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OZET

KITOSAN - GUMUS NANOTANECIKLERININ DEZENFEKTAN OLARAK
URETIMi VE BiYOLOJIK AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI

Bu calismada kitosan-giimiis nanotanecik kompozitinin antibakteriyel etkinligi
incelenmistir.

Kitosan-giimiis nanotanecik kompoziti, 95 °C ‘de kitosanin NaOH ¢6zelti ortaminda
AgNO; ¢ozeltisiyle karistirilmasiyla elde edilmistir. 0,02 M, 0,04 M ve 0,06 M AgNOs
kullanilarak farkli giimiis konsantrasyonlarina sahip kitosan-giimiis nanotanecik sentezi
yapilmistir. Daha sonra Gegirgen Elektron Mikroskobu (Transmission electron
microscopy, TEM) , Ultraviyole (UV) Spektrometresi, X-Isin1 kirmnim cihazi (X Ray
difraktogrami (XRD)) ve Infrared (IR) Spektrometresi kullanilarak, kitosan-giimiis
nanotanecik kompozitinin yapisi tanimlanmaistir.

Yeni sentezlenmis kitosan-giimiis nanotanecik kompozitinin antibakteriyel etkinliginin
testi i¢cin Escherichia coli (ATCC 25922), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619)
bakterileri kullanilmigtir. Minimum inhibitér konsantrasyonu (Minimum Inhibitory
Concentration, MIC) ile kompozitin biyolojik aktivitesi belirlenmistir.

Yapilan calismada, ayni1 konsantrasyonlardaki bilesenlerin, kompozit olusturduklarinda
tek baslarma olduklarindan daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar:
bulunmustur. Islenmemis kitosana gore, antibakteriyel aktiviteyi &nemli 6lgiide
arttirmak iizere kompozit i¢indeki metal nanotaneciklerin kiiciik bir yiizdesinin
varliginin yeterli oldugu saptanmistir. Ayrica kompozit igindeki glimiis konsantrasyonu
arttik¢ca tanecik boyutuyla birlikte antibakteriyel aktivitede de artislar s6z konusudur.



SUMMARY

PRODUCTION OF CHITOSAN - SILVER NANOPARTICLES AND
DETERMINATION OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITY AS DISINFECTANT

In this study the antibacterial properties of a novel chitosan- Ag-nanoparticle composite
was investigated.

Chitosan—AgNp composite was synthesized by adding AgNO; and NaOH solution to
chitosan solutions, by constant stirring at 95 °C. Different concentration (0,02 M, 0,04
M and 0,06 M ) of AgNOs had been used for synthesis. Chitosan—AgNp composite was
characterized by using TEM (Transmission electron microscopy), Infrared (IR), X-ray
Diffraction (XRD) and Ultraviolet (UV).

Escherichia coli (ATCC 25922), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619)
were used for test the bactericidal efficiency of a novel synthesized chitosan—Ag-
nanoparticle composite. The biological activity was determined as the minimum
inhibitory concentration (MIC) of the composite.

The composite was found to have significantly higher antimicrobial activity than its
components at their respective concentrations. The presence of a small percentage of
metal nanoparticles in the composite was enough to significantly enhance antibacteriyal
activite as compared with that of non-processed chitosan. In addition, the concentration
of silver in the composite antibacterial activity increases with increasing particle
dimension in question.
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1 GIRIS

Gilimiis iyonlar1 giliclii antibakteriyel aktiviteye sahiptirler. Son yillarda nanoteknoloji
alanindaki ¢alismalarda meydana gelen artisa paralel olarak, giimiis miktarin1 minimum
tutarak glimiisiin bilinen antibakteriyel O6zelliginde maksimum verim elde etme
calismalar1 yapilmaktadir. Glimiisiin toksik olmamasi bircok alanda kullanim kolaylig:
saglamaktadir.

Kitosan ise bilinen birgok uygulamalarda kullanilan genis spektrumlu antibakteriyel
ozellige sahip kitinden elde edilen polikatyonik bir polimerdir. Kitosanin
biyobozunabilirlik 6zelliginden dolay1 ¢evreye ve insana zararh etkileri azdir.

Kitosan-glimiis nanotanecik, antibakteriyel 6zellik gdsteren polimere giimiis iyonlarmin
nano boyutta eklenmesiyle elde edilir. Kitosan ve giimiisiin tek baslara sahip olduklari
antibakteriyel 6zelligin kompozit olustuktan sonra artmasi s6z konusudur.

2 GENEL KISIMLAR

Nanotanecik sentezi ¢esitli tiplerdeki kararli maddelerin bulundugu ¢ozeltilerdeki metal
iyonlarinin indirgenmesine dayanmaktadir [1].

Gilimiis nanotanecik hazirlanmasinda giimiis iyonlarmin kaynagi olarak sulu giimiis
nitrat ¢06zeltisi kullanilmaktadir. Ayrica kitosan c¢ozeltisi eklenerek kitosan-Ag
nanotanecik elde edilmektedir [2].

2.1 NANOTEKNOLOJI

Nanoteknoloji anlamimi metrenin milyarda biri olan nano kavramindan almaktadir.
Yunanca ciice kelimesinden de gelen nanoteknoloji, yapitaglar1 olarak atom veya
molekiillerin kullanimiyla insan yapimi 1-100 nanometre boyutundaki yapilarin islevsel
olarak tasarlanarak imal edilmesi olarak ta tanimlanabilir.

Bu yapilarin boyutunu daha 1yi anlamak i¢in su ornekler verilebilir: 1 nanometre insan
sag¢ telinin 80.000 de birine denktir, insan tirnagi her saniyede 1 nanometre uzamaktadir.
Ayrica, biyolojik bilgiyi tasiyan ve gesitli gorevleri olan protein DNA gibi biyolojik
yapilar da nanoteknolojinin kapsamina girmektedir.



2.1.1 Dezenfeksiyon ve Sterilizasyonda Nanoteknoloji

Bu giinlerde sik sik ‘antibakteriyel’ sozii duyulmaktadir. Her giin bir gazete ya da dergi
kosesinde antibakteriyel iiriinlerle karsilasilmaktadir. Havlu, dis fircasi, klavye, boya,
saklama kabi, i¢ ¢amasiri, konfeksiyon iirlinleri vs. bu iirlinler arasindadir. Hatta bu
listeyi daha da uzatmak miimkiindiir. Ozellikle 2-3 yildir hizla artan bir oranda bu tiir
iirtinlerle karsilagilmaktadir. Cilinkii mikroorganizmalara kars1 yine onlarin boyutlarinda
bir teknoloji gelismeye baslamistir.

Mikroorganizmalarin en yaygim ve en ciddi enfeksiyonlara neden olanlar1 bakterilerdir.
Kullanilan antibiyotiklere, antiseptiklere ve dezenfektanlara kars1 dayamikl
mikroorganizmalarin sayismin giin gectikge artmasi nedeniyle bilinen bu bakterilere
kars1 alternatif sistemlerin gelistirilmesi gerekir. Bu alanda giimiis nanodezenfektan
olarak genis bir kullanim alanina sahiptir [3].

2.2 KITIN VE KiTOSAN

2.2.1 Genel Bilgi

Kitosan ¢oziiciilerin ¢cogunda ¢oziinmez. Fakat seyreltik organik asitlerde Ornegin;
asetik asit, formik asit, suksinik asit, laktik asit ve malik asitte ¢Oziinebilir. Suda
coziinmeyen kitosan yiiksek viskoziteye sahiptir. Kitosan yiiksek pH’da proteinlerle
pthtilagsma egilimi gosterdiginden kullanimi smirhdir [4].

Kitosan, kitinin alkali deasetilasyonuyla elde edilen polimerik 1 —» 4 bagli 2-amino-2-
deoksi-B-D-glikoz olarak tanimlanir. Kitin ise genellikle kabuklu deniz canlilarinin
kabugundan ve fungilerin hiicre duvarlarindan elde edilir [2].

Kitosan ve kitin yapay seliiloz ile karsilastirildiginda yiiksek azot igeriklerinden dolay1
tercih edilir. Bu da kitosani kullanish bir kenetleme maddesi yapar. Ciinkii polimerlerin
cogu yapay malzemelerdir ve biyouyumlulugu ile biyobozunmasi dogal polimerlere (
seliiloz, dekstroz, kitin, kitosan, ve bunlarm tiirevleri) gére daha smirhdir [4].
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Sekil 2-1 Kitinden kitosan elde edilmesi

Kitosan 0zel yapist ve oOzellikleriyle polikatyonik bir polimerdir. 5000 den fazla
glukozamin birimi igermektedir ve alkalin deasetilasyon ile kitinden elde edilmektedir
(Tablo 2-1) [4].

Kitin, N-asetil-d-glukozaminin parcalariyla tekrarlanan C3 ve C6’da iki adet hidroksil
grubuna sahiptir. C6’daki hidroksil grubu C3’tekine gore daha duyarhdir. Kitosan ise
C2 ‘de bir adet reaktif amino grubuna ve C3 ve C6’da iki hidroksil grubuna sahiptir. Bu
gruplar lizerindeki kimyasal reaksiyonlarda meydana gelen yiikseltgenme sonucunda
bircok tiirevleri elde edilir ( Tablo 2-1) [5].

Kitosanin antibakteriyel etkisinin esas nedeni molekiiler agirligi ve konsantrasyonudur.
Kitosan oligomerden daha etkili bakterisit 6zelliktedir [6].



