat tuzunun DTA-TGA analizi.

Kitosan asetat tuzunun DTA-TGA analizi, islenmemis kitosan analizinden farkli olarak 50-80 °C'de
ekstra bir pik gostermistir. Literatiirdeki detayli incelemeler bu kitosanin bu sicaklik araliginin sonunda ve daha
yiiksek sicakliklarda suda ¢oziniirliiglinii kaybettigine dair veriler saglamistir. Kitosan asetat tuzunun C-O
gruplarinin yanma sicakligi 400 ve 460°C araliginda belirlenmistir. Kitosan glikolat tuzunun DTA-TGA
analizinde, kitosan asetat tuzunun analizi 50-80°C'ye yakin bir pik gostermektedir. Kitosan asetat tuzundan farkl
olarak kitosan glikolatin daha fazla kristal pike sahip oldugu belirlenmistir. Kitosan asetat tuzundan farkli olarak
kitosanin O-H gruplarinin yanmasin gosteren ve 258-291°C sicakliklari arasinda kalan bir pik bulunmaktadir.
Ayrica 400-475°C sicakliklar arasinda kalan pikin C-O gruplarinin yanmasini gosterdigi goriilmiistiir.

C. Fur Analizi

Yapilan FTIR analizleri ile jel ve toz 6rneklerinin kimyasal baglari, bilesikleri ve yapilart belirlenmistir.
Uretilen numuneler genel olarak organik bazli malzemelerdir. Kitosan1 ve igerdigi yap1 ve baglar1 tantyabilmek
icin iglem gormemis kitosan iizerinde FTIR analizi yapilmistir (Sekil 7.a).

Sekil 7.b'de KitoJel numunesinin FTIR analizi gosterilmektedir. KitoJel 6rneginde goriilen ilk pik 3355
cm™! dalga boyundadir. Bu da pik yapisinda amin (N-H) gruplarinin mevcut oldugunu gostermektedir. Aminler;
amino asitler, peptitler, proteinler, alkaloidler, DNA ve RNA gibi bilesiklerin yapisinda bulunan ve boylece
hemostaz dahil bircok dnemli biyokimyasal olayda etkin rol oynayan amino (-NH,) gruplaridir.

Sekil 7.c, kitosan asetatin FTIR analizini gdstermektedir. i1k iki pikin (3375 ve 3269 cm™') yapisinda fenol
ve alkol oldugu bulunmustur. Sonraki iki pikin (2945 ve 2882 cm™') yapisinda alkan gruplar oldugu tespit
edilmistir. Yiizeydeki alkan gruplarinin varliginin travma bdlgesinde herhangi bir reaksiyon olusturmadan sadece
absorpsiyon adimina yol agmasi beklenmektedir. Grafikte 2736 ve 2694 cm! pikleri araliginda aldehit (C=O'nun
C-H gerilmesi) gruplarmin oldugu goriilmektedir. Aldehit yapilarindaki karbonil grubu nedeniyle bircok
reaksiyona kolaylikla katilabilir. Karboksilik asitlerin indirgenme yoluyla alkol vermek i¢in kolayca oksitlendigini
fark etmek onemlidir. Formaldehit ve asetaldehit gibi aldehitler kolayca polimerize olur. Formaldehit, travma
ylizeyinde veya bolgesinde koruyucu bir film gorevi goren bir bariyer olusturur.

Sekil 7.d'de kitosan glikolatin FTIR analizi sunulmaktadir. Yapiya dahil edilen polietilen glikol ile
hedeflenen yapiya ulasildig: tespit edilmistir. Yap1 igerisinde 1400 ile 1600 cm™ (1466 cm™) arasinda CaCl,
bulundugu tespit edilmistir. CaCly'nin yapida bulunmasi, kalsiyum ilavesinin basarili oldugu anlamina
gelmektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, kalsiyumun hemostatik anlamda son derece etkili bir rol oynadigi tespit
edilmistir. 2882 cm™""de goriilen piki yapida bir Alkan grubu oldugunu géstermektedir. Ayrica 1400 ve 1600 cm’!
(1466 cm™) arasinda CaCl, ilavesinin bagarili oldugu tespit edilmistir. 1300 ve 1000 cm™'(1242 ve 1090 cm™)
arasinda gozlenen pikler yapidaki ester grubuna isaret etmektedir.
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Sekil 7. (a) islenmemis kitosan, (b) kitosan glikolat jel, (c) kitosan asetat ve (d) kitosan glikolatin FTIR analizi.

