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Bu yiiksek lisans calismasinin amaci, farkli boyut, morfoloji ve spesifik yiizey
alanlarma sahip ZnO kristallerinin laboratuvarda iretilmesi ve bu kristallerin
antibakteriyel etkisinin S. aureus, L. monocytogenes ve S. Enteriditis bakteri kolonileri
tizerinde Taguchi metodu kullanilarak incelenmesidir. Farkli boyut, morfoloji ve
spesifik yilizey alanlarina sahip ZnO kristallerinin s6z konusu bakteriler tizerine etkili
oldugu goriilmiis ve karsilastirmali sonuclar verilmistir. Farkli 6zelliklere sahip ZnO
kristallerinin etkilerinin degisik oldugu gorilmistiir.
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ABSTRACT
MSc. Thesis
ANTIBACTERIAL EFFECT OF ZINC OXIDE
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The aim of this graduate study is to produce ZnO crystals with different size,
morphology and specific surface areas in laboratory and to investigate the antibacterial
effect of its on bacterial colonies of S. aureus, L. monocytogenes and S. Enteriditis by
using Taguchi method. ZnO crystals with different size, morphology and specific
surface areas were found to be effective on the bacteria in question and comparative
results were given. The effects of ZnO crystals with different properties were found to
altered.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin biiylik bir kismi (bakteriler, viriisler, kiifler, parazitler vb.)
bulasict salgin hastaliklara yol agmaktadir. Enterococcus, Staphylococcus, ve
Streptococcus gibi bakterilerin diinya c¢apinda ¢ok ciddi salginlara yol actigi
distiniilmektedir (Hirota et al. 2010). Teknolojik, ekonomik, kiiltiirel gelismelerin
etkisiyle mikroorganizmalar da genetik degisimlere ugramaktadir. Mikroorganizmalarin
kullanilmakta olan antibiyotiklere kars1 direncinin arttigi da bilinmektedir. Bu nedenle
mikroorganizmalarla miicadele yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligi dogmaktadir.
Metal oksitlerin kullanim1 da bu yontemlerden biri olmakla beraber ayn1 zamanda metal
oksitlerin degisik uygulamalara sahip olmalar1 da bir avantaj olusturmaktadir
(Frederickson, Koh, and Bush 2005). Bir maddenin bakterileri oldiiriici ya da

gelisimlerini durdurucu etkisi “antibakteriyel etki”” olarak ifade edilmektedir.

Antibakteriyel 6zellik gdsteren bir¢cok inorganik materyal bulunmaktadir. Giimiis (Ag),
titanyum (Ti), ¢inko (Zn), magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca) bunlarin basinda
gelmektedir. Bu maddelerin antibakteriyel 6zelliklerinin yani sira toksik olmamalari,
aksine insan sagligi icin olumlu etkiler gostermeleri c¢ok ¢esitli alanlarda
kullanilmalarin1 saglamaktadir. Zn metali insanlar ve diger canlilar i¢in 6nemli ve
yasamsal elementlerden biridir; gelisme, deri biitlinliigliniin saglanmasi, yumurta
olgunlagmasi, bagisiklik sistemi, yara iyilesmesi ve karbonhidrat, yag, protein, niikleik
asit sentezi gibi ¢esitli metabolik prosesler i¢in gereklidir. Zn yetersizligi, gelisim
bozukluklari, cinsiyet ve iskeletin gelisememesi, agik yerlerde deri iltihabu, ishal, kellik,

istah azalmasi ve davranislarda degisikliklere yol agmaktadir (WHO 1996).

Metal oksit partikiillerinin, organik antibakteriyel ajanlara gore en énemli istiinliikleri
isleme sirasinda, yiiksek sicaklik ve basingta daha dayanikli olmalari, diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili olmalar1 ve uzun raf Omriine sahip olmalaridir
(Raghupathi, Koodali, and Manna 2011) (Polat and Fenercioglu 2014). Bunlar arasinda
¢inko oksit (Zn0O), son yillarda sik¢a kullanilan bir antibakteriyel malzemedir (Rosi and
Mirkin 2005) (Sun et al. 2014). ZnO, Amerika Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan
GRAS (Giivenli olarak kabul edilen) olarak tabir edilen giivenilir katki maddeleri



listesinde bulunan bes ¢inko bilesiginden biri olmasindan dolayr ZnO tercih edilen
maddeler arasinda yer almaktadir (Premanathan et al. 2011).

ZnO’in antibakteriyel etki mekanizmasi ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda ti¢ temel

teori ortaya ¢ikmuistir:

1.Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Uretimi: ZnO’in sulu siispansiyonlar1, ¢ogunlukla

hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit (H,O,) ve serbest O, gibi reaktif oksijen
tirlerinin miktarin1 artirirlar. ZnO’in antibakteriyel etkisinin H,O,’in mikroorganizmalar
izerinde yarattigi stresten kaynaklandigi diistiniilmektedir (Ohira et al. 2008). ROS
tiretimin bakteri hiicreleri iizerindeki etkisi 6liime bile yol agabilmektedir (Sirelkhatim

et al. 2015). ZnO partikiillerinden ROS olusumu asagida gosterilmistir:
ZnO+hv—e +h'

h™+HO —>OH +H"

e +0,—-0y

‘O, + H" — HO,

HO, + H" +e— — H,0,

ZnO, UV ve gbriiniir 15132 maruz kaldiginda elektron bosluklar1 (e, h*) olusur. Bu
bosluk ZnO siispansiyonunda yer alan H,O molekiiliinii OH ve H* seklinde parcalar.
Coziinmis oksijen molekiilleri siiperoksit radikal anyonlarina (‘O; ) doniisiir. Bu anyon
H" ile reaksiyona girerek HO," radikalini olusturur, daha sonra elektronlarla ¢arpisarak
HO, anyonu iiretirler. Sonrasinda hidrojen iyonlartyla reaksiyona girerek H,O;

molekiiliinii olusturur (Padmavathy and Vijayaraghavan 2008).

2. Elektrostatik Etkilesimler: ZnO partikiilleri, bakteri hiicre membranina elektrostatik

kuvvetlerin etkisiyle baglanirlar. Bu arada olusan reaktif oksijen tiirleri oksidatif stresi
artirarak hiicresel yapilara biiyiik hasar vererek hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Kaya,

2016).



3. Zn*? iyonlarinin Serbest Kalmasi: Zn*? iyonlari, aminoasit ve enzim yapisinda ciddi

hasara yola agarak, hiicre duvarinda mekanik hasara yol agarak bakteri hiicrelerini yok

etmede 6nemli etkiye sahiptir (Song et al. 2010; Sirelkhatim et al. 2015).

ROS Olusumu

Elektrostatik
Etkilesimler

Antimikrobiyal
iyonlarin serbest
kalmast

Sekil 1.1. ZnO partikiillerinin antimikrobiyal aktivite mekanizmas1 (Espitia et al. 2012)

Bakteriler hiicre duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore Gram-negatif ve
Gram-pozitif olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Gram-pozitif bakteriler, gram boyama
prosediirinden gegtikten sonra, mikroskop altinda mavi-siyah, mor renk alan
bakterilerdir. Bu rengin sebebi gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinin gram
boyama isleminde kullanilan Kristal viyole/iyot karigimini tutmasidir. Gram-negatif
bakteriler ise gram boyama prosediirii sirasinda kristal viyole boyasini tutmayan, islem

sonunda kirmizi-pembe renk alan bakterilerdir.

Gram-negatif bakterilerin reaktif oksijen tiirlerine hassasiyeti Gram-pozitif bakterilere
kiyasla daha azdir. Her iki hiicre duvarinin farkli polaritelere sahip olmas1 bu durumun
sebeplerinden biridir; Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari kiyasla daha az negatif
yiike sahiptir. Boylece serbest radikaller, siiperoksit ve peroksit iyonlar1 hiicreye daha
iyi niifuz eder, hiicreyi kolaylikla hasara ugratir ve hiicre 6liimiine neden olur (Espitia et
al. 2012). Bu durumun diger bir sebebi de her iki hiicre yapisindaki yapisal
farkliliklardir (Sekil 1.2). Gram-negatif bakterilerde ii¢ tabakali bir hiicre duvar1 yapisi

icermektedir:



- En dista membran proteini, gbzenekler (porlar), fosfolipidler ve
lipopolisakkaritler

- Orta tabakada peptidoglikan

- En alt tabakada ise sitoplazmik membran (%40 fosfolipid, %60 protein) yer

almaktadir.

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin ZnO partikiilleri ile elektrostatik olarak
etkilesmesinin sebebi en dis tabakada yer alan lipopolisakkaritlerdir. Elektrostatik
etkilesim sonucunda hiicre duvar1 bozunmaya baslar, iyon yayilimi gerceklesir ve hiicre

¢oziilmesiyle sonuglanir (Dutta et al. 2012).

: re\/ Liposakkaritler
o Tlule, 81l ¥

: ; |7 Fosfolipit

5

Por

T

Duvar Proteini

Dis duvar (8 mm)
Zn0 NP'ler %

Peptidoglikan

S

Sitoplasmik Duvar

Sekil 1.2. Gram-negatif bakterilerin nano boyuttaki ZnO partikiilii ile etkilesimi (Dutta et al. 2012)

1.1. Cinko Oksit

Cinko oksit (ZnO); asit ve alkalide ¢6ziinen, ancak su ve alkolde ¢oziinmeyen, beyaz
pudra goriiniimlii inorganik bir bilesiktir. Yapisinda ¢inko (Zn) ve oksijen (O) atomlari
bulunduran hekzagonal wurtzite kristal yapida (Sekil 1.4) bir metal oksittir ve kimyasal
formiilii ZnO seklindedir. Geleneksel yontemle ¢inko buharinin yanmasi ile elde edilen
bir inorganik bilesiktir (Akin 2011). Bu inorganik bilesik yliksek kirilma indisi, yiiksek
1s1 iletkenligi, yliksek erime noktasi, diisiik genlesme katsayisina sahip olmasi,
antibakteriyel etki gostermesi gibi kendine has o6zellikleri sebebiyle endiistride bir¢cok
alanda kullanilmaktadir. Tablo 1.1°de ZnO’e ait fiziksel ve kimyasal oOzellikler

goriilmektedir.