Tablo 2-1 Kitin ve kitosan tiirevlerinin kimyasal yapisi [5]

Kitosan Turevleri R! R’ R®

Amino gruplardaki reaksiyonlar

1) Acil -NHC(=0)-R -OH -CH,OH

2) Alkiliden + Ariliden -N=CH-R -OH -CH,0OH

3) Alkil + Aril -NH-CH,-R -OH -CH,OH

4) Deagil -NH2 -OH -CH,0H

5) imido -N(C=0)2=R -OH -CH,OH

6) Metal gelat -NH2Me -OH -CH,0H

7) Nitro -NHNO2 -OH -CH,OH

8) Tuz -NH8 --R -OH -CH,OH

9) Suilfat -NHS(=0)20Na -OH -CH,OH

10) Sdilfonil -NHS(=0)2R -OH -CH,OH

11) thiol thiokarbon -NH(C=S)SH

Hidroksil gruplarindaki reaksiyonlar

1) Agil -NHAc -0OC(=0)-R -CH20(C=0)-R
2) Alkil + Aril -NHAc -O-R -CH20-R

3) Metal alkolat -NHAc - ONa -CH20Na

4) Nitro -NHAc -ONO2 -CH20NO2

5) Fosfat -NHAc -OP(=0)(ONa)2 -CH20P(=0)(ONa)2
6) Sulfat -NHAc -0S(=0)20Na -CH20S(=0)20Na
7) Siilfonil -NHAc -0-5(=0)2-R -CH20-5(=0)2-R
8) Siril -NHAc -0-Si®9 -CH2-Si(R) 9
9) thiol thiokarbon -NHAc -OC(=S)SR -OC(=S)SR
Karbon zincirlerindeki reaksiyonlar

1) 3.6 -Anhidro -NHC(=0)CH3

2) Azido -NHAc -OH -CH2N9

3) Halo -NHAc -OH -CH2X

4) Merkapto -NHAc -OH -CH2SH

5) Oksidasyon -NHAc -OH -COOH

6) Oksidatif- deaminasyon -0-C5 -OH -CH20H

7) indirgenme -NHAc veya -NH2 -OH -CH3

* Ac: Asetil, R: Alkil veya Aril Grup, X: Halojen

Kitin ve kitosan toksik degildir. Deney hayvanlarina kilogramlar1 basma 0.7 ile 0.8 gr
arasinda kitosan 8 hafta boyunca her giin oral yolla verilmis ve hicbir yan etkiye
rastlanmamistir. Ayrica 11 giin boyunca her giin viicut agirliginin her bir kilogram i¢in
4,5 mg kitosan damardan verildiginde de higbir yan etkiye rastlanmamastir [7].

Kitin ve kitosandan oligasakkarit {iretilerek biyosferde, zirai yaglarda, hidrosferde
bozunmasi saglanabilir. Ayrisma hizi yagda ve hidrosferde yumusatilarak degistirilebilir
ve ayrica kimyasal modifikasyonla kontrol edilebilir [8].



2.2.2 Kitosanin Kullanim Alanlar:

Kitin ve kitosandan, ¢esitli alanlarda ekolojik zararsiz malzeme olarak
yararlanilmaktadir. Bu alanlar; biyoteknoloji, su aritma, insan ve hayvan sagliginda,
tekstil, kozmetik, tarim ve gida endiistrisidir.

Kitosan ile ilgili yapilan arastirmalarda kitosanin nanotanecik ila¢ olarak sentezlendigi
goriilmektedir. Kitosan nanotanecik hiicre icindeki gen transferinin etkinligini
gelistirmek i¢cin de kullanilmistir. Kitosan mikro fiberler midede ila¢ dagiliminda da
kullanilmistir. Asetile edilmis kitosan mikro fiberleri aktif antimikrobiyal etkenlerinin
kontrollii yayilmasi i¢in hazirlanmistir. Kitosanin kiiciik ve kuantum boyutlar1 gibi
benzersiz karakteri iistiin faaliyetlerini sergileyebilmesini saglamistir [9].

2.2.3 Kitosanin Antimikrobiyal Aktivitesi

Kitosan pH 6,5 civarinda zayif ¢oziliniirliige sahip oldugundan antibakteriyel aktivitesini
sadece asidik ortamda gdstermektedir. Kitosanin antibakteriyel aktivitesi, kitosanin tipi,
polimerizasyon derecesi, molekiiler agirligina ve ¢oziiclisiiniin cinsi gibi baz1 faktdrlere
baghdir. Kitosan gram pozitif bakterilere gram negatif bakterilere kiyasla daha ytliksek
antibakteriyel aktivite gdstermektedir [9].

2.2.3.1 Kitosanin Gram Negatif Bakteriye Etkisi

Kitosanin antibakteriyel ve antifungal aktivitesinin ortaya ¢ikmasindan bu yana dogal
gida koruyucu olarak kullanimi dikkat ¢ekmistir. Bozulmus mayalara karsi ¢ok aktif
olmasiyla beraber gram negatif bakterileri kisitlama 6zelligi de bulunmaktadir. Bu gram
negatif bakterilerin basinda escherichia coli ve pseudomonas aeruginosa bulunmaktadir.
Bu bakterilerin minimum inhibitér konsantrasyonu 100- 10000 ppm arasindadir.

Kitosanin gram negatif bakterilere etkisi yapisinda bulunan pozitif yiikklii amino
grubundan kaynaklanmaktadir. Kitosanin bu polikatyonik yapis1 gram negatif yapidaki
baskin anyonik yapiyla etkilesmesi sonucunda bakteriyi sinirlamaktadir [10].

2.2.3.2 Kitosan nanotaneciginin S. choleraesuis Bakterisini

Yok Etmesi

Kitosan nanotanecigin S. choleraesuis bakterisine karst yapist atomik kuvvet
mikroskobu ile incelenmistir. Bakteri 30 dk 641g/ml kitosan nanotanecik ile muamele
edildiginde hiicrelerin etrafi kitosan nanotanecik tarafindan cevrilmektedir. 60 dk
muamele edildiginde kiiresel sekiller bozularak diizensiz yogunlasmis kitlelere
dontismektedir(Sekil 2-2). Bakterinin parcalanmaya baslamasi kitosan nanotanecik ile 3
saat muamele edilmesiyle gerceklesmektedir.
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Sekil 2-2 Atomik kuvvet mikroskobu ile kitosan nanotanecik ile muamele edilmis
S.choleraesuis bakterisinin farkli zamanlardaki goriintiisii

Sekil 1.2°de muamele edilmemis hiicre (A), 30 dakika muamele edilmis hiicre (B), 1
saat muamele edilmis hiicre (C), 1,5 saat muamele edilmis hiicre (D), 2 saat muamele
edilmis hiicre (E), 3 saat muamele edilmis hiicre (F) ile gosterilmektedir [9].

2.3 GUMUS NANOTANECIK

2.3.1 Genel Bilgi

Gilimiis dogal olarak olusan, ‘Ag’ simgesi ile periyodik tabloda 47. swrada bulunan,
atomik agirligi 107,8 olan degerli bir metaldir. Yiiksek elektriksel ve termal iletkenlige
sahip olmasi sebebiyle yaygin olan ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir.

Eski medeniyetler bu degerli metali, tip, mutfak esyalari, tabak, bardak, yiyecek
saklama kaplari, miicevher, bozuk para, kiyafet, insaat malzemeleri, su dezenfektani ve
insan hastaliklarinda kullanmislardir [11].

Glimiis beyaz ve parlak metalik bir elementtir. Altin’dan bagka nadir bulunan ve degerli
bir metal olan giimiis, insanlik tarihinde uzunca yillar dis dolgusu, fotograf ve patlayici
olarak ta kullanilmastir.



Mekanizmasi yeterli miktarda anlagilmamasina ragmen, giimiisiin bircok uygulamalar1
arasinda hijyenik ve medikal amagli kullanilan dezenfektan 6zelligi 6nemli bir yer
tutmaktadir.

Eski zamanlarda glimiis aletler, su ve sarap saklamak i¢in kullanilirdi. Ayrica modern
tibbin babas1 olan Hipokrat giimiis tozunun sifali hastalik 6nleyici 6zelliginin olduguna
ve llsere iyi geldigine inanmaktaydi. Fakat medikal uygulamalarda glimiisiin bilesikleri
ilk olarak kullanilmaistir.

1.Diinya Savasi’nda antibiyotikler ortaya ¢ikana kadar, yara enfeksiyonu tedavisinde
glimiis bilesikler biiyiik silah olmustur. 1984°te Alman dogum uzmani C.S.F. Crede’in
% 1’lik glimiis nitratin gonococcal ophtalmia neonatorum (yeni dogan bebeklerde
gonokok bakterisinin sebep oldugu gozlerde meydana gelen iltihapli hastalik)
hastaligin1 onlemek i¢cin g6z damlast olarak kullanmasi tarihte tip alanindaki ilk
uygulamadir. Ayrica ciddi yaniklar sonucunda olusan yaralarda giimiis sulfadiazin krem
antibakteriyel olarak kullanilmaktadir. Fakat uzun siire giimiise ve giimiis bilesiklerine
maruz kalma durumunda deride veya gézde goriilen bir cilt hastaligi olan argyrosis ve
argyria hastaliklar1 ortaya ¢ikmistir ve bu da giimiisiin negatif bir 6zelligi olmustur. Bu
sebepten ve penisilin ve sefalosparin gibi antibiyotiklerin bulunmasi ile birlikte,
glimiislerin antienfeksiyon ajani olarak pariltisi biiyiik 6l¢lide sonmiistiir. Ancak modern
fizikteki gelismeler glimiisiin kaybettigi pariltisin1 yenilemesine yardim etmistir.
Metalik giimiis, morfolojisi ve karakterinin olaganiistii sonuglar1 ile yeni miithendislik
uygulamalarma konu olmustur. Mithendislik ¢aligmalarinda bliyiik pargaciklar yerine
nanometre ile Ol¢lilen cok kii¢lik boyutlarla caligmak 6ne gecen calismalar arasinda yer
almaktadir. 100 nm’den kii¢iik boyutta bir parca nanotanecik olarak adlandirilir.
Nanoboyuta ulasildiginda, diger nanotaneciklere ve ayni etkiye sahip baslica kiigiik
boyutlu malzemelere gore giimiis tanecikler dikkat cekici fizikokimyasal 6zellikler ve
biyolojik aktivite gdstermektedir.

Giliniimiizde nanogiimiis iirlinlerinin giiclii antimikrobiyal aktivite olarak kullanimi
yaygindir. Nanogiimiis, malzemelere yerlestirilmis olarak veya tamamen nanoglimiisle
kaplanmig olarak, yara bandajlama ekipmanlari, dogum kontrol haplari, ameliyat
ekipmanlar1 ve kemik protezleri gibi ila¢ alaninda kullanilir.

Giinliik yasantida tiiketiciler, nanoglimiisii oda spreyi, banyo deterjani, su aritici, duvar
boyasi, kiyafet, i¢ camasir1 ve gorap tiretimi gibi tekstil sektorlerinde kullanmaktadirlar.
Nanogiimiis kullanilan ¢amasir makineleri de glintimiizde mevcuttur.

Nanogiimiis uygulamalarinin, nanomalzemenin tip ve saglik sektoriindeki kullanimimda
yiiksek derecede ticarilestigi goriilmektedir. Bu yiizden nanogiimiisiin insan viicuduyla
temas1 giderek artmaktadir. Sonug¢ olarak, glimiisiin nanotanecik formunun insan
viicudundaki hiicrelerde, dokularda ve biyolojik molekiillerde kullaniminin artmasi da
insan viicudundaki temasin ilerlemesini saglamistir. Geleneksel diislince, giimiisiin
argyria veya argyrosis hastaliklar1 ve bazi kii¢iik problemler haric memeli hiicrelere
toksik olmadigidir.