Yap1 incelenmis ve daha sonra jel ve toz orneklerinin analizi i¢in yorumlanmistir. 3500-3000 cm!
arasinda goriilen iki pik yapida amin bulundugunu goéstermektedir. Aminin yapist Sekil 8.a'da goriilebilir. Renksiz,
ugucu s1vi amin, ayni zamanda yanici sividir ve CH3-CH,-NH,'ye sahiptir. Birgok endiistriyel uygulamasi vardir
ve etil karbamin olarak da adlandirilir.
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Sekil 8. (a) Etilamin, (b) Alkan, (c) Amidler, (d) Eter ve Ester gruplarinin zincir yapisi.

Pikin 3000-2800 cm™! arasinda kalmasi yapida bir alkan grubu oldugunu agiklamaktadir. Absorpsiyonlar
bu bolgede birkag farkli pik olarak goriilebilir. Bu da yapinin H-C-H asimetrik ve simetrik gerilmesine sahip
oldugunu agiklar. Alkann yapisi Sekil 8.b'de goriildiigii gibidir. Alkan, doymus alifatik hidrokarbonlarimn, parafinin
genel adidir. Alkanlar, karbona baglayabilecekleri maksimum hidrojene sahip doymus hidrokarbonlardir ve genel
formiilleri C,Hanio'dir. Parafin, reaksiyon hakkinda ¢ok az sey ifade eder. Hidrojen bag: sistemden ¢ikarildiginda
yapt bir alkil haline gelir.

1670-1600 cm™! arasinda kalan bir pik (1648.31 cm™) C=0 ile bir amid grubu oldugunu agiklar. Bundan
sonra 1586.42 cm™! 'de N-H bend amid grubunun varligini agiklayan bir pik vardir. Sekil 8.c'de goriildiigii gibi bir
amid grubu vardir.

Amid gruplar1 ayn1 zamanda karboksilik asitler veya karboksilik asitler olarak da adlandirilir. En basit
amidler diisiik erime noktali, hidrojen bagli, suda ¢oziinen katilardir. Formamid sividir ve ¢6ziicli olarak kullanilir.
Polimer yapisinda olan amidler (naylon gibi) sentetik elyaf olarak kullanilir. Proteinlerin ve amino asitlerin
hemostatik anlamda 6nemli oldugu da belirtilmektedir. Protein ve peptitlerde amino asitler birbirlerine amidler ile
baglanirlar. Nikotinik, prokainamid ve kalp hastaliklarinin yant sira hiicre solunumunu tedavi etmek i¢in gesitli
ilaglarin kombinasyonuna girer. Genel olarak, baharatlarin aktif bileseni (biberdeki kapsaisin, karabiberdeki
piperin) bir alkil amittir [15].

Son en karakteristik iki pik Sekil 8.d'de 1300-1000 cm™' arasinda kalmaktadir. Bu pikler eter ve ester
gruplarina aittir. Eterler ayn1 zamanda en karakteristik zararsiz anestezik maddelerdir. Yapis1 alkole ¢ok benzer.
Kitosanin yapisinda eter bulunmasi, basit bir anestezik iiriin olarak ve travma aninda agri kesici olarak
kullanilmasini miimkiin kilar.

Organik veya inorganik herhangi bir oksijen asidinin kalintis1 ile birlesmis organik bir radikalden olusan
eterik bir tuz veya bilesik eter; dogal yaglar gliserin ve yag asitleri, oleik vb. esterlerdir. Cesitli ester formlar1
vitamin takviyesi olarak da kullanilabilir. Kitosandaki ester gruplarinin varligi, cildi besleyici 6zelliklerin
gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynar.

1636 cm!'de goriilen pik alkenler grubuna aittir. C-C = C asimetrik stre¢ bag yapisina sahiptir. Genlerin
cok sayida oksidan ile oksitlenebilecegi akilda tutulmalidir. Oksijen varliginda alkenler karbondioksit ve su agiga
cikarir. Yiizeydeki diisiik sicaklik artisi, yapidaki bu grubun varligindan kaynaklanmaktadir. Yapidaki tek bagh
karbon, ¢ift bagh karbona goére daha giigliidiir. KitoJel numunesinden travma bolgesine uygulandiginda, hasarl
damardan ¢ikan kanin digar1 kagmasini engellemesi beklenmektedir.

1600 ve 1400 cm arasinda gozlenen pik (1466 cm™) yapmin CaCl, katilmma sahip oldugunu
gostermektedir. CaCly'nin kitosana dahil oldugu ve Ca*? iyonlarinin polimerin hidrojen baglarini zayiflatarak
polimer ile etkilesime girdigi goriilmiistiir. Son olarak, 1300 ve 1000 cm™ (1242 ve 1090 cm™) arasinda gozlenen
pikler yapidaki ester grubuna isaret etmektedir.

