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OZET

DOKTORA TEZi

ANTIBAKTERIYEL OZELLIiGI GELISTIRILMIS YENI BiR
NANO-BIYOMALZEMENIN HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Aysen KOLAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman 5
Prof. Dr. Ayben KILISLIOGLU

II.Danisman
Doc.Dr. Zehra Tuba SISMANOGLU

Biyomedikal teknolojide, antimikrobiyal 6zelligi ve biyouyumlulugu artirilmis yeni
malzemeler ile ilgili yapilan arastirmalar, artarak onem kazanmaktadir. Malzemelerin
ozelliklerini gelistirmede organik yapiya katilan az miktardaki inorganik maddenin,
nano dispersiyonunun saglanmasi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Yeni malzemenin gelismis
ozellikler gosterebilmesinde, inorganik fazin nano dispersiyonunun saglanmasinin
yaninda, nano yapilarin aydmlatilmasi da gerekmektedir. Acacia Senegalin yapisina az
miktarda inorganik  katki  eklenerek, bazi  Ozellikleri Onemli derecede
gelistirilebilmektedir. Bu ¢alismada, demir baglanmis Silika ve Acacia Senegal
kullanilarak hazirlanan, nano-biyomalzemenin, anti-bakteriyel 6zelligi, yiizey bilesimi
ve yapist analiz edildi. Baglangicta, hazirlanan Acacia Senegal / Fe-Silika X-151m1
Difraksiyonu (XRD), X-1s1m1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ve Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM), Fourier Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Termogravimetrik
Analiz (TGA) kullanilarak karakterize edildi. Bu projenin ikinci kisminda, yeni
malzemenin anti-bakteriyel o6zelligi analiz edildi. Antibakteriyel 6zelligi arttirilmis
Acacia Senegal / Fe-Silika nanokompositinin, yogun bakim iiniteleri ve hastanelerin
ameliyathaneleri gibi steril olmasi1 gereken ortamlar i¢in faydali bir malzeme olmasi
beklenmektedir.

Subat, 2015, 80
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Anahtar kelimeler: nano-biyomalzeme, acacia senegal, silika, sifir degerlikli
demir, SEM
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SUMMARY

Ph.D THESIS

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF IMPROVED
ANTIBACTERIAL PROPERTY OF A NOVEL NANO-BIOMATERIAL

Aysen KOLAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ayben KILISLIOGLU
Co-Supervisor: Dog. Dr. Zehra Tuba SISMANOGLU

In biomedical technology, research on producing new materials with enhanced features such
as biocompatibility and antimicrobial properties has gained increasing significance. Stronger
properties can be obtained by adding small amount of inorganic nano filler to organic
matrix. To achieve improved properties in the new material, nanodispersion of the inorganic
phase is very important. Adding a small amount of inorganic additive to the structure of
acacia senegal, can improve its antimicrobial properties. Initially, Acacia Senegal / Fe-Silica
nanocomposite, was prepared and characterized by X-ray Diffraction (XRD), X-ray
photoelectron spectroscopy XPS and Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and Thermogravimetric Analysis (TGA). In the
second part of this project, surface characterization of the anti-bacterial activity of this new
material was performed. Enhanced anti-bacterial properties of this Acacia Senegal / Fe-
Silica nanocomposite are expected to be useful in cases where creation of a sterile
environment is essential, such as intensive care units and hospital operating rooms.

February 2015, 80

Keywords: nano-biomaterial, acacia senegal, silica, zero valent iron, SEM



1. GIRIS

Yiiksek teknolojide, gelismis 6zelliklere sahip yeni malzemelere duyulan ihtiyag, giin
gectikce artmaktadir. Malzemenin yapisinda nano boyutta degisiklikler yaparak,
gelismis Ozellikler elde etmek miimkiin olabilmektedir. Bu 6zelliklerin basinda, biyo

uyumluluk, antibakteriyel aktivite, mekanik ve termal 6zellikler sayilabilir.

Yapilan arastirmalarda, bu amagla organik yapiya inorganik dolgu maddesi katilir ve
nano dispersiyonu saglanir. Boylece elde edilen malzeme, nano-biyomalzeme olarak
adlandirilir. Yeni nano biyomalzemenin, ¢evre dostu ve diisiik maliyetli olmasi
acisindan biyobozunabilir, toksik olmayan malzemelerden hazirlanmas tercih edilir.
Son yillarda, dogal biyopolimerlerin yapisma bazi inorganik katkilarin nano
dispersiyonu saglanarak, membran, bariyer, elektrik/elektronik, antibakteriyel gibi
ozelliklerdeki gelismeler arastirilmistir (Zhang ve dig., 2009; Jayakumar ve dig.,
2005; Joerger 2007; Viswanathan ve Meenakshi, 2010; Huleihel ve dig., 2009).
Bunun yaninda,nano-biyomalzemenin ¢esitli 6zelliklerindeki artis1 incelemek ig¢in
dolgu maddesi olarak ¢ogunlukla kil mineralleri kullanilmistir (Casariego ve dig.,
2009; Aranda ve dig., 2006; Bhavesh ve dig., 2011; Wang ve dig., 2005; Jayakumar
ve dig., 2010; Huang ve dig., 2005; Magana ve dig., 2008; Chivrac ve dig., 2009;
Chen ve dig., 2007; Franchini ve dig., 2009; Krekeler, 2009; Bilotti ve dig., 2009).
Kil mineralleri kullanilarak hazirlanan nano biyomalzemenin antibakterial
aktivitesindeki degisim de bazi arastirmacilar tarafindan calisiimistir (Xiaoying ve
dig., 2009; Na ve dig., 2009; Shan-hui ve dig., 2012; Yang-Su ve dig., 2010).
Biyomedikal teknolojide, malzemelere dolgu maddesi olarak silika nano tanecikleri
kullanilarak bazi fiziksel ve biyolojik Ozellikler arastirilmistir (Akhilesh ve dig.,
2013) ancak antibakteriyel aktivite pek fazla calisiilmamistir (Xuan ve dig., 2010; Xi
ve dig., 2002; Schmitt ve Flemming, 1998). Antibakteriyel 6zellige sahip acacia
senegal ile nanobiyokompozit hazirlama konusu ¢ok fazla arastirilmamis olup (Singh
ve Singh, 2011, Singh ve Ahmed, 2012); acacia senegal/silika nanobiyokompozitinin

antibakteriyel 6zelligi ile ilgili yayinlanmis bir arastirma mevcut degildir.



Bu calismada, Acacia Senegal biyopolimerinin icerisine, silika katilarak, biyopolimer

yapida meydana gelen degisimler nano skalada tayin edilip degerlendirilmistir.

Yeni biyopolimer Acacia Senegal/Silika ve Acacia Senegal/Silika’ya sifir degerlikli
demirin nano dagilimiyla hazirlanan yeni nano-biyokompozit malzemenin yapisini
aydmlatmak i¢in, XRD, XPS, SEM, FTIR ve TGA cihazlar1 kullanilmistir. Daha
sonra da, hazirlanan yeni nano-biyomalzemenin anti-bakteriyel aktivitesi

incelenmistir.

Sonug olarak, anti bakteriyel 6zelligi gelistirilmis, Fe’ baglanmis silika ve Acacia
Senegal ile hazirlanan bu yeni nano-biyomalzemenin, sterilizasyonun 6nemli olan

ortamlar i¢in verimli bir katki malzemesi oldugu sdylenebilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BIlYOMALZEMELER

2.1.1. Biyomalzemelerin Tanim

Biyomalzemeler, canli organizmalarda teshis veya tedavi ve amacli organizma ici
yada disinda kullanilmak tizere gelistirilmis dogal ve sentetik tiim malzemelerdir.
Dogal polimerler, biyomalzemelerin hazirlanmasinda vazgeg¢ilmez kaynaklardir.
Biyolojik ortamdaki makromolekiillere c¢ok benzerler. Toksik degildirler ve
biyobozunabilirler. Biyobozunabilir polimerler, sentezlenme sekline bagli olarak dort

kategoride degerlendirilebilirler. Bunlar sirasiyla:

e Biyokiitlelerden kaynakli polimerler, bunlara 6rnek olarak, seluloz verilebilir.

e Mikrobiyal olusuma bagli elde edilen polimerler.  Ornegin,
polihidroksialkanoatlar.

e Agro-kaynaklardan elde edilen monomerler kullanilarak kimyasal olarak
sentezlenen polimerler. Ornegin, poli(laktik asit)

e Monomer ve polimerleri fosil kaynaklardan kimyasal sentezle elde edilen

polimerler.

