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VE ANTIMIKROBIYAL OZELLIGiNiN INCELENMESI

UFUK YILDIZ
Yuksek Lisans, Kimya Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. OLGUN GUVEN

Agustos 2013, 74 sayfa

Bakterilerin ve mantarlarin varligi medikal cihazlar, ilaclar, su saflastirma
sistemleri, ameliyat gerecleri, tekstil ve gida ambalajlar gibi konularda en ciddi
problemlerden biridir. Kuguk molekul agirlikl, antimikrobiyal 6zellige sahip
molekullerin toksik etkiye, kisa sureli antibakteriyel 6zellige sahip olmalari gibi
dezavantajlan vardir. Bu nedenle kiiguk molekll agirligina sahip antibakteriyel
ajanlarin polimerlere fonksiyonel grup olarak eklenmesiyle hem toksik etkilerden
kurtulmak hem de uzun sureli etkinlik hedeflenmigtir. Bakteriler antibakteriyel
maddelere kargi direng geligtirebildikleri icin bu amaclara yonelik yeni
antibakteriyel maddelerin sentezi glincel ve gelisime acik caligmalardir.

Bu calismada poli(allilamin hidroklorar) (PAIAm), farkli oranlarda (1:1,2, 1:1,8,
1:2,6, 1:5,2) siyanamit ile amin grubu Gzerinden modifiye edilerek farkli donigim
yuzdelerine sahip poli(alliiguanidin hidroklorir) (PAIG) elde edilmistir. Elementel
analiz ile belirlenen %N degerleri Gzerinden déndsim oranlari %45, 71, 98 ve 121
olarak hesaplanmistir. Bu dénisum oranlarina sahip PAIG yapilarl sirasiyla
PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 olarak adlandiriimistir.

Elde edilen yapilar FT-IR, FT-Raman, *H NMR, *C NMR teknikleri ile karakterize
edilmistir. Yapilan spektroskopik analizlerle PAIAM’Un PAIG'e donusimu

gosterilmistir. FT-IR ve FT-Raman analizlerinde 1760, 1705 cm™ de sirasiyla



gbzlenen —C(NH),"CI,, C=N, baglarina ait bantlar ve PAIG yapilarina ait FT-IR
spektrumlarinda 1150 cm™ de gézlenen C-N-C bagina ait bant yapinin
guanidinlestirildigini gdstermektedir. d-DMSO ile yapilan 'H-NMR analizlerinde
guanidin yapisindaki birincil ve ikincil amin ile imin protonlarinin dénudsimle
degisimi gozlenmistir. PAIAm vyapisindaki birincil amin protonlarinin artan
donugumle azaldigi, PAIG4 spektrumunda ise tamamen kayboldugu gozlenmistir.
13C-NMR spektrumlarinda guanidin karbonundan kaynaklanan pik 160 ppm
civarinda gozlenmisgtir.

PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 yapllari igin ¢odzeltiye gegcen serbest klor
iyonlarinin miktari klor elektrodu ile bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglarina goére
1 mg/mL polimer ¢Ozeltilerindeki serbest klor miktarlari PAIAm igin yaklasik %10
iken PAIG yapilari icin yaklasik G¢ kat artis gostererek PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve
PAIG4 icin sirasiyla %27,3, 27,9, 29 ve 31,8 olarak bulunmustur. PAIAm, PAIG1,
PAIG2, PAIG3, PAIG4 igin artan guanidin dontsum oraninin polimerin ¢ozelti
icerisindeki davraniglari Uzerine etkisinin incelenmesi amaciyla dinamik sk
saciimasi (DLS) yontemi kullaniimigtir. PAIG1, PAIG2 ve PAIG3 icin kiglik yumak
boyutlarinin donuasumle arttigi PAIG4 igin ise azaldigi goézlenmistir. Polimer
zincirlerinin tasidigr yukun yumak yapisina olan etkisini gormek amaciyla PAIAm,
PAIG1 ve PAIG4 icin zeta potansiyelleri dl¢iimustir. PAIAmM igin 18,6 mV olarak
Olcllen zeta potansiyeli PAIG1 ve PAIG4 icin sirasiyla 45,8 ve 23,7 olarak
Olculmastur. PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 yapilarinin termal kararhliklar
termogravimetrik analiz (TGA) ile belirlenmigtir. PAIG yapilarina ait termogramlar
incelendiginde ilk basamakta hem baslangi¢ sicakliginda hem de kutle kaybinda
dusmeler gozlenmigtir. Bu durumun, artan guanidin gruplariyla birlikte yapinin
hidrofobik karakterinin artmasindan kaynaklandi§i dusunilmektedir. Yapilan
diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizlerinde PAIAm igin 222 °C olarak
belirlenen camsi gegis sicakligl, (Ty), PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 igin sirasiyla
194, 196, 199 ve 200 °C olarak bulunmustur.

PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 icin yapilan minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) calismalarinda PAIAmM’(in polimerik yapilar arasinda en
yuksek etkinlige sahip oldugu gorulmustur. PAIG yapilarinda ise etkinligin artan
donusum ile azaldigi gézlenmistir. Bakteriyel tutunma galismalarinda polimerlerin
MiK belirleme calismasinda alinan sonuglardan farkli davranis gosterdigi

gdzlenmistir. MIK sonuglarinda Staphylococcus aureus (S. Aureus) bakterisine
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kargi PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4 igin alinan sonuglar sirasiyla 4, 16,
32, >1024, >1024 pg/mL iken nitrosellloz yluzeyine uygulandiklarinda olusan
koloni sayilari kontrol grubuna goére logaritmik olarak PAIAmM, PAIG3 ve PAIG4 igin
yaklasik olarak 2,2 kat PAIG2 igin 2,3 kat PAIG1 i¢in ise 5,4 kat azalmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal polimerler, Guanidin, Polimer modifikasyonu.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF
POLY(ALLYL GUANIDINE.HCI) AND INVESTIGATION OF ITS
ANTIMICROBIAL PROPERTY

UFUK YILDIZ
Master of Science, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. OLGUN GUVEN

August 2013, 74 pages

Presence of bacteria and fungi is one of the main problems encountered in the
field of pharmaceuticals, medical devices, water refinement systems, surgery
equipment, textile or food packaging. Compounds with low molecular weight
having antimicrobial properties have disadvantages such as toxicity and short term
antibacterial behaviour. For this reason, avoiding the toxicity and long term
antibacterial behaviour are targeted by the addition of low molecular weight
antibacterial agents to polymers. Because the bacteria have the ability to develop
resistance against antibacterial compounds, it is an open area for research and
synthesis of new antibacterial compounds.