Tablo 1.1. Cinko oksitin 6zellikleri (Akin 2011)

Molekiil Formiilii ZnO
Goriintisti Beyaz Toz
Molekiil Agirlig 81,4084 g/mol
Yogunlugu 5,606 g/cm®, kat1
Erime Noktast 1975°C
Sudaki Coziiniirligi Cozilinmez
Termal Iletkenlik 0,13 W/ecmxK

Giines pili ve gaz sensorleri gibi ileri teknoloji iriinlerinde kullanildigi gibi dolgu
malzemesi olarak tekstil sanayi, diren¢ kazandirma 6zelligi nedeniyle seramik ve cam
sanayi, aktivator olarak lastik sanayi, antiseptik ve kurutucu ozelligi sayesinde ilag
sanayi gibi geleneksel alanlarda da kullanilmaktadir. Gida sektoriinde de gida kaynakli
patojenlere kars1 koruyucu amagh ve gida ambalaj sanayiinde mikrobiyel bulagmay1
onleyici amagla kullanilmaktadir (Belaidi et al. 2009; Zong et al. 2010; Frederickson,
Koh, and Bush 2005). Nano boyuttaki ZnO partikiillerinin sahip oldugu daha fazla

yiizey alani ile daha iyi antibakteriyel etki gosterdigi yapilan ¢calismalarla kanitlanmistir.
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Sekil 1.3. Cinko oksitin sahip olabilecegi ii¢ farkli kristal yap1 (Ozgiir et al. 2005)
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Sekil 1.4. Cinko oksitin hekzagonal wurtzite kristal yapis1 (Depaz 2007)
1.1.1. ZnO kullamim alanlar1

ZnO kullaniminda ilk sirayr lastik sanayi almaktadir. ZnO lastiklerin kiikiirtle (S)
sertlestirilmesi igleminde (vulkanizasyon) aktivator olarak kullanilir. ZnO katilmasi
ayrica lastikteki 1s1 birikimini azaltmakta, lastigin dayanim siiresini uzatmakta ve
metalik aksam ve lastik arasindaki baglanmay1 kolaylastirici bir etki saglamaktadir.
Amerikan prosesi ile elde edilen ZnO’in lastik sanayinde kullanimi tercih edilmektedir
(Heideman 2004).
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Sekil 1.5. ZnO’in vulkanizasyon islemindeki gorevi (Babapour 2013),
Seramik ve beton sanayinde de kullanimi yaygindir. Yiiksek 1s1 kapasitesi, termal
iletkenlik ve yliksek erime sicakligi gibi 6zelliklere sahip olmasi ZnO’in bu alanlarda

tercih nedenidir. ZnO’in sir, emaye ve seramik iretiminde kullanilmasi, bu



malzemelerin erime sicakligi ve optik 6zellikleri agisindan olumlu etki gostermektedir
(Porter 1991). Beton iiretiminde kullanildiginda, betonun suya karsi direncini
arttirmaktadir (Klingshirn 2007).

ZnO polimerlere eklendiginde 1s1ya dayanaklilik, mekanik dayaniklilik, atese ve suya
kars1 dayaniklilik kazandirma gibi etkiler saglar. ZnO katkili polipropilen (PP) ve
yiikksek yogunluklu polietilen (HDPE) migferlerde, stadyum koltuklarinda, yalitim
malzemelerinde, fiber optik kablolarda kullanilmaktadir (Hong et al. 2007).

Fransiz Prosesi ile iiretilmis olan ZnO beyaz renk verme Ozelliginden dolay1
renklendirici olarak da kullanilmaktadir (Moezzi, McDonagh, and Cortie 2012). Cinko
beyazi olarak da adlandirilan ZnO, kivam verici 6zellikte olmasi, UV isinlarina karsi
dayanikli olmasi sebebiyle boyanin solmasini Onlemesi, kiiflenmeyi Onlemesi bu

bilesigi boya sektoriinde cazip hale getirmektedir.

Sekil 1.6. ZnO’in toz haldeki goriinimii

Zn0O’in diger bir kullanim1 pencerelerde enerji koruma amaciyla uygulanmasidir. ZnO,
Al, Ga gibi elementlerle birlikte uygulandiginda elektriksel iletkenligi diismekte,
boylece UV 1sinlart yansitma 6zelligi kazanmaktadir (Moezzi, McDonagh, and Cortie
2012).

Nemlendiriciler, makyaj malzemeleri, kremler, losyonlar, pudralar gibi kozmetik
triinleri ZnO kullanilarak tiretilirler. Bu konuda ZnO’in kozmetik iiriinlerin deriye
tutunmasini saglayici etkisinden faydalanilmaktadir (Moezzi, McDonagh, and Cortie
2012). Yarayi iyilestirme 6zelliginden ve antimikrobiyel etkisinden dolayr ZnO medikal
kremlerde de kullanilmaktadir. Dis tedavilerinde de antibakteriyel etkisinden
faydalanmak amaciyla ZnO ve tiirevleri kullanilmaktadir (Aydin Seving, Berdan
Hanley, and Luke 2010).



Devreyi gegici asir1 gerilimlere karst korumak (yani gerilim dalgalanmalarini
sondiirmek), bdylece devrenin asirt voltaj degisimlerinden dolayr zarar gormesini
engellemek i¢in kullanilan varistorlerin ana maddesini de ZnO olusturmaktadir (Imai
and Sato 1993).
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Sekil 1.7. Varistorlerde ZnO kullanimi (URL-2).

Zn*? minerali tim organizmalar i¢in temel besin kaynagi olmasindan giibre ve hayvan
yemi iretiminde ZnO kullanimi oldukg¢a yaygin bir uygulamadir (Moezzi, McDonagh,
and Cortie 2012).

1.1.2. ZnO iiretim yontemleri

Zn0O elde etmek i¢in uygulanilan birgok yontem bulunmaktadir. Bunlarin en 6ne
¢ikanlar1 hidrotermal sentez (Yu & Yu 2008), kimyasal buhar biriktirme (S6nmezoglu,
Mehmed, & Segkin, 2016), sol-jel (Ivanova, Harizanova, Koutzarova, & Vertruyen,
2010), termal ayrisma (Ozbay and Giilce 2014), elektrokimyasal ¢oktiirme (Avsar),
kimyasal ¢oktiirme yontemleri olarak sayilabilir (Akin 2011). Bu yontemler arasinda
kimyasal ¢oktiirme yontemi diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilir bir yontem olmasi
ve bunun yani sira lretim sicakliginin diger yontemlerle kiyaslandiginda daha diisiik

olmasi nedeniyle tercih edilmektedir.

1.1.2.1. Geleneksel yontemler

Diinyada ¢esitli alanlarda tonlarca ZnO kullanimi gergeklesmektedir. Bu yiiksek

miktarlarin kargilanmasi temelde iki tip prosesle gergeklesmektedir:



Fransiz Prosesi: 1840 yilinda Fransa’da Le Clair ¢inko metalini havayla yakarak ZnO

{iretti. Bu yontem giiniimiizde Fransiz Prosesi (Indirekt Proses) olarak bilinmektedir.
Proses dikey firinlarda gerceklesir. Cinko metali eritilir, buharlastirilir ve ¢inko buhari
hava ile oksitlenerek ZnO elde edilir. ZnO kristallerinin sekil ve boyutu, oksidasyon
kosullariyla kontrol edilebilir. Yanma olayindan sonra ZnO, ZnO/hava karigimindan
ZnO0 partikiillerinin boyutlarina gore siiflandigi bélmelerde ¢oktiiriiliir. Fransiz prosesi

ile yliksek saflikta, parlak ve beyaz ZnO partikiilleri elde edilir (URL-1).

Elektrikli buharlastirici, yatay firinlar ve i¢ten yanmali doner firinlar kullanarak da bu

yontemle ZnO iiretmek miimkiindiir (Akin 2011).
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Sekil 1.8. Fransiz prosesinin gerceklestigi dikey firinlar (URL-4)

Amerikan Prosesi: 1851 yilinda Amerika’da ZnO iiretimi amaciyla Ameran Prosesi

(Direkt Proses) adi verilen proses gelistirilmistir. Zn cevherinin direkt olarak
oksitlendirilmesi yoluyla cinko oksit tretilir. Zn cevheri komdiirle karistirilir ve doner

firlarda oksitlendirilmesi saglanir (URL-1).



Sekil 1.9. Amerikan prosesinin ger¢eklestigi doner firinlar

Geleneksel yontemler kullanilarak ZnO elde etmek olduk¢a karmasik ve pahali
yontemlerdir. Ayrica yanma islemleri 1000 °C’nin iizerinde gergeklestiginden pratikte
kullanim1 oldukc¢a zordur. Bu nedenle daha cok ticari olarak kullanilacak ¢inko oksit

uretmek amaci ile tercih edilmektedirler.

1.1.2.2. Kiiciik olcekli prosesler

Kiiciik olgekli prosesler, iiretim sirasinda istenilen istiin 6zelligi elde etmek amaci
dogrultusunda geleneksel iretimle kiyaslandiginda oldukga diisiik miktarlara sahip

uretimlerdir.

1.1.2.2.1. Hidrotermal sentez yontemi

Hidrotermal sentez, maddeleri ¢6zmek ve kristallendirmek igin yiiksek sicaklik (500 °C)
altinda sulu ¢ozeltilerinin kullanilmasi iglemidir (Yu and Yu 2008). Hidrotermal
1slemde belirli sicaklikta atmosferik basing altinda kararli olmayan fazlar, yiiksek basing

sonucu diigen serbest olusum enerjisi ile kararli hale getirilirler.

Hidrotermal yontem ile metal oksit sentezinde yaygin olarak kabul edilen iki farkli
mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizmalar direkt doniisim ve ¢oziinme-¢okelme
olarak adlandirilmaktadir. Direkt donlisiim mekanizmasi ¢ozelti icerisinde dagitilan
baslangi¢ bilesenlerinin dogrudan polimorfik veya kimyasal faz doniisiimiine
ugramasini igermektedir. Cozlinme-¢okelme mekanizmasi ise baslangic bilesenlerinin
oncelikle hazirlanan c¢ozelti igerisinde ¢Oziinmesini, sonrasinda asir1 doygunluga

ulagmasini takiben ¢okelmesini kapsamaktadir.

Hidrotermal sentez yOntemi ile parametreler degistirilerek sekil ve boyut kontrolii

miimkiindiir. Daha yavag artis gosteren sistem i¢i doygunluk orani ile olusan kristallerin
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biliylime davranisi ve sekli daha hassas bir bigimde incelenebilmektedir. Bu yontemin

diger bir avantaji ise tek basamakta ZnO elde edebilmektir (Ozer 2006).
1.1.2.2.2. Sol-Jel yontemi

Sol-jel yontemi; metal alkoksit, su ve alkol igeren ¢ozeltiler ile galisan kimyasal bir
yontemdir. Yontem, adini “soliisyon” ve “jellesme” kelimelerinin kisaltilmasindan
almistir.  Hidroliz, kondenzasyon, jellesme ve oksidasyon basamaklarindan
olusmaktadir. Hidroliz ve kondenzasyon reaksiyonlari soliin viskozitesini jel yap1
olusana kadar diisiirtir. Daha sonra sol lizerinde yogunlasma reaksiyonlar1 olusur ve
jellesme islemi parcali kiimelerde polimer ya da partikiillerin topaklasmasiyla baslar.
Olusan jel 1sitilarak biinyesindeki ¢oziiciiler uzaklastirilir (Toygun, Kdnegoglu, and

Kalpakli 2013).

Bu metodun en Onemli avantajlarindan birisi; istenilen ozelliklere (sertlik, optik
saydamlik, kimyasal dayaniklilik, gdzeneklilik ve kimyasal diren¢ vb.) sahip homojen
inorganik oksit malzemeler, oda sicakliginda elde edilebilmektedirler. Kontrol edilebilir
sekil ve boyutlarda {iriin elde edilmesi ise diger bir avantajdir (Toygun, Konecoglu, and

Kalpakli 2013).

11



(:.\/" Polimerizasyon C/\ Q >’ Hizli

g "o g o“ Jellesme 7 kurutma
> G0g 0,
Op 808
§053°
Baslangig Sol jel
¢Oziiclisli Acrogel
P
e \L sinterleme
|
sinterleme
—>
o (93@000?&
AANNNNY —
Soguialttas a y g &3
T —y 2: s\
I \\\\\\ l Yogun seramik

O —— g

1 ]
I g T
—— — . S—)

— ——

Yogun ince film

Sekil 1.10. Sol-jel yontemi ile tirtin eldesi (URL-5)

1.1.2.2.3. Islak kimyasal sentez yontemi

Cinko karbonat (ZnCO3) veya ¢inko hidroksit (Zn(OH)y) gibi Zn tuzlarmin sulu
¢Ozeltilerinden Zn** cokeltisi elde edilir. Bu ¢okelti filtre edilir, yikanir, kurutulur ve
800 °C’de kalsine edilir (Ozer 2006).