2.1.2. Biyomalzemelerin Hazirlanisi
Toksik olmama ve biyobozunabilir olma gibi avantajlarindan dolay1 biyopolimerler,
biyomalzemelerin hazirlanmasinda siklikla tercih edilirler. Bu avantajlarinin yaninda
kolay bozunmalarinin, yiliksek sicakliga ve pratik uygulamalar i¢in dayaniksiz
olmalar1  biyomalzemeleri elverigsiz kilar. Bu nedenle bilim insanlari,
biyopolimerlerin yapisina nano boyutta inorganik dolgu malzemeleri katarak yapiy1
gliclendirmeyi  hedeflemisglerdir. Bu sekilde hazirlanan malzemelere, nano
biyokompozitler de denir. Nano biyokompozitler hazirlanirken siklikla kil
mineralleri kullanilir ve buna gore meydana gelen yap1 tige ayrilir:
¢ Birinci durumda, mikrokompozit denilen yapi1 olusur. Buna gore, polimer/kil
etkilesiminin zayif olmasindan 6tiirii polimer kil tabakalar1 arasma erigsemez

ve tabakalar y1gin halinde kalir. Tabaka araliklar1 degismez.



e interkalasyonlu (Intercalated) nanokompozit denilenbu ikinci durumda
polimer silikat tabakalar1 arasma kismen nufuz eder. Bunun sonucunda,
tabakalar arasi mesafe genisler. Tabakalarin birbirine paralel ve yigin
halindeki goriintiisii degismez.

e Son olarak eksfoliye nanokompozitte, kil tabakalar1 birbirinden tamamen
ayrilirlar ve kil tabakalari birbirlerinden bagimsiz olarak polimer yap1

icerisinde dagilirlar.
2.1.3. Acacia Senegal (Gam Arabik)

Gam arabik diger bir ad1 ile Acacia Senegal, bir aga¢ sivis1 (eksiidat1) olup, genelde

Afrika tilkelerinden temin edilir.

Sekil 2.1: Gam arabik (Acacia Senegal) (GA) ve Zwitterionik (2S,4R)-4-hidroksiprolin
(sol) ; (2R,45)-4- hidroksiprolin (sag)

Gida ve ilag sanayinde kullanilan 6nemli bir katki maddesidir (Phillips ve Williams,
2009, chap. 11). Gam arabik, diisiik molekiil agirhikli polisakkarid (>M, 0,25x10°)
ve yliksek molekiil agirlikli hidroksiprolin-zenginlestirilmis glikoprotein (<Ma
2,5><106) icerir (Anderson ve Stoddart, 1966; Churms ve dig., 1983; Goodruum ve
dig., 2000). Ancak sonradan goriildii ki, Gam Arabik (Acacia senegal) kompakt
arabinogalaktan protein (AGP) (Mahendran ve dig., 2008) iceren polidispers bir
molekiildiir (Mahendran ve dig., 2008). Yiiksek derecede dallanmis yapidadir
(Shao-Ping ve dig., 2013).



2.2. BIYOMALZEMELERIN KARAKTERIZASYONU

2.2.1. X-151m1 Difraksiyonu (XRD) Analizi

Katilarin kristal yapilarin1 incelemek i¢in en ¢ok kullanilan kirinim teknigi X-1smi1
kirinimmidir. Bu teknigin ince film analizi i¢in uygun olmasi, temelde iki nedenden
dolayidir; birincisi, X-1smlarinin dalga boylar, yogunlastirilirmis maddedeki
(condensed matter) atomik mesafeler Olgiisiindedir ve bu Ozellik, yapisal
arastirmalarda kullanilmalarmi saglar. Ikincisi, X-1smn1 sacilim teknikleri, yikict
degildir ve incelenen numuneyi degistirmez. Kati malzemelerin incelenmesinde
kullanilan X-isinlarmin dalga boylari, atomlar arasi mesafelerle kiyaslanabilir
biiyiikliikte olup yaklasik olarak 0.5 A ile 2.5A arasinda degisir. X-1sinlar1 kristal
yap1 iizerine dusiiriildigliinde, 1sinlar kati yiizeyinden kiiciik gelis acilariyla tam
yansimaya ugrarlar ve ismlar kristaldeki atomlarin paralel diizlemleri tarafindan
sacilirlar. Kristal yapidaki bu sagilimlar kirinim olarak 12 adlandirilir ve kirinim ¢ok
sayida atomu igeren sag¢ilmalardan meydana gelir. X-1sinlarinin kristal yapida
kirmimi1 Bragg Kanunu ile agiklanir ve Bragg kanunun en basit sekli asagidaki

formiil ile verilir.

2d sinf = nk

Burada, d kirmimm gergeklestigi yiizeyler arasi mesafe, 6 baslangic acisi, n bir

tamsay1 ve A 1smlarin dalga boyudur.

Kristallerde X-1sm1 kirinimi teknigi ile kristalin yapisint belirleme, kristalin
miikkemmelligi veya fazin safligini belirleme ve kristalin dogrultularini belirleme gibi
bilgiler saglanir. Bu dogrultular, kirmim deseninde noktalar seklinde goriiniir ve
buna yansima denir. Boylece X-151m difraksiyonu, diizenli dizilmis sagicilar (kristal
icerisinde tekrarlayan atom diizeni) lizerine ¢arpan bir elektromanyetik dalgadan

kaynaklanir.



Sekil 2.2: XRD’de tabakalara gelen ve yansiyan igilarin sematik goriiniimii.

Difraksiyon paterni (kirinim deseni) olusturmada x-1sinlar1 kullanilmasinin sebebi,
kristal tabakalar1 arasindaki mesafeyle ayn1 mertebede (1-100 angstrom) dalga

boyuna sahip olmalarindan dolayidir.

2.2.2. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM) Analizi

Taramali Elektron Mikroskobu veya SEM (Scanning Electron Microscope), c¢ok
kiigiik bir alana odaklanan yiiksek enerjilielektronlarla yilizeyin taranmasi prensibiyle
calisir. Manfred von Ardenne Onciiliigiinde 1930'lh yillarda gelistirilmistir. En sik
kullanildig1 bi¢imiyle, ylizeyden yayilan ikincil (secondary) elektronlarla yapilan
Ol¢tim, 6zellikle yilizeyin engebeli (topografik) yapisiyla iliskili bir goriintii olusturur.

Yiiksek enerjili elektron demeti ile numunedeki atomlarin dis yoriinge elektronlari
arasinda elastik olmayan girisim sonucunda diisiik enerjili Auger elektronlar1 olusur.

Bu elektronlar numune ylizeyi hakkinda bilgi tasir ve Auger Spektroskopisinin



calisma prensibini olusturur. Yine yoriinge elektronlar1 ile olan girisimler sonucunda
yoriingelerinden atilan veya enerjisi azalan demet elektronlar1 numune ylizeyine
dogru hareket ederek yiizeyde toplanirlar. Bu elektronlar ikincil elektron (sekonder
elektronlar) olarak tanimlanir. lkincil elektronlar numune odasinda bulunan
sintilatérde toplanarak ikincil elektron goriintiisii sinyaline gevrilir. Ikincil elektronlar
numune yiizeyinin 10 nm veya daha diisiik derinlikten geldigi i¢in numunenin
yiiksek ¢oOziiniirliige sahip topografik goriintiisliniin elde edilmesinde kullanilir.
Yiiksek voltaj altinda ivmelendirilen elektron demeti ile numune arasindaki etkilesim
sonuglar1 Sekil 2. 3' de sematik olarak gdsterilmektedir. Bu girigsim hacmi su damlasi
goriiniimii olarak tanimlanir. Yiiksek enerjili demet elektronlar1 numune atomlarmin
dis yoriinge elektronlar1 ile elastik olmayan girisimi sonucunda diisiik enerjili Auger
elektronlart olusur. Bu elektronlar numune ylizeyi hakkinda bilgi tasir ve Auger
Spektroskopisinin ¢alisma prensibini olusturur. Yine yoriinge elektronlar1 ile olan
girisimler sonucunda yoriingelerinden atilan veya enerjisi azalan demet elektronlar1
numune ylizeyine dogru hareket ederek yiizeyde toplanirlar. Bu elektronlar ikincil
elektron (seconder electrons) olarak tammmlanir. Ikincil elektronlar numune odasmda
bulunan sintilatérde toplanarak ikincil elektron goriintiisii sinyaline ¢evrilir. ikincil
elektronlar numune ylizeyinin 10 nm veya daha diisiik derinlikten geldigi icin
numunenin yiiksek ¢oziiniirlige sahip topografik goriintiisiiniin elde edilmesinde

kullanilir.
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Sekil 2.3: Elektron demeti ve numune etkilesimi
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Sekil 2.4: Taramali Elektron Mikroskobunu olusturan temel kisimlar

Taramali Elektron Mikroskobu Optik Kolon, Numune Hiicresi ve Goriintiileme
Sistemi olmak iizere {i¢ temel kisimdan olugmaktadir (Sekil 2.4). Optik kolon
kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi, elektronlart numuneye
dogru hizlandirmak i¢in yiiksek gerilimin uygulandig1 anot plakasi, ince elektron
demeti elde etmek i¢in kondenser mercekleri, demeti numune iizerinde odaklamak
icin objektif mercegi, bu mercege bagh ¢esitli capta apatiirler ve elektron demetinin
numune ylizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer almaktadir. Mercek sistemleri
elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya numune {izerine

odaklamaktadir.