In this work, poly(allylamine hydrochloride) (PAIAmM) was modified over its amine
group with different equivalents of cyanamide (1:1.2, 1:1.8, 1:2.6, 1:5.2), and
poly(allylguanidine hydrochloride) (PAIG) was obtained at different percent
conversions. N% values were obtained by elemental analysis and conversion ratio
calculated as 45, 71, 98 and 121% for the compounds PAIG1, PAIG2, PAIG3,
PAIG4, respectively.

Synthesized compounds were also characterized by using FT-IR, FT-Raman, *H
NMR and **C NMR techniques. Results show that PAIAm was converted to PAIG.
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Bands at 1760 and 1705 cm™ in FT-IR and FT-Raman spectra belongs to —
C(NH),"CI and C=N bonds and the band at 1150 cm™ in the FT-IR spectrum
belongs to C-N-C bond. These bands show the conversion to guanidine structure.
'H NMR analysis in d-DMSO show that the conversion of the protons of primary
and secondary amine and the protons of imine within guanidine structure.
According to these results, peak intensity of protons of primary amine in PAIAmM
structure was decreased by increased conversion as the peak intensity of protons
of PAIG4 disappeared. Peaks due to guanidine carbons were observed at 160
ppm.

Measurements of free chloride ion amount in PAIAM, PAIG1, PAIG2, PAIG3,
PAIG4 solutions were achieved using Chloride Electrode. Results showed that,
1mg/mL of polymer solution of PAIAm has approximately 10% of free chloride ion.
PAIG structures have shown nearly a three-fold increase and amounts were
recorded as 27.3, 27.9, 29.0 and 31.8 for PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4,
respectively.

Dynamic Light Scattering (DLS) method was used to investigate the effect of
increased conversion ratio of guanidine on polymer behavior in solutions of
PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3, and PAIG4. Size of small coils increased with
conversion for PAIG1, PAIG2 and PAIG3 while decreasing for PAIG4. Zeta
potentials were measured to understand the effect of charge on polymer chains to
coil structure. Zeta potentials were recorded as 18.6, 45.8 and 23.7 mV for PAIAm,
PAIG1 and PAIG4, respectively.

Thermal stabilities of PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 structures were
determined using thermogravimetric analysis (TGA) method. PAIG thermograms
showed that first step includes decrease in both the mass and the initial
temperature. It is thought that, this result is due to the increase in the hydrophobic
character of PAIG structure as the number of guanidine groups increased.
Differential Scattering Calorimetry (DSC) analysis showed that, glass transition
temperature (Tg) for PAIAm is 222 °C and 194, 196, 199 and 200 °C for PAIG1,
PAIG2, PAIG3, PAIG4, respectively. According to the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) studies for PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4, the
maximum effectiveness was determined for PAIAm among the structures. In
addition, effectiveness in PAIG structures decreased as the conversion increased.

Furthermore, adherence study results showed that polymers have different
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behaviours in contrast to the MIC studies. According to MIC results, 4, 16, 32,
>1024, >1024 ug/mL measurements on S. Aureus were recorded for PAIAm,
PAIG1, PAIG2, PAIG3 and PAIG4, respectively. On the nitrocellulose surface in
contrast, number of colonies formed were decreased ~2.2 -fold for PAIAm, PAIG3
and PAIG4, ~2.3 -fold for PAIG2 and ~5.4 -fold for PAIG1 logarithmically.

Keywords: Antimicrobial polymers, guanidine, modification of polymer.
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1. GIRIS

Mikrobiyal kontaminasyon o6zellikle tibbi cihazlar, ilaglar, hijyen uygulamalari, su
saflastirma sistemleri, cerrahi aletler, tekstil Grtnleri, yiyeceklerin paketlenmesi ve
depolanmasi gibi alanlarda ciddi sorunlar olusturmaktadir [1]. Antimikrobiyal
ajanlar bu tar hastalik yapici mikroorganizmalari yok etme 6zelligine sahiptir [2].
Bitkiler, hayvanlar hatta mikroplarin kendisi patojenleri uzak tutmak igin cesitli
mekanizmalar gelistirebilmektedir [3]. Fakat insanlarda bu sistem etkili olarak
calismamaktadir. Bu durum mikrobiyal bulagmayi dunyanin bir numarali 6lum
nedeni yapmaktadir ve bu durumun tedavisi direncli bakteri sayisinin kullanilabilir
antibiyotik sayisindan daha hizli artmasi nedeniyle her gegen gun daha da
zorlagmaktadir [4, 5].

Modern “antibiyotik cag”in baslangici genellikle Paul Ehrlich ve Alexander Fleming
adlari ile anilir. Ehrlich; secici olarak sadece hastaliga neden olan
mikroorganizmayi etkileyecek, konak hucreyi ise etkilemeyecek kimyasal bir
bilesik sentezleme dusuncesi ile yola c¢ikarak kimyager Alfred Bertheim ve
bakteriyolog Sahachiro Hata ile birlikte elde ettigi “Salvarsan” adini verdikleri
organoarsenik tlrevi ile 1909 yilinda sifilisi tedavi etmeyi basararak modern
antibiyotik ¢caginin baslamasini saglamistir [6].

1928 yilinda A. Fleming tesadufen penisilini kesfetmis [7], saflastirmak ve kararli
hale getirmek icin 12 yil caligstiktan sonra basarili olamayinca bu calismadan
vazgecmistir. Fakat ayni yil Oxford Universitesinden Howard Florey ve Ernst
Chain tarafindan klinik testler icin yeterli miktarda penisilinin saflastirma yéntemi
yayimlanmigtir [8].

Bu antimikrobiyallerin  kesfi gelecekteki arastirmalar igin paradigmalarin
belirlenmesinde ornek olusturmustur. 1950-1970 yillari arasi yeni antibiyotik
siniflarinin kesfi agisindan altin ¢gag olmustur ve o zamandan giniumuze yeni bir
sinif kesfedilememigstir. Kesif hizindaki azalma ile genel yaklasim ortaya cikan
direngli patojenlerle micadele igin var olan antibiyotiklerin modifikasyonu olmustur
[9].