1.1.2.2.4. Elektrokimyasal ¢oktiirme yontemi

Bu yontemle ZnO iiretimi, sulu ¢oOzeltiden veya sivi tuz banyosundan metallerin
elektroliz yontemi ile ayristirllmasiyla yapilmaktadir. Metod, elementel haldeki metalin
okside olmasmi ve ¢ozeltiye gecen metal iyonlarmm katotta indirgenmesini
icermektedir. Kolay uygulanabilir olmasi, diisiik ekipman maliyetine sahip olmasi ve
bu metod kullanilarak genis ylizey alanina sahip ince filmler elde edilebilmesi bu

yontemin avantajlari arasinda yer almaktadir (Avsar).
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1.1.2.2.5. Kimyasal buhar biriktirme yontemi

Kimyasal buhar biriktirme yontemi, kapali bir alan icerisine kimyasal gazlarin
salinmasiyla ortamda meydana gelen kimyasal reaksiyon sonucu alttas iizerinde ince
film olusturma yontemidir. Kimyasal gazlarin ortama girmesiyle yiizeyde bir gaz bulutu
olusur, bu gaz bulutu icerisinde olusan kimyasal reaksiyonlar sonucunda yiizey {izerinde
kiimelenmeler olusur ve bunlar birleserek siirekli olusan bir ince film haline gelir. Bu
yontem sayesinde yiiksek saflikta, ¢ok kaliteli ince filmler elde edilebilmektedir (Akbas
2015).
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Sekil 1.11. Kimyasal buhar biriktirme sistemi (Akbas 2015)

1.1.2.2.6. Solvotermal sentez yontemi

Cinko tuzlarinin bir alkol ¢ozeltisi igerisinde ¢Ozilinerek Zn iyonlarinin ¢oktiiriilmesi
esasina dayanmaktadir. Zn®" iyonlar yiiksek sicaklik ve basingta kalsine edilerek ZnO
elde edilmektedir. Hidrotermal sentez yonteminden farki ¢oziicii olarak alkol
kullanilmasidir (Ozer 2006).

1.1.2.2.7. Kimyasal ¢oktiirme yontemi

Iki ¢bzeltinin tepkimeye girmesi sonucunda istenilen maddenin kristalizasyon ile
coktiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Kimyasal ¢oktiirme tekniklerinde genellikle
organik ya da inorganik tuzlar kullanilir. C6zeltiye kimyasal ¢oktiiriicti ilavesi ya da
sicaklik veya basingtaki bir degisim ¢oziiniirliik sinirin1 azaltarak ¢okelmeye sebep

olabilir. Cokme, cekirdeklenme ve biiylime ile gelisir.
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Bu yontemin avantajlarini; diisiik sicaklikta ve sulu ortamda tiretim, farkli reaktanlarla
tiretim, pH kontrolii ve katkilar sayesinde kristalin sekil ve boyutunun kontrol

edilebilmesi olarak sayilabilir (Akin 2011).

Kimyasal ¢oktiirme yOnteminin esas1t kristalizasyon islemine dayanmaktadir.
Kristalizasyon bir ¢0ziiciiniin i¢inde ¢ozlinmiis kimyasal bir bilesigin belirli kosullar
altinda ¢oktiiriilmesi yoluyla kat1 ve sivi fazlarinin birbirinden ayirilmasini saglayan
islemin adidir. Kristalizasyon islemi, Cekirdeklenme ve Kristal Biiyiimesi olmak {izere

iki asamada gergeklesmektedir (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. Kristalizasyon basamaklar1 (Ddlen 2002).

Cekirdek, cozeltideki taneciklerin yeniden c¢oziinmeyen ve biiyiiyerek bir kristal
olusturabilen en kiiciik birligidir. Kristal ¢ekirdekleri molekiil, atom veya iyon gibi ¢cok
cesitli tiirdeki taneciklerden olusabilir. Cozelti iginde serbestge hareket eden bu
taneciklerin birbirleri ile ¢arpismalart sonucunda genellikle hizla dagilan bir kiimelesme
ortaya cikar. Yeni bir fazin olusumunu baglatmaya yeterli olabilecek sayida tanecigin
bir araya gelmesi sonucu olusan yigina embriyo adi verilir. Asirt doygunlugun yeterli
diizeyde olmast durumunda embriyo ¢ozelti ile termodinamik denge ig¢inde
bulunabilecek bir biiylikliige kadar biiyiiyebilir ve olusan tanecige ¢ekirdek adi verilir.
Sekil 1.13’te de goriildigii gibi c¢ekirdek kararsiz bir denge durumudur; tanecik
kaybederse ¢Oziinilir ve tanecik kazanirsa bir kristal olusturmak iizere biiyiir (Ddlen
2002).

Kiime <> Embriyo <> Cekirdek — Kristal

Sekil 1.13. Kristallerin olusumu
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Kristalizasyon isleminin ilk basamagi olan ¢ekirdeklenme, homojen bir faz i¢inde yeni
bir faza iliskin ¢ok kii¢iikk cisimciklerin dogusu olarak tanimlanmaktadir. Yeterli

sayidaki atom kendiliginden kat1 {iretmek i¢in kiimelestiginde olusur.

CEKIRDEKLENME

YN

BIRINCIL IKINCIL
/ \ (kristal)
HOMOJEN HETEROIJEN
(kendiliginden) (yabanci madde)

Sekil 1.14. Cekirdeklenme tiirlerini gosteren sema

Birincil Cekirdeklenme, ¢ekirdeklenmenin en basit seklidir. Kristalizasyonun baslamasi
i¢in ortamda herhangi bi kat1 maddenin olmadig1 durumda gergeklesir. Cekirdek, tekrar
erimeden kristalin biliyliyebilmesi igin belirli yaricapa ulagabilmesi igin gerekli
aktivasyon enerjisinin disaridan saglanmis olmasi zorunludur. Bu enerjinin ¢dzeltinin
kendi i¢inden veya yabanci bir yiizey tarafindan karsilanmasi durumuna gore birincil

cekirdeklenme iki sekilde gerceklesmektedir.

Homojen cekirdeklenme, ortamda herhangi bir kat1 ylizey olmadan ¢ekirdeklenmenin
baslamasi seklinde tammlanir. Iginde c¢ekirdek goérevi yapabilecek pargaciklar
bulunmayan homojen bir ¢ozeltide kararli ¢cekirdeklenmeye iligkin aktivasyon enerjisi,
¢ozeltinin kendi iceriginden karsilanmalidir. Bu durum da yiiksek enerji gereksinimi

oldugundan pratikte nadiren meydana gelir.

Heterojen cekirdeklenme, bir kati yilizeyin katalizor islevi gorerek cekirdeklenmeyi
baslatmasiyla olusur. Cozeltinin bulundugu kabin duvarlar1 veya ¢ozelti i¢inde kati
halde bulunan bilesikler, ¢ekirdek olarak gorev yaparlar. Heterojen ¢ekirdeklenmenin
bir kat1 madde iizerinde meydana gelmesinin nedeni, bu durumda kararli bir ¢ekirdek
olusturmak i¢in gerekli ylizey enerjisinin, ¢ekirdegin saf sivi igerisinde kendi kendine

olugmasindan (homojen ¢ekirdeklenme) daha diisiik olmasidir (D6len 2002).
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Ikincil Cekirdeklenme, ¢dzeltideki biiyiik kristallerin etkisi ile ¢ekirdek olusumu olarak
tanimlanir. Ikincil ¢ekirdeklenme asir1 doymus ¢dzeltinin biiyiiyen bir kristalin yiizeyine
hizla siirtinmesi veya c¢ozeltideki kristallerin birbirleri ile carpismasi sonucunda
embriyo veya g¢ekirdeklerin kopmasi sonucu ortaya c¢ikar. Cozeltinin karistirilmasinin

siddetinden etkilenir (D6len 2002).

Olusan bir ¢ekirdek kristallenme siireci i¢cinde ¢ozelti igindeki molekiilleri c¢ekerek
bunlar1 belirli bir zaman dilimi i¢inde kristal 6rgiisiiniin igine yerlestirir. Bu olay kristal

bliylimesi olarak adlandirilir ve kristalizasyon isleminin ikinci basamagini olusturur.

Kristalin tane biiyiikliigii, birim zamanda olusan ¢ekirdek sayist ve kristallerin biiyiime
hizina baglidir. Olusan ¢ekirdek sayisi ne kadar fazla ise, birincil taneler o kadar ince
taneli bir yap1 olusur. Kristal biiylime hizinin ¢ok biiyiik olmast halinde ise ilk olusan
cekirdekler biiyliyerek tiim yapiyr kaplayacagindan yeni c¢ekirdek olusumuna zaman

kalmamakta ve yap1 daha kaba taneli olmaktadir (Ddlen 2002).

1.2. Antibakteriyel Aktivite

Antibakteriyel aktivite, bir maddenin bakterileri 6ldiiriicii ya da gelisimlerini durdurucu
etkisi olarak ifade edilir. ZnO’in antibakteriyel aktivitesini bircok faktor
etkileyebilmektedir. Partikiil biiyiikligii, ylizey alani, ortamda bagka bir antimikrobiyel

ajanin olup olmadig1 bunlarin basinda gelmektedir.

1.2.1. Antibakteriyel aktivite tayin yontemleri

Antibakteriyel aktiviteyi 6lcmek amaciyla antibakteriyel duyarlilik testleri uygulanir.

Bu testler iki grupta toplanir:

1.2.1.1. Disk difiizyon testi

Disk difiizyon, en eski ve en sik kullanilan antibakteriyel duyarlilik testi yontemlerinden
biridir. Patojen bakterilerin cogunu test etmeye uygundur. Ayrica, birgok antibakteriyel
ajanin test edilmesi i¢in uygundur ve 6zel bir donanima ihtiya¢ yoktur. Belirli bir miktar
antibakteriyel madde emdirilmis kagit diskler, test mikroorganizmasindan hazirlanan
standart siispansiyonun yayildig1 agar plaklar yiizeyine yerlestirilir. Diskler bir siire

sonra ¢oziiniip agara dogru difiize olurken inokiile edilen mikroorganizma da ¢ogalmaya
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baslar. Belirli bir inkiibasyon siiresi sonunda disk ¢evresinde bakterilerin tiremedigi
Sekil 1.15 de goriildiigii gibi dairesel bir inhibisyon alani (zon) olusur. Mikroorganizma
antibakteriyel maddeye ne kadar duyarli ise disk etrafinda olusan inhibisyon zonu o
kadar genis olacaktir. inhibisyon zonunun ¢apt mm seklinde oSlciilerek, standart zon
tablolarina gore degerlendirmeler yapilir ve mikroorganizmanin kullanilan

antibakteriyel maddelere kars1 duyarlilik durumu belirlenir (Giilay 2002).

Sekil 1.15. Disk difiizyon testi uygulanmis bir agar (URL-3)

1.2.1.2. Diliisyon yontemi

Diliisyon testleri, bir antibakteriyel ajanin bir mikroorganizmanin iiremesini inhibe
etmek veya Oldiirmek ic¢in gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek igin
uygulanir. Diliisyon testleri “tiip diliisyon” ve “agar diliisyon” olmak {izere iki sekilde

uygulanmaktadir.