Tim optik kolon ve numune 10° Pa gibi bir vakumda tutulmaktadir.
Goriintii sisteminde, elektron demeti ile numune girisimi sonucunda olusan ¢esitli

elektron ve 1s1malar1 toplayan dedektorler, bunlarin sinyal ¢ogalticilar1 ve numune
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yiizeyinde elektron demetini goriintii ekraniyla senkronize tarayan manyetik bobinler

bulunmaktadir.

2.2.3. X-151m Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

X-Ismlar1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS), incelenen ylizeydeki atomlarin
kimyasal durumu hakkinda bilgi edinmek ic¢in kullanilabilecek en uygun
yontemlerden biridir. Kimyasal analiz i¢in elektron spektroskopisi (ESCA) olarak da
bilinen bu yodntem, incelenen yiizeydeki atom ya da molekillerin x 1511
bombardimanma tutulmasiyla yiizeyden sacilan elektronlarin kinetik enerjisinin
Olgiilmesi prensibine dayanir. XPS ile 10-20 nm derinlige kadar yiizey analizi
yapilabilir. Ornek yiizeyine gelen x ismlarmmn acisi degistirilerek XPS’in yiizey
hassasiyeti arttirilabilir. Baglanma enerjisi, her bir elementin her bir elektronu i¢in
belli bir degere sahiptir ve bu nedenle o elementin belirlenmesinde kullanilabilir.
Boylece, baglanma enerjisinin Ol¢limii ile maddede bulunan belli elementler
hakkinda olduk¢a ayrintili bilgi edinmek miimkiindiir. Sagilan elektronlarin yiizeye
baglanma enerjisi (BE= hv — KE — @ ) denklemiyle elde edilir. BE: elektronlarin
baglanma enerjisi, KE: elektronlarm kinetik enerjisi, hv: X -1smlarmin enerjisi, ®:
ylizeyden bir elektron uzaklastirabilmek i¢cin gerekli minimum enerji miktaridir.

(Sezen H. 2008).

2.2.4. Termogravimetrik analiz (TGA)

Termal Analiz malzemelerin fiziksel 6zelliklerinin sicakliga bagh olarak degisiminin
incelendigi yontemdir. Termal Analiz, numune sicakligi kontrollii bir sekilde
degistirilirken numunenin fiziksel 6zelliklerinin (agirlik, absorplanan ya da aciga
cikan 1smnin, boyut, iletkenlik, manyetik 6zellik v.s) sicakligin bir fonksiyonu olarak
Olgtildiigii yontemleri igerir. TGA agirligin yani numunenin kiitlesinin, numunenin
sicakligma ya da zamana gore Olclimiidiir. Numune genel olarak sabit sicaklik
degerinde 1sitilir ya da sabit bir sicaklikta tutulur. TGA kontrollii 6rnekle dogrusal

olmayan sicaklik programlar1 da kullanilabilir. Sicaklik programi se¢imi numune
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hakkinda istenen bilgiye dayalidir. Ayrica TGA deneylerinde atmosfer, reaktif, inert

ya da oksit olabilmesinden dolay1 ¢ok dnemli bir isleve sahiptir.

2.3. BAKTERILER

2.3.1. Bakterinin Tanim

Bakteriler 0,2-2 mikron biiyiikliginde mikroorganizmalardir (1 mikron = 10° m.).
Bakterilerin sitoplazmas1 “Sitoplazma zar1” denilen bir zar i¢inde bulunur.
Bakterilerin hiicre yapilar1 insan hiicrelerinden farklidir. Bakterilerin sahip olduklar1

hiicresel 6geleri su sekilde siralayabiliriz;
e Sitoplazma zar1

e Hiicre duvari

e Kapsiil
e Fimbria
e Kamgi

e (ekirdek maddesi
e Ribozom Mezosom
e Inkliizyon cisimcigi.

“Sitoplazma zar1” bir bakterinin en i¢ duvarmi olusturur. “Lipo proteinlerin”
yapisinda olan sitoplazma zari, bakterinin sitoplazmasmi disaridan sarar. Bu zar
bakterinin bi¢imini belirlemekle gorevli degildir. Baslica gérevi bakteri i¢ine girecek
besin maddelerine karsi segici bir zar gérevini ilistlenmis olmasidir. Bakteriden disar1

atilacak bazi enzim ve artik maddelerin de seciciligini yapar.

“Hiicre duvar1” sitoplazma zarmm hemen disinda bulunur. Bakterilere 6zel

bicimlerini kazandiracak kadar sert bir yapis1 vardir. Hiicre duvarinin hiicre igiyle
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dis1 arasindaki madde aligverisinde etkin gorevi yoktur. Ancak bakteri hiicresinin
boyanma 6zelligi etkiler. Kapsiil denilen {i¢iincli bir duvar tabakasina bazi bakteri
tiirlerinde rastlanir. Kapsiil, bulundugu bakteriye o0zgiin bagisiklik ozellikleri
kazandirir, antibiyotiklere ve fagositoza karsi direngli kilar. Fimbrialar hareket
isleviyle ilgili degildirler. Bakterinin besinle temas yiizeyini daha da artirarak, yakin
bir iliskiye girmelerini ve konak hiicreye yapigsmalarini sagladiklar: diistiniilmektedir.
Bundan baska 6zel bir fimbria (seks fimbriasi) bakterinin ayni tiirden bagka
bakterilere yapisarak ona genetik madde araciligi ile baz1 6zelikleri de aktarmasini
saglamaktir. “Kamc1”, bakterilerin hareketliligini saglayan bir uzantidir. Enfeksiyona
sebep olan en etkili ve tehlikeli bakterilerden 1iyi tanman gram-pozitif
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve gram-negatif Escherichia coli (E.coli) Sekil

2.5 te goriilmektedir.

Sekil 2.5: E.coli ve S.aureus bakterilerinin boyali SEM goriintiileri

“Cekirdek maddesi”, DNA ve/veya RNA icerebilen bakteri i¢i maddeleridir.
Bakterilerin ¢ekirdek zar1 bulunmadigi i¢in ¢ekirdek maddesi bakteri ‘i¢cine dagilmis
olarak bulunur. “Ribozomlarm gorevi’, insan hiicrelerindeki ribozomlarin
gorevlerinin aynidir. Bakterilerde-ki ribozomlar bakterinin ¢ogalma donemlerinde

sayica artar. Bakterilerdeki “Mezosom” denilen yapilar, sitoplazma zarmin bakteri
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icine dogru olan kivrimlarindan olusur. Bakterilerin boliinme olaylarinda gorev
iistlendikleri  diisiiniilmektedir. ~ “Inkliizyon cisimcigi” denilen bakteri ici

cisimciklerin de depo besin maddeleri olduklar1 diisliniilmektedir.
2.3.2. Bakterilerin Siniflandirilmasi

Bakteri tiirlerini cesitli 6zelliklerine gore siniflandirilabilir. Biz burada onlar1 yalniz

goriiniiglerine gore kisaca smiflayacagiz.

“Kok” grubu bakteriler tek tek yuvarlak, mum alevi ya da fasulye bi¢imindeki
bakterilerdir. Bunlar belli bir diizende bir araya geldiklerinde degisik gruplar
olustururlar. Ornegin “Diplolok”lar iki kokun bir araya gelmesiyle olusurlar.
“Streptokok™ grubu birgok kokun tespih taneleri gibi arka arkaya dizilmesiyle bir
zincir goriinimi olusturur. “Stafilokok™ grubunda koklar iiziim salkimina benzer
bicimde bir araya toplanmislardir. “Basil” grubu bakteriler kisa c¢omak

bi¢imindedirler. Bu grupta tiiberkiiloz ve lepra basilleri yer alir.

Bakteriler, fenotipik, analitikve genotipikézelliklerine gore smiflandirilir.
Bakterilerin tanimlanmasinda oncelikle fenotipikolarak, makroskobik, mikroskobik,
biyokimyasal 6zellikleri incelenir. Bakteri kolonilerin rengi, sekli ve kokusu gibi
ozellikler =~ makroskobik tanimlamada kullanilir.  Mikroskobik  6zelliklerin
incelenmesinde ise en stk Gram boyama yontemi kullanilir. Bakterileri baslica iki
ana smifa aywrir. Gram pozitif ve Gram negatif bu yontem ile, duvar yapilarmin
farkli olmasmndan dolayi, Gram pozitif bakteriler mor, Gram negatif bakteriler
pembe-kirmizi boyanir. Bu boyama teknigi ile bakteriler ayrica, yuvarlak (kok),

comak (basil) ve kivrik (spiral) sekilli olarak siniflandirilabilir.