Kuaglk molekdl agirhikli antimikrobiyal ajanlar kesiflerinden bu yana ilaglardan,
yiyeceklerin korunmasina kadar ¢ok genis alanda kullaniimigtir. Fakat bu ajanlarin
atik toksisitesi nedeniyle kullaniminda sinirlamalar mevcuttur [10, 11]. Pek ¢ok
plastik malzeme i1s1 ya da iyonlastirici radyasyon ile de sterilize edilir [12]. Fakat
bu malzemelere, atmosferle temas ettiklerinde yeniden bakteri, mantar gibi
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mikroorganizmalar bulasabilir. Bu sorunlari asmak igin antimikrobiyal polimerler
basarili bir ¢6zUm sunabilir. Antimikrobiyal polimerlerin kullanimi var olan bazi
antimikrobiyal ajanlarin etkinligini, segiciligini ve kullanim suresini arttirirken,
bunlardan kaynaklanan atik toksisitesini azaltarak cevresel problemleri en aza
indirir. Ayrica polimerik antimikrobiyal ajanlar ugucu olmayan, kimyasal olarak
kararl yapilardir ve boyutlari nedeniyle deri icine gegemezler. Bu nedenle
buharlagsma, fotolitik bozunma ve tasinma ile ilgili kayiplar azaltilabilir. Biyomedikal
polimerler; 6zellikle daha yaygin kullanilan implantlar i¢in biyomalzemelerle ilgili
enfeksiyonlar dnemli bir sorun teskil etmektedir [13-17]. Antimikrobiyal polimerler
bu gibi vakalarin azaltimasinda 6nemli rol oynamaktadir. Yavas bir sekilde
antibiyotik salimi gerceklestiren polimerik kateter enfeksiyona maruz kalmis pek
¢ok hastanin hayatini kurtarmaktadir. Ayrica antimikrobiyal polimerler kalp pili gibi
kalici implantlarin ylzeyinde ya da etrafinda bakteri iremesini de engellemektedir
[1].

T. A. Hatton ve grubu tarafindan monomeri olmayan bu nedenle poli(N-
vinilformamid)’in hidrolizi ile elde edilebilen poli(N-vinilamin)'in guanidinlestiriimesi
ile sentezlenen Poli(N-vinilguanidin)’'in antimikrobiyal a¢idan oldukga etkin oldugu
gOrulmustir [18]. Bu nedenle, bu tez galismasinda; ticari olarak bulunan, allil
karbonu nedeniyle hidrofobik grup bakimindan daha zengin olan poli(allilamin
hidroklortr)’in farkl oranlarda siyanamit kullanilarak farkli déntsim oranlarinda
elde edilen poli(allil guanidin hidroklorar)’in antimikrobiyal agidan etkinliginin

arastinimasi amaclanmistir.



2. ANTIMIiKROBIYAL AJANLAR
Antimikrobiyal ajanlar etki bicimlerine goére Cizelge 2.1'de goérulduga gibi
siniflandirlirlar [19].

Cizelge 2.1: Antimikrobiyal ajanlarin siniflandiriimasi [19]

Terim Tanim
o Mikroorganizmalarin  ¢ogalmasini Onleyen veya Olmesini
Antibiyotik 5 . o
saglayan sentetik veya dogal kimyasal madde
Bakteriyostatik L 5 ) .
dd Bakterileri dldurmeyen sadece ¢ogalmasini dnleyen ajan
madde

Sanitize edici | Mikroorganizma sayisini guvenli olarak belirlenen degere

ajan indiren ajan, genellikle nesnelerde kullanilir

Antiseptik Canli dokularda bakteri gogalmasini 6nleyen madde
Enfeksiyondan arindirmak icin kullanilir, genellikle kimyasal

Dezenfektan . o -
maddelerdir fakat UV 1511 gibi fiziksel uygulamasida olabilir.

Sterilan Mikroorganizmalarin tamaminin arindiriimasi yontemidir.

2.1. Kuguk molekul agirlikli inorganik ve organik antimikrobiyal ajanlar
Metaller antimikrobiyal 6zellikleri bilinen malzemelerdir ve iyonik haldeki antifungal

Ozelliklerine gore etkinlik siralamalari su sekildedir;
Ag>Hg>Cu>Cd>Cr>Ni>Pb>Co>Zn>Fe>Ca [20]. GUumusg bilegiklerinin ve gumus
iyonunun polimerler ile birlikte hava ve su filtrelerinde, gida ambalaj paketlerinde,
yara Ortulerinde kullanimi yaygindir. Fakat gimusin fazlasi saglik acisindan
tehdit olusturur. Ornegin giimus ile kararlii§i saglanmis sitrat ve poli(vinilpirolidon)
nanopargaciklari suda yavasg¢a ¢ozunerek gumus iyonu salimi gergeklestirir. Bu
guimdas iyonlari DNA ile etkileserek cogalmasini (replikasyon) aksatir [21, 22].

Organik bazli kiguk molekul agirlikhi ajanlar antibiyotik, dezenfektan ve gida
koruyucusu olarak kullanilir. Formik, sorbik, asetik, sitrik, benzoik, laktik, tartarik
ve propiyonik asitler ve tuzlari bilinen gida koruyucularindandir [23-24]. Kuaterner
amonyum bilegikleri genig spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve
hastanelerde dezenfektan olarak kullanilir. Sekil 2.1 de genel yapisi gortlen
kuaterner amonyum bilesiklerinde R*-R* alkil ya da heterosiklik gruplar X ise

klorur, iyodlr ya da bromurdur [19].



Sekil 2.1: Kuaterner amonyum bilesiklerinin genel yapisi

2.2 Yuksek molekil agirlikli antimikrobiyal ajanlar

Antimikrobiyal peptitler bakterilerin, boceklerin, bitkilerin, hayvanlarin ve insanlarin
dogal savunma sistemleridir [25]. Bu peptitler a-helis peptitler, sistein-zengin
peptitler ve aminoasitler ile modifiye edilmis peptitler olarak siniflara ayrilirlar.
Codu antimikrobiyal peptit katyoniktir ve genellikle amfifilik yapidadir. Hidrofobik
ve hidrofilik yan zincirlere (protonlanmis amin) sahip antimikrobiyal sentetik
polimerler antimikrobiyal peptitlerden esinlenerek tasarlanmislardir  ve
antimikrobiyal peptitlerin sentetik taklitleri (SMAMPs) olarak adlandirilirlar [26, 27].
Tanimlanmig antimikrobiyal peptitlerin buyuk olgekli tretimi ¢cok pahalidir ve bu
peptitlerin canli dokular (in vivo) igerisindeki kararliliklari Gzerine yapilmis ¢alisma
sayisi ¢ok azdir. Ornegin nisin F etkisiz hale getirildikten sonra antimikrobiyal
aktivitesini canli doku Uzerinde 15 dakika surdurebilmigstir [28].