D. Faz Analizi

XRD analizi, iiretilen kitosan asetat ve kitosan glikolat tuzlarindan belirli miktarlarda alinan 6rnekler
iizerinde gergeklestirilmistir. Kitosan asetat ve kitosan glikolat tuzlarindaki faz yapisimi degerlendirmek igin
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oncelikle islem gérmemis kitosan iizerinde XRD analizi yapilmstir. Islem gérmemis kitosanin XRD analizi Sekil
9.a'da gosterildigi gibi meydana gelmistir. Burada goriildiigi gibi, islem gérmemis kitosan tamamen amorftur ve
kristal yapist olmadigi ortaya ¢ikmuistir..

Kitosan asetat ve kitosan glikolat tuzlarmin XRD analizleri Sekil 9.b ve Sekil 9.c'de verilmistir. Kitosan
asetat ve kitosan glikolat tuzlarinin islem gérmemis kitosana gore kristal pikleri gosterdigi tespit edilmistir. Bu
pikler sonucunda iiretilen tuzlarin normal kitosana gore daha giiclii ve kristal zincir yapilar1 oldugu tespit
edilmistir. Kitosan asetat ve kitosan glikolat tozlarinin XRD desenleri benzer davranis gostermistir ve C.R.
Garnpimol vd. tarafindan yapilan bir ¢alisma [16, 19] ile de iyi bir uyum iginde sonuglar ¢iktig1 gériilmiistiir. ilgili
tez kapsaminda elde edilen 15°-25°'deki piklerin ayni literatiir tarafindan desteklendigi ve degerlerin birbirine cok
yakim oldugu tespit edilmistir. Kitosan asetat ve kitosan glikolat tuzlarmin XRD analizindeki yar1 kristal pikler,
DTA analizinde elde edilen pikler ile de iliskili oldugunu gostermistir.
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Chitosan Glycolate
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Sekil 9. (a) islenmemis kitosan, (b) kitosan asetat ve (c) kitosan glikolatin XRD desenleri.

E. XPS Analizi

XPS analizi ile iretilen kitosan tuzlarinin bilesimleri, baglanma enerjileri ve yapidaki elementlerin
formiilasyonlar1 belirlenmistir. Ayni analizler DTA-TGA ve FTIR analizleri ile iliskilendirilmis ve
yorumlanmustir. Uretilen kitosan tuzlarinin formiilasyonunu ve element konfigiirasyonunu anlamak igin, kitosan
ve tuzlarinin XPS analizi ilk olarak islenmemis kitosan iizerinde gergeklestirilmistir. Kitosanin XPS analizi Sekil
10'da goriildiigi gibidir.
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015
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Sekil 10. slenmemis Kitosan Asagidan yukartya dogru sirasiyla Islenmemis Kitosan, Kitosan Asetat ve Kitosan Glikolat'in XPS analizleri.

Buna ¢k olarak, Tablo 5, 6 ve 7 islenmemis kitosan, kitosan asetat ve kitosan glikolatin XPS kiitle
analizlerini gostermektedir. Kitosan ve tuzlarinin XPS analizinde goriildiigii iizere karbon, nitrojen ve oksijen
baglari yapidaki yerlerini kaybetmemistir.

Tablo 5. Islenmemis kitosanin XPS kiitle analizi.

- Pik FWHM Alan (P) Agirhik Q
Isim BE eV CPS.eV %

Nis 399.39 1.627 66548.20 7.99 1
Ols 532.90 2.583 405291.86 36.94 1
Cls 28631 3.230 307154.59 53.65 1
Cl2p 19821 3572 6570.94 142 1
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Tablo 6. Kitosan asetatin XPS kiitle analizi.

.. Pik FWHM eV Alan (P) CPS.eV Atomik % Q
Isim BE

Cls 285.92 2.967 623555.05 73.87 1
Ca2p 347.27 2.356 34685.40 0.89 1
Nls 399.14 2.741 10455.04 0.73 1
Sn3d 486.20 2.398 77475.18 0.05 1
Ols 532.73 1.418 520494.54 24.46 1

Tablo 7. Kitosan glikolatin XPS kiitle analizi.

isim 1?113( FWHM eV Alan (P) CPS.eV Atomik % Q
Cls 283.92 2.678 288020.72 67.72 1
Nls 396.91 -0.255 3094.59 0.43 1
Ols 530.18 2.655 343197.64 31.85 1

Islenmemis kitosanda bir miktar klor bulunurken, kitosan tuzlarinda klor bulunmaz. Kitosan asetat
iiretiminde kullanilan kalsiyumun analizde 347.27 eV'de bir pik gosterdigi tahmin edilmektedir. Kalsiyumun
iyonik halde kalmak yerine dogrudan yapiya baglandigi tahmin edilmektedir.