2.3.3. Bakterilerin Isimlendirilmesi
Bakteriler isimlendirilirken once cins ismi (ilk harf biiyiik) sonra tiir ismi (ilk harf
kiigiik) kullanilir ve italik harflerle yazilir. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus aureus v.b.
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2.3.4. Antibakteriyel Aktivite

Antibakteriyel aktivite, bakterinin materyal yiizeyinde biiylimesini engelleyen yada
bakterinin dliimiine yol acan etkidir. Klor gibi ¢esitli kimyasallar ve antibiyotikler
antibakteriyel etkiye sahip maddelerdir. Giiniimiizde, antibakteriyel 6zellige sahip
yeni malzemelerin kesfi konusunda arastirmalar artmistir. Burada tercih edilen, insan
saglig1 i¢in toksik olmayan ve dogada bozunabilen maddelerdir. Bakteriler ylizeylere
baglanip biyofilm denen yogun kiimeler olustururlar. Bu filmler birka¢ mikrometre
kalinliktan yarim metre derinlige kadar degisebilir ve birden ¢ok bakteri, protista ve
arke tiirii i¢erebilir. Biyofilmlerde yasayan bakteriler, hiicre ve hiicre dis1 bilesenler
ile karmasik bir diizen olustururlar. Meydana gelen ikincil yapilar arasinda
mikrokoloniler de sayilabilir, bunlarm i¢cinde bulunan kanal sebekeleri gidalarin daha
kolay difiizyonunu saglar (Donlan , 2002; Branda ve dig., 2005). Dogal ortamlarda,
ornegin toprak ve bitkilerin ylizeyinde, bakterilerin cogunlugu biyofilm araciligiyla
yiizeye baglanir (Davey ve O'toole, 2000). Biyofimler tipta da dnemlidir, ¢iinkii bu
yapilar kronik bakteriyel enfeksiyonlarda ve wviicut icine yerlestirilmis tibbi
cithazlarda bulunurlar. Biyofilmler i¢inde kendini koruyan bakterilerin imhasi, tek
basma ve izole durumda olan bakterilerinkinden ¢ok daha zordur (Donlan, 2002).
Bakteriler uygun sivi ve kati ortamlarda kolayca iireyebilirler. Sivi besi yerlerine
ekilen bir tek koloni, uygun bir besiyeri, sicaklik ve inkubasyon siiresinden sonra
iireyerek bir bulaniklik meydana getirir. Diger bir ifade ile iiremenin varhig: kiiltiiriin
bulanik bir hal almasiyla anlasilabilir. Ancak, bazi etkenler (mikoplasma,
Leptospiralar) gbzle zor goriilebilen bir bulaniklik olustururlar. Bazi bakteriler de
cansiz sivi ve kati besi yerlerinde iiremezler (rickettsia, chlamydia). Bir kisim
mikroorganizmalar da cok uzun siirede iireyebilirler (Mikobakteriler gibi). Kati
ortamlarda gbzle goriilebilecek biiyiikliikte koloniler meydana gelir. Bunlar {iremenin

varligini gosteren durumlardir (Arda, 2000).

Bu bakterilerin patojenik tiirlerinden birisi de yaralarda enfeksiyona yol agabilen
Staphylococcus aureus dur. Bu bakteri kuru yiizeylerde yasar ve gecirgenligi arttirir.
Bu tiirden olan metisiline-direnc¢li S. aureus hastaneden kazanilan enfeksiyonlarda
ana etken olmustur ve de toplumdan kazanilan enfeksiyonlarda ortaya cikisi ve
sikligindaki artis1 sonucu bu Ozelligi anlasilmistir. S. aureus ayrica toksik sok

sendromuna da neden olabilmektedir. 1980'ler boyunca bazi tamponlar S. aureus'un
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hizla iiremesine yol agmis ve bu sekilde kana karigsan toksinler salinmistir. Herhangi
bir S. aureus enfeksiyonu stafiokokal haslanmig cilt sendromuna yol acabilir. Bu
durum ise derinin kana karisan ekzotoksine verdigi reaksiyon ile olusur. Ayrica
Piyemi diye adlandirilan bir cesit septisemiye de yol acabilir. Giinlimiizde S.
aureus’un bir ¢ok antibiyotige diren¢ gosteren izolatlarmin meydana gelmesi ¢cogu

saglik kurulusu i¢in 6nemli bir problem haline gelmistir.

Genelde E. coli kisaltilmasiyla koli basili, memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda
yasayan bir bakteri tiiriidiir. Insanin bir giinde diski yoluyla viicudundan gegen
E. colibakteri sayis1 100 milyar ila 10 trilyon arasmndadir. Digkiyr olusturan
bakteriler baslica anerobik bakterilerdir, se¢meli anerobik E. coli hiicrelerinin sayist
diger bakteri tiirlerinin binde bir1i dolayindadwr. BaziE. coli tipleri iginde
bulunduklar1 hayvan i¢in zararsiz olmalarina ragmen insana gectiklerinde hastalik
yapabilirler. Bu hastaliklar arasinda en iinliisii sayilan O157:H7 adl1 serotip kanl
ishal olup, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, peritonit, mastit, septisemi ve gram-
negatif pnomoni de sayilabilir. E. coli 'nin, tavuk, dana ve baska hayvanlarda da

hastalik yapabildigi goriilmiistiir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYIN YAPILISI

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

e Demir (III) kloriir hekza hidrat (FeCl;.6H,0) (Merck)
e Sodyumborhidrit (NaBHs) (Merck)

e Etil alkol (C;HsOH) (Merck)

e Acacia Senegal (Gam arabik) toz

e Silika (Merck)
3.1.2. Sifir Degerlikli Demir Cozeltisi

0,066 M FeCl;.6H,O ¢ozeltisi 4/1 (v/v) oraninda ethanol+su karisiminda hazirlandi.
NaBH4 0,1M olacak sekilde saf suda ¢oziildi. FeCls.6H,O ¢ozeltisi bir manyetik
karistiric1 yardimiyla 650 rpm de kuvvetli bir sekilde oda sicakliginda karistirilarak
iizerine biirete konmus olan NaBHy sulu ¢ozeltisi damla damla katilarak siyah renkte

sifir degerlikli demir (Fe°) elde edildi.
3.1.3. inorganik ve Organik Faz Cozeltileri

Bizim calisma kosullarimizda gegerli olan miktarda Acacia Senegal tartildi ve 100ml
suda karistiric1 yardimiyla oda sicakliginda ¢6ziildii. Ayn1 miktarda (1:1 w/w oraninda)
silika da tartiip 100ml suda karistirict yardimiyla hetorojen karisim hazirlandi.
Silikanin suyu dekante edilerek kat1 faz sulu fazdan ayrildi. Daha sonra Acacia Senegal
cozeltisi silikanin {izerine ilave edilerek sonikator de 20 dakika birbiri i¢inde dagilmasi

saglandu.



17

3.1.4. Acacia Senegal / Fe-Silika Hazirlanmasi

Sonkator yardimiyla birbiri iginde dagilan Acacia Senegal+ Silika ¢6zeltisi manyetik
karstiricida 650 rpm kuvvetli karistirma islemi oda sicakliginda yapilirken 6nceden
hazirlanan sifir degerlikli demir ¢6zeltisi ilave edildi. Ve bu karisim 20 dakika boyunca
kuvvetli bir sekilde manyetik karistirict ile karistirildi. Daha sonra elde edilen bu ¢l
¢Ozelti teflon petri kaplara dokiilerek etiivde sabit tartima gelene kadar 100°C de
kurutuldu. Bu toz 6rne§imiz, antibakteri ¢aliymalarina kadar steril kaplarda vakumlu

desikatorde saklandi.

3.2. KULLANILAN CiHAZ VE ALETLER
3.2.1. Orneklerin Karakterizasyonu

3.2.1.1. X-1s51n1 Difraksiyonu (XRD) Analizi

XRD calismalari i¢in, Istanbul Universitesi ileri Analizler Laboratuvar1 (IAL)’nda
bulunan Rigaku D/Max-2200/PC XRD Cihazt 200 Vac 3q 20 A/50 Hz giig
kapasitesine sahip bir yiiksek teknoloji liriinii olup standart ve yiiksek sicaklik firin
iiniteleri ile hizmet vermektedir. Cu kaynakli (A4 1L-Cu / 60 kV, 2.0 kw) X 15m1
tiipli ve tiipin ani sicaklik degisimlerini kontrol eden su sogutucusuna (Thermo
NESLAB, M 100) sahip olan cihazda monokromatize X-Isin1 elde edilmesini
saglayan Grafit Monokromator kullanilmaktadir. X-Isim1 Toz Difraktometre
dedektoriinliin g-2q ve 2q-q taramalar1 sonucu kirmim deseni elde edilmektedir.
Maddenin X-Isin1 Kirmim Deseni verilerinin Jade 6.5 yazilim programinda bulunan,
PDF kart numaralarina sahip yaklasik 120.000 civarinda madde ile karsilastiriimasi
sonucu Kalitatif Mineral Analizi yapilmaktadir. Cihazin yiiksek sicaklikta 6lgiim
almasimi saglayan Yiiksek Sicaklik Firin Unitesi mevcuttur. Yiiksek Sicaklik Unitesi
sayesinde termal degisiklige ugrayan cesitli maddelerin faz diyagramlar1 ve kristal

yap1 degisimleri gozlenebilmektedir.
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Sekil 3.1: X-151m1 difraksiyonu (XRD) analizinde

kullanilan cihaz

3.2.1.2. Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) Analizi

SEM analizleri field-emission SEM (FEI-QUANTAFEG 450) cihaz1 kullanilarak

Istanbul Universitesi Kimya Miihendisliginde yapilmustir.