Kitosan, yapisi icerisinde rastgele dagilimis B-(1-4) D-glukozamin (deasetile olmus
birim) ve N-asetil-D-glukozaminden(asetillenmis birim) olusan lineer polisakkarittir
(Sekil 2.2). Kitosan ticari olarak deniz kabuklularinin dis iskeletlerinden ve
mantarlarin hucre duvarlarindan elde edilen ve dogada selulozdan sonra en fazla
bulunan dogal polimer olan kitinin deasetilasyonu ile elde edilir [29]. Kitosanin
genis spektrumlu antimikrobiyal etkisi algler, bakteriler ve mantarlar Uzerinde

gosterilmigtir [30].
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Sekil 2.2: (a) poli(N-asetil-B-d-glukozamin), (b) poli(d-glukozamin), (c) kismi
deasetillenmis kitosan.
Kitosanin pH 6.5 Uzerinde ¢ozunurlUgunun azalmasi nedeniyle etkinligi asidik
kosullarla sinirhdir. Ayrica kitosanin antimikrobiyal ozellikleri ortalama molekul
agirhgina, deasetilasyon derecesine ve sicakliga baghdir. Kitosan turevlerinin
(kitosan asetat ve kuaternize kitosan) nétral pH degerlerindeki ¢ézunarligu ve

antimikrobiyal etkinligi fazladir [19].

2.3. Sentetik Antimikrobiyal Polimerler
Polimer kimyasi 6zel uygulamalar igin antimikrobiyal yapilar sentezlenmesine

olanak saglar. Antimikrobiyal polimerler iki gruba ayrilir. Birinci grup antimikrobiyal
ajan emdiriimis (Microban® drunu igerisinde triklosan) ve gumus gibi
antimikrobiyal 6zelligi olan metal iyonlari igeren polimerik yapilari kapsar. Zamanla
bu ajanlarin ve metallerin salimi ile antimikrobiyal 6zellik gosterir [31].

Kenawy ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada vinilbenzil klortr, 2-
kloroetil vinil eter ve metilmetakrilat ile ayri ayri kopolimerlestirilerek divinilbenzen
ile gapraz baglanmis ve gapraz bagl yapi trifenilfosfin (Sekil 2.3) ve trietilamin ile
kuaternize edilerek gesitli mikroorganizmalar (Staphylococcus aureus (S. aureus),
Escherichia coli (E. coli), Bacillus subtilis (B. subtilis), Aspergillus flavus (A.

flavus), Fusarium oxysporum (F. oxysporum), Candida albicans (C. albicans))



uzerindeki  antimikrobiyal etkinlikleri — arastinlmigtir.  En  etkin  yapinin

trifenilfosfonyum yapisi oldugu bulunmustur [32].
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Sekil 2.3: Trifenilfosfin ile kuaternize edilmis capraz bagli kopolimer [32].

COOCH;

Patel ve arastirma grubu tarafindan ¢ozelti polimerizasyonu ile farkli anhidrit
yuzdelere sahip poli(stiren-ko-maleikanhidrit) sentezlenerek bu matriksin Gzerine
(BAC) ampisilin tutturulmustur (Sekil 2.4) ve zayif bazik ortamda ampisilin salimi
ile yapinin antimikrobiyal etkinligi arastiriimistir. Bu ¢alismada aktif grubun salim
kontrollinin anhidrit gruplari tarafindan saglandigi géralmasttr. Sistemin kontrollG
salim sistemi olarak c¢alistigi baglangigta bakterilerin gogalma hizinin azalmasi, 8-

16 saat aralidinda ise bakterilerin ¢gogalmasinin engellenmesi ile gosterilmistir

[33].
L n —
© BAC
Ampisilin

PS-MA
Polimerik Tasiyici

lDMF /20°C

H;;—C—CH—CH—CHZ—C CH—C} :

!
@ R COOH @Df,c\/ "

Sekil 2.4: Polimerik tasiyici ve ampisilinin baglanma reaksiyonu [33].



Setrimid ve gumus iceren c¢ok tabakali polielektrolit filmlerin antimikrobiyal
davraniglari Grunlan ve arkadaslari tarafindan incelenmistir. GUmus nitrat ve
setrimid iceren polietilenimin ve poli(akrilik asit) ile korona ile muamele edilen ve
edilmeyen PET yuzeyinde 175um kalinliginda alti adet film olusturularak yapilan
calismada korona ile muamele edilen PET ylzeyinin negatif yukli olmasi
nedeniyle daha derigik antimikrobiyal ajan ile kaplandigi goézlenmistir ve bu
nedenle etkinliginin daha fazla oldugu belirtiimistir. Bir kuaternize amonyum
bilesigi olan setrimid yuklu filmlerin, gimus yuklu filmlerden daha etkin oldugu bu
¢alismada ulagilan baska bir sonug olmustur [34].

Bu tip polimerlerde antimikrobiyal bilesigin duslik derisimde yavas salimi
mikroorganizmalarda direng gelisimine neden olabilmektedir. Ornegin; hayvansal
uranlerde bu tip antibiyotiklerin kullanimi insan ve hayvanlarda hastaliga neden
olan mikroorganizmalarin diren¢ kazanma riskini yukseltebilmektedir [35].

Ikinci grup antimikrobiyal polimerler ise kendisi antimikrobiyal ©zellige sahip
yapilardir. Toksik maddelerin salimi gerceklesmeyecegi igin ¢evre dostudur [36].
Antimikrobiyal polimerler; polimerizasyon sonrasi modifikasyon ile biyosidal
gruplarin kovalent olarak yapiya baglanmasiyla elde edilir [37]. Bagka bir sentez
yolu ise, biyosit 0ozellik gobsteren molekllin kimyasal modifikasyon ile
polimerlesebilecek bir bilesige donustirilerek polimerlestiriimesi ya da bagka bir

monomer ile kopolimerlestiriimesidir [38-40].

H H
{ﬁ T ] NaOH —E—T + HCOONa
2 —l- 2
rqu hidroliz L NH, M
C oli(vinilamin)
R p
H// \\0
poli{N-vinifformamit) H,N—C—=N
[ o H 1
Hy |
NH
| m
C
2N\
HN NH,

poli{N-vinilguanidin)

Sekil 2.5: Poli(N-vinil guanidin)’in sentezi [18].