Uretim asamasinda belirli islemlerden gecirilen kitosan asetat ve kitosan glikolat tuzlarinda, islem
gormemis kitosana gore daha yiiksek miktarda karbon bulunmustur. Bu da kitosanin fizyolojik olarak uyumlu
asetatlar1 ¢ozerek karbon miktarini arttirdigini diisiindiirmektedir. Karbon miktarindaki artis ¢apraz bagh yapinin
giiclenmesini desteklemektedir. XRD analizlerinde goézlenen yari kristal piklerin bu sebepten kaynaklandigi
tahmin edilmektedir.

Islem gérmemis kitosanin yapisinda kalan %5'lik azot miktari diger 6rneklerde ¢ok kiigiik miktarlarda
bulunmustur. Diger numunelerdeki azot igeriginin birbirine yakin olmasi, numunenin ¢ok yiiksek oranlarda
polikasyonik yapiya doniistiigliniin bir gostergesidir. Numunelerin polikasyonik yapist azottan elektronun serbest
kalmas: ile elde edilmektedir. Polikasyonik doniistimii gerceklestiren numuneler hemostazin saglanmasi icin
gereklidir. Oksijen miktarindaki azalma, iiretim asamasinin reaksiyona girerek oksijen olusumu ve sistemden
uzaklastirilmasi ile sonuglanmasi olarak agiklanabilir.

F. Mikroyapt
1) Kitin Nanofibril Uretimi ve Karakterizasyonu

Baslangigta, Sekil 11'de gosterildigi gibi, sonraki analizler igin bir referans noktasi olusturmak amaciyla,
belirli miktarda kitin, teslim alma stirecinin bir pargasi olarak fibril olmayan haliyle analize tabi tutulmustur (a).
Bu islemlerden sonra, kitin nanofibrilleri {iglincli boliimde anlatildig: sekilde hazirlanarak kitinin ilk fibrilsiz hali
ile kargilagtiritlmis ve Sekil 11'de anlatilan analiz gergeklestirilmistir. Sekil 11'de goriildiigii gibi, fibril olmayan
kitin iizerinde yapilan ilk SEM analizinde, numune morfolojisi fibril yapisindan ¢ok daha fazla pul benzeri yapilara
sahiptir (b). Elde edilen verilerin, kitin nanofibril/polikaprolakton kompozit hemostatik malzemeler hazirlayan J.
Ya-li ve digerlerinin bulgulartyla [17, 18] uyumlu oldugu gdzlenmistir.

< ™

EMUM
15.0[KV] SP=12.0 WD=7.0 x500

Sekil 11. Farkli yiiksek biiytitmelerde fibril olmayan kitinin SEM gériintiileri.
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2) Saf Kitosan ve Kitosan Tuzlarimin Morfolojisi ve Yapi Analizi

Deneylere baglamadan 6nce belirli bir miktarda kitosan Sekil 12'de gosterildigi gibi SEM analizine tabi
tutulmustur. Deney sonrasi Sekil 13 ve 14'te gosterildigi gibi elde edilen kitosan tuzlari ile deney Oncesi kitosan
ornekleri arasinda ¢esitli morfoloji ve yap1 karsilastirmalart yapilmustir.

BN <
~ W ;

EMUM
15.0[KV] SP=12.0 WD=7.1

/] sp=12.0 WD=6.9

Sekil 13. Kitosan asetat tuzunun farkli yiiksek biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri.

Kitosan, Sekil 12'de goriildiigii gibi keyfi bir yapiya ve morfolojiye sahiptir ve bu yap1 herhangi bir iglem
gormemistir. Bu dizilimden dolay1 yap1 dokusuz olarak adlandirilmaktadir. Kitosanin asetik asit glasiyal (%100)
ile belirli oranlarda ¢6ziindiiriilmesi ve kendi i¢in kurutulmasi sonrasinda elde edilen kitosan asetat tuzunun yapisi
ve morfolojisi Sekil 13'te gorildiigii gibidir. Kitosan asetat numunelerinin SEM analizi, elde edilen kitosan
tuzunun daha diizenli bir yapiya ve belirli bir tane boyutuna sahip oldugunu ortaya koymaktadir (ayrmtilar i¢in
bkz. Sekil 13). Gergek su ki; iiretilen kitosan tuzunun belirli bir graniil seviyesine sahip olmasi kanama bdlgesinde
tutunma kabiliyetini artirir. Benzer sekilde, kitosanin glikolik asit (%70) ig¢inde belirli oranlarda ¢dzlinmesi ve
ardindan kurutulmasiyla olusan kitosan glikolat tuzunun tane yapist ve morfolojisi Sekil 14'te gosterilmektedir.
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EMUM s
15.0[KV] SP=12.0 WD=7.3 x1.0k 10[um]

a) b)
Sekil 14. Kitosan glikolat tuzunun farkl yiiksek buyiitmelerdeki SEM goruntiileri.