Sekil 3.2:Taramal1 Elektron Mikroskopu (SEM) Analizi
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3.2.1.3. Termogravimetrik Analiz (TGA)

TGA da 6rnek hassas dengenin bir kolundan asilarak firina konur. Ornekteki kiitle
degisimi verilen sicaklikta ya da programlanmis belli sicaklik araliklarinda
kaydedilir.Kullanilan numune miktar1t 5 mg ile 50 mg arasinda degismektedir.
Ornegin koyuldugu 6zel 6rnek kabi, ortamda olusacak gazlar1 adsorplamamalidir ve
hic bir sekilde kataliz etkisi tagimamalidir. Bu Ornek kabi terazinin igerisine
yerlestirilir. Terazinin O6rnek koyulan kisminin disindaki diger biitiin kisimlari
firindan izole edilmistir. Terazi kollar1 elektromiknatisin kollar1 arasina yerlestirilmis
bir kola tutturulur. Elektromiknatistan gecen akim elektrik sinyali olarak kaydedilir.
Sistemdeki fir 25-1600°C arasinda, sicakligin istenilen siirelerde istenildigi kadar
arttirilabilecek seklide programlanabilir. Firmi 1styma ve sogutma hizlari, sifirdan
biraz daha biiyiik degerden 200°C/dakika kadar bir aralik i¢inde secilebilir. Firin
1s1smin teraziye aktarimindan kacinmak icin firin yalitilir ve disaridan sogutulur.
Numune nispeten diisiik sicaklilarda analiz yapilacak ise 300°C kadar dayanikli olan
aliminyum krozeler kullanilir. Yiiksek sicakliklarda g¢alisilacak numuneler i¢in ise
Pt veya Pt/Rh krozeler tercih edilir. Ornegin oksijenle temas1 sonucunda olusacak
olan yanma olaymi engellemek icin sistemden azot veya argon gazi gecirilmelidir.
Ayrica firin igerisinde olusan parcalanma iirlinlerinin firin igerisinde kalmasi,
parcalanmanin daha yiiksek sicakliklarda olusmasina neden olur. Bu nedenle de
sistemden siirekli inert gaz gecirilerek firmin i¢i temizlenmelidir. Bdylece
parcalanma daha diisiik sicakliklarda baslar ve biter. Aynt numune azot, argon veya
hava atmosferinde calisildiginda bozunma egrilerinin asamalar1 ve sicakliklar
degisebilir, yani madde ortama gore farkli davraniglar gosterebilir. Bu nedenle

calisilacak olan atmosfer ortaminin belirlenmesi cok dnemlidir.

Bu c¢alismada, TGA analizleri, 12,4 mg Ornek almarak N, atmosferi altinda

10°C /dakika 1sitma hizi ile gergeklestirilmistir.

TGA (TGA, Shimadzu TGA-50) ¢alismalar1 Istanbul Universitesi Kimya
Miihendisliginde yapilmistir.
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Sekil 3.3: Termogravimetrik Analiz (TGA) cihazi

3.2.1.4. X-151m1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

X-1s1n1  fotoelektron spektrometreler biiyiilk ve pahali cihazlardir. Kaynak bir
Coolidge tiipiidiir. Monokromatik 1sin filtrelerle veya bir kristal monokromatorle
elde edilir. Ornegin 1smnlandirilmasiyla ¢ikarilan elektronlar bir elektron
spektrometreye gonderilir. Spektrometrelerde elektron demetini bir dedektor lizerine
odaklayan bir veya daha fazla manyetik alan vardir. Bir elektronun yolu (yoriingesi),
onun kinetik enerjisine ve manyetik alanin kuvvetine baghdir. Alan siddeti

degistirilerek elektron enerji spektrumu ¢izilebilir.

XPS (XPS, Thermo Scientific K-alpha) ¢alismalar1 Kog¢ Universitesi Yiizey Bilimi
ve Teknoloji Merkezi (KUYTAM) da yapilmustir.
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3.2.1.5. Anti-bakteriyel Aktivitenin Incelenmesi

Hazirlanan yeni malzemenin etkisi Escherichia coli ve Staphlococcus aureus
bakterlerileri iizerinde incelendi. Bunun i¢in, ¢esitli materyallerden (idrar, cerahat,
apse) cukulata agar, koyun kanli agar, Endo ve EMB agarlara kiiltiir i¢in ekim
yapilarak saf Escherichia coli ve Staphlococcus aureus bakterleri kolonileri elde
edildi. Elde edilen bakteriler iki ayr1 Miiller hinton besiyerine pasaj yapilarak birinci
petriye A maddesi Acacia Senegal ikinci petriye B maddesi Acacia Senegal/Fe-
Silika maddesi petrilerin ortasina 8x8 mm’lik alana yerlestirildi. Petriler 37°C’ta

etiivde bekletilerek bir giin sonra gergeklesen etkiler izlendi.

Tiim bakteri ¢aligmalar1 Kolan Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda yapilmistir.
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4. BULGULAR

Tez caligmasi kapsaminda demir baglanmis silika ve acacia senegal ile hazirlanan
yeni nano-biyomalzemenin karakterizasyonuna yonelik gerceklestirilen analizlerden

elde edilen veriler asagida verilmistir.

4.1. X-ISINI FOTOELEKTRON SPEKTROSKOPiSi (XPS) ANALIZ
SONUCLARI

Hazirlanan malzemedeki karbon, silisyum ve demir i¢in yliksek ¢oziintirliikkteki XPS

spektrumlar1 sekil 4.1°de goriilmektedir. Normal ylizeye ve 30 saniye 1000 eV’ luk

argon iyonlar: ile asindirildiktan sonra ki yiizeye ait spektrumlarin pik siddetleri

degismistir. Bu durumda, karbon, silisyum ve demirin miktarlarinin, malzemenin

yiizeyinde ve i¢ kisimlarinda farkli oldugu goriilmektedir.

Cis Si2p Fe 2p
As prepared
|
291 ze 285 2 zaz 108 106 104 102 100 68 7A0 TI0 720 FI0 700
30 s Ar' etch
791 288 265 z8z 108 106 104 102 100 B8 740 FI0 T2 70 70O
Binding Energy (aV) Binding Enargy (aV) Binding Enargy (eV)

Sekil 4.1: Acacia Senegal/Fe-Silika numunesine ait XPS spektrumu
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4.2. X-ISINI DIFRAKSIYONU (XRD) ANALIZi SONUCLARI
XRD tarama bolgesi 20°-70° arasinda olup 2°/dk hiz ile gergeklestirilmistir.

o

d=21471

Intensdy{Counts)

= %MWWMM

2.Theta(®)

Sekil 4.2: Acacia Senegal numunesine ait X-1sin1 kirmim diyagrami
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Sekil 4.3: Acacia Senegal/Silika numunesine ait X-1g1n1 kirimim diyagrami
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Sekil 4.4: Acacia Senegal/Fe-Silika numunesine ait X-1simn1 kiriim
diyagrami
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Sekil 4.2 ve 4.3 deki genis pikler, Acacia Senegal ve silikanin amorf yapilarindan
dolayidir. Sekil 4.4’te d mesafesi belirlenmis keskin pikler, Acacia Senegal/Fe-
silika numunesindeki kristal yapili Fe’ ye aittir. 20=45,6°deki pik Fe”’m 26=26,6
ve 31,9° Fe(Il)’nin varligini gosterir (Yuvakkumar ve dig., 2011 ).

4.3.TARAMALI ELEKTRON MIiKROSKOPU(SEM) ANALIiZi SONUCLARI

HV [mode| mag O | WD | HFW
30.00kV| SE |150 000 x |10.6 mm|1.71 pm U, Chem. Eng.

Sekil 4.5: Acacia Senegal/Silikanin dagilimina ait SEM goriintiisii
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“WD | HFW | ———2pm

x|11.6 mm 6.40 pm | I.U. Chern. Eng.

Sekil 4.6: Acacia Senegal/Fe-Silika numunesine ait SEM goriintiisii (40000x)
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HV [mode[mag O WD [ HFW
30.00 kv| SE |80 000 x|10.0 mm|3.20 ym .U. Chem. Eng.

Sekil 4.7: Acacia Senegal/Fe-Silika numunesinde Fe nanotaneciklere ait SEM
gOriintiisti (80000x)
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HV [mode[ mag O WD | HFW
30.00 kv| SE [150 000 x|10.0 mm 1.71 um .U, Chem. Eng.