Glimiis nanotanecik sentezi bir¢ok yolla yapilabilmektedir. Tanecik morfolojisi
kiirelerin, ¢ubuklarm, kiiplerin, tellerin ve ¢okgenlerin 100 nm’den kii¢iik boyutlarini



icerir. Biitlin nanomalzemeler i¢inde giimiis nanotaneciklerin 6zelligi ¢ok kiiclik boyutta
olabilmesidir.

Cok kiiciik boyutlu taneciklerin ¢ok biiylik yiizey alanina etki eden kiitle basma diisen
atomlar, kolayca reaksiyona girebilecek ve ortam temasin1 hemen gerceklestirilebilecek
diizeydedir. Glimiis nanotanecigin sekli ve boyut araliklar1 viriis ve bakterilere etkisini
benzersiz yapmaktadir [12].

2.3.2 Giimiis Nanotanecigin Insan Saghigi ve Cevreye Etkileri

Nanogiimiis tanecikler genellikle 100 nm’den kiigiiktiir ve 20-15.000 giimiis atomlar1
icerir. Nanodiizeyde glimiis, onemli Ol¢iide degisik fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozellikler gostermektedir. Gilimiis nanotanecik diger nanotaneciklerden ayirt eden en
onemli 6zelliklerinden birisi ¢ok kiiciik tanecik boyutuna sahip olabilmesi ve ¢ok kiiciik
tanecik boyutu ile ¢ok biiylik alanlara etki edebilmesidir. Cok kiicilik tanecik boyutunda
1yi islev gormesi insan saglig1 ve ¢evreye zararlarinin da ¢ok fazla olmamasini saglar.

2.3.2.1 Giimiis Nanotanecigin Insan Saglhigina Etkisi

Glimiis metal ve giimiis kaplama makul miktarda kullanildiginda insan viicudunda
herhangi bir yan etkiye sebep olmaz. Viriis, bakteri, mantar, maya gibi bir¢cok patojene
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.

Glimiis tuzlari, zihinsel hastaliklarin, nikotin bagimliliginin, mide ve bagirsak
iltthabinin  ve frengi, bel soguklugu gibi bulasici hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir.

Gida zehirlenmelerinden korunmak i¢in glimiis tanecikler kesme tahtalarinda, masa
iistlerinde, yiizey dezenfektanlarinda ve buzdolaplarinda kullanilir.

Glimiis, viicut kokularina sebep olan bakterileri dldiirmek icin kumaslara dokunarak
veya emdirilerek uygulanir.

Glimiis nanotanecigin, beyin hiicrelerine, yasam hiicrelerine ve kok hiicrelerine zarar
verdigi goriilmiistiir. Derinin kolloidal metalik glimiis veya giimiis tuzlarma uzun siire
ve yiiksek oranda maruz kalmasi sonucunda deri hastaliklarina sebep olur [9].

2.3.2.2 Giimiis Nanotanecigin Cevreye Etkisi

Insan ve ¢evre saghiginda uygulanan prosesler igin yapilan ¢alismalar 6zellikle giimiis
katkili antimikrobiyal malzemelere ilgiyi arttirmustir. Pek ¢ok metalin antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu bilinmesine ragmen giimiis diger metallere tercih edilmektedir.
Bunun baslica nedenleri bakterilere karsi en direngli metal olmasi, kontrollii
kullannminda viicuda kars1 zararli etkilerinin bulunmadiginin eskiden beri bilinmesi,



cogu malzemeye gore son iiriin haline getirilmesinin daha ucuz olmasi ve kolay iiretim
islemidir.

Glimiisiin fazla miktarda kullanimi sadece insan viicuduna zararli degildir. Ayrica sucul
sisteme ve topraktaki mikrobiyal topluluklar i¢in de fazlas1 toksiktir.

Cevreciler, giiclii antimikrobiyallerin yaygin kullaniminda doga sistemindeki bakteriler
icin ciddi negatif sonuclara sebep olabilecegi konusunda uyariyorlar.

Giimiisiin toz formu baliklar, baz1 bitkiler, mantarlar, kabuklular i¢in toksiktir [30].

2.3.3 Giimiis Nanotanecigin Kullanim Alanlari

Bazi eski uygarliklar, enfeksiyonlar1 ve gida bozulmalarini 6nlemek amaciyla giimiis
kap kullanmiglardir. Romalilarin yaralanmalarda, kirilmalarda ve deri hastaliklarinda
glimiis nitrat kullanildig1 bilinmektedir. Milattan once 69 yilindaki ila¢ kitaplarinda
glimiis nitrat mikrop Oldiiriicii etkisi ile ge¢mistir. Modern tibbin babasi sayilan
Hipokrat notlarinda giimiisiin iyilestirici ve enfeksiyon olusumunu azaltici bir madde
oldugunu belirtmistir. 1900’1i yillarda ise siit siselerine glimiis pargalar atilarak siitiin
uzun siire taze kalmasi saglanmaya c¢alisilmistir. Antibiyotikler gelistirilmeden Once
glimiis bilesikleri, enfeksiyona kars1 kullanilmistir.

Antibakteriyel ve antimikrobiyal 6zellikleri yiiksek olan glimiis iyonlar1 nanoboyutta
istenilen malzemelerle birlestirilerek yerine gére malzemenin biinyesine katilmakta,
yerine gOre de malzemenin yiizeyine kaplanabilmektedir. Kullanim ac¢isindan
bakildiginda faydalar1 medikal implant gibi alanlarda en fazla olan antibakteriyel
malzemeler, evde kullanilan boyalar, gida ambalaj malzemeleri, tekstil ve insan ile
temas eden ya da edecek olan tiim ylizeyler de kullanilir hale getirilmistir [13].

2.3.4 Giimiis Nanotanecigin Antimikrobiyal Etkisi

Kim J.S’nin 2006 da yaptig1 bir caligmada, Muller hinton agar kullanilarak S.aureus, E.
Coli ve yeast bakterilerine karsi farkli konsantrasyonlarda (0,2 — 33 nM) Ag
nanotanecik’nin antimikrobiyal testleri yapilmistir. Bu testlerde mikroorganizmalarin
gelismesini en az diizeyde engelleyecek konsantrasyon yani minumum inhibitor
konsantrasyonu (MIC) 6l¢iiliir.

Sekil 2-3’e gore Ag-nanotanecik ‘nin yeast bakterisine karst minimum inhibit6r
konsantrasyonu goriilmektedir. Yeast bakterisinin minimum inhibitér konsantrasyonuna
gore referans olarak itrakozanol kullanilmistir ve bu pozitif kontrol olarak
degerlendirilmektedir. Buna gore 33 nM deki Ag-nanotanecik’nin pozitif kontrol ile
benzer etkiyi yaptig1 goriilmektedir. Bakterinin biiyimesinin 13,2 nM’den sonra 6nemli
Olciide azaldig1 goriilmektedir. Buna gore minimum inhibitér konsantrasyonunun 6,6
nM ile 13,2 nM arasinda oldugu goriilmektedir(Tablo 2-2).
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Sekil 2-4’e gore ise E.coli i¢cin minimum inhibitdér konsantrasyonunun 3,3 nM ile 6,6
nM arasinda oldugu goriilmektedir. E. Coli ve S. Aureus bakterileri i¢in ise gentamisin
referans olarak kullanilmstir.

Sekil 2-5’e gore S. Aureus i¢cin minimum inhibitdr konsantrasyonunun yiiksek
konsantrasyonda oldugu goriilmektedir. 33 nM ‘den biiylik konsantrasyonda MIC
gostermektedir ( Tablo 2-2).

Altin nanotanecigin 30 nM ‘de MIC testi yapilarak giimiisle baska metal
nanotaneciklerin bakteri testleri karsilagtirilmasi gosterilmistir. Altmin giimiisten daha
az etki ettigi gorilmektedir (Sekil 2-3, Sekil 2-4, Sekil 2-5) [14].
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Sekil 2-3 Ag nanotanecigin yeast bakterisine karsi bilylime inhibisyon etkisi. ** Pozitif
kontrolden énemli derecede farkl.
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Tablo 2-2 Ag nanotanecigin MIC sonuglari

MIC

Yeast (bovine mastitis) >6,6 nM
E.coli (ATCC43890) >3,3nM
St.aureus (ATCC19636) >33 nM
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Sekil 2-4 Ag nanotanecigin E.coli bakterisine karsi biiylime inhibisyon etkisi. *, ** Pozitif
kontrolden dnemli derecede farkli.
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S.aureus
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Sekil 2-5 Ag nanotanecigin S.aureus bakterisine kars1 bliylime inhibisyon etkisi. * Pozitif
kontrolden énemli derecede farkl.

2.4 KITOSAN- GUMUS NANOTANECIK

Murugadoss A.’nin 2007 ‘de yaptig1 bir ¢alismada metal nanotanecige bir polimer
baglanarak katalitik aktivite incelenmesi konu alinmistir. Buna bagl olarak gilimiis
nanotanecige cevreye dost bir polimer olan kitosan baglanarak aktivitesi incelenmistir.
Tanecik boyutu Snm den az bulunmustur [15].

Kuo ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismaya gore kitosan-giimiis nanotanecik, kitosan
siispansiyonu kullanilarak hazirlanmistir. Ortaya ¢ikan glimiis nanotanecigin boyutu ve
dagilimi kitosanin konsantrasyonuna bagli olarak degismistir. Tanecik boyutlar1 10 ve
150 nm araliginda bulunmustur [16].

Ali ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ise sodyum tripolyfosfat ile kitosan nanotanecik
ve buna giimiis iyonlar1 eklenerek giimiis yiiklii kitosan nanotanecik yapilmistir. Bu
calismada tanecik boyutlar1 115 nm ve 165 nm bulunmustur. Tanecik boyutlarinin
biiyiik olmas1 sebebi nanotanecik olarak kitosanin kullanilmasi ve giimiisiin sonradan
kompozite eklenmesidir. Gilimiis- kitosan nanotanecigin S. Aureus bakterisine karsi
antibakteriyel aktivitesi incelendiginde kitosanin tek basma olan antibakteriyel
aktivitesinden 500 kez daha fazla etkili oldugu goOriilmiistir. Ayrica giimiis
baglanmadan oOnceki kitosan nanotanecik ile glimiis baglh kitosan nanotanecik
karsilastirildiginda ise giimiis bagli kitosan nanotanecigin kitosan nanotanecige gore
daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [17].
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2.4.1 Kitosan — Giimiis Nanotanecik Baglanma Mekanizmasi

Kitosan yapisindaki NH, ve OH gruplarindan dolay1r metal iyonlariyla miikemmel bir
baglanma gerceklesmektedir. Boylece kitosanin 6nemli 6zelliklerinden biri agir metal
iyonlartyla selatlanabilmesidir. Azot elektronlar1 ile amin grubuna metal iyonlar:
baglanarak bilesik olusturur.