T. A. Hatton ve grubu tarafindan poli(N-vinilformamid)'in (PNVF) hidrolizi ile
sentezlenen poli(vinilamin)'in (PVAmM) modifikasyonu sonucu elde edilen poli(N-
vinilguanidin) (PVG) (Sekil 2.5) polimeri ile Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere karsi yapilan g¢alismada, PVG’'nin PVAm’e gére 10-ile 40 kat daha
etkin oldugu gosterilmistir (Cizelge 2.2) [18].
Cizelge 2.2: PVAm, PVG ve klorheksidin dihidroklorir yapilarinin minimum inhibisyon
konsantrasyonu degerleri (ug/mL) [18].

Mikroorganizmalar PVAmI* PVAm2" PVGI® PVG2" CHX
Gram-pozitif bakteri

Staphylococcus aureus 1400 2100 68 68 (1.6
Streptococcus mutans 700 5300 128 128 1.8
Staphylococcus epidermidis 1000 T00 63 68 1.8
Candida albicans (Fungus) 700 1000 128 255 4.0
Gram-negatif bakteri

Escherichia coli 1000 700 2 34 32
Pseudomonas aeruginosa 350 500 k3 68 32
Pseudomonas fluorescens 1400 1000 128 68 4.0
Klebsiella pneumoniae 700 T00 63 34 4.1

a) Polimerizasyon derecesi= 166

b) Polimerizasyon derecesi= 642

Reddy ve arkadaslari tarafindan sentezlenen AMBS, MMBS monomerleri (Sekil
2.6) ve N-[4-sulfonamido-N-(5-metil-3-izoksazolil)-fenillmaleimit (SMPM) (Sekil
2.7) monomeri serbest radikal polimerizasyonu ile polimerlestirilerek bu
polimerlerin Aspergillus niger (A. niger), C. albicans mantarlari Uzerindeki
etkinlikleri arastiriimistir. Bu calismanin sonucunda SMPM monomerinin ve

poli(SMPM)’nin mantarlar Gzerinde oldukga etkili oldugu gézlenmistir [38].

HC=0—R

NH, ¢=0

NH

CH,=C—R Et;N
+ —_—
cocl SoaH—, \
Mo CHa SONH— \

N\o Ha

R =H (AMBS), CH; (MMBS)

Sekil 2.6: AMBS ve MMBS sentezi [38]



Sekil 2.7: SMPM'nin yapisi [38]



3. ANTIMIKROBIYAL ETKi MEKANIZMASI

Sentetik antimikrobiyal polimerlerin eldesindeki temel strateji bakterilerin hlcre
zarlarinin gosterdigi ortak 6zellik olmusgtur. Bu dnemli 6zellik zar yuzeyinin negatif
yukli olmasidir. Bu yuk gram-pozitif bakterilerin hicre duvarinda (HD) bulunan
teikoik (ya da lipoteikoik) asit molekullerinden, gram-negatif bakterilerin dis
zarindaki (DZ) lipopolisakkaritlerden ve fosfolipitlerden, ayrica sitoplazmik zarin
(S2) kendisinden kaynaklanir. Sitoplazmik zar segici gecirgen 6zellige sahiptir ve
maddelerin hlcre sitoplazmasina girigini ve sitoplazmadan ¢ikigini dizenler [41-
45]. HD, DZ ve CZ dzellikleri temel alinarak elde edilen antimikrobiyal polimerlerin
baylk kismi katyonik, hidrofilik-hidrofobik makromolekiler sistemlerdir. Bu
sistemler katyonik ylik tasiyan hidrofilik fonksiyonel grubun hidrofobik gruba
baglanmasi ile elde edilebildigi gibi hidrofobik monomer ve hidrofilik komonomerin
kopolimerlesmesi ile de elde edilir. Bu sekilde elde edilen polimer/kopolimer hicre
zarina baglanma egilimindedir ve hucre zarinin yapisal butunliguni bozarak

sitoplazma igeriginin hticre disina ¢ikmasina neden olur [1, 46-50].

L. Qian et al / Polymer 49 ( 2008) 2471-2475

NH HC1 NH Hid
[ |
NHA-CHz)eNH,  + NHACNH, — -NH{-CH ) NH-C); + NH,
\ / CH,-CI
a
NH.HCI

c b a a b ¢ II
“NH-CH,-CH,-CH, CH CH CHALC-),

d CH,
|
 HC-OH
a CI:Hz
vl
HCI
NH HCI | NH.HCI
I + |
{-NH-CHCHZ CHACHACH CHAN-C), -(NH-CH-CH CHCHCHCHN.C-}
| 1 P -\ n
CH; H,C CHy
! /
HL-OH CHOH
e
-[-hII-CHz-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N-Eli-jl-n
‘:I:Hz NH HGI
HC-OH
tH.  (A) capraz baglanma (B) AZR olusumu
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Sekil 3.1: Guanidin polimeri igin sentez semasi [51]
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L.Qian ve arkadasglari tarafindan hekzametilendiamin ile guanidin hidroklortrin
kondenzasyon polimerizasyonu ile elde edilen 6npolimer epiklorohidrin ile
muamele edilerek yuksek molekll agirhkh c¢apraz bagli guanidin polimeri
sentezlenmistir (Sekil 3.1). Muamele gérmemis ve guanidin polimeri ile muamele
edilmis E. coli bakterisinin ylzey degisimi polimerin etki mekanizmasinin
gozlenebilmesi icin AFM ile gozlenmistir (Sekil 3.2). A, B sirasiyla muamele
edilmemig ve edilmis E. col’nin yuzey goruntusu ve yukseklik goruntusu, C ise
B’de alinan goruntinun kesitini gostermektedir. Muamele 6ncesi E. coli oval
sekilde ve yaklasik 200 nm yuksekliginde iken yuksek ve dusik derisimde polimer
ile muamele sonrasi farkli sekiller gézlenmigtir. Sekil 3.2-2A da goéruldugu gibi
dusuk derisimle yapilan muamelede yluzeyde ¢okme meydana gelmezken zar
etrafinda az miktarda sizintt goézlenmistir. Kesit gorintisinde de bakteri
yuksekliginin 100-150 nm’ye dustugu gorulmastar. Sekil 3.2-3A da yuksek
derisimle muamele edilen bakterinin hucre zarinin tamamen zarar gordugu ve

yuksekliginin 100 nm’nin altina distiugu gozlenmistir [51].