Tiip Diliisyon Yontemi: Test edilecek olan antibakteriyel madde dnce 6zel ¢oziiciisii

icinde hazirlanir ve takiben sivi besiyerinde iki kat azalan sulandirmalari yapilir.
Mikroorganizmanin standart bir inokiilumu (IXIO6 CFU/mL) hazirlanip, antibakteriyel
ajanin ¢esitli diliisyonlarin1 iceren her bir tiipe esit miktarlarda eklenir. Ayrica
antibakteriyel madde icermeyen, liremenin gostergesi olan kontrol tiipiine de eklenir.
Bakteri inokiile edilmemis, sadece besiyeri konmus bir tiip de besiyeri kontrolii olarak
hazirlanir. Besiyerleri 35 °C'de bir gecelik inkiibasyondan sonra bakteri iiremesini
gosteren bulaniklik yoniinden incelenir. Bakterinin iremesini 6nleyen, gozle goriiniir bir
bulanikligin olmadig: en diisiik ilag konsantrasyonu, minimum inhibitér konsantrasyon

(MIK) olarak degerlendirilir (Giilay 2002).
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Sekil 1.16. Tiip diliisyon yonteminin uygulamasi

Agar Dillisyon Yontemi: Agar diliisyon yonteminin prensipleri tiip dillisyon

yontemiyle aynidir. Tek fark, agar diliisyon yonteminde antibakteriyel madde
sulandirmalarinin agar i¢ine konmasi ve petri plaklarina dokiilmesidir. Boylece her

plakta antibakteriyel maddenin farkli konsantrasyonlari bulunur (Giilay 2002).

Sekil 1.17. Agar diliisyon yonteminin uygulamasi

1.2.2. Mikroorganizmalar

S. aureus: S. aureus dogal olarak en fazla burun ve bogaz boslugunu orten mukoz
dokuda yer alir. Deride, apseli yaralarda, sivilce ve ¢ibanlarda yogun olarak
bulunmaktadir. Bu nedenle gidalarda, gida isletmelerinde bu bakteriye rastlanmasi
hijyen eksikliginin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Gram pozitif ve fakiiltatif
anaerob bir bakteridir. Optimum gelisme sicakliklar1 30 — 37 °C’dir. (Akgelik 2000).

Sekil 1.18. S. aures 'un Baird-Parker Agar tizerindeki goriintiisii (URL-3)
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L. monocytogenes: Listeria monocytogenes ¢evreye genis Olgiide yayilabilen buzdolabi
sicakliginda geligebilen, sogutma, dondurma, 1sitma ve kurutma iglemleri gibi olumsuz
kosullar altinda bile canliligin1 koruyabilen halk saglig1 agisindan 6nemli bir patojendir.
Listeriozis denilen hastaliga neden olmaktadirlar. L. monocytogenes, Gram pozitif,
fakdiltatif anaerobik, kapsiilsiiz ve sporsuz bir bakteridir. Optimum gelisme sicakligi
genellikle 35-37 °C olup, suslar 1-45 °C gibi genis bir sicaklik araliginda da gelisme
gosterebilirler. Listeria analizi igin standartlarda belirlenen yontemler geregince
sirastyla 6n zenginlestirme, zenginlestirme, selektif kati besiyerine ekim, kolonilerin

incelenmesi, ve identifikasyon i¢in biyokimyasal testler yapilir (Akgelik 2000).

Sekil 1.19. Fraser Broth ve PALCAM Agar lizerinde L. monocytogenes iiremesi (URL-3)

S. Enteriditis: Salmonella, tifo, paratifo ve gida zehirlenmesine yol agabilen, ¢ubuksu,
Gram negatif, fakiiltatif anaerob bir bakteri cinsidir. Optimum gelisme sicakligr 37
°C’dir. Salmonella’min klasik yontemle tayininde ©&n zenginlestirme, selektif
zenginlestirme, selektif kat1 besiyerine silirme, biyokimyasal testler ve serolojik

dogrulama agamalar1 vardir ve bu tayin 7 giin stirmektedir.

Sekil 1.20. Brilliant Green Agar iizerinde Salmonella Enteriditis goriintiisii (URL-3)
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1.3. Taguchi Deney Tasarimi

Taguchi metodu, 1986 yilinda Genichi Taguchi tarafindan gelistirilen daha az sayida
deneyle en etkili sonuca ulagsmayr hedefleyen deney tasarim yontemidir. Taguchi
yontemi bir iglemi etkileyen farkli faktorlerin farkli seviyeleri arasinda en 1yi
kombinasyonu belirlemek i¢in uygulanabilecek yontemlerden birisidir. Her bir faktoriin,
her bir seviyesini igeren tiim kombinasyonlar i¢in olduk¢a fazla deneysel ¢alisma
yapilmasi gereken durumlarda ortogonal dizi tablolar1 kullanilarak ¢ok daha az sayida
deneysel c¢alismayla zaman ve malgsyet tasarrufu saglayarak sonuca ulagmak

miimkiindiir (I¢ and Yildirim 2012).

Taguchi deneysel tasarim metodunda gelistirilen metodoloji li¢ temel kavramdan olusur
bunlar; sistem tasarimi, parametre tasarimi ve tolerans tasarimidir (Gokge and

Tagsgetiren 2009).

Sistem tasarimi: Bu adimda eldeki konuyla ilgili biitiin bilgiler degerlendirilir, ayn

zamanda mevcut teknolojik yenilikler arastirilir ve sistemde kullanilabilirligi
degerlendirilir. Bu adimda amag en az maliyetle en iyi lirlin tasarimini saglamaktir. Bu
adimda pazar belirlenmesi, gerekli teknik ve miihendislik bilgilerinin edinilmesi,
kullanilacak makine, ekipman ve malzeme gibi bilesenlerin belirlenmesi gibi islemler

yapilmaktadir (Ceber 2010).

Parametre tasarimi: Bu adimda iiretilecek olan iirliniin ya da gelistirilecek olan tiriiniin

ozelliklerinin en iyi seviyeye getirilebilmesi icin iiretimde kullanilan parametrelerin
optimize edilmesi saglanir. Uriin parametre tasarmmi, iiriin parametrelerinin, malzeme
degerlerinin, malzeme boyutlarinin, Ol¢iilerin, islem degerlerinin tasarimidir.
Parametrelere en iyi seviyeler segilir. Parametre tasariminda amag kontrol edilemeyen
faktorlerin {iirlin tlizerindeki etkilerini en aza indirmek ve bdylece iiriinde ortaya
cikabilecek varyanslari en aza indirerek triintin maliyetini en aza diistirmektir (Baynal
and Gencel 2015).

Tolerans tasarimi: Tolerans tasarimi, parametre tasarimi asamasinda yapilan

caligmalarin yetersiz kalmasi durumunda uygulanmaktadir. Bu asamada gozlenen
degerlerden faydalanilarak iiriiniin hedef degerden sapma gostermesinin getirdigi

kayiplar bulunur ve bu sapmalar azaltilir (Gokge and Tasgetiren 2009).
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Taguchi metodu, asagidaki adimlari izleyerek uygulanmaktadir (Ceber 2010):
1. Problemin Tanimlanmasi,

2. Amaci Belirlenmesi,

3. Performans Karakteristiginin Segilmesi,

4. Performans Karakteristigini Etkileyen Faktorlerin Secilmesi,

5. Faktorlerin Diizeylerinin Segilmesi,

6. Deney Tasariminin Segilmesi,

7. Deneylerin Yapilmasi,

8. Verilerin Analizi,

9. Sonuglarin Yorumlanmas.

Bu adimlarin izlenmesi sonucunda iirlin i¢in en iyi sonuclarin elde edilecegi deneye
parametreleri belirlenebilmekte ve denyde ele alinan faktorlerin kalite lizerindeki etkisi

tahmin edilebilmektedir.

Taguchi deney tasariminda elde edilen deney sonuglari sinyal/giiriiltii (S/N) oranina
dontistiiriilerek yorumlanmaktadir. Sinyal degeri sistemin verdigi ve 6l¢iilmek istenen
gercek degeri, giirtiltii faktori ise Olciilen deger igerisindeki istenmeyen degerleri temsil

eder. Sinyal/giiriiltii oran ti¢ sekilde degerlendirilmektedir:

(1) Ulagmak istedigimiz sonu¢ en kiigiik oldugunda en iyidir durumunda kullanilan

formil:

S — —10.10g [2 2, (0P)] (L.1)

Gurultu

(2) Ulagsmak istedigimiz sonug¢ en biiyiikk oldugunda en iyidir durumunda kullanilan

formil:

Syl — _10.log [%Z?ﬂ(y—l_z)] (1.2)

Girilti ;

(3) Ulagsmak istedigimiz sonu¢ nominal oldugunda en iyidir durumunda kullanilan

formiil:
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; 2
S = —10.1og [*2t] (1.3)

Guralti

Bu denklemlerde y performans karakteristigini, s varyansi, i deney sirasini, n toplam

deney sayisini ifade etmektedir (Kiigiik 2016, Simsek 2014).

Degerlendirmede hangi durum ele alinirsa alinsin sonug olarak deneyde ele alinan
faktor seviyeleri icerisinde en yliksek S/N oranina sahip olan deger en iyi performansi

vermektedir (Savaskan 2015).

Bunun yani sira varyans analizi (ANOVA) ile hangi proses iizerinde hangi faktorlerin
ne derecede oOnemli olduklar1 istatistiksel olarak ortaya konulur. ANOVA,
parametrelerin sonug tizerindeki etkisini tespit etmek icin kullanilan yontemdir ve
temelde degiskenligin degil, faktorlerin ve bu faktorlerin seviyelerinin yol actigi
degisimin Ol¢iilmesidir (Savaskan 2015). Hem S/N orani, hem de varyans analizi

yardimu ile de faktorlerin, prosesi en verimli hale getirecek kombinasyonu tespit edilir.

Bu calismanin amaci, laboratuvar ortaminda “kimyasal ¢oktiirme yontemi” ile tiretilmis
farkli 6zelliklere sahip ti¢ tip ZnO kristalinin S. aureus, L. monocytogenes, S. Enteriditis
bakterileri iizerindeki antibakteriyel etkisini “disk diflizyon metodu” kullanilarak

incelemektir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. ZnO’in Antibakteriyel Etkisi

Bu konudaki ilk ve temel olusturabilecek ¢alismalart Sawai ve arkadaslari yapmuistir.
ZnO’in E. coli tiizerindeki antibakteriyel etkisini ve H,O;’in antibakteriyel etki
mekanizmasindaki roliinii arastirmislardir. Bu ¢alismada ZnO ve H,O, ayr1 ayr farkhi
konsantrasyonlarda farkli siirelerde uygulanmistir. H,O, konsantrasyonu arttikga
oldiirme etkisinin arttig1 tespit edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda ZnO ve H;0,’in
benzer etkiler gosterdigi goézlenmistir. Bu da ZnO’in antibakteriyel etkisinin H,0O»
tiretme mekanizmasindan kaynaklandigi goriisiinii dogrulamaktadir. ZnO bakteri hiicre

membranina niifuz ettiginde H,O; iiretilmeye baglamaktadir (Sawai et al. 1998).

Sawai ve arkadaslar1 1996 yilinda metal oksitlerin iirettigi aktif oksijen tiirlerinin
varhigimi ispatlamak igin bir ¢alisma yapmuslardir. Bu ¢alismada metal oksit olarak
magnezyum oksit (MgO), kalsiyum oksit (CaO) ve ¢inko oksit (ZnO) kullanmislardir.
Uretilen oksijeni belirlemek igin “oksijen elektrot analizi” ve “kimyasal 1s1ldama
analizi” kullanilmistir. Oksijen elekrot analizi ile ZnO tozlarindan H,O, iiretildigi
belirlenmistir. Kimyasal 1s1ldama yontemi ile her {i¢ metal oksit tozundan da aktif
oksijen tretildigi belirlenmistir. Kimyasal 1s1ldama analizinde etkiye diren¢ siralamasi
Ca0, MgO ve ZnO seklinde belirlenmistir; bu siralama antibakteriyel etki siralamasi ile
de uyum gostermektedir. Bu durumdan antibakteriyel etkinin sebeplerinden birisinin de

tiretilen aktif oksijen oldugu anlasilmaktadir (Sawai et al. 1996).