Kitosanin glimiis iyonlariyla selatlanmasi reaksiyonu Sekil 2-6’de gosterilmistir. Ayni
sekilde iki kitosan zincirindeki NH; gruplarina Ag iyonu baglanmistir. Gilimiisiin, ayni
kitosan zincirinde olmayan NH, grubuna baglanmasinin sebebi kitosanin yapisal
engellemesinden kaynaklanir. Kitosanin yapisal engellemesinin sebebi yar1 sert polimer
olusudur. Gilimiis iyonlarmin sodyum hidroksit ile muamele edilmesi giimiisiin
indirgenmesine neden olur. Bu da nanotanecik olusumuna yardimci olur. Capraz
baglanma reaksiyonu ile indirgenen glimiis iyonlar1 kitosan zincirine baglanir.( Sekil
2-6) [18].
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Sekil 2-6 Kitosana giimiis iyonlarinin baglanmasi
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Indirgenme reaksiyonu asagidaki gibidir:

CsHsO7Nay  — C6H507'3 +3Na"
CeHs0;7 — 3 C¢Hs0;+ 3¢ ( oksidasyon)

e +Ag" —>  Ag? (indirgenme)

Ag(l), tiyofostat iceren ligantlarla koordinasyon kurmaktadir. Ciinkii Ag(I) zayif bir asit
ve tiyofosfat iceren ligantlar da zayif baz oldugu i¢in asit baz reaksiyonu vermektedir
[19].

2.4.2 Kitosan - Giimiis Nanotanecik Karakterizasyonu

2.4.2.1 Giimiis Nanotaneciginin X-Isini Kirinim Deseni (X-
Ray Diffraction) ile Karakterizasyonu

Ruparelia ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada sodyumborohidrat ile glimiis nitrat
arasinda stokiyometrik reaksiyon ile elde edilen giimiis nanotanecigin antimikrobiyal
aktivitesi incelenmistir. Bu ¢alismaya gére giimiis nanotanecigin karakterizasyonu i¢in
XRD kullanilmigtir.  XRD ‘de bulunan sonuglar, Kirmim Verileri Uluslararasi
Merkezinin (ICDD) sonuglar1 ile karsilastirilmistir. Buna gore giimiis nanotanecik 38.1,
443 , 64.4, 77.4, 81.5, 98.7, 110.9, 114.9 ‘da karakteristik pikler vermektedir. Bu
piklere gore kiristal yiizii (111), (200), (220), (311), (222), (400), (331) ve (420) ‘dir
[20].

2.4.2.2 Kitosan-Giimiis Nanotaneciginin XRD ile
Karakterizasyonu

Chen ve arkadaglarinin yaptig1 calismaya gore asetik asit i¢inde y 1sim1 kullanilarak
1simlama reaksiyonu ile elde edilen kitosan- glimiis nanotanecginin sentezi yapilmistir.
Elde edilen malzemenin karakterizasyonu i¢in XRD incelemesi yapilmistir. Buna gore
kitosanin tek basina verdigi XRD deseninde sadece 20 ° de pik goriilmiistiir. Kitosan -
glimiis nanotanecigi ise toplam 5 pik vermistir. Buna gore 22,5 ta goriilen pik kitosana
ait olup diger 4 pik (38.01, 41.01, 64.51 ve 77.21) giimiis nanotaneciginin varligmni
gostermektedir [21].



15

2.4.2.3 Kitosan-Giimiis Nanotaneciginin Ultraviyole (UV)

Spektrofotometre ile Karakterizasyonu

Chen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada asetik asit i¢inde y 1s1n1 kullanilarak 1sinlama
reaksiyonu ile elde edilen kitosan - giimiis nanatanecigin karakterizasyonu icin UV
incelemesi yapilmistir. Buna gore giimiis varligindan dolay1 432 nm, 426 nm, 464 nm
lerde maksimum absorbans goriilmektedir.

Kitosan giimiis nanotanecigin i¢indeki giimiis varligi i¢in 410 nm ve 420 nm arasinda
pik vermelidir [21].

Sanpui ve arkadaslar1 kitosan giimiis nanotanecik sentezlenip antibakteriyel ozellikleri
incelenmistir. Bu calismada kitosan giimiis nanotanecigin karakterizasyonu i¢in UV
sonuclar1 incelenmistir. Buna gore 410 nm civarinda giiclii ve dar tek bir pik verdigi
goriilmiistiir. Bu da giimiis nanotanecigin karakteristik pikidir [2].

2.4.2. 4 Kitosan-Giimiis Nanotaneciginin Infrared (FTIR )
Spektrofotometre ile Karakterizasyonu

Iyonik jellestirme metodu ile kitosana sodyum tripolifosfat eklenerek nanotanecik
olusturulup giimiis eklenerek giimiis- kitosan naotanecik elde edilmistir. Bu ¢aligmada
glimiig- kitosan nanotanecik karakterizasyonu i¢in IR grafigi incelenmistir. Bu grafige
gbre 3424 cm’de goriilen pikler kitosandaki NH, ve OH gruplarinin titresiminden
kaynaklanmaktadir.

Kitosanin tek basina iken bakilan IR sonuglarina gore amin grubunun karakteristik piki
olan 1635,05 cm™ ‘de kuvvetli bir pik verdigi goriilmektedir. Buna gore giimils bagh
kitosanin grafiginde glimiis iyonunun amin grubuna baglanmasindan dolay1 daha erken
pik verdigi goriilmektedir ( 1633,59cm™).

Ayrica giimiisiin O ve N gruplarina baglanmasiyla kitosanmn 1635,05 cm™ ‘de verdigi
pik ikiye boliinerek 1633,59 ve 1573,94 cm™ ‘de olmak iizere iki pik vermektedir. 1000
cm” ve 1350 cm™ ‘de C ve N baglarini gosteren pikler kitosanda giimiis bagh kitosan
nanotanecige gore daha ¢oktur. Buda olusan kompleksten kaynaklanmaktadir [17].
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2.4.2.5 Kitosan-Giimiis Nanotaneciginin Gegirgenli Elektron
Mikroskopisi (TEM) ile Karakterizasyonu

el .Z‘, i 5 Tk

5‘&; nm  giimiis bagh kitosan nanopartikiil ;60 nm

Sekil 2-7 (a ve b) kitosan nanotanecik , (¢ ve d ) glimiis bagh kitosan nanotanecigin TEM
goriintiileri

Sekil 2-7(a ve b) de kitosan nanotaneciginin TEM goriintiileri bulunmaktadir. Buna
gore kiiresel sekilde ve boyutlarinin da 50 nm ile 120 nm arasinda oldugu
goriilmektedir. Taneciklerin dagilimi diizenlidir. Diger yandan giimiis bagli kitosan
nanotanecik 100 nm ile 150 nm arasindadir ve belli bolgelere toplanmislardir [17].

Sekil 2-8 ’de glimiis nanotanecigin TEM gorintiileri bulunmaktadir. Buna gore giimiis
nanotanecikler kiireseldir ve ortalama 16 nm civarindadir [22].

Sekil 2-9 °de 0.2 M AgNO; igeren kitosan glimiis nanotanecik ¢aligmasinda incelenen
TEM goriintiilerine gore giimiis nanotanecik boyutunun ortalama 5 nm den kii¢iik
oldugu goriilmektedir [15].
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20 nm

Sekil 2-8 Giimiis nanotanecik TEM goriintiileri

Sekil 2-9 0.2 M AgNOs; igeren kitosan giimiis nanotanecik TEM goriintiileri
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2.4.3 Kitosan-Giimiis Nanotaneciginin Antimikrobiyal Aktivitesi

Glumiis nanotaneciklerin antimikrobiyal aktivite mekanizmasi, nanotanecigin hiicre
membrani i¢ine dahil olarak hiicrenin Sliimiine sebep olmasiyla agiklanmaktadir
[23,24].

Mag= 234 KX EHT = 15.00 kv Signal & = SE1 Mag= 261KX EHT= 1500 kv Slanal A = SE1
wWD= 16mm Wo= 13mm

f’
Mag= 121KX EHT =15.00 kv Signal A= SE1 |[30pm Mag= 489X EHT = 2000 kv Signal A= SE1
'—! WD= 18 mm | 9 WD =_11mm

Sekil 2-10 Taramali elektron mikroskopisi ile bakteri lizerine kitosan- Ag nanotanecik etkisi A:
30 dakika B: 60 dakika C: 90 dakika ve D: 90 dakika sonra sadece kitosanin bakteriye etkisi
goriintiileri [2].

SEM goriintiisiine gore kompozit ile muamele edilen bakterinin uygulamadan hemen
sonra kompozite hemen baglandigi goriilmektedir (Sekil 2-9A). 60 dakika sonra
baglanan bu bakterilerin pargalara ayrildig1 goriliiyor (Sekil 2-9B). 90 dakika i¢inde
bakterilerin ¢ogu pargalara ayrilmaktadir (Sekil 2-9C). Kitosanin tek basina
kullaniminda polimere baglanan bakteri sayismin kompozite baglanan bakteri
sayisindan az oldugu goriilityor (Sekil 2-9D).
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2.5 BAKTERILER

Calismamizda kullanacagimiz bakteriler ile ilgili birka¢ onemli bilgi Tablo 2.3. te
gosterilmistir. Kullanilacak bakteri se¢imlerinde ii¢ adet gram negatif ve iic adet gram
pozitif bakteri kullanilacak olup hiicre duvari yapilarindan kaynaklanan bu 6zelliklerini
de esas alarak MIC testleri yapilmistir.

2.5.1 Escherichia Coli

Escherichia coli ilk kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan bir ¢ocugun
diskisindan izole edilmis ve Once Bacterium coli commune olarak, daha sonra
Escherichia coli olarak adlandirilmistir. Gram negatif bir bakteridir. Bugiin iizerinde en
cok calisilan ve genetik yapisi en 1yi bilinen canl tiirtidiir.

E.coli’nin dogada bulundugu tek yer sicak kanli hayvanlar olarak bilinen memeli ve
kanatli hayvanlarin bagirsak sistemleri ve bunlarin digkilaridir. Dolayisiyla bir gida
maddesinde, igme ya da kullanma suyunda E.coli’ye rastlanilmasi o 6rnege dogrudan ya
da lagim suyu araciligi ile digk1 bulastiginin gostergesidir.