L Qian et al / Polymer 49 (2008] 247 1-2475

0.0 1: Helght 3.0 pm ) oo 1: Height 5.6 um

0 M\ET “//'\\i_’__

Jn ey Voas o2 as 3;;m ‘o5 i s 2:2511.54:4:;,
(1) fresh £, Coli (2) E-PHGC-6h (5 ppm, 30min) (3) E-PHGC-6h (50 ppm, 1min)

Sekil 3.2: Farkli derisimlerde guanidin polimeri ile etkilestirilen E. coli'nin morfolojisi [51]
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4. ANTIMIKROBIYAL ETKINLiGi ETKILEYEN FAKTORLER
Antimikrobiyal polimerler igin etkinligi ve etkinlik mekanizmasini molekul agirhgi,
aktif grup ve polimer ana zinciri arasindaki mesafe, hidrofilik - hidrofobik denge ve

kargit iyon gibi parametreler etkiler [52, 53].

4.1. Molekil agirhginin etkisi
Molekul agirhgr antimikrobiyal Ozelliklerin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Pek

¢ok grup bu konu uzerinde ¢alismalar yapmistir.

Ikeda ve arkadaslari poliakrilat homopolimerleri, biguanidin yan zincirine sahip poli
metilakrilatlar ve bunlarin akrilamit ile kopolimerleri Gzerine yaptiklari ¢calismalarda
biguanidin yapisina sahip poli(metilakrilat)'in S. aureus’a kargi olan etkinliginin
molekiil agirhgina bagh oldugunu bulmuslardir. Beklenen etkinin 5x10* ve 1,2x10°
Da arasinda oldugunu, molekil agirhg 5x10* Da'un altinda oldugunda
antimikrobiyal 6zelligin artan molekiil agirhdi ile arttigini, 1,2x10° Da (izerine
cikildiginda ise etkinligin keskin bir sekilde dustigunu gorerek bu durumu hicre
duvarinin gecirgenligi ile agiklamislardir [54].

Kanazawa ve arkadaslari poli(tributil 4-vinilbenzil fosfonyumklorir)in tuzlu su
icerindeki S. aureus’a kargi etkinligini molekul agirligi Uzerinden incelediklerinde
antimikrobiyal dzelligin 1,6x10* Da’dan 9,4x10* Da’a kadar arttigini gézlemlemistir
[55].

Ikeda ve arkadaslari sentezledikleri; yan gruplarinda fosfonyum tuzlari olan
polikatyonik biyositler ile onlarin yerlerini tutacak monomerlerin antimikrobiyal
etkinliklerini kargilastirmis ve etkinligin molekdl agirhgr ile birlikte arttigini

gostermiglerdir [56, 57].

4.2. Karsit iyon etkisi
Kanazawa ve arkadaglarn tarafindan S. aureus’a karsi poli(tributil 4-vinilbenzil

fosfonyumklorar)'in (Sekil 4.1) etkinligini kargit iyon yoninden incelenmistir ve
antimikrobiyal etkinligin karsit iyonun yapisindan etkilendigini bulunmustur. Buna
gore fosfonyum ile siki iyon gifti olusturan karsit iyonun etkinligi azalttigini, serbest
iyonlara ayrismay kolaylastiran anyonlarin ise etkinligi arttirdigini gézlemlediler.
Antimikrobiyal 0Ozellik polimerin ¢ozunurlugu ile bagdastirilarak karsit iyon

siralamasi klorur>tetraflorur>perklorat>hekzaflorofosfat seklinde verilebilir [58].
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Sekil 4.1: Tributil 4-vinilbenzil fosfonyumkloriir monomeri [58]

Chen ve arkadaslari sentezledikleri kuaterner amonyum dendrimerlerinde karsit
iyonun bromur oldugu yapinin klorir olan yapidan daha etkin oldugunu
gOzlemlemistir [59]. Ancak, Panarin ve arkadaslari sentezledikleri kuaterner
amonyum gruplarina sahip vinilamin ve metakrilat homopolimerlerinde karsit
iyonun (klortr, bromur, iyodur) antimikrobiyal o6zellige etkisinin olmadidini
goérmuslerdir [60].

Karsit iyonun polimer ¢ozunurligune etkisi disinda antimikrobiyal etkinligi neden

etkiledigi aydinlatilamamistir [1].

4.3. Aktif grubun polimer zincirine uzakhgi ve alkil zincirinin etkisi
Aktif grubun ana zincire olan uzakligi konformasyonu ve yik yogunlugunu

etkiledigi icin yapinin sitoplazmik membranla olan etkilegimini belirler, bu yluzden
antimikrobiyal 6zellik Gzerinde etkisi buyuktur [52]. Fakat Panarin ve arkadaslari
calismalarinda farkli alkil uzunluklarinin antimikrobiyal etkinlik Uzerinde etkisi
olmadigini gdézlemlemistir [60]. l|keda ve arkadaslari ise poli(trialkilvinil
benzilamonyumklorlr) yapisinin etkinliginin artan alkil zincir uzunlugu (Cip) ile

arttigini gostermigtir [53].
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I i HC=H =
R—C—00—C—Rr  , O—C—NH(CHy)s— T@—CHE—G—C? 40 °C
CH3 5 hr

Rg= CF(CF)O[CF,CF{CF CsF+ =0,1,2,3

Re——HC— GHj—F*F 'T|3H3
0= C—NH[GHQB—N h’JHg—{.‘-—f.'S9
s
[ReH{APDMAE)-Re]
Sekil 4.2: 2-(3-akrilamidopropildimetilamonyum)etanoat (APDMAE) ile floroalkanoil
peroksitlerin reaksiyonu [61].
Sawada ve arkadaglari tarafindan hazirlanan perfloro-propillenmis ve perfloro-
okzoalkillenmis 2-(3-akrilamidopropildimetilamonyum)etanoat (APDMAE) (Sekil
4.2) ile sonlanmis yapi ile S. aureus ve Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
bakterilerine karsi yapilan ¢alismada perfloro-okzoalkillenmis APDMAE yapisinin

daha uzun alkil zincirine sahip oldugu i¢in daha etkin oldugu bulunmustur [61].

14



5. ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTLERI

Mikrobiyoloji laboratuarlari igin bakteriler Gzerinde antimikrobiyal etkinlik testlerinin
yapilmasi mikroorganizmanin belirlenen ajana karsi duyarli ya da direngli
olmasinin anlagiimasi agisindan ¢ok onemlidir. Bazi yontemler minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MiK) gibi nicel sonuglar verirken, yontemlerin tamami
bakterinin uygulanan ilaca karsi nitel olarak duyarl, orta derecede duyarl ya da

direncli oldugu bilgisini verir [62].