Zhang ve arkadaslari, ZnO nanopartikiillerinin ZnCl, ve H,0, varliginda antibakteriyel
etkisini incelemislerdir. 1,25x10° M konsantrasyondaki ZnO siispansiyonu bakteri
koloni sayisinda bir azalma saglarken ZnCl, antibakteriyel etki géstermemistir. H,O; ise

bakteri sayisinda % 100 azalma saglamistir (Zhang et al. 2010).

Yamamoto, farkli biiyiikliikteki ZnO partikiillerinin E. coli ve S. aureus iizerindeki
etkisini aragtirmistir. Partikiil biiytikligi 0,1-0,8 pm arasinda degisen ZnO tozlar1 1400
°C’ye 1sitilan ZnO’in ezilmesiyle hazirlanmistir. Antibakteriyel aktivite ise elektriksel
iletkenligin Olclilmesi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda partikiil biiyikligi

azaldik¢a antibakteriyel aktivitenin arttigi tespit edilmistir. Bu durumun nedeni de
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partikiil blyilikligii azaldikca mikrororganizmalarla temas eden ZnO yiizey alaninin
artmasi olarak agiklanmistir. Ayni sekilde ZnO yiizeyinden {tiretilen H,O, miktarinin
artmasi olarak da agiklanabilir. ZnO partikiil biiylikliigiiniin etkisinin S. aureus iizerinde
daha az oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi de her iki bakteri hiicre yiizeyinin
kimyasal kompozisyonu ve yapisinin farkli olmasina dayandirilmistir. E. coli hiicre
yiizeyinde lipid A, lipopolisakkarit ve peptidoglukandan olusan 3 katman bulunurken S.
aureus hiicre yilizeyinde sadece peptidoglukan tabakasi bulunmaktadir (Yamamoto
2001).

Sirelkhatim ve arkadaslari, 700 °C’de 1 saat siiren Fransiz Prosesi ile {iretilmis olan 800
nm boyutundaki ZnO nanopartikiillerinin E.coli’ye kars1 antibakteriyel etkisini
incelemislerdir. Bu calismadaki esas amag antibakteriyel etki mekanizmasini incelemek
ve ZnO nanopartikiillerinin gida kaynakli hastaliklara karsi miicadele amach ve gida
ambalaj sektoriinde kullanilabilirligini degerlendirmektir. Antibakteriyel aktiviteyi
belirlemek icin “tiip diliisyon yontemi” uygulanmistir. ZnO konsantrasyonu arttikga
bakteri inhibisyonunun arttigi goézlenmistir. FESEM (alan emisyon taramali elektron
mikroskobu) goriintiilerinde ZnO nanopartikiillerinin hiicre membraninin igine niifuz
etmedigi ama bakteriyel biiylimenin inhibe edildigi goriilmiistiir. ZnO’in antibakteriyel
etkisinin ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) tiretimiyle dogrudan ilskili oldugu anlagilmistir.
ZnO nanopartikiillerinin toksik etkisinin sadece mikroorganizmalar i¢in gegerli oldugu,

gida giivenligi agisindan kullanilabilir oldugu anlasilmistir (Sirelkhatim et al. 2015).

Dutta ve arkadaslari, 1slak kimyasal yontemle iretilmis Tiyogliserol (TG) katkili
ZnO’in Gram-negatif bir bakteri olan E. coli’ye karsi antibakteriyel -etkisini
incelemislerdir. ZnO ve TG katkili ZnO 8-55 mg/100 mL olacak sekilde uygulanmustir.
ZnO nanopartikiillerinin antibakteriyel etkisinin tretilen ROS’tan kaynaklandigin
dogrulamak i¢in c¢alismalar histidin antioksidan1 varliginda yapilmistir. Histidin,
hidroksil radikallerinin ve serbest oksijenin temizleyicisi oldugu ve antibakteriyel etki
gostermedigi bilinmektedir. Yapilan caligmalar sonucunda histidin miktar1 azaldikg¢a

antibakteriyel etkinin arttig1 gézlemlenmistir (Dutta et al. 2012).
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2.2. ZnO Partikiil Ozelliklerinin Antibakteriyel Aktiviteye EtKisi

Yamamoto’nun yapmis oldugu calismada 1400 °C’de 3 saat siire ile ezilen ZnO
materyalinin farkli partikiil biyiikliklerinin E.coli ve S. aureus iizerindeki
antibakteriyel etkisi incelenmistir. Partikiil biyiiklikleri 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 ve 0,8 um
olarak secilmistir. Antibakteriyel aktivite, bakteriyel bliylimeye bagl olarak elektriksel
iletkenlikteki degisimin Olclilmesiyle bulunmustur. Partikiil biytikligii azaldikca

antibakteriyel aktivitenin arttig1 sonucuna ulasilmistir (Yamamoto 2001).

Ohira ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada spesifik kristal yapisina sahip ZnO
¢inko Kklortir, tri-ethanol amin ve tiyo-iire’nin karistirilmasiyla olusan sulu ¢o6zelti
seklinde elde edilmis ve E.coli ve S. aureus iizerindeki antibakteriyel etkisi ticari ZnO
ile kiyaslanarak incelenmistir. ZnO konsantrasyonu arttikca her iki ZnO icin de
antibakteriyel etkinin arttif1 gézlenmistir. Ticari ZnO’in antibakteriyel etkisinin ¢ok
daha giicli oldugu belirlenmistir, bunun sebebinin de yiizey alani ile ilgili oldugu

distintilmistiir (Ohira et al. 2008).

Jalal ve arkadaslar1 gliserol igerisine disperse edilerek hazirlanmis ZnO nano
akiskaninin E. coli tizerindeki antibakteriyel etkisini incelemislerdir. Coziicii olarak
amonyum sitrat gorev yapmistir. Cinko asetat ve sodyum hidroksitin oda sicakliginda
karistirtlip mikrodalga (2,45 GHz, 850 W) araciligiyla 1sitilmasi ile hazirlanan ZnO’in
antimikrobiyel etkisi disk diliisyon yontemi ile belirlenmistir. Mikrodalga ile 1sitma
yontemi, uygulanabilirliginin kolay olmasi, verimli bir yontem olmasi ve ¢evreye zarar
vermemesi gibi avantajlar tagir. 0,125; 0,25; ve 0,5 g/dm® konsantrasyona sahip ZnO
dispersiyonu kullamilmistir. Bu ¢aligmada diisiik konsantrasyonda uygulanan ZnO
nanoakigkaninin engelleme etkisinin ¢ok az oldugu goézlenmistir. Konsantrasyon ve
uygulama siiresi arttikca kullanilan ZnO’in ¢ok iyi bir antibakteriyel ajan oldugu
gozlenmistir. Amonyum sitrat da antibakteriyel etkiyi destekleyici Ozellige sahiptir

(Jalal, Goharshadi et al. 2010).

Zhang ve arkadaslar1 ¢inko oksitin partikiil biiyiikliigli ve konsantrasyonunun ¢inko
oksitin sahip oldugu antibakteriyel aktivitesinin {izerindeki etkisini arastirmislardir.
Hedef mikroorganizma olarak E. coli segilmistir. Yapilan deneyler ZnO partikiil

konsantrasyonu arttik¢a antibakteriyel aktivitenin arttigini, partikiil biiyiikliigii arttikca
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antibakteriyel aktivitenin azaldigini gostermistir. En fazla partikiil biiyiikliigiine sahip
ZnO (2417 nm) kullanildiginda antibakteriyel aktivitenin yok denecek kadar az oldugu
gbzlenmistir (Zhang et al. 2007).

2.3. Antibakteriyel Uygulamalar

Selvam ve Sundrarajan, Poly-N-vinyl-2-pyrrolidone (PVP) ve ZnO ile kaplanmis
pamuklu kumaglarda bu maddelerin antibakteriyel etkisini incelemislerdir. Bu
calismada kullanilan ZnO, kimyasal ¢oktiirme metodu ile tiretilmistir. Elde edilen ZnO,
pamuklu kumaslara pad-dry-cure yontemi ile kaplanmustir. Pad-dry-cure yontemi,
emdirme-kurutma-kondenzasyon  sirasiyla  yapilan  bir kumas  yOntemidir.
Antibakteriyel aktivite testi PVP ve ZnO ile modifiye edilmis PVP i¢in ayr1 ayri
uygulanmistir. ZnO konsantrasyonu 5, 10, 15 ve 20 mg/L olacak sekilde kullanilmistir.
Zn0O ile modifiye edilmis PVP’nin ¢ok daha 1yi antibakteriyel aktivite gosterdigi; 20
mg/L konsantrasyonda ZnO kullanildiginda %100 bakteriyel azalma saglandigi
gozlenmistir (Selvam and Sundrarajan 2012).

Selvam ve arkadaslari pamuklu kumaslar iizerine uygulanmis ZnO, TiO, ve AgO
nanopartikiillerinin antibakteriyel etkilerini incelemislerdir. Deneyler S. aureus ve E.
coli ile yapilmistir. Yapilan ¢alismalar en giiclii antibakteriyel etkiyi (%100 azalma ile )
ZnO’in gosterdigini ortaya koymustur. TiO, ve AgO ise bakteri sayisinda %90 ve %85
azalma saglamiglardir (Selvam et al. 2012).

Rajendran ve arkadaslari, 1slak kimyasal metodla elde edilmis olan ¢inko oksiti
pamuklu dokuma kumas flizerine uygulayarak E. coli ve S. aureus iizerindeki
antibakteriyel etkisini incelemislerdir. ZnO uygulanmamis kumaslarda yapilan
deneylerde bakteri sayisinda hi¢bir azalma goriilmezken ZnO ile kaplanmis kumaslarin
kullanildig1 deneylerde % 94,16 diizeyinde azalma goriilmiistir. Bu kumaglar on kez
yikandiginda bile ZnO’in bu etkisinin devam ettigi fakat on yikamadan daha fazlasinda

bakteri sayisindaki azalma miktarinin diistigii gézlenmistir (Rajendra et al. 2010).

Azam ve arkadaslart sol-jel metoduyla elde edilmis olan ZnO, CuO, ve Fe;O3’in
antibakteriyel etkisini Gram-negatif E. coli ve P. aeruginosa ve Gram-positif S. aureus,

B. subtilis bakteriler iizerinde incelemislerdir. Antibakteriyel aktivite Olg¢limii disk
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difiizyon metodu ile yapilmistir XRD ve TEM sonuglarindan ZnO nanopartikiillerinin
CuO ve Fe;03’e gore daha kiigiik partikiil boyutuna sahip oldugu anlasilmistir. En giiclii
bakteriyel etki ZnO tarafindan B. subtilis (25 mm inhibisyon zonu olusumu ile) tizerinde
goriilmiistiir; CuO 21 mm, Fe;O3 ise 15 mm zon olusumuna sebep olmustur. E. coli
bakterisi etrafinda olusan inhibisyon zon ¢ap1 ZnO, CuO, ve Fe,Oj; i¢in sirastyla 19, 15,
ve 3 mm’dir. P. aeruginosa ve S. aureus i¢in de benzer sonuglar elde edilmistir. Bu

sonuglara gore en giiglii antibakteriyel etkiyi ZnO gostermektedir (Oves 2012).