E. coli cinslerinin hastaliga neden olabilme 6zellikleri sunlara baghidir;
e Toksin yaratabilme kabiliyetleri.

e Bagirsak duvarlarini iggal ederek gecebilme kabiliyeti ve baska organlarda
enfeksiyonlara neden olabilmek.

e Givercinlerin fiziksel savunma sistemlerine istiinlik saglayabilme
kabiliyeti [26].

2.5.2 Acinetobacter Baumannii

Acinetobacter baumannii, yag ve suda bulunarak Once Acinetobacter calcoaceticus
olarak isimlendirilmistir. Ilk 1911 yilmda M.W. Beijerinck tarafindan yagda
kesfedilmistir [27].

Dogada yaygm olarak bulunurlar. Insanda deri florasmmda yer aldiklarmdan klinik
orneklerden izole edilebilirler. Zaman zaman firsatci patojen bakteri olarak infeksiyon
yaparlar. A.baumannii hastanede ve Ozellikle yogun bakim {nitelerinde nozokomiyal
hastaliklara sebep olmaktadir. Pnémoni, idrar yolu infeksiyonlari, yara infeksiyonlars,
bakteriyemi, menenjit ve endokarditte etken olarak izole edilmektedirler.

Acinetobacter tiirleri saglikli erigkinlerin %25’inde deride kolonize olan firsatgi
patojenler olup hastane personelinin ciltlerinden en sik izole edilen gram negatif
organizmalardir. Bu tiirler siklikla balgam, idrar ve diskida tirerler [28].
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A.baumannii pek ¢ok antibiyotige karsi direng gosterdiginden ve yeni antibiyotiklere

kars1 hizla direng gelistirebilmesinden 6tiirti tedavide zorluk ¢ikarmaktadir [29].

2.5.3 Staphylococcus Aureus

S. Aureus mikroskobik olarak incelendiginde c¢ift, kisa zincirli ve iiziim gibi salkim
halinde oldugu gozlenen, kok seklinde gram pozitif bir bakteridir. Bazi suslari
insanlarda hastalia neden olan yiiksek 1siya dayanikli protein toksinleri iiretme
egilimindedir.

S. Aureus basta 1s1l islem olmak iizere mikroorganizmalarin indirgenmesine yonelik
tim uygulamalara kars1 yiiksek duyarhlik gosterir. Dolayisiyla gidalarda ve proses
ekipmaninda bu bakteriye rastlanmasi zayif bir sanitasyon ornegidir. Son yillarda
tavsan, sigir, domuz etleri, siit, krema ve beyaz peynir basta olmak {izere ¢esitli gidalara
iliskin gida zehirlenmeleri giderek artmasmin sebebi de budur[30].

Bu bakterinin gida zehirlenmesinden baska enfeksiyonlari deri ve mukozada olusan
enfeksiyonlardir. Bunlar; abseler, sivilce, sakal ve kil kokii iltihabi, kan ¢ibani, dolama,
ter bezi iltihabi, goz kapagi iltihabi, bademciklerin iltithaplanmas1 ve farenjitler
sayilabilir.

Staphylococcus Aureus antibiyotiklere karsi cogul direng gosterse de, dezenfektan ve
antiseptiklere duyarlidir. Diistik seviyeli dezenfeksiyon amaciyla kullanilan kuarterner
amonyum kloriir bilesikleri ile etkin bir sekilde dezenfekte edilebilirler [31].

2.5.4 Enterococcus Faecalis

Andrew ve Harder tarafindan 1906 yilinda yapilan eski siniflandirmada Streptococccus
faecalis ve Streptococcus faecium tiirleri, 1984 'den sonra yapilan ¢aligmalarla yeni
siniflandirmada Lancefield D grubunda yer almakta olup Enterococcus faecalis ve
Enterococcus faecium olarak adlandirilmistir.

Enterokoklar hemen her zaman, her yerde bulunabilen mikroorganizmalardir. Bir ¢cok
gida tiiriinde, 6zellikle siit iirlinlerinde sik rastlanan bir bakteri grubudur.

E. faecalis bakterilerine insan ve memeli hayvanlarin digkis1 diginda toprak, su, bitki ve
bocek gibi bir ¢ok cevrede de rastlanmaktadir. Bu nedenle gidalarda enterokoklarin
bulunmasi, gidanin digki ile dogrudan kontamine oldugu anlamina gelmez.

Enterokoklar gram pozitif, birkac¢ istisna disinda hareketsiz, aerobik veya fakiiltatif
anaerob, katalaz negatif, oval kok formunda, genellikle diplokok veya kisa zincir
gortiniimiindedirler. Gram negatif bakterilere kiyasla, beslenme gereksinimleri daha
secicidirler ve bu 6zellikleri ile bir ¢ok gram pozitif bakteriden ayrilirlar. Ornegin,
gelisebilmeleri icin B vitaminleri ve bazi temel aminoasitler agisindan pek ¢ok gram
pozitif bakteriden ¢ok daha fazla oranda besin maddesine ihtiya¢ duyarlar.
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Enterokoklar insan diskisinda genellikle E. coli 'den daha az sayida bulunur ve suda iyi
ireyemezler. "Klasik enterokok" lar gida endiistrisinde kullanilan isitma, kurutma,
dondurma gibi islemler ile temizlik ve dezenfeksiyon maddelerine karsi nispeten
direnglidirler [32].

2.5.5 Pseudomonas Aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, sporsuz, kapsiilsliz, gram negatif, ¢iftli veya kisa zincirler
halinde goriilen bakterilerdir. Genellikle 30 — 37 °C’lerde iirer. Yiizeyde zar yaparak
yogun ve homojen bir lireme gosterir ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti belirir.

Dogada yaygin olarak bulunabilen bir bakteri oldugu i¢in, organik maddeler i¢inde,
sularda uzun siire canli kalabilirler. Insan ve memeli hayvanlarin bagirsaginda flora
eleman1 olarak bulunur. Yiiksek 1s1 ve kuruluga direngsizdirler. Hastane ortamlari
organik madde (kan, irin, deri dokiintiileri) yoniinden zengin oldugu i¢in ve direng
gosteren kokenlerin bu ortamlarda daha fazla olusmasi nedeniyle sik rastlanilan bir
patojen olarak goriiliir.

Pseudomonas’lar; idrar yolu, goz, dis kulak, orta kulak, yanik ve yara enfeksiyonlari,
menenjit, bronsit ve bronkopndmoni, septisemi, osteomiyelit, psodomembrandz kolit
gibi hastaliklardan izole edilebilirler [33], [34], [35] .

2.5.6 Streptococcus Pneumoniae

Pnomokok, viicudun farkli bolgelerinde ciddi enfeksiyon hastaliklarina neden olan bir
bakteri tiiriidlir. Latince adi; Streptococcus pneumoniae seklindedir. Pnomokoklar
gram-pozitiftirler. Oval veya yuvarlak 0.5-1.25 mm boyutlarinda tipik olarak ikili bazen
tek veya kisa diiz zincirler halinde bulunurlar. . Bakteriler 600 °C sicakliga 30 dakika
dayanirlar .

Diinyada her 30 saniyede bir cocuk, pndmokok mikrobunun yol actigi hastaliklar
nedeniyle yasamini yitirmektedir.

Ozellikle bebekler ve kiigiik ¢ocuklarda dliimciil olabilen ya da kalic1 hasarlara yol agan
hastaliklara neden olan pndmokok; menenjit, zatiirre, orta kulak iltihabi, siniizit ve kan
iltihab1 gibi hastaliklara neden olur.

Ust solunum yollarmda pndmokok bulunan gocuklar, bu bakteriyi baska ¢ocuklara da
bulagtirabilir. Bulagsma genellikle; Oksiiriik, yikanmamis ellere dokunmak ya da
opiismek gibi dogrudan temas gibi yollarla olur. Ayrica yashlar ve akciger, kalp, seker
hastalig1 gibi altta yatan hastaliklar1 olan kisilerde de pndmokok tahribatlari
goriilmektedir.
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Pnomokoklarin en ¢ok neden oldugu hastalik olan zatiirrenin diinyada ve Tiirkiye'de en
sik goriilen ve en fazla 6liime neden olan hastaliklardan oldugu ve Tiirkiye'de besinci
siradaki 6liim nedeni oldugu belirlenmistir [36].

Tablo 2-3 Kullanilan bakteriler ve ozelikleri

HUCRE ] _
BAKTERILER DUVARLARINA OZELLIKLER
GORE

Toksin yaratir

Bagirsak duvarlarindan geger
Escherichia Coli Gram negatif Organlarda enfeksiyon yapar
Giivercin bagisikligim azaltir

Deri hastaliklarma neden olur.

Balgam, idrar ve diskida bulunur.
Solunum yollar1 enfeksiyonu, idrar yolu
Acinetobacter Baumannii Gram negatif infeksiyonlari, yara infeksiyonlari,
bakteriyemi, menenjit gibi hastaliklara
neden olur.

Gida zehirlenmesine sebep olur.

Abseler, sivilce, sakal ve kil kokii iltihaba,
kan ¢ibani, dolama, ter bezi iltihabi, goz
kapagi iltihabi, bademciklerin iltthaplanmasi
ve farenjitler gibi hastaliklara neden olur.

Staphylococcus Aureus Gram pozitif

Diskida bulunurlar.
Toprak, su, bitki ve bocek gibi bir cok
Enterococcus Faecalis Gram pozitif cevrede de bulunurlar.

Idrar yolu, goz, dis kulak, orta kulak, yanik
ve yara enfeksiyonlari, menenjit, bronsit ve
bronkopndmoni, septisemi, osteomiyelit,
psddomembrandz kolit gibi hastaliklara
neden olur.

Pseudomonas Aeruginosa Gram negatif

Ozellikle bebekler ve kiigiik ¢ocuklarda
oliimciil olabilen ya da kalic1 hasarlara yol
acan hastaliklara neden olan pnémokok;
menenyjit, zatiirre, orta kulak iltihabi, siniizit
ve kan iltihabi gibi hastaliklara neden olur.