5.1. Besiyeri Dilisyon Yontemi
Makrodilisyon yontemi bilinen en eski ydontemlerden biridir. Antibiyotigin test tlpu

icerisindeki ireme ortamina ikiser kat seyrelterek (1, 2, 4, 8, 16 ug/mL) dagitiimasi
ile hazirlanir [63, 64]. Antibiyotigin bulundugu tiip icerisine 1-5x10° cfu/mL
standartlastinimis bakteri sUspansiyonu eklenerek bir gece 35°C sicaklikta
bekletildikten sonra bakteri ¢odalmasi bulaniklik ile takip edilir. Cogalmanin
engellendigi en dusik derisim minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak
belirlenir. Bu yontemin kesinligi +/- 1 kat seyreltmedir [65]. Bu yontemin avantaji
nicel sonug vermesi iken, ugras verici olmasi, ¢ozeltilerin hazirlanmasi sirasinda
hata olasihgl ve buyuk miktarlarda ¢alisildigindan genis alanda ¢alisma gerekliligi

dezavantajlaridir [62].

Sekil 5.1: Tek kullanimlik 96 kuyulu mikrodiliisyon plagi [62]
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Bu test; klguk, tek kullanimlik, polistiren, polipropilen mikrodilisyon plaklari (Sekil
5.1) ile pratik ve populer hale gelmistir. Standart plaklar 0,1 mL hacimli 96
hiicreden olusur ve 12 kat seyreltme ile 8 antibiyotik test edilebilir [64, 66]. MiK
degerinin bulunmasinin yaninda tekrarlanabilirlik, test hazirhgindaki kolaylik ve

kiguk hacimlerde gahgilabilindigi icin kazanilan alan yontemin avantajlaridir [62].

5.2. Antimikrobiyal Gradyan Yontemi
Bu ydntem antimikrobiyal ajan derisiminin derecelendiriimesi ile duyarliligin

belirlenmesi yoludur. Bir yuzeyinde derigim skalasi bulunan diger yluzeyinde ise o
derisimdeki antimikrobiyal ajani barindiran plastik seritler (Sekil 5.2) 150 mm’lik
petrilerde bakteri ekilmis besiyerinde 35°C sicaklikta 24 saat inkibe edildiginde

MIK degeri elips seklinin en alt kismindan okunur.

Sekil 5.2: Mueller-Hinton besiyerinde uretilmis S. aureus’a karsi vancomisin(VA),

Daptomisin(DM) ve Linezolit (LZ) igeren seritlerin gradyan yontemi ile uygulanmasi [62]

Bu yontem her antibiyotik icin uygulama esnekligine sahiptir. Fakat fazla sayida
antibiyotik icin kullanimi pahali olabilir. Zor Ureyen, Uremek igin 6zel kosullara
ihtiyag duyan mikroorganizmalara kargi denecek antimikrobiyal ajanlar igin en

uygun yéntemdir [67-69].
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5.3. Disk Difiizyon Yontemi
Bu yontemde 1-2x10° cfu/mL bakteri 150 mm capli petrilerdeki Mueller-Hinton

besiyerinde Uremesi saglanir. Ticari olarak hazirlanmig, sabit derisimde kagit
antimikrobiyal diskler (Sekil 5.3) petri icerisinde bakteri inkiibe edilmis besiyeri
yuzeyine yerlestirilir. Petriler 35°C sicaklikta 16-24 saat bekletildikten sonra
sonuglar belirlenir. Her bir diskin etrafindaki ¢ogalmanin engellendigi bolge
milimetre cinsinden Olgulir. Bu bolgenin ¢api hem bakterinin ilaca olan

duyarlhihdinin hem de ilacin besiyeri ortamina difizyon hizinin élgtsudur.

Sekil 5.3: idrar kultiriinde izole edilmis E. coli'ye karsi disk diflizyon yénteminin
uygulanmasi [62]
Her ilag icin zon caplar Klinik ve Laboratuar Standartlari Enstitust (CLSI)
tarafindan yorumlanmistir [70]. Disk difizyon test sonuglari niteldir ve sadece
antimikrobiyal ajanin kategorisi (duyarl, kismi duyarl, direngli) hakkinda fikir verir.
Bu yontem son derece basit, 6zel bir donanim gerektirmeyen, her uzman

tarafindan kolaylikla yorumlanabilen ayrica en ucuz yontemdir [62].

5.4. Otomatik Enstriiman Sistemleri
Enstrimanlarin kullanimi ile sonug okumalar standart hale getirilir ve bu cihazlar

bakterilerin Gremesindeki kuguk farklari belirleyebilecek optik detektdre sahip

17



olduklari igin genellikle diger yontemlere gore daha hassas olarak kisa surede
sonug verebilir. Bu prensiple galisan “FDA” onayli dort cihazdan ugu 3,5-16 saat

arasinda sonug verirken bir tanesi bir glinde sonug vermektedir [71].

5.5. Duyarlilik Testlerinin Yorumlanmasi

MIC degerlerinin en uygun sekilde yorumlanmasi, ilacin insan vicudundaki

farmakokinetiginin  bilinmesi ve vicudun cesitli bdlgelerindeki bakterilerin

tamamen yok edilebilmesi icin belirli bir ilacin olasi basarisi hakkinda bilgi sahibi
olunmasini saglar [72]. Bunun i¢in de en basarih yontem “CLSI” gibi pek g¢ok

bakteri tlr( ile ilgili MIK kriterlerini yayimlayan bir kuruma basvurulmasidir [70].