Kitosan glikolat numunelerinin SEM analizi, elde edilen kitosan glikolat tuzunun hem saf kitosana hem
de kitosan asetat tuzuna gore daha diizgiin bir yapiya ve daha diisiik tane boyutuna sahip oldugunu gostermektedir.
Uretilen kitosan glikolat tuzunun belirli bir seviyede yari kristal graniillere sahip olmasi, travma bélgesinde
tutunma ve niifuz etme kabiliyetini artirdigini gostermektedir.

Daha diisiik partikiil boyutuna sahip kitosan glikolat tuzlari ile travma bolgesinin ¢ukurlagtirilmasi,
aralarinda bosluk birakmaz ve karsilagilan kan miktari ile dogru orantili olarak siserek travma bolgesinde tikaniklik
benzeri bir yapiya neden olur.

IV. SONUCLAR VE GELECEK PLANLARI

Bu ¢alismanin sonuglart 6zetlendiginde, kan durdurma uygulamalari i¢in hemostatik sprey, jel ve toz
basariyla Tiretilmis ve sprey, jel ve toz formlarn sirastyla KitoSprey, KitoJel ve HemoPowder olarak
adlandirilmistir. Sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

— Islem goérmemis kitosanin DTA-TGA analizi sonucunda, iiretilen numunelerin endotermik ve ekzotermik
reaksiyonlar1 25 °C ve 500 °C araliginda belirlenmistir.

— FTIR analizlerine gore, kitosan biinyesindeki aldehit yapilarinda bulunan karbonil grubu sayesinde
kitosan tuzlar1 kolayca polimerize olarak travma yiizeyinde veya bolgesinde koruyucu bir film gorevi
gormektedir.

— Calismalar, kitosan asetik asit ¢oOzeltisinin pozitif yikli oldugunu gostermistir. Ayrica, kitosan
trombositleri aktive edebilir ve daha yiiksek anjiyojenik yetenekle yara iyilesmesini tesvik edebilir.

— XPS analizleri numunenin kanama alaninda hemostaz saglamak i¢in gerekli olan gok yiiksek oranlarda
polikasyonik bir yapiya doniistigiinii dogrulamustir.

— XRD analizi, islenmemis kitosanin amorf yapida oldugunu ve kristal yapida olmadigimi ortaya
koymustur. Kitosan asetat ve kitosan glikolat tuzlarinin islenmemis kitosana gore kristal pikler gosterdigi
tespit edilmistir.

— SEM analizlerine gore, belirli bir seviyede yar1 kristal graniillere sahip olarak tiretilen kitosan tuzlari,
travma bolgesinde tutunma ve niifuz etme kabiliyetinde artis gostermektedir.

Ayrica, hemostatik malzemelerin 6n degerlendirmeleri, kan pthtilagsmasi ve yara iyilegsmesinde potansiyel
faydalarini gostermektedir. Arastirma kapsaminda iiretilen hemostatik malzemelerin amatdr performans
degerlendirmeleri sonucunda kan durdurma ve yara iyilestirmede kullaniminin miimkiin oldugu sonucuna
vartlmistir. Bu hemostatik malzemelerin hayati 6nem tasiyan travmatik arteriovendz yaralanmalarda kullanimi
heniiz profesyonel kurumlar tarafindan kanitlanmamistir. Hemostatik malzemeler giiniimiizde hastaneler disinda
giinliik hayatta genis kullanim alan1 bulamamustir. Fakat ilerleyen teknoloji ve biling sayesinde hemostatik
malzemelerin kullamminin yayginlagmasi beklenebilir. Uretilen malzemelerin piyasadaki muadil iiriinlere
alternatif olarak kullanilmasi miimkiindiir. Bu kapsamdaki malzemelerin giinliik hayata entegrasyonu sonucunda
6lim riskinin minimum seviyeye inmesi ve ilk yardim miidahale basari oraninin artmasi gili¢lii dngoriiler
arasindadir.
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