Streptococcus Pneumoniae Gram pozitif
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2.6 BAKTERI TESTLERI

2.6.1 Minimum Inhibitér Konsantrasyonu, MIK (Minimum
Inhibitory Concentration, MIC)

Antimikrobiyal malzemeye kars1 duyarlilik bircok yontem ile saptanabilmektedir. Genel
olarak laboratuvarlarda uygulanan testlerle mazlemelerin inhibitdr (bakteriyostatik)
aktivitesi degerlendirilir. Bu amacla uygulanan yontemler:

1. Kati veya s1v1 besiyerlerinde seyreltme (diliisyon) yontemleri

2. Disk diflizyon yontemi

3. Gradiyent diflizyon (Etest) yontemi

4. Antimikrobik ajanlar1 inaktive eden enzimlerin saptanmasi olarak siralanabilir.

Seyreltme yontemlerinde standart sayida bakteri toplulugu (inokulum), iki kath
dilisyonlar seklinde degisen yogunluklarda antimikrobik ajan ile karsilastirilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda gdzle goriiniir iiremeyi engelleyen en diisiik antimikrobik
malzeme yogunlugu saptanir. Buna Minimum Inhibitdr Konsantrasyon (MIK) denir ve
(mg/L) seklinde ifade edilir. Seyreltme temeline dayanan testler kantitatif sonug verdigi
icin daha c¢ok tercih edilmektedir. Sivi besiyerindeki seyreltme yOntemleri, tiipte
uygulaniliyorsa makro (tlip) diliisyon, mikrodiliisyon plaklarinda uygulaniyorsa
mikrodiliisyon olarak adlandirilir.

Disk diflizyon yonteminde belirli bir miktar antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test
mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi agar plaklari
ylizeyine yerlestirilir. Boylelikle, diskteki antibiyotik agar icerisine yayilir ve bakteriye
etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda, disk c¢evresinde
bakterilerin tiremedigi dairesel bir inhibisyon alani olusur. Bu alanin ¢ap1 Olgiilerek
“duyarli”, “orta” ve “diren¢li” olacak sekilde duyarlilik kategorileri belirlenir. Bu
kategoriler ile ilgili sinir degerleri, her antimikrobik ajan i¢in MIK ile korele edilerek ve
erisilebilir serum diizeyleri goz Oniine alarak saptanr.

Etest: Diflizyon temeline dayanan ancak diskler yerine belirli ve stirekli bir
konsantrasyon degisimi olacak sekilde antibiyotik iceren plastik striplerin kullanildigi
bir yontemdir. Inkiibasyon siiresi sonunda, elips seklindeki inhibisyon alanmin stripi
kestigi konsantrasyon MIK olarak belirlenir. Bu ydntem &zellikle Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae gibi gii¢ lireyen bakteri
tiirlerinin MIK degerlerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Enzim iretiminin saptanmasi: Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, N.
gonorrhoeae gibi tiirlerde nitrosefin ile b-laktamaz aktivitesinin saptanmasi ya da H.
influenzae izolatlarinda kloramfenikol asetil transferaz enzimi aktivitesinin
biyokimyasal yontemlerle gdsterilmesi, antibiyotik direncinin klasik yontemlere kiyasla
daha hizli saptanabilmesini saglamaktadir.
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Bakteriyostatik aktiviteyi gdsteren testler disinda bakterisidal aktiviteyi gosteren testler
de bulunmaktadir.

Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarmin tekrarlanabilir olmasi, yani ayni kosullarda
tekrarlandiginda sonuglarin ayni1 veya birbirine yakin olmasi gereklidir. Antibiyotik
duyarhlik testi sonuglar1 bircok faktorden etkilenebilmektedir. Bu nedenle testlerin
uygun kosullarda yapilip yapilmadigi kalite kontrol suslari ile denetlenir. Kalite kontrol
suglari, sonuglarmin tekrarlanabilirligi %95’in {izerinde olan suslardir. Bu suslarla
beklenen sonuclar elde edilemezse antibiyotik duyarlilik testlerinin tekrarlanmasi
gerekir [37].
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3 MALZEME VE YONTEM

3.1 MALZEMELER

3.1.1 Kimyasal Malzemeler

e Kitosan (C3646.100 Sigma Aldrich) Kitosan iki kere asetat solusyonu ile
saflagtirilir. Bu solusyon filtre edilir, kitosan sulu sodyum hidroksit ile
coktiiriiliir ve cokelti oda sicakliginda vacumda kurutulur. Elemental analiz ile
hesaplanan asetilasyon derecesi %85 olarak bulunur ve kitosanin ortalama
molekiiler agirligr 220 kDa viskozimetrik metodla hesaplanir [9]. Caligmada
kullandigimiz deasetile edilmis olan kitosan1 hazir olarak alinmaistir.

e Giimiis nitrat solusyonu (Sigma Aldrich)
e Asetik asit (Sigma Aldrich)

e Sodyum hidroksit (Merck pro analysis)

3.1.2 Bakteri ve Besi Yerleri

e Escherichia coli
(ATCC 25922)
e Acinetobacter baumannii
(ATCC 19606)
e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)
e Enterococcus faecalis
(ATCC 29212)
e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853)
e Streptococcus pneumoniae
(ATCC 49619)
e Muller Hinton Broth
(Merck microbiology)
e Crome agar
(Himedia)
e Koyun kanli agar
(Biopen Blood agar %35 koyun kanli)



26

3.1.3 Cihazlar

e Nanotanecik karistirici (Miccra D-1, karistirma hizi: 5000- 35000 rpm,
karistirma hacmi: 0.1°den 500 ml’ye kadar)

e Otoklav (Prior Clave)
e UV Spektofotometre (Hp Hewlett packard, model: 8453)

e XRD (X-Ray Diffraction, X-151m1 Kirmimi)(Rigaku D/Max-2200/PC XRD
Cihaz)

e TEM (Transmission electron microscopy, Geg¢irgenli elektron mikroskopisi)
( (Gatan Model 694 Slow Scan CCD Camera, TUBITAK)

e FT-IR Spektrofotometre ( Perkin Elmer Spectrum One FT-IR Spectrometer,
ATR Unitesi kullanildr)

3.2 YONTEM

3.2.1 Kitosan-Ag Nanotanecik Hazirlanisi

3.2.1.1 Farkli Giimiis Konsantrasyonlarinda Kitosan-Ag
Nanotanecik Hazirlanisi

Glimiis nanotanecik oranlar1 degistirilerek 3 farkl kitosan- Ag nanotanecik hazirlanarak
glimiisiin farkli konsantrasyonlarindaki varliginin antibakteriyel etkisi incelenmistir.

Birinci 6rnek hazirlarken 0.1 gr kitosan 50 ml destile su icinde ¢oziilerek 93- 95 °C de
nanotanecik karistiricida 18000 devir /dakika sabit hizla karistirlirken taze hazirlanmis 1
ml 20 mmol giimiis nitrat ¢ozeltisi ve sonra 100 pl 0.3 M NaOH ¢o6zeltisi karigima
eklenir. NaOH eklendikten yaklasik 1 dakika sonra giimiis nanotanecik varligindan
dolay1 sar1 renk ortaya ¢ikar. Reaksiyona 10 dakika sonra son verilir. pH 10.4 de
ayarlanmalidir. Cokelti filtre edilir ve suyla yikanir. Filtre edilen ¢okelti kurutulur [2],
[15].

Ikinci &rnek igin birinci 6rnegin hazirlanis ile aynidir. Fakat giimiis miktar: 1 ml 40
mmol glimiis nitrat ¢6zeltisi olarak degistirilerek hazirlanir.

Ugiincii 6rnek ise 1 ml 60 mmol giimiis nitrat ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanir.

Stiziintiide Ag iyonlarmim var olup olmadigmi test etmek i¢in HCI asit ile muamele
edilip ¢okelti olusumu gozlenir.



27

20 mmol , 40 mmol ve 60 mmol AgNOs ile hazirlanan nanotaneciklerden destile su ile
800 ppm solusyon hazirlanir. Tiip diliisyon yontemi kullanarak yapilacak olan bakteri
testi 1le 0rneklerin MIC konsantrasyonlar1 hesaplanir.

Ayrica kitosanin %0.1 lik asetik asit icinde ¢oziilerek hazirlanan 800 ppm solusyonu ile
%0,1 lik asetik asit cozeltisinin de bu {i¢ farkli konsantrasyondaki Orneklerle
karsilastirilabilmesi agisindan bakteri testi yapilir.

3.2.1.2 Kitosan- Ag Nanotanecik Olusumunda Sicaklik Etkisi

Kitosan- giimiis nanotanecik olusumunda sicakligin etkisinin incelenmesi amaciyla 0,1
gr kitosan 50 ml destile su i¢inde solusyon hazirlanir. 50 °C, 75 °C ve 95 °C’de 18000
devir/dk hizla karistirilir. Taze hazirlanmis 20 mmol AgNOs’tan 1 ml, ardindan 0,3 M
NaOH ‘den 100 pL eklenir. 10 dk reaksiyon siirdiirtiliir.

3.2.2 Kitosan — Ag Nanotaneciginin Karakterize Edilmesi

TEM, UV, XRD, FT-IR cihazlar1 kullanilarak Kitosan-Ag Nanotaneciginin
karakterizasyonu yapilmistir.

3.2.2.1 TEM ile Karakterizasyon

Bakirla kaplanmis karbon yatakli TEM 1zgarasina (200 delikli) iizerine etanolde ¢oziilen
ornekten kiiclik bir damla damlatilir. TEM o6l¢iimleri 200 kV da, JEOL JEM 2100
HRTEM de gergeklestirilmistir (LaBs filaman).( TUBITAK)

3.2.2.2 UV ile Karakterizasyon

Kitosan- giimiis nanotanecik. igerisindeki giimiisiin varligir 190-1100 nm dalga boyu
araliginda Olciim yapilabilen, HP-8473 model UV Spektrofotometresi kullanilarak
incelenmistir. Spektrum sonuglarmma goére maksimum absorbansin 413 nm oldugu
goriilmiistiir.

3.2.2.3 XRD ile Karakterizasyon

Istanbul Universitesi Ileri Analizler Laboratuvar1 (IAL)’nda Rigaku D/Max-2200/PC
XRD Cihazi kullanilmaktadir. Cu kaynakli (Cu / 40 kV, 20 mA) X 151 tiipii ve tiiplin
ani sicaklik degisimlerini kontrol eden su sogutucusuna (Thermo NESLAB, M 100)
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sahip olan cihazda monokromatize X-Ismi elde edilmesini saglayan Grafit
Monokromatér kullanilmaktadir. Ornekler 20 10-80 °aras1 Cu Ka 1sin1mi1 (1.5404 A) ile
cekilmistir.

3.2.2. 4 FT-IR ile Karakterizasyon

Orneklerin FTIR analizleri Perkin Elmer Marka spectrum one FTIR Spektrometresi’nin
ATR f{initesi kullanilarak 650-4000 cm™ dalga sayilar1 arasinda yapilmustir.

3.2.3 Kitosan-Ag Nanotaneciginin Bakterisit Aktivitesi

Bilesigin bakteri lizerindeki minimal inhibitér konsantrasyonu(MIC) ile bilesigin
uygulandig1 bakterinin biiylime ve gelisme hiz1 takip edilir [2].