Sekil 4.8: Acacia Senegal/Fe-Silika numunesinde Fe nanotaneciklere ait SEM
gOrilintiisii (150000x%)

Sekil 4.5 de Silikanin Acacia Senegal igerisinde dagilimi (biiyiitme 150000%)
goriilmektedir.Sekilden de gorildigi gibi, silika tanecikleri mikrometre
mertebesinde kiimelesmeye egilimli olup bu yiizdende nano boyutta dagilmasi zordur
(http://en.wikipedia.org/wiki/Nanoparticle; Jian ve dig., 2011; Marke, 2005;
Sushil vedig., 2006; Frédéric ve dig., 2011). Yapiya sifir degerlikli Fe katilarak
dispersiyonu saglandiginda elde edilen SEM goriintiileri Sekil (4.6-4.8) ‘deki gibidir.
Buradan da goriildiigii gibi inorganik faz, kiiresel bigimde ve mikron alt1 boyutta
(yaklasik < 40 nm) homojen olarak dagilmaktadir. Sekil 4.6’da goriildigi gibi,
taneciklerin ¢evresinde yer alan beyaz ince hat, silika ve silika yiizeyindeki hidroksil
gruplarindan otiiriidiir. Sifir degerlikli Fe kiirenin i¢ kisminda yer alan kiiglik beyaz

taneciklerdir (Sun ve dig.,2006). SEM goriintiilerinde 150000 biiylitmede Acacia
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Senegal/Fe-Silikanin yapisinda yer alan sifir degerlikli Fe’nin yaklasik < 40nm beyaz
tanecikler seklinde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7-4.8) (Mitchell , 2011; Anali’a
V.ve dig.,2014).

4.4. FTIR ANALIZLERI

99 -
98 1 MM&M
| 12.77

593.18

%T o3 -
ol 93 ¢ 08.18 012.29

4.08

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm™)

Sekil 4.9: Acacia Senegal’e ait FTIR spektrumu

Sekil 4.9’ de goriilen Acacia Senegal’e ait FTIR spektrumuna gore; 3300-3000 cm’
aras1 vibrasyon gerilme O-H (3274 cm™) ve ayn1 dalga sayisinda —NH baglari ile st
iiste gelmislerdir. 2960-2850 cm™ CH, (2908 cm™) simetrik gerilme. 1610-1550cm-1
karbonil grubuna ait C=0 asimetrik gerilme (1593 c¢m™), 1400 cm™ de asit yapisinda
-COO simetrik gerilme (1412 cm™). 1150-1000 cm™ arasi aril yapida C-O-C

simetrik gerilme (1012 cm™) vardr.
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Sekil 4.10: Silikaya ait FTIR spektrumu

Sekil 4.10° da goriilen silikaya ait FTIR spektrumuna gére; 1100-1000 cm™ arast Si-O
asimetrik titresim (1060cm™), asimetrik Si-OH (975cm™) ve simetrik Si-O
(795cm™) dir.
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Sekil 4.11: Acacia Senegal/Fe-Silika d6rneginin FTIR spektrumu

Sekil 4.11° te gorillen Fe’ katilmis Acacia Senegal/Silika ornegine ait FTIR
spektrumuna gére 1610-1550 cm™ asit yapisi -COO asimetrik gerilme (1593cm™)
yapt 1632cm™ gelmis ve pik oldukea kiigiilmiistiir. 1412cm™ de asit yapisinda -COO
simetrik gerilme 1328cm’ kaymis ve pik siddetlenmistir. Si-O yapismin belirgin
pikleri metalik demirin ortama girmesiyle @i¢lii yapida 808 ve 665 cm™ arasinda

oldukga diistik frekansli asimetrik ve simetrik piklerin olusmasima sebep vermistir.
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4.5. TERMOGRAVIMETRIK ANALIZI (TGA) SONUCLARI

TGA
%
1onook - : _
WWeight Loss -8.414mg WWeight Loss -120173mg
i -67.953% -98.312%
g0.00-
60.00F
40.00-
Weight Loss -3.409mg
F 27 .532%
20.00-
0.00-
| | | | | L
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00

Temp [C]

Sekil 4.12: Acacia Senegal biyopolimerinin termogravimetrik bozunma egrisi

Acacia senegal biyopolimerinin termogravimetrik analizi 20-1000°C araliginda
incelendiginde, biyopolimerin iki adimda tamaminin bozunabildigi goriilmiis ve toplam
agirlik kayb1 %98 olarak hesaplanmistir. Sekil 4.12°de verilen termogravimetrik egride
20-275°C arasinda olan birinci adimda ¢ok hizli bir bozunma gergekleserek agirlik
kaybmm %68 oldugu goriilmektedir. 275-500°C arasinda olan ikinci adimda ise %28
degerinde daha diisiik bir bozunma meydana gelmistir. Sonu¢ olarak, 500-1000°C
araliginda c¢ok az (~%2) bir kiitlesel degisimin meydana gelerek 1s1l islem

tamamlanmustir.
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TGA
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Sekil 4.13: Acacia Senegal/Silikanin termogravimetrik bozunma egrisi

Silika ve Acacia Senegal ile hazirlanan yeni nano-biyomalzemenin termogravimetrik
analizi 20-700°C araliginda incelendiginde, biyopolimerin iki adimda bozunabildigi
goriilmiis ve toplam agirlik kayb1 %52 olarak hesaplanmistir. Sekil 4.13’de gorildigi
gibi, analiz sonunda 20-300°C arasinda olan birinci adimda agirlik kaybi %31,
300-515°C arasinda olan ikinci adimda ise %20 olarak belirlenmistir. Biyomalzemenin
termal bozunmasi 700°C’de tamamlanmistr. Sonu¢ olarak, Acacia Senegal
biyopolimerine ilave edilen silika katkisi ile bozunma sicakliklar1 daha yiiksek

degerlere kaymis ve termal kararlilik artmstir.
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Sekil 4.14: Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin termogravimetrik

bozunma egrisi

Demir baglanmis silika ve Acacia senegal ile hazirlanan yeni nano-biyomalzemenin
azot atmosferinde yapilan termogravimetrik analizi 20-1050°C  araliginda
incelendiginde, biyopolimerin bes adimda bozunabildigi goériilmiis ve toplam agirlik
kayb1 %87 olarak hesaplanmistir. Bozunma adimlarinda, arka arkaya yapidaki kristal
su ve bazi organik kisimlarm ayrildig1 anlasilmaktadir. Sekil 4.14’deki bozunma
egrisinden 1050°C’den sonrada halen bozunmanin devam ettigi anlasilmaktadir. Bu da
hazirlanan malzemenin 1s1l kararhiligmin yiiksek oldugunu gostermektedir. Baska bir
deyisle, biyopolimer yapisina ilave edilen demir termal dayanikliligi silika katkili
biyopolimere gore olduk¢a arttrmustir. Ayrica, analiz sonrasi platin krozede kok

olusumuna ve yapisal herhangi bir kirlilige rastlamamaistir.
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4.6. ANTIBAKTERIYEL AKTIVITE TESTi SONUCLARI

4.6.1. Antibakteriyel Ozelligin Zone Inhibisyon Testi

Acacia Senegalin dogal hali ile Fe’ ve silika kullanilarak elde edilen yeni nano
biyomalzemenintoz halindeki goriintiileri Sekil 4.15°te verilmistir. Bu malzemenin
antibakteriyel 6zelligi bakteri kiiltiirii tizerinde zone inhibisyonu ile test edilmistir.
Bunun i¢in gerekli sarf malzemeleri 6rnegin, pamuklu ekiivyon cubugu ve tasima
besiyeri  igeren  tiipten  olusan  kullanimahazir,  steril  bakteriyolojik
driinlerkullanilmistir. Besiyerli Kiiltiir Tipi, analiz edilecek bdlgelerden 6rnek
almmasmi, almnan Ornekteki kiiltiiriin - uzun siire canliligm kaybetmeden
muhafazasini ve uygun kosullarda taginmasini saglar (Sekil 4.16).

Yeni malzemenin Escherichia coli ve Staphlococcus aureus bakterlerilerine etkisi
incelenmistir. Bunun i¢in, ¢esitli materyallerden (idrar, cerahat, apse) ¢ukulata agar,
koyun kanli agar, Muller Hinton, Endo ve EMB agarlara kiiltiir i¢in ekim yapilarak
saf E. coli ve S. aureus bakterleri kolonileri elde edildi (Sekil 4.17-4.19). Elde
edilen bakteriler iki ayr1 Miiller hinton besiyerine pasaj yapilarak birinci petriye A
maddesi (Acacia Senegal) ikinci petriye B maddesi (Acacia Senega/Fe-Silika)
petrilerin ortasina 8x8 mm’lik alana yerlestirildi. Petriler 37°C’ta etiivde bekletilerek
bir gilin sonra gergeklesen etkiler izlendi. 24 saat sonra A maddesinin bulundugu yer
ve c¢evresinde bakterinin (E.coli) tiredigi goriilmiistiir (Sekil 4.20). 24 saat sonra B
maddesinin petrisinde bakteri iiredigi ancak petrinin ortasinda B maddesinin
bulundugu yer ve ¢evresinde bakterinin (E.coli) tiremedigi gorildi (Sekil 4.21-4.24).
B maddesi petrinin ortasinda bakterinin iremesinin durduruldugu ve her gegen giin
maddenin ¢evresindeki bakterilerin daha fazla yok oldugu bir hafta sonra maddenin

cevresindeki zon ¢apmin yaklagik 30x30 mm’ye ulastig1 goriilmiistiir (Sekil 4.24).