Adams ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada TiO,, SiO, ve ZnQO’in E. coli ve B. subtilis
tizerindeki antibakteriyel etkisi incelenmistir. Antibakteriyel aktivite dl¢limii her bir
metal oksitin 10, 50, 100, 500, 1000, 2000 ve 5000 ppm konsantrasyonu igin
yapilmustir.  Yapilan deneyler sonucunda en giiglii antibakteriyel etkiyi ZnO’in
gosterdigi, en az etkiyi ise SiO;’in gosterdigi saptanmistir (Adams, Lyon, and Alvarez
2006).

Yamamoto ve arkadaslari, MgO-ZnO kat1 ¢ozeltisini 1400 °C’de 3 h hava varliginda
1sitma yoluyla hazirlamislar ve bu ¢ozeltideki farklt ZnO oranlar1 i¢in antibakteriyel
aktiviteyi E. coli ve S. aureus i¢in 6lgmiislerdir. Antibakteriyel aktivite, bakteriyel
gelismeye bagli olarak elektriksel iletkenligin Ol¢iilmesi metodu ile belirlenmistir.
Yapilan ¢alismalar sonunda ¢ozeltideki ZnO miktar1 arttikca antibakteriyel etkinin

azaldig1 gozlenmistir (Yamamoto, Sawai, and Sasamoto 2000).

Vasanthi ve arkadaslar1, sprey piroliz yontemiyle tiretilmis Sn katkili ¢inko oksitin E.
coli tizerindeki antibakteriyel aktivitesini incelemislerdir. Deneyler farkli oranlarda (%
0-10) Sn igeren her bir 6rnek icin 600 nm’de ki optik yogunluk olgiilerek yapilmistir.
Sonugta Sn orani arttik¢a antibakteriyel etkinin de arttigi gézlemlenmistir (Vasanthi et
al. 2013).

Li ve arkadaslari, Kitosan (CS), Ag" ve ZnO karisimdan olan filmleri hazirlamislar ve
B. subtilis, E. coli, S. aureus, Penicillium, Aspergillus, Rhizopus organizmalari
lizerindeki antibakteriyel etkilerini incelemislerdir. Yapilan calismalar, CS/Ag’/ZnO
karisiminin CS/Ag” ve CS/ZnO karisimia gore ¢ok daha giiglii bir antibakteriyel etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Bu karisim medikal uygulamalarda ve gida ambalajlama

sanayinde kullanilabilir (Li et al. 2010).
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Liu ve Kim, kitosan, polietilenglikol (PEG), ZnO ve Ag" materyallerinden olusan
nanokompozitlerin 4 farkli bakteri (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, ve B. subtilis)
tizerindeki antibakteriyel etkilerini disk difiizyon yontemi ile incelemislerdir. En giigli
antibakteriyel etkiyi kitosan/PEG/ZnO/Ag”’dan olusan nanokompozit gostermistir.
Karisimdaki Ag® ve ZnO oram arttikca antibakteriyel etkinin de arttig1 gozlemlenmistir
(Liu and Kim 2012).

Rekha ve arkadaslari, saf ZnO ve Mn katkili ZnO’in antibakteriyel etkisini E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, B. subtilis ve S. aureus mikroorganizmalar1 agisindan incelemislerdir. Katki
olarak kullanilan manganezin bilesim i¢indeki orani arttik¢a antibakteriyel aktivitenin
de arttig1 (koloni atrafinda olusan zon ¢api 6l¢iilerek belirlenmistir) gézlenmistir (Rekha

et al. 2010).

Jin ve arkadaslari, ZnO’1 ii¢ farkli formda hazirlamiglar ve bu formlarin gida kaynakli
patojenler olan Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, ve Escherichia coli
O157:H7 iizerindeki antibakteriyel etkilerini agar difiizyon metodunu kullanarak
incelemislerdir. Deneyler kiiltiir ortam1 ve sivi yumurta aki ortaminda yapilmistir. ZnO
kuantum noktalar (QD) tozu, Polistiren (PS) ZnO QD nanokompozit film ve
Polivinilprolidon (PVP) kapli ZnO QD olmak iizere ii¢ sekilde uygulanmistir. Her ii¢
mikroorganizma i¢in de ZnO-PVP uygulamasinin daha etkili oldugu, ZnO
konsantrasyonu arttik¢a antibakteriyel aktivitenin arttig1 gozlenmistir. ZnO-PS filminin
bakteriyel biliylime iizerinde etkili olmadig1 elde edilen sonuglardan biridir. Bunun
sebebi olarak da cinko oksitin nanokompozit film igerisinde serbest kalip agar i¢inde

difiize olamamas1 gosterilmistir (Jin et al. 2009).

Li ve arkadaslari, ZnO ile kaplanmis polivinilkloritin (PVC) gida kaynakli patojenler
(E. coli, S. aureus, Aspergillus flavus ve Penicillium citrinum) tizerindeki antibakteriyel
etkisini agar diflizyon metodu ile incelemislerdir. Deneyler sonucunda kaplama
kullanilan ZnO nanopartikiil miktar1 arttik¢a bakteriler etrafinda olusan inhibisyon zon
capmin da arttig1, S. aureus iizerindeki etkinin E. coli’ye kiyasla daha fazla oldugu
belirlenmistir. Kontrol amagli kullanilan bos PVC filmin herhangi bir antimikrobiyel

etki gostermedigi saptanmustir. A. flavus ve P. citrinum izerinde oldirtci etki
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gostermemistir; ortamda UV 1simasinin olmayisi ya da kullanilan ZnO miktarinin

yetersiz gelmesi bu duruma sebep olarak gosterilebilir (Li et al. 2009).

Tayel ve arkadaglari, ZnO’in antibakteriyel etkisini gida kaynakli patojenler olan
Salmonella typhimurium ve S. aureus bakterileri i¢in disk difiizyon yontemi ile
aragtirmiglardir. Yapilan deneyler ZnO partikiil biyiikligi kiigiildikee ve ZnO
konsantrasyonu arttik¢a bakteri etrafinda olusan inhibisyon zon capimin arttigini

antibakteriyel aktivitenin arttigini1 gostermistir (Tayel et al. 2011).

Fang ve arkadaslari, oral enfeksiyonlara sebep olan alt1 patojen bakteri (Streptococcus
mutans, S. mutans, Actinomyces viscosus, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus
ve Candida albicans) tizerinde etkili olan antibakteriyel ajanlar {izerinde ¢alismislardir.
Antibakteriyel ajan olarak iki farkli ZnO kompleksi, magnezyum hipoklorit ve ii¢ farkl
Ag’ igeren bilesik kullanmislardir. Antibakteriyel aktiviteyi belirlemek icin diliisyon
yontemi secilmistir. Yapilan deneyler kullanilan biitiin inorganik materyallerin
antibakteriyel etki gosterdigini fakat Ag* ve Zn*? igeren komplekslerin ok daha giiglii
bir etkiye sahip oldugunu ispatlamistir (Fang et al. 2006).

Uygulamada bir¢ok alanda ve birden ¢ok amagcla kullanilan ZnO ¢agin hastaligi olan
kanser iizerindeki etkisi de merak konusu olmustur. Wahab ve ark. ZnO HepG2
(karaciger kanseri) ve MCF-7 (gogls kanseri) kanser hiicreleri iizerindeki etkisini
arastirmiglardir. Kullanilan ZnO konsatrasyonu 2,5-5 pg/mL seviyesinde iken hiicreler
tizerinde herhangi bir etki goriilmezken konsantrasyon 10-25 pg/mL seviyesine
ciktiginda kanser hiicrelerinin  hasara ugradigi ve biiylimelerinin durdugu
gozlemlenmistir. Bu calisma ile ZnO’in kanser tedavisinde kullanilacak ilaglarda yer

alabilecek daha ucuz bir inorganik materyal oldugu ispatlanmistir (Wahab et al. 2014).

Queiroz ve arkadaglar1 dis kanal tedavisinde kullanilacak dolgu maddesi olarak ¢inko
oksit ve diger lic maddeyi antibakteriyel etkinlik acisindan incelemislerdir. Hedef
mikroorganizma olarak Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans, E. coli ve S. aureus bakterileri secilmis ve disk difiizyon yontemi kullanilmistir.
Yapilan ¢alismalar en giiclii antibakteriyel etkiyi ZnO ve 6jenol dolgu maddesinin K.

Rhizopila’ya (32,67 mm) kars1 gosterdigini ortaya koymustur (Queiroz et al. 2009).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

ZnO iiretiminde kullanilan ¢inko nitrat hekzahidrat (Zn(NOs),.6H,0) ve hekzametilen
tetramin  (HMT-CgH12N4) Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir. Uretim sirasinda
krisitallerin ¢esitlendirilmesi amaciyla Vinilfosfonik asit-4-vinilimidazol kopolimeri 8/1
(VPA-4VIm 8/1) ve Karboksimetil inulin (CMI-15) katki maddeleri olarak

kullanilmistir. Her iki madde de daha 6nceden tiretilmis sekilde temin edilmistir.

Kristalizasyon deneyleri yapilirken saf su cihazi, su banyosu (Polyscience), manyetik
karistiricilt 1sitict (Heidolph), siizme islemi i¢in vakum pompasit (KNF), elde edilen
kristallerin kurutulmasi i¢in vakum etiivii (DAIHAN WOQOV-70), sinterleme islemi i¢in

kiil firmi kullanilmistir.

ZnO’in antibakteriyel aktivitesini tespit etmek i¢in kullanilan mikroorganizmalar; S.
aureus (ATCC 25923), L. monocytogenes (ATCC 15313) ve S. Enteriditis (ATCC
13076) ) suslari saf kiiltiir olarak (Microbiologist) temin edilmistir.

Mueller-Hilton Agar (Biolife), Nutrient Broth (Merck), Mc Farland No 0.5
antibakteriyel aktivite tayini icin kullanilan kimyasal malzemelerdir. Kullanilan
mikroorganizmalar ve gelistirilmeleri i¢in kullanilan besiyeri ortamlar1 Tablo 3.1°de

gorildigl gibidir.

Tablo 3.1. Mikroorganizmalar ve gelistirildikleri besiyerleri

Mikroorganizma Adi Kullamilan Besiyerin Ad1

Baird Parker

S. aureus (Salubris-Hazir)

Fraser Broth PALCAM Agar

L. monocytogenes (Difco™-Toz) | (Difco™-Toz)

Tamponlanmis o Brillant Green
S. Enteriditis Peptonlu Su (Sse;?Skl)tril_s}t;;ZE)r oth Agar (Salubris-
Merck-Toz Hazir
(
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Toz besiyerleri hazirlanirken saf su kullanilmig ve otoklavda (HICLAVE HG-80) 121
°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Hazir olarak temin edilen besiyerleri 4 °C’de muhafaza

OPLUS

edilmistir. Inkiibatdr olarak memmert IN 11 cihazi kullanilmastir.

3.2. Metod

Deney planlamasi yapilirken Taguchi deney tasarimi metodu kullanilarak optimizasyon
amaclanmistir. Deney plani olarak L9 ortogonal dizini kullanilmistir. Bu sayede tam
faktoriyel deney tasarimina gore deney sayisinin azaltilmaktadir. Optimum
konsantrasyon, ZnO kristali ve hedef bakteri tespit edilmektedir. Ayrica ana etki
grafikleri ve istatik yontemlerinin kullanilmasi ile deney sonrasi elde edilen verilerin
degerlendirilmesi kolaylasmaktadir. Taguchi deney tasarimi uygulamasinda biitiin

hesaplamalar ve grafik ¢izimleri i¢in Minitab programindan faydalanilmistir.
Taguchi deneysel tasarimi yapilirken kullanilan faktorler:

e ZnO tipi
e ZnO konsantrasyonu

e Hedef mikroorganizmadir.

Her faktor icin ii¢ seviye ile ¢alisiimis olup Taguchi deneysel tasarimi 6zeti Tablo

3.2’de verilmektedir.