Hazirlanan farkli giimiis konsantrasyonlarindaki ii¢ 6rnek ve yalniz kitosan olmak {izere
4 ornek i¢in ayr1 ayr1 bakterisit aktivite incelenmistir. 6 c¢esit bakteri i¢in bu deneme
yapilmistir. Bakterisit aktivite incelenmesi i¢in Broth Diliisyon Yontemi kullanilmastir.

3.2.3.1 Broth Diliisyon Yontemi

Miiller hinton broth’u litrede 21 gr broth olacak sekilde destile suda ¢oziiliir. Cozeltiden
tiplere 1 cc almir. Tiplerin agz1 kalayct pamugu ile kapatilarak metal tiiplige
yerlestirilip 120 °’de 15 dk. otoklavlanir.

% 0.1 lik asetik asit ¢ozeltisinde hazirlanan % 0.2 lik 6rnek cozeltilerinden miiller
hinton broth bulunan tiiplere her 6rnek i¢in 4 farkli konsantrasyon olacak sekilde
konulur. Bu islem her bakteri i¢in ayr1 olacagindan bir Ornek i¢in her bir
konsantrasyondan 6 adet hazirlanir.

Diger taraftan 24 saat Oncesinde taze bakteri ekilerek 37°C’de ¢ogalmasi i¢in 1 gece
bekletilir. Onceden sterilize edilmis cam tiiplere yarismna kadar tuzlu su konulur. Ekilen
bakterilerden 6ze ile alinarak bek alevinden gecirilen tiiplerin i¢cine 6zeden bakteri
tamamen ayrilana dek siirtiiliir ve karistirilir.

Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler icin her bakteriden 1 cc alinarak 6rnek
tiiplerin igine konulur. Tyice karistirilip 37°C’de 1 gece bekletilir.

Ertesi giin crome agar petrileri ortadan c¢izilerek her petriye iki ayr1 konsantrasyon
olacak sekilde tiiplerden 6ze yardimiyla alinip ekilir. Bir giin sonra her bir 6rnegin
hangi bakteride hangi konsantrasyonda tireyip tiremedigi incelenir.
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4 BULGULAR

4.1 KITOSAN —AG NANOTANECIK KARAKTERIZASYONU

4.1.1 UV ile Karakterizasyonu
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Sekil 4-1 Kitosan ve 0.02 M AgNOs, 0.04 M AgNOs, 0.06 M AgNOs; igeren kitosan— Ag nanotaneciginin
UV grafigi

0.02 M, 0.04 M ve 0.06 M AgNO:s iceren kitosan giimiis nanotaneciginin Sekil 4-1'deki
UV grafigine gore 413 nm maksimum absorbans verdigi goriilmektedir. 413 nm 'deki
kitosanin UV sonucunda pik vermedigi goriilmektedir. 410 ve 420 nm arasindaki
maksimum absorbanslar gilimiis varhigin1 ispatlamaktadir ve ayrica glimiis
konsantrasyonu arttikca absorbansiin da yiikseldigi sonucu goriilmektedir.
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4.1.2 FT-IR ile Karakterizasyonu
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Sekil 4-2 Kitosan ve 0.02 M AgNOs, 0.04 M AgNOs, 0.06 M AgNOs; igeren kitosan— Ag nanotaneciginin

FT-IR grafigi

Kitosandaki amin grubundan kaynaklanan 1655 cm™ 'de pik goriilmektedir. 0.02 M,
0.04 M ve 0.06 M AgNOs igeren kitosan glimiis nanotaneciklerde ise glimiis varligindan
dolay1 1650 ve 1648 cm™ 'de erken pikler verdigi goriilmektedir.

Ayrica 1000 cm™ ve 1350 cm™ arasinda C ve N azot baglarim gosteren pikler vardr.
Bu pikler kitosanda 0.02 M, 0.04 M ve 0.06 M AgNOs; iceren kitosan giimiis
nanotanecige gore daha ¢oktur. Bu da olusan kompleksten kaynaklanmaktadir [17].
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4.1.3 XRD ile Karakterizasyonu

Kitosan-giimiis nantanecikiin XRD kirinim desenlerinden (Sekil 4-3) elde edilen tam
genislik-yarim  ylikseklik  (fwhm) degerlerinin  Debye-Scherrer formiili ile
kullanilmasiyla ortalama kristal boyut hesaplanmistir. Bulunan kristal boyutlar1 Tablo
4-1’te verilmistir. 0.02 M AgNO; ‘e ait kristal boyut degerleri giimiise ait karekteristik
acilarda pik vermedigi i¢in hesaplanamamustir.

0.9 x A xa

Boeyxcos ©p
A kat = X-151n1 dalga boyu (nm )= 0.1541
B(2e)= fwhm dalga boyu (radyan)

Og = Tepe noktasindai a¢1 degeri

Tablo 4-1 XRD sonuglarina gore tanecik boyutlari

Konsantrasyon 20 Fwhm Tanecik boyutu Kristal
(derece) (radyan) (nm) ylizii
0.04 M AgNO; 38,593 5.969 x 10~ 24.64 111
0.04 M AgNO; 62,832 5.670 x 10” 28.65 220
0.04 M AgNO; 76,347 5750 x 10~ 30.68 311
0.06 M AgNO; 38,011 10.035x 107 30.85 111
0.06 M AgNO; 78,179 7.819 x 107 48.24 311
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Sekil 4-3 Kitosan ve 0.02 M AgNO;, 0.04 M AgNO;, 0.06 M AgNO; igeren kitosan— Ag
nanotaneciginin XRD grafigi

4.1.4 TEM ile Karakterizasyonu

Sekil 4-4, Sekil 4-5, Sekil 4-6’da yer alan TEM sonuglarina gore kitosan giimiis
nanotaneciginin tanecik boyutlar1 Tablo 4-2 ‘te verilmistir. Buna gore tanecik boyutu
glimiisiin katilma konsantrasyonuna gore arttigi goriilmektedir. Ayrica 0.06 M AgNOs3
iceren kitosan— Ag nanotaneciginin TEM goriintiilerinde digerlerine gore daha yogun
tanecik olusumu goriilmektedir. Glimiisiin polimer yiizeyine dagilimi daha fazladir.

Tablo 4-2 TEM sonuglarina gore tanecik boyutlari

Konsantrasyon Tanecik boyutu (nm) ort.
0.02 M AgNO; 6.7 nm

0.04 M AgNO; 9.3 nm

0.06 M AgNO; 10.2 nm
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Sekil 4-4 0.02 M AgNOs igeren kitosan— Ag nanotaneciginin TEM goriintiileri

Sekil 4-5 0.04 M AgNOs iceren kitosan— Ag nanotaneciginin TEM goriintiileri
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Sekil 4-6 0.06 M AgNO; igeren kitosan— Ag nanotaneciginin TEM goriintiileri

4.2 KITOSAN -AG NANOTANECIK OLUSUMUNA SICAKLIK
ETKISI

50°C’de gergeklestirilen reaksiyonda gliimiisiin baglandigini gosteren kahverengi renk
elde edilememistir. Reaksiyonun bitimine yakin {iiriin tistiinde jellesme ger¢eklesmistir.

Sicaklik denemesinde UV grafigine gore 413 nm 75 ve 95 °C de maksimum absorbans
verdigi goriilmektedir. Bununla birlikte 50°C'de ise absorbansi bulunmamaktadir.

FT-IR grafigine gore 1000 cm™ ve 1350 cm™ arasinda C ve N azot baglarini gdsteren
pikler vardir. Bu pikler 50 °C' de yogun olmas1 kompleks olusamadigini gostermektedir.
C ve N azot baglarina giimiis baglanamamasindan dolay1 fazla pik vermistir. Ayrica 75
°C'de de 95 °C'ye gore daha keskin pikler oldugu goriilmektedir.

Incelenen XRD grafigine gore 50 ve 75 °C deki 2 teta agilar1 10 ve 20 civarmdadir. 10
ve 20 kitosan varligmi gosteren referans degerleridir. Buna gore bu sicakliklarda glimiis
nanotanecik olusumu gozlenmemistir.
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Sekil 4-7 50°C, 75°C, 95°C’de 0.02 M AgNOs igeren kitosan — Ag nanotaneciginin UV grafigi

Sekil 4-8 50°C, 75°C, 95°C’de 0.02 M AgNO;iceren kitosan — Ag nanotaneciginin FT-IR
grafigi
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Sekil 4-9 50°C, 75°C, 95°C’de 0.02 M AgNO;iceren kitosan — Ag nanotaneciginin XRD
grafigi

4.3 KITOSAN —AG NANOTANECIGININ ANTIiBAKTERIYEL
AKTIVITESI

Tablo 4-3‘te antibakteriyel aktivite Ol¢iimii i¢in kullandigimiz Broth Diliisyon
yonteminde, Crome agar bulunan petrilere ekilmeden dnceki asamada tiiplerdeki bakteri
ile 6rnek solusyonlarmin goriintiilerinin sonuglar1 yer almaktadir. Bu sonuglarin kesin
sonuclar olarak degerlendilrmemektedir. Bu bakterilerin kendilerine 6zgii renkleri
oldugundan ve iireme olustugunda gosterdikleri renkler degismeyebileceginden
kaynaklanir. Buna ragmen genel olarak konsantrasyon arttikca bakteri liremesinin
azaldig1 sonucu goriilmektedir. Ayrica kitosanin belli konsantrasyondaki bakteri testi
sonucuna gore kitosan- giimiis nanotanecige oranla daha az bakteriyel etki gosterdigini
sonucuna vartlir.