S. aureus bakterisi kolonisi i¢cin ortam ¢aligmalar1 yapilmistir (Sekil 4.25-4.26). A
maddesi i¢cin ekim yapildiktan 24 saat sonra ekim yerinde bakterinin iiredigi
goriilmistiir (Sekil 4.27). B maddesi ekim yapildiktan 24 saat sonra ekim yerinde
ireme olmadigr ve 72 saat sonra bakterisiz alan capinm biiyldiigi gozlenmistir

(Sekil 4.28-4.30).
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Sekil 4.15: Acacia Senegal (A tiipii), Acacia Senegal/ Fe-Silika
(B tiipi)
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Sekil 4.16: Besiyerli Kiiltiir Tiipii
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Sekil 4.17: Endo besiyerinde E.coli bakteri kolonileri
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Sekil 4.18: Cukulatams1 Agar besiyerinde E.coli bakteri kolonileri



Sekil 4.19: Steril besiyeri Muller Hinton
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Sekil 4.20: Acacia Senegalin ¢ukulata besi yerinde biiyiiyen E. coli’ye ekim
yapildiktan sonra



42

Sekil 4.21: Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin ¢ukulata besi
yerinde biiyliyen E. coli’ye ekim yapildiktan sonra
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Sekil 4.22: Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin endo besiyerinde
biiyiiyen E. coli’ye ekim yapimi
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Sekil 4.23: Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin Muller Hinton
besiyerinde biiyliyen E. coli’ye ekim yapildiktan 72 saat sonra
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Sekil 4.24: Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin endo besiyerinde biiyiiyen
E. coli’ye ekim yapildiktan 72 saat sonra
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Sekil 4.25: S. aureus bakteri kolonileri ¢ukalatali agar ortami ve kanli

agar ortami
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Sekil 4.26: S. aureus bakteri kolonileri ¢ukalatali agar ortami ve kanl

agar ortaminda Acacia Senegal ve Acacia Senegal/Fe-Silika
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Sekil 4.27: Cukalatali agar ortaminda biiyiliyen S. aureus bakteri

kolonilerine Acacia Senegal ekimden sonra
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Sekil 4.28: Cukalatali agar ortaminda biiyliyen S. aureus bakteri

kolonilerine Acacia Senegal /Fe-Silika ekimi
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Sekil 4.29: Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin Muller Hinton besiyerinde

biiyiliyen S. aureus bakteri kolonilerine ekimi yapildiktan sonra
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Sekil 4.30: Cukalatali agar ortaminda biiyilyen S. aureus bakteri  kolonilerine
Acacia Senegal /Fe- Silika ekimi yapildiktan 72 saat sonra etkisi

4.6.2. Antibakteriyel Ozelligin Acacia Senegal /Fe-Silika Miktarma Bagh

Degisimi

Yeni malzemenin E. coli ve S. aureus bakterlerilerine etkisi madde miktarina bagl
incelenmistir. Bunun i¢in madde miktarlar1 0,01 gram ve 0,05 gram olarak
calisilmistir. 72 saat sonra B maddesinden (Acacia Senegal/Fe-Silika) 0,01 gram
iceren petride bakteri tiredigi ancak petrinin ortasinda B maddesinin bulundugu yer
ve g¢evresinde bakterinin (E.coli) tiremedigi ve Sekil 4.31 de zone ¢apmin 3,4 cm
oldugu gorilmiistiir. B maddesi 0,05 gram igeren petride 72 saat sonra bakteri
iiredigi ancak petrinin ortasinda bakterinin iiremesinin olmadigi ve zon capinin
yaklagik 4,6 cm ulastig1 goriilmistiir (Sekil 4.32).

S. aureus bakterisi kolonisi i¢in de ayni prosediir uygulanmistir. Sekil 4.33’te B

maddesi i¢in 0,01 gram ekim yapildiktan 72 saat sonra ekim yerinde bakterinin
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iiremedigi ancak etkinin az oldugu goriilmistiir. B maddesinin 0,05grammin72 saat
sonra ekim yerinde lireme olmadig1 ve gecen siire zarfinda bakterisiz alan ¢apinin 4,0

cm oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.34).

Sekil 4.31: 0,01 gram Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin
E. coli besiyerine ekim yapildiktan 72 saat sonra

Sekil 4.32: 0,05 gram Acacia Senegal/Fe-Silika nano-biyomalzemesinin

E. coli besiyerine ekim yapildiktan 72 saat sonra
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Sekil 4.33: 0,01 gram Acacia Senegal /Fe-Silika S. aureus besiyerine ekimi
yapildiktan 72 saat sonra

Sekil 4.34: 0,05 gram Acacia Senegal /Fe-Silika S. aureus besiyerine ekimi
yapildiktan 72 saat sonra
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5. TARTISMA VE SONUC

Cevreye dost malzemeler iiretmek ve dogayr korumak, insanoglunun 6nemli bir
sorumlulugudur. Bu amagcla, gelismis 6zelliklere sahip yeni malzemeler hazirlamak
icin ¢esitli biyopolimerler tercih edilir. Ancak her ne kadar stabilizasyon agisindan
basarili matriks gorevi gorseler de, biyopolimerlerin mekanik ve fiziksel
ozelliklerinin iyilestirilmesi gerekmektedir. Arastirmacilar, biyopolimer igerisine az
miktarda bir inorganik dolgu maddesinin, homojen bir sekilde dagilimiyla bunu
basarmislardir (Akhilesh K. G.,ve dig., 2013). lyilestirilen mekanik 6zelliklerden
kastedilen fiziksel dis streslere dayanikliliktir.

Bu c¢aligmada, toksik olmayan ve biyobozunabilir bir biyopolimer olan Acacia
Senegal matriks yap1 ve stabilizator olarak kullanilmistir. Yapmin igerisine, dolgu
maddesi olarak silika homojen olarak dagitilmak suretiyle eklenmistir. Son olarak ta
sifir degerlikli demir (Fe’) yapiya katilarak amaglanan antibakteriyel —etki

saglanmigtir.

Hem normal yiizey hem de 30 saniye 1000 eV’luk argon iyonlar1 ile asindirildiktan
sonra ki ylizeye ait XPS spektrumlarinda pik siddetleri farklidir (Sekil 4.1).Argon
iyonlar1 ile agmndirilan tabakanin kalinligir yaklasik 0,5-3 nm civarindadir. Acacia
Senegaldeki karbona ait bolgede pikler dorde ayrilir. 285,0 eV’ta alifatik karbon,
286,5 eV’ta eterik/amin karbon(C-O/C-N), 288,2 eV’ta karbonil karbonu ve 289,4
eV’ta karboksil karbonudur. Silisyum 102,1 eV’ta2ps, ile tek dublete ayrilmastir.
Demir 711,2 eV’ ta Fe*" ya ait zayif 2pss» piki gosterir. 1000 eV argon ionlari ile 30
saniye boyunca hafif asindirma sonrasi karbon siddetinde diisiis gozlenmistir. Si
2p3/2 piki 102,5 eV’a kaymis ve siddetlenmistir. Demire ait piklerin siddeti oldukca
artmistir. Pik maksimumu 710,7 eV’ta ve zayif bir uydu (satellite) pik te 716,2 eV’ta
Fe’'nin varhigmi gosterir. Bu, sifir degerlikli demir nano taneciklerin yiizeyinin

oksidasyonundan dolayidir (Sun, YP.,ve dig., 2006).
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Sekil 4.3’te d mesafesi belirlenmis keskin pikler, Acacia Senegal/Fe-silika
numunesindeki kristal yapili Fe’ aittir. 20=45,6° deki pik Fe”’ in 26=26,6 ve 31,9 °
Fe* "nin varhgmi gosterir (Yuvakkumar R.,ve dig., 2011 ). Piklerin siddetinden Fe’

ile Fe** "nin rolatif miktarlarmdan fikir edinilebilir.