CLSI bu bilgileri 3 gesit veri ile analiz etmektedir:

1- Fenotipik ya da genotipik olarak direng mekanizmasi aciklanmis bakteri
kiimeleri icin MIK ve disk cap degerleri karsilastirilarak elde edilen
mikrobiyolojik veri,

2- Farmakokinetik ve farmakodinamik veri,

3- Klinik ¢galismalarin sonugclari [72],

“Duyarl” sonug; hasta organizmasinin o enfeksiyon ve turler icin tavsiye edilen

antibiyotik dozuna karsilik verdigini gésterir. Bu durumun aksine, MIK ya da bdlge

cap! “direncli” olarak yorumlanan organizmanin ¢ogalmasi belirlenen ilag igin
uygulanan dozla bastiriimaz. “Kismi duyarl” sonu¢ MiK degerine yakin ya da fazla
antibiyotik miktarina karsi duyarli bakteri kimesine gére muhtemelen daha az
karsilik veren fakat duyarliik sinirlari igerisinde kalan mikroorganizmalar igin
kullanilir [70, 72].
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6. ANTIMIKROBIYAL POLIMERLERIN BASLICA KULLANIM
ALANLARI

6.1. Su artma
Klor ya da suda ¢6zunebilir dezenfektanlar su arindirilmasinda kullanilir. Fakat

¢ozunebilir dezenfektanlar uygun miktarlarda kullanilsalar dahi atik toksisitesi riski
tasirlar [73]. Bu atiklar dogada gida zincirinde derigik hale gelebilir. Buna ek olarak
serbest klor ve diger benzeri kimyasallar sudaki organik maddelerle reaksiyona
girerek kanserojen olmasi muhtemel ve kullanimi yasaklanan trihalometan ve
benzeri bilesiklerin olusumuna neden olabilir. Bu sorunlar mikroorganizmalarin
sudan, suda ¢ozunmeyen maddelerle uzaklastiriimasi ile asilabilir [11, 74].

Polimerik dezenfektanlar taginabilir su filtrelerinde, ylzey kaplamalarinda ve fiber
olarak kullanilabilir. ClUnku cesitli tekniklerle Uretilerek suda ¢éziinmez halde elde
edilebilir. Tyagi ve galisma arkadaslari tarafindan iyotlu poli(metil metakrilat-ko-N-
vinil-2-pirolidon) suda ¢o6zunmeyen kopolimeri sentezlenmigtir. Bu kopolimerin

antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi igcin Sekil 6.1’deki 6zel kartus hazirlanmistir.

Sebeke Suyu | Regilatar
d
a. Paslanmaz celikgovde —  EBVe——or |" b
b. Kumas filtre oo ss e ¢
c. Teflon elek s s
d. Antimikrobiyal kopolimer matriks At _..‘3‘-_'3 d
Steril Su

Sekil 6.1: Su aritma kartus diyagrami [75]
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Sekil 6.1'de goruldugu gibi sistem sebeke suyuna bir diuzenleyici Uzerinden
baglidir. Rezervuar igerisine bilinen derisimde E. coli, S. aureus ve Candida spp.
eklenmistir. Sistemden gegirilen su dizenli araliklarla test edilerek toplamda 8000
L su kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 6.1’de verilmistir.

Cizelge 6.1: Su aritma kartusundan gecgen su igerisindeki bakteri sayisi (cfu/mL) [75]

Mikrobiyal Yogunluk/100 L su

Tarler Baglangic 5000 L'ye kadar 5000 - 8000 L
S. aureus 2« 10° 0 1+1
E. coli 2 « 105 0 5+2
Candida spp. 1.9 = 105 0 1+1

Sonuglar iyotlanmis polimerin 5000 L ye kadar segilen bakterilere karsi etkin
oldugunu gostermistir [75].

Tan ve grubu tarafindan 6rgusuz polipropilen (PP) kumaglar tGzerine radyasyonla
4-vinilpridin asilanarak modifiye edilmis daha sonra benzil bromur, benzil klorir,
etil bromdr, butil bromlir ya da hekzadesil bromir gibi halojenlr yapilarla
kuaternize edilmigtir. Etkinlik sonuglari modifiye edilmis 6rglisuz PP kumasglarin
bakterileri yakalama 06zelligine sahip oldugunu gostermistir. E. coli’'nin
uzaklastirimasinda en etkin yapinin benzil bromir ile kuaternize edilmis yapi
oldugu bulunmustur. SEM ile yapilan calismada ylzeye tutunan bakterilerin
herhangi bir degisime ugramadidi gozlenmistir. Boylece modifiye edilmis PP
orgustz kumas yuzeyinin bakterisit etki gostermese de bakteriyostatik etki
gosterdigi agiklanmigtir [10].

Kim ve grubu tarafindan yapilan galismada TiO,-naylon-6 kompozit malzeme Ag
nanopargaciklari ile yuklenmis ve antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir. TiO,, Ag
nanopargaciklarin topaklanmadan yapida kalmasini saglamigtir. Bu malzeme

uygun maliyetiyle su filtresi olarak kullanilabilmektedir [76].

6.2. Tip ve Saglik Bakim Uriinleri
Farmakolojik acidan en aktif ajanlar tUm hucrelerle kisa surede etkilesebilen ve

hizlica vicuttan atilabilen kiigik molekul agirlikh bilesiklerdir. Sonug olarak tedavi
edici etki saglamak icin yuksek ve yinelenen dozlar verilmelidir, buna ek olarak

secicilik disuk oldugunda ilaglar her zaman zararli yan etki gdésterir. Antimikrobiyal
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ajanlarin makromolekdullerle tagsinmasi ilacin vicuttan atilma suresini degistirerek
uzun surede kontrollG salimi saglar [77].

Yeni polimerik ilaglardaki en ilgi ¢ekici yaklagim bilinen ilaglarin ¢ozunebilir ya da
biyobozunabilir makromolekdllere kovalent olarak baglanmasidir [78].

Bu sistemin fiziksel baglanma ile elde edilen geleneksel ilaglara olan Ustunligu
polimerin tagiyici olmasinin yani sira kendisinin de farmakolojik acgidan aktif

olabilmesidir.

Kandaki Toksik seviye

ilac
derisimi

En disiik etkin
seviye

Zaman

Sekil 6.2: Cesitli dozlarin uygulanmasiyla kandaki ila¢ derisimleri: (a) agiz yoluyla alinan
standart doz; (b) agiz yoluyla alinan asiri doz; (c) damar igine enjeksiyon; (d) kontrollu
salim sistemi [1]

Umulan ilag derigim profilinin farkli ilag uygulama yontemleri ile degisimi sekil
6.2'de verilmigtir. (a) egrisinde agiz yoluyla alinan normal dozda kandaki ilag
derisiminin hizlica yukseldigi ve kisa suirede minimuma geldigi gorulmektedir. Bu
noktada uygulamanin yenilenmesi gerekmektedir. Baglangi¢ derigiminin tedavi
edici dozun Uzerine ¢ikmasi yan etkilere ve toksik etkiye neden olabilir (b egrisi).
Diger taraftan minimum derisim tedavi edici seviyenin altinda olabilir. Bdylece
standart doz asiri doz ve yetersiz doz