Tablo 3.2. Deney faktorleri ve seviyeleri

FAKTORLER 1. SEVIYE 2. SEVIYE 3. SEVIYE
ZnO Tipi Numune 1 Numune 2 Numune 3
ZnO Konsantrasyonu 0.1 mg/mL 0.075 mg/mL 0.05 mg/mL
Hedef Mikroorganizma | L. monocytogenes S. aureus S. Enteriditis

Tablo 3.3. de Taguchi L9 ortoganal dizinine gore yapilmis deney tasarimi
goriilmektedir. Toplamda dokuz deney ii¢ tekrarla yapilarak giivenilirligi saglanmstir.
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Tablo 3.3. Taguchi L9 Deney Tasarimi

FAKTORLER VE SEVIYELERI

A B C
Deney ZnO Tipi ZnO Konsantrasyonu Hedef Mikroorganizma

1 1 1 1
2 1 2 2
3 1 3 3
4 2 1 2
5 2 2 3
6 2 3 1
7 3 1 3
8 3 2 1
9 3 3 2

Yapilan galisma iki asamadan olugsmaktadir:

- ZnO partikiillerinin {iretilmesi ve karakterizasyonu

- Antibakteriyel aktivite tayin ¢alismalari
3.2.1. ZnO’in Uretilmesi
Kullanilacak ZnO, kimyasal ¢oktiirme ydntemiyle elde edilmistir. Ug farkli yapida ZnO

tretilmigtir:

Numune 1 — ZnO partikiilleri, 95 °C’de 50 ppm 8/1 VPA-4VIm kopolimeri varliginda

tiretimis ve 600°C’de 3 h sinterlenmistir.

Numune 2 — ZnO partikiilleri, herhangi bir katki1 kullanilmaksizin 95 °C’de tiretilmistir.

Sinterlenmemistir.

Numune 3 — ZnO partikiilleri, 10 ppm CMI-15 varliginda 95 °C’de iiretilmis ve 600

°C’de 3 h sinterlenmistir.
Uretilen ZnO partikiillerine ait 6zellikler Tablo 3.4’te goriilmektedir

3.2.1.1. ZnO Kkristalizasyon ¢alismalari

Kristalizasyon proseslerinin tamaminda 1 L hacimli ¢ift cidarli cam reaktor
kullanilmistir. Reaksiyonlar 95 °C’de gergeklestirilmistir. HMT ve ¢inko nitrat (CN)
cozeltileri esmolar olacak sekilde karistirilmis olup ve karisma sonrasinda reaktor

icerisinde molariteleri 0,03 M olacak sekilde hazirlanmistir. Deneylere ilk olarak CN

34




¢ozeltisinin reaktdre eklenmesiyle baslanmigtir ve reaksiyon 90 dakika sonunda

sonlandirilmistir (Sekil 3.1).

Kristalizasyon

Sitizme

Saf su ile yikama

Kurutma

Sinterleme

Sekil 3.1. ZnO kristalizasyonu akim semast

Deneyler sonucunda elde edilen kristaller 0,22 um gézenekli membrandan siiziilmiis ve
saf su ile yikanmistir. Elde edilen c¢okelti vakum etiivinde 60 °C’de 48 saat

kurutulmustur.

(CH,)6N, + 6H,0 — 6HCHO + 4NHj
NH; + H,O — NH, " + OH
Zn"? + 20H — ZnO + H,0
2Zn(NO3); + (CH,)¢N4 + 8 H,O — 2ZnO |+ 4NH4NO3 + 6 HCHO

Sekil 3.2. ZnO reaksiyonu

Katki1 kullanilan ZnO kristalizayonu deneylerinde ZnO partikiilleri elde edildikten sonra
600 °C’de 3 saat sinterleme islemi uygulanmistir. Sinterleme, gézenekli yapiya sahip

tozlarin spesifik yiizey alaninin kiiclilmesi, partikiil temas noktalarinin biiylimesi ve
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buna bagli olarak gozenek seklinin degismesine ve gozenek hacminin kiiglilmesine
neden olan 1si1l iglem olarak ifade edilmektedir. Yapilan calismalarda gozenek ve
spesifik yiizey alan1 boyutunun diismesi istenmemekte ancak kullanilan polimerlerin

olusan ZnO yapidan uzaklastirilmasi i¢in de gerek duyulan bir iglemdir.

Yogusturucu

su Ul — )

Banyosu

Reaktor

Manyetik

O O\ Jom

Sekil 3.3. Kristalizasyon deney sistemi

Elde edilen ZnO kristalleri elektron tarama mikroskobu (SEM) ile karakterize
edilmistir. SEM goriintiileri incelediginde elde edilen ZnO kristallerinin hekzagonal
yaptya sahip oldugu goriilmektedir. SEM goriintiilerinden 6rnek kristal ¢izimi baz

alinarak Sekil 3.4’te goriildiigii sekilde en ve boy degerleri dl¢limii yapilmustir.

Boy

En

Sekil 3.4. ZnO partikiillerinin boyut analizinde kullanilan degerlendirme parametreleri
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Olgiimler sonucunda elde edilen kristaller i¢in sonuglar:

N1 —50 ppm 8/1 VPA-4VIm varliginda 95 °C’de iiretilen ZnO i¢in ortalama boy degeri
1880 nm; minimum boyut degeri 589 nm, maksimum boyut degeri 3440 nm olarak
Olclilmiistiir. Ortalama en degeri 1334 nm; minimum boyut degeri 625 nm, maksimum

boyut degeri 2340 nm olarak ol¢iilmiistiir (Akin 2011).

N2 — Katki kullanilmaksizin 95 °C’de iiretilen ZnO igin ortalama boy degeri 1812 nm,

ortalama en degeri ise 199 nm olarak hesaplanmistir (Akin 2011).

N3 — 10 ppm CMI-15 varliginda 95 °C’de iretilen ZnO i¢in hesaplanan ortalama boy
degeri 1360 nm; minimum boyut 492 nm, maksimum boyut ise 3064 nm olarak
Olglilmiistiir. Ortalama en degeri 282 nm; minimum boyut 106 nm, maksimum boyut ise
786 nm olarak hesaplanmistir (Akin 2011).

Spesifik  ylizey alanlari, Brunauer-Emmet-Teller (BET) esitligi kullanilarak
hesaplanmistir. Elde edilen kristaller i¢in hesaplanan BET ylizey alanlar1 asagidaki
gibidir:

N1 — 50 ppm 8/1 VPA-4VIm varhiginda 95 °C’de iiretilen ZnO i¢in 3,65 m%/g

N2 — Katki kullanilmaksizin 95 °C’de iiretilen ZnO igin 2,5 m2/g

N3 — 10 ppm CMI-15 varliginda 95 °C’de iiretilen ZnO igin 3,0 m2/g

37



TUBITAK SEI 20.0kY X2,000 10um WD 8.7mm

Sekil 3.5. 50 ppm 8/1 VPA-4VIm varliginda iiretilen ZnO kristallerine ait SEM goriintiisii

(Sinterlenmeden &nce)

|

. " &
TUBITAK SEI 20.0kvV  X5,000 1um WD 153mm

Sekil 3.6.Katki kullanilmadan tiretilen ZnO kristallerine ait SEM goriintiisii
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TUBITAK SEI 20.0kv  X5,000 1mn_ WD 15.0mm

Sekil 3.7. 10 ppm CMI-15 varliginda iiretilen ZnO kristallerine ait SEM goriintiisii

Tablo 3.4’te antibakteriyel aktivite deneylerinde kullanilmak {izere iretilen ii¢ farkli
tipte ZnO’a ait Ozellikler goriilmektedir. Morfolojik olarak ii¢ tip ZnO partikiilii de
hekzagonal yapida olsa da boyut ve yiizey alani agisindan farkliliklar gostermektedir.

Tablo 3.4. Deneylerde kullanilmak tizere tiretilen ZnO partikiillerine ait 6zellikler

BET Spesifik
EnxBoy (nm) En/Boy Yiizey Alani Morfoloji
(m?/g)
Numune 1 1334x1880 0,7096 3,65 Hekzagonal
Numune 2 199x1812 0,1098 2,5 Hekzagonal
Numune 3 282x1360 0,2074 3 Hekzagonal

3.2.2. Antibakteriyel aktivite tayini

Antibakteriyel aktivite tayini i¢in her mikroorganizma kendine has besiyeri ortaminda

gelistirilerek aktive edilmistir.

S. aureus bakterileri Baird Parker Agar besiyerinde 35 °C’de 48 h saat inkiibe edilmistir.

Agar lizerinde olusan siyah-gri, parlak, diizgiin koloniler secilmistir.
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L. monocytogenes bakterileri icin Fraser Broth besiyerinde 30 °C’de 24 h inkiibe
edilerek 6n zenginlestirme islemi yapilmistir. Daha sonra hazirlanan PALCAM Agar

besiyerine siirme islemi yapilip 30°C’de 48 h saat inkiibe edilmistir.

S. Enteriditis bakterileri, Tamponlanmis Peptonlu Su igerisinde 35 °C’de 24 h saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra Selenit Broth besiyerine 1 ml inokiilasyon yapilarak 35
°C’de 24 h inkiibe edilmistir. Brillant Green Agar besiyerine siirme islemi yapilarak 37
°C’de 48 h inkiibe edilmistir. Olusan seffaf, diizgiin koloniler secilmistir. Selenit Broth

ve Brillant Green agar besiyerleri, hazir olarak temin edilmistir.

Kendine has ortamlarda gelistirilen mikroorganizmalar, antibakteriyel aktivite tayini
icin Nutrient Broth besiyerine inokiile edilirler. Bir 6ze yardimiyla segilen diizgiin

koloniler broth ortama aktarilir, 37 °C’de inkiibe edilir (Akgelik M. 2000).

40



S. Enteriditis

L.monocytogenes

S. aureus

Tamponlanmis
Peptonlu Su (35 °C’de
24 h inkiibasyon)

V

Selenit Sistin Broth
(37°C’de 48 h
inkiibasyon)

Fraser Broth
(30°C’de 24 h

J

Brillant Green Agar
(35°C’de 24 h
inkiibasyon)

inkiibasyon)

\L Baird Parker Agar
PALCAM Agar (35°C’de 48 h
(30°C’de 48 h inkiibasyon)
inkiibasyon)

87

Nutrient Broth (37 °C’de 24h inkiibasyon)

0,5 McFarland Soliisyonu ile Bulaniklik Ayarlama

Mueller-Hinton Agar Yiizeyine Inokiilasyon

Steril Disklerin Agar

Uzerine Yerlestirilmesi

ZnO Siispansiyonunun Disklere Emdirilmesi

35 °C’de 24 h inkiibasyon

v

Diskler Etrafinda Olusan Zon Caplarimin Olgiilmesi

Sekil 3.8. Antibakteriyel aktivite tayininde izlenen adimlar
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Antibakteriyel ~aktivite testlerinde standart 0,5 McFarland soliisyonu (10°
mikroorganizma/mL) kullanilir. McFarland standartlari, bir sivi besiyerinde bulunan
bakteri sayisin1 belirlemek amaciyla gelistirilmistir. McFarland'm  baryum kloriir
(BaCly) ve stilfiirik asit (H2SO,) kullanarak gelistirdigi standart bulaniklik tiipleri, sivi
bir besiyerine ekilen bakterinin miktarina esdeger bulaniklik derecelerini igerir.
McFarland standard: ile karsilastirilacak bakteri siispansiyonu iyi bir 1s1k altinda beyaz
zeminde yer alan siyah bantlar lizerinde karsilastirilir. Bakteri siispansiyonunun yer
aldig1 tiip ve McFarland tiiptiniin bulaniklig1 esit ise siispansiyonda hedeflenen bakteri
sayist elde edilmis oldugu kabul edilir. Bulaniklik esit degil ise bakteri siispansiyonuna

bakteri ilave ederek veya siispansiyon seyreltilerek bulanikligin esitlenmesi saglanir
(URL-4).