Yapiy1 biraz giiclendirmek icin igerisine katilan ve nano boyutta silika kiirecikleri
ayni zamanda, Fe” n daha homojen dagilmasina katki saglamistir. Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM) teknigi kullanilarak inorganik fazin biyopolimer igerisinde
dagilimi ve tanecik boyutu incelenmistir. SEM goriintlilerine gore silika
taneciklerinde kiimelenmeler olmustur. Mikrometre mertebesine ulasan bu kiimeler,
ylizeyi -OH gruplari ile kapl silikanin, sonikator ile muamele esnasinda, asagidaki
reaksiyona gore birbirlerine baglanmasiyla olugsmaktadir: (Enomoto N.,ve dig.,

1997).
Si-- OH + HO -- Si — Si --O- Si + H,0

Yiizey vyiikii nedeniyle silika tanecikleri enerjilerini en aza indirmek igin
cevrelerindeki silika tanecikleri ile birlesirler. Bunu engellemek igin biyopolimer
miktarinin ayarlanmasi Onemlidir. Kiiclik silika pargalarinin  yiizey hidroksi
gruplarmin deprotonasyonu (-OH gruplarindan H kaybi) ile olusan negatif yiiklii
uclar, biyopolimerin yapisinda pozitif gruplarla birlesebilir. Ornegin, biyopolimer
icerisindeki amino gruplarmma baglanabilir. Sonugta silika daha stabil hale gecerek
kiimelenme egilimi azalir. Bu durumu XPS sonuclar1 desteklemektedir (Sekil 4.1).
Karbona ait piklerin siddetinde azalmanin yaninda demire ait olanin artmasi,
inorganik yapidaki hidroksil gruplarinin karbon amin ve karbonil baglarma

baglandig1 diisiintilmektedir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Silika, Fe ve Acacia Senegal arasindaki olasi etkilesim

Silika kiirecikleri sulu ortamda birbirleri ile etkileserek makro topaklar
olusturabildikleri gibi ayn1 ortamda nanokiirecikler seklinde de yer alirlar (Akhilesh
K.G.,ve dig., 2013). Bu ¢alismada, ayn1 ortamda her ikisine de rastlanabilmesine
ragmen kigik silika kirecikleri Fe” taneciklerinin dagilmasinda onemli rol
oynamistir.  SEM goriintiilerinden Fe® ve silikanin homojen dagildig1 ve yaklasik

40 nm altinda beyaz renkli parcaciklar olusturdugu gézlenmistir.

Sekil 4.11° te goriilen Fe’ katilmis Acacia Senegal/Silika ornegine ait FTIR
spektrumuna gore 1610-1550 cm™ asit yapist -COO asimetrik gerilme 1632cm’™
gelmis ve pik oldukga kiigiilmiistiir. 1412cm™ de asit yapisinda -COO simetrik
gerilme 1328cm’ kaymig ve pik siddetlenmistir. Si-O yapismin belirgin pikleri
metalik demirin ortama girmesiyle ti¢lii yapida 808 ve 665 cm™ arasinda oldukca

diisiik frekansli asimetrik ve simetrik piklerin olugsmasina sebep vermistir.
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Hazirlanan yeni malzemenin, sicaklik artisi karsisinda, yapisinda meydana gelen
degisiklikler hakkinda fikir edinmek i¢in termogravimetrik analiz (TGA) sonuglar1
incelenmistir. 12,4 mg 6rnek alinarak N, atmosferi altinda 10 °C /dakika 1sitma hizi
ile sicaklik 20 °C’tan baslayarak 1000 °C’ a kadar yiikseltilerek yapilan TGA
analizlerine gore, demir baglanmis silika ve Acacia senegal ile hazirlanan yeni nano-
biyomalzemenin azot atmosferinde yapilan termogravimetrik analizi 20-1050°C
araliginda incelendiginde, biyopolimerin bes adimda bozunabildigi goriilmiis ve
toplam agirlik kayb1 %87 olarak hesaplanmistir. Bozunma adimlarinda, arka arkaya
yapidaki kristal su ve bazi organik kisimlarin ayrildigi1 anlagilmaktadir.
Sekil 4.14’deki bozunma egrisinden 1050°C’den sonrada halen bozunmanin devam
ettigi anlasilmaktadwr. Bu da hazirlanan malzemenin 1s1l kararliliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Baska bir deyisle, biyopolimer yapisina ilave edilen demir
termal dayanikliligi silika katkili biyopolimere gore oldukca arttwrmustir. Ayrica,
analiz sonrasi platin krozede kok olusumuna ve yapisal herhangi bir kirlilige

rastlamamustir.

Gelistirilen yeni nano biyomalzemenin hedeflenen etkin antibakteriyel o6zelligi,
kiiltlir ortamu {lizerinde zone inhibisyon teknigi ile incelenmistir. Bu caligmada,
hazirlanan yeni malzemenin E. coli ve S. aureus bakterlerilerine etkisi incelenmistir.
Bunun i¢in, ¢esitli materyallerden(idrar, cerahat, apse) ¢ukulata agar, koyun kanli
agar, Endo ve EMB agarlara kiiltiir i¢cin ekim yapilarak saf E. coli ve S. aureus
bakterleri kolonileri elde edilmistir. Elde edilen bakteriler iki ayr1 Miiller hinton
besiyerine pasaj yapilarak birinci petriye Acacia Senegal (etiket adi: A maddesi)
ikinci petriye Acacia Senegal/Fe-silica nano biyomalzemesi (etiket adi: B maddesi)
petrilerin ortasma 8x8 mm’lik alana yerlestirilmistir. Petriler 37°C’ta etiivde
bekletilerek bir giin sonra gerceklesen etkiler izlenmistir. 24 saat sonra B
maddesinin petrisinde bakteri iiredigi ancak petrinin ortasinda B maddesinin
bulundugu yer ve gevresinde bakterinin (E.coli) iiremedigi goriilmiistiir. Ikinci (B
maddesi) petrinin ortasinda bakterinin liremesinin durduruldugu ve her gegen giin
daha fazla maddenin ¢evresindeki bakterilerin yok oldugu bir hafta sonra maddenin
cevresindeki zon ¢apinin yaklasik 30x30 mm’ye ulastig1 gorilmiistiir. Ayni sekilde
ikinci petrideki (A maddesi) maddenin bakteriler lizerindeki etkisi gozlemlenerek B

maddesine gore daha zayif kaldig1 goriilmiistiir. Petrinin ortasinda sadece maddenin
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oldugu alanin kismen tiremenin durduruldugu goriilmiistiir. Biitiin bunlardan ¢ikan
nihai sonug, Acacia senegalin igerisine katilan sifir degerlikli Fe bakteriler iizerinde
toksik etkide bulunmustur. Ancak ortamda gereginden fazla Fe toksik etkiye neden
olabilir (Abdul-Tehrani H., ve dig.,1999). Sifir degerlikli demir nano boyutta oldukca
reaktiftir. Ozellikle biyolojik ortamlarda enzimler aracihigiyla yiiksek toksititeye
neden olabilmektedir. Demir hiicrelerde oksijen alimindaki roliinden ve elektronlarin
enzimler esliginde transferinden 6tiirii Gnemli bir elementtir. Ancak serbest demirin
fazlas1 zararli oksijen radikallerinin olusmasina yol acar bu da, proteinlere ve
niikleik asite zarar verir (Andrews N.C.,2005; Andrews, S.C., ve dig., 2003). Lee ve
arkadaslarinin rapor ettigine gore, kiiclik Fe’ parcaciklarinin E.coli membranlaridan
gecebilmesine bagli olarak, E.coli’nin inaktivasyonu meydana gelmektedir (Lee C.,
ve dig.,2008). Daha sonra iceri nufuz eden Fe’, hiicre ici ortamda oksijen ile
tepkimesi sonucu oksidatif strese yol acar. Bu mekanizma ile yiirliyen benzer
sonuglar ZnO ve MgO ile ¢apilan ¢aligmalarda da elde edilmistir (Zhang L.,ve dig.,
2007; Makhluf S., ve dig., 2005). Sifir degerlikli Fe’den olusan elektronlar oksijene

gecer bu da H,O; olusumu ile sonuglanir (Pourrezaei P.,ve dig., 2014).
Fe’ + 2H,0 — Fe’" + H, + 20H

Fe*" — Fe™ + ¢

Fe’ + 0, — Fe’" + H,0, + 20H

Fe*" + H,0, — Fe’* + «OH + OH

Yukarida 4 adimda belirtilen reaksiyona gore olusan hidroksi radikallerinin bakteri

DNA’sina verebilecegi olasi hasarin goriintiisii Sekil 5.2 de gosterilmistir.
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Sekil 5.2: Acacia Senegal/Fe-Silika ile bakteri arasindaki olas1 etkilesim

Sonug olarak, elde edilen yeni nano-biyomalzemenin yapi1 karakterizasyonunda
XRD, FTIR, XPS SEM ve TGA’dan elde edilen sonuclarin birbirleri ile olduk¢a iy1
uyduklar1 ve yapida <40nm tanecik yapiya sahip Fe’ nin Acacia Senegal/Silika
biopolimerinde homojen dagilimi saglanmistir. Antibakteriyel etkisi incelendiginde,
gram-pozitif S.aureus ve gram-negatif E.coli bakterilerine kars1 oldukga etkili oldugu

bu doktora tez ¢alismasinda elde edilmistir.
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