Tablo 4-4’da bakteri ekimlerinden sonra petrilerden gozlenen sonuclarin daha kesin
sonuglar verdigi goriilmektedir. Bakteri testinin son agamasi petrilerden bakteri tiremesi
gozlenmesidir. Sekil 4-10’de 0.06 M AgNOs, Sekil 4-11 ‘da 0.04 M AgNOs;, Sekil
4-12°de 0.02 M AgNOs igeren kitosan glimiis Np. nin bakteri testi sonuglarini, Sekil
4-13’de ise kitosanin tek basmna bakteri testi sonucglarini gormekteyiz. Buna gore
bakterilerin lireme sonuglarina bakarak kompozitin hangi konsantrasyonlarda etki ettigi
goriilmektedir



Tablo 4-3 Crome agara ekilmeden 6nceki tiiplerdeki bakteri ve 6rnek solusyonlarmin
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goriintiileri
S.AUREUS | EFAECALIS | PAERUGINOSA | E.COLI ABAUMANNIl | SPNEUMONIAE
0,02 M AgNO3 - 200 ppm Bemak Berak Berrak Bemak Berak Az Bulank
0,02 M AgNO3 - 100 ppm Bemak Berrak Berrak Bemak Berak Bulamk
0,02 M AgNO3 - 50 ppm Bemak Berak Berrak Bulanmk Berak Bulamk
0,02 M AgNO3 - 25 ppm Bulamk | Az Bulank Bulamk Bulamk Bulamk Bulamk
0,04 M AgNO3 - 200 ppm Bemak Berak Berrak Bemak Berak Az Bulank
0,04 M AgNO3 - 100 ppm Bemak Berak Berrak Bemak Berak Az Bulank
0,04 M AgNO3 - 50 ppm Bemak Berak Berrak Az bulamk Berak Az Bulank
0,04 M AgNO3 - 25 ppm AzBulamk | AzBulamk | CokAzBulamk | Bulanik Berrak Az Bulank
0,06 M AgNO3 - 200 ppm Bemak Berak Berrak Bemak Berak Bemak
0,06 M AgNO3 - 100 ppm Bemak Berrak Berrak Bemak Berrak Bemak
0,06 M AgNO3 - 50 ppm Bemak Berak Berrak Bemak Berak Bemak
0,06 M AgNO3 - 25 ppm AzBulamk | Az Bulanik Berrak Bulank Berrak Bemak
kitosan - a.asit (%0,1) - 400 ppm Bemak Berak Berrak Bemak Berak Bemak
kitosan - a.asit (%0,1) - 200 ppm Bemak Berrak Az hulamk Bulank Bulamk Bemak
kitosan - a.asit (%0,1) - 100 ppm Bemak Berak Bulamk Bulank Bulamk Bemak
kitosan - a.asit (%0,1) - 50 ppm Bulank Berrak Bulamk Bulamk Bulank Berrak
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Tablo 4-4 Bakteri ekimlerinden sonra petrilerden gézlenen sonuglar

S. AUREUS E.FAECALIS P.AERUGINOSA E. COLI A.BAUMANNII S. PNEUMONIAE
0,02 M AgNO3 -
200 ppm iireme yok [ iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok
0,02 M AgNO3 -
100 ppm iireme yok [ iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok
0,02 M AgNO3 - biriki nokta iireme
50 ppm iireme yok | iireme var az lireme var iireme var var iireme var
0,02 M AgNO3 -
25 ppm aziireme var| iireme var iireme var iireme var iireme var iireme var
0,04 M AgNO3 -
200 ppm iireme yok [ iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok
0,04 M AgNO3 -
100 ppm iireme yok [ iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok
cok az nokta nokta
0,04 M AgNO3 - seklinde seklinde nokta seklinde
50 ppm iireme yok iireme iireme yok iireme iireme yok iireme
0,04 M AgNO3 -
25 ppm aziireme var| iireme var iireme var iirem var iireme var iireme var
0,06 M AgNO3 -
200 ppm iireme yok [ iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok
0,06 M AgNO3 -

100 ppm iireme yok [ iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok iireme yok
0,06 M AgNO3 - az noktalar nokta seklinde
50 ppm iireme yok [ iireme yok iireme yok iireme iireme var iireme
0,06 M AgNO3 - cok cok az nokta nokta seklinde
25 ppm iireme var | iireme var seklinde iireme var iireme var iireme

az nokta

kitosan - a.asit | noktalarla az az nokta seklinde | seklinde | az nokta seklinde

(%0,1) - 400 ppm iireme iireme yok iireme iireme iireme iireme yok
kitosan - a.asit

(%0,1) - 200 ppm | iireme var iireme var iireme var iireme var iireme var iireme var
kitosan - a.asit

(%0,1) - 100 ppm | iireme var iireme var iireme var iireme var iireme var iireme var
kitosan - a.asit

(%0,1) - 50 ppm | iireme var | iireme var iireme var iireme var iireme var iireme var
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Sekil 4-12 0.02 M AgNOs igeren kitosan- glimiis nanotaneciginin bakteri testi goriintiileri
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Sekil 4-13 Kitosanin bakteri testi goriintiileri
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5 TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, katalitik aktivite mekanizmas:t ile kitosan glimiis nanotanecik
kompozitinin olusumu incelenmistir. Farkli glimiis konsantrasyonlarinda kitosana
glimiis nanotanecik ekleyerek antibakteriyel etkisi ve giimiisiin nanotanecik olusumu
gozlenmistir.

Kitosan glimiis nanotanecik eldesi kitosanin suda hazirlanan ¢o6zeltisine AgNOs
eklenerek yapilmigtir. Ortamm pH’1 NaOH ile ayarlanarak Ag iyonlarmin indirgenmesi
ile kitosana baglanmas1 saglanmaistir.

Kitosanin yapisindaki amin ve hidroksil gruplarinin fazla olmasindan dolayr metal
iyonlarina karsi giiglii bir yakinlig1 bulunmaktadir. Kitosanin alkali durumundan dolay1
Ag’ iyonlarmi AgNp’ye indirger ve AgNp polimere tutunmasiyla kitosan bagh giimiis
nanotanecik elde edilir. Farkli glimiis konsantrasyonlariyla farkli tanecik boyutlar1
olusturulur.

TEM sonuglarma gore glimiisiin konsantrasyonu arttik¢a nanotanecik boyutunun arttigi
goriilmektedir. Bu ¢aligmada tanecik boyutu 0.02 M AgNO; kullaniminda 6.7 nm, 0.04
M AgNOs; kullaniminda 9.3 nm ve 0.06 M AgNO; kullaniminda 10.2 nm olarak

bulunmustur.

Murugados A., Sanpui P. ve Das R. caligmalarina gore tanecik boyutu 5 nm [15], [2] ve
16 nm [22] olarak bulunmustur. Murugadoss’un ¢alismasinda kullandigimiz sentez
metodu kullanilmig olup, AgNO;3; 0.02 M olarak kullanilmistir. Das ‘in ¢alismasina gore
de 0,015 M AgNOs; kullanilarak farkli sentez metodu ile calisilmistir. Calistigimiz 0.02
M Ag NOs; kullanarak buldugumuz 6,7 nm, Murugados A. ‘nin da ayni1 konsantrasyon
ve sentez metodu ile buldugu 5 nm tanecik boyutuna yaklasik bir sonu¢ buldugumuzu
gostermektedir.

Calismamizin 0.02 M AgNOs , 0.04 M AgNOs  0.06 M AgNOs glimiis nitrat igeren
bilesiklerimizin UV sonuglarina gére 413 nm pik verdigi goriilmiistiir. Bu pik glimiis
varliginin gostergesi olan 410 nm ve 420 nm arasinda oldugunu gérmekteyiz.

Chen P.’in kitosan-giimiis nanaotanecik elde ederek UV ile incelemesi sonucunda 426
nm de pik verdigini gozlemlemistir [21]. Ayrica Sanpui P. ‘nin kitosan gilimiis
nanotanecik sentezinde inceledigi UV grafigi sonuc¢larinda da 410 nm de giiglii ve dar
tek pik verdigini gozlemlemistir [2].

AgNP olusmasinda sicaklik 95 °C ve karistirma hizida 18000 devir/dk olarak kullanild:.
Sicaklik faktoriiniin olusuma etkisi incelendiginde 50 ve 75 °C’de giimiis nanotanecik
olusumunu tam olarak gérememekteyiz. Giimiisiin redoks sicakligi 80 ve 100 °C dir
[22]. XRD grafigine gore kitosana ait pikler verdigi gorilmiistiir. Bu da giimiisiin
kitosana baglanamadigini gostermektedir. Chen P. et. al. yaptig1 calismaya gore 22,5 ta
goriilen pik kitosana aittir.[21].

Kitosan ve gilimiis tek basma da antibakteriyel etkiye sahipken kitosan-giimiis
nanotanecik olusumunda daha fazla antibakteriyel etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Ayrica giimiis konsantrasyonunun artmasi ile antibakteriyel ozellikte de artis oldugu
goriilmiistiir.

Antibakteriyel testlerde farkl tiirlerdeki ii¢ adet gram pozitif ve {i¢ adet gram negatif
bakterilerle c¢aligilmistir. Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa olan bakteriler gram negatif, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pneumoniae gram pozitif bakterilerdir. Gram pozitif ve negatif
bakterilerin farki hiicre duvarlaridir. Gram pozitif bakterilerin duvarlarmnin disinda dis
zar bulunur, gram negatif bakteride bulunmaz. Bu yiizden gram pozitiflerin hiicre
duvarlar1 daha kalin oldugundan hiicreye saglamlik kazandirir.

Bu tiir bakterilerle ¢calisma sonucunda elde ettigimiz verilere gore 0.02 M, 0.04 M ve
0.06 M AgNO; igeren kompozitler 25 ile 50 ppm arasinda antibakteriyel etki
gostermistir. Ayni antibakteriyel test kitosana uygulanmasi ile kitosanm aktivitesi 200
ile 400 ppm arasinda oldugu goriilmiis olup bu da giimiis nanotanecigin kompozitin
icindeki varliginin antibakteriyel etkisini gostermektedir.

0.02 M AgNOs iceren kompozitin bakteri sonuclarinda Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis ve Pseudomonas
aeruginosa bakterileri i¢cin antibakteriyel etki 50 ppm-100 ppm, Staphylococcus aureus
bakterisi i¢in ise 25 ppm-50 ppm olarak bulunmustur.

0.04 M AgNO:s iceren kompozitin bakteri sonuglarinda Escherichia coli, Streptococcus
pneumoniae ve Enterococcus faecalis bakterileri icin antibakteriyel etki 50 ppm-100
ppm, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa
bakterileri i¢in ise 25 ppm-50 ppm olarak bulunmustur.

0.06 M AgNO; igeren kompozitin bakteri sonuglarinda Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli ve Streptococcus pneumoniae bakterileri igin antibakteriyel etki 50
ppm ile 100 ppm arasinda, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa bakterileri i¢in ise 25 ppm ile 50 ppm arasinda olarak
bulunmustur.

Kitosanin ise %0.1 lik sulu asetik asit ¢ozeltisinde hazirlanan solusyonu hazirlanarak
antibakteriyel etkinligi incelenmistir. Sonuglara goére Enterococcus faecalis ve
Streptococcus pneumoniae bakterilerinde 200 ppm-400 ppm arasi, Escherichia coli,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa
bakterileri i¢cin de 400 ppm’den biiylik miktarda bakteriyel etki gostermektedir.

Kitosanin gram negatif bakterileri kisitlama 6zelligi de bulunmaktadir. Bu bakterilerin
minimum inhibitér konsantrasyonu 100 - 10000 ppm arasindadir [10].
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