Bu siispansiyondan alinan 6rnek Mueller-Hinton Agar yiizeyine inokiile edilmistir.
Bunun i¢in steril bir ekiivyon, ayarlanmis inokiiluma daldirilmis ve fazla sivinin akmasi
igin ekiivyon, tiipiin i¢ list duvarina bastirilarak birka¢ kez dondiiriilmistiir. Mueller-
Hinton Agar plaginin yilizeyi tamami ii¢ kez c¢izilerek ekim yapilmistir. Esit bir
inokiilasyon elde etmek icin her ¢izimden sonra plak 60 ° dondiiriilmiistiir. 6 mm
capindaki steril diskler pens araciligiyla aseptik kosullar saglanarak agar {izerine
yerlestirilmistir. Bu islem yapilirken, olusacak zonlarin birbiri lizerine gelmemesi igin
diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina dikkat edilmistir.
ZnO siispansiyonu mikropipet (100 puL) yardimiyla diske emdirilmistir. Kontrol amagl
bir adet bos disk ve sadece saf su emdirilmis disk de agar iizerine ayrica
yerlestirilmistir. Daha sonra besiyerleri 24 saat siireyle 35 °C'de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda olusan inhibisyon zonlar1 cetvel yardimiyla 6lgiiliirek

antibakteriyel aktivite belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismanin 6zeti olarak Tablo 4.1°de tiim deney sonuglar1 verilmektedir. Yorumlarin
yapilabilmesi i¢in sO0z konusu tablo tek basina yeterli degildir. Yorumlar igin
istatistiksel bazi hesaplamalara da ihtiyag duyulmaktadir. Taguchi deney tasarimi ile
yapilan caligmalar sonucunda elde edilen verilerin yorumlanmasi amaci ile yapilan

hesaplamalar ve grafik ¢izimleri i¢in Minitab 17 programindan faydalanilmistir.

Tablo 4.1. Taguchi L9 Deney Tasarimina gore deney sonuglari

FAKTORLER VE SEVIYELERI

A B C Tekrar Sayisi
Deney Zr.]c.) [ZnO] . Hedei : 1 4 3 O;)tzlgirrna
Tipi (mg/mL) | Mikroorganizma | (mm) | (mm) | (mm) (mm)
1 N1 0,1 L. monocytogenes | 28 32 24 28
2 N1 0,075 S.aureus 24 26 18 22,7
3 N1 0,05 S.Enteriditis 12 8 10 10
4 N2 0,1 S. aureus 34 28 28 30
5 N2 0,075 S.Enteriditis 14 10 16 13,3
6 N2 0,05 L.monocytogenes 16 18 20 18
7 N3 0,1 S. Enteriditis 14 16 20 16,7
8 N3 0,075 L.monocytogenes 18 12 22 17,3
9 N3 0,05 S.aureus 24 20 22 22

Bu ¢aligmada “en biiyiik deger en iyidir” durumunda kullanilan (1.2) numaral esitlik
tercih edilmistir. Minitab 17 programi kullanilarak elde edilen degerler Tablo 4.4’te
verilmektedir. Bu tablodaki “delta”, seviyeler arasindaki en biiyiik ve en kii¢iik degerin
farkini; “rank” degeri ise bu farklarin siralamasini ifade etmektedir. Bu siralamaya gore
sonucu en c¢ok etkileyen faktoriin hangisi oldugu belirlenebilmektedir. Yapilan

calismalar sonucunda her ii¢ faktoriin de sonug iizerinde etkili oldugu goriilmektedir.

Her iki cizelgede elde edilen yanitlara bakildiginda A faktorii i¢in 2. seviyenin (N2); B
faktort i¢in 1. seviyenin (0,1 g/mL konsantrasyon); C faktorii i¢in 2. seviyenin (S.

aureus) en etkili seviyeler oldugu anlagilmaktadir.
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Tablo 4.2. Taguchi L9 Deney Tasarimina gore hesaplanan sinyal/giiriiltii orani yanit tablosu

Seviye A (ZnO Tipi) B (ZnO C (Hedef
Konsantrasyonu) | Mikroorganizma)
1 25,35 27,65 26,27
2 25,71 24,79 27,84
3 25,35 23,98 22,31
Delta 0,35 3,66 5,53
Rank 3 2 1
Tablo 4.3. Taguchi L9 Deney Tasarimina gore hesaplanan ortalama degerler yanit tablosu
Seviye A (ZnO Tipi) B (ZnO C (Hedef
Konsantrasyonu) | Mikroorganizma)
1 20,23 24,90 21,10
2 20,43 17,77 24,90
3 18,67 16,67 13,33
Delta 1,77 8,23 11,57
Rank 3 2 1

Faktorlerin yanit lizerindeki etkisini arastirmak i¢in hipotez testi yapilmistir. Hipotez
testine gore sifir hipotezi, Hy faktorlerin yanit {izerinde etkisiz oldugunu alternatif olan
H; hipotezi ise faktorlerin yanit {izerinde etkili oldugunu ifade etmektedir. Hipotez testi
icin Minitab programi yardimiyla P degerleri hesaplanmistir. %95 giiven seviyesinde P
degerinin 0,05’ten biiyiikk oldugu durumda Hy hipotezi, aksi durumda ise H; hipotezi

gecerli kabul edilmistir.

Tablo 4.4. Varyans Analizi Tablosu

Kareler Kareler F Degeri | P Degeri | Serbestlik
Toplamn | Ortalamasi Derecesi
ZnO Tipi 5,62 2,81 0,71 0,584 2
ZNnO 119,882 59,94 15,23 0,062 2
Konsantrasyonu
_ Hedef 208,549 104,274 26,50 0,036 2
Mikroorganizma

Hesaplanan P degerleri; ZnO partikiilii icin 0,584; ZnO konsantrasyonu i¢in 0,062;
Hedef mikroorganizma igin ise 0,036 seklindedir (Tablo 4.4). Bu durumda sonucu
etkileyen en Onemli faktoriin hedef mikroorganizma oldugu goriilmektedir. ZnO
partikiillerine karst en hassas olan bakterinin S. aureus oldugu goriilmektedir. En
dayanikli bakteri ise S. Enteriditis olmaktadir. ZnO konsantrasyonunun etkisi igin P

degeri sinira yakin bir deger olmakla beraber, sonug tizerinde etkili oldugu Sekil 4.1 ve
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Sekil 4.2’deki  grafiklerden de anlagilmaktadir. Beklendigi {izere ZnO

konsantrasyonunun bakteri kolonisi etrafinda olusan inhibisyon zon g¢apini arttirict bir

etki birakmaktadir.
Main Effects Plot for Means
Data Means
ZnO Tipi ZnO Konsantrasyonu Hedef Mikroorganizma
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Sekil 4.1. Taguchi deney tasarimina gore ortaya ¢ikan ana-etki grafikleri: 1, 2 ve 3 numarali faktorlere ait
seviyeler
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Sekil 4.2. Taguchi deney tasarimina gore ortaya ¢ikan sinyal/gliriiltii orani grafikleri: 1, 2 ve 3 numarali

faktorlere ait seviyeler
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan deneylerin istatiksel sonuglari incelendiginde en gii¢lii antibakteriyel etkinin N2
orneginin 0,1 mg/mL konsantrasyonda S. aureus bakterisi i¢in kullanilmasiyla elde

edildigi goriilmektedir.

Deney sonuglart incelendiginde ZnO konsantrasyonu arttikca mikroorganizma

kolonileri etrafinda olusan inhibisyon zonu ¢apinin da arttig1 agikca goriilmektedir.

Cinko oksitin morfolojisi, kristal boyutu ve yiizey alami antibakteriyel aktiviteyi
etkileyen onemli faktorler arasindadir. Daha Once yapilmis olan ¢alismalar ZnO
kristallerinin boyutunun ve yiizey alaninin antibakteriyel aktivite {izerine etkili
oldugunu gdstermektedir; partikiil boyutu kiiclildik¢e ve yiizey alani arttikca
antibakteriyel etki artmaktadir (Yamamoto 2001; Tayel et al. 2011; Raghupathi,
Koodali, and Manna 2011). Bu ¢alismada ise 0,1098 ile en kii¢iik en/boy oranina sahip
olan N2 6rneginin en giiclii etkiyi gosterdigi goriilmektedir. Sekil 5.1°de her ti¢ ZnO
kristaline ait SEM goriintiileri ve morfolojileri goriilmektedir. N2 nin sahip oldugu
seklin ZnO partikiillerinin hiicre duvari ile daha kolay etkilesime girmesini saglayan bir

faktor olabilecegi diistiniilmektedir.

1334x1880 199x1812 282x1360

Sekil 5.3. Kullanilan ZnO kristal sekilleri
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Yapilan deneyler sonucunda en giiglii antibakteriyel etkinin S. aureus bakterisi tizerinde,
en az etkinin ise S. Enteriditis bakterisi lizerinde gergeklestigi goriilmektedir. S. aureus,
Gram pozitif, S. Enteriditis ise Gram negatif bir bakteridir ve bu mikroorganizmalarin
ZnO’in  antibakteriyel etkisine kars1 hassasiyet farki da bu durumdan
kaynaklanmaktadir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre yapisindaki

farklilik bu etkinin sebebi olarak gosterilmektedir.

Yapilan deneyler ve istatiksel ¢alismalar ile en fazla antibakteriyel duyarliliga sahip
olan S. aureus iizerinde en etkili olan ZnO tipinin N3 (0,05 mg/mL ile 22 mm zon
olusumu) olarak kodlanmis olan tip oldugu gorilmektedir. Bunu sirasiyla N2 (0,1
mg/mL ile 30 mm zon olusumu) ve N1 (0,075 mg/mL ile 22,7 mm zon olusumu)

izlemektedir.

Antibakteriyel duyarlilik siralamasinda ikinci sirada yer alan L. monocytogenes {izerinde
etkili olan ZnO tipinin yine N2 (0,05 mg/mL ile 18 mm zon olusumu) oldugu
goriilmektedir. Bunu 0,1 g/mL konsantrasyonda 28 mm zon olusumu ile N1 ve 0,075

mg/mL konsantrasyonda 17,3 mm zon olusumu ile N3 izlemektedir.

En fazla direng gosteren mikroorganizmanin ise S. Enteriditis oldugu goriilmektedir. N2
(0,075 mg/mL ile 13,3 mm zon olusumu) ve N3’in (0,1 mg/mL ile 16,7 mm zon
olusumu) S. Enteriditis {izerinde yaklasik olarak aymi etkiyi gosterdigi
gozlemlenmektedir. En az etkiyi ise 0,05 mg/mL kullanildiginda 10 mm inhibisyon

zonu olusumuna sebep olan N1 gostermistir.

ZnO’in mikroorganizmalar {izerinde Oldiiriici ya da gelismelerini yavaglatic1 etki
gostermesi, ROS iiretimi ve ZnO ile hiicre duvari arasinda olusan elektrostatik
etkilesimler sayesinde olmaktadir. ZnO suda ¢6ziinebilen bir madde olmadigindan Zn*?
iyonlarinin aktif hale gecerek antibakteriyel etki gostermesinin s6z konusu olmadig

yapilan ¢alismalarla da ispatlanmistir (Song et al. 2010; Sirelkhatim et al. 2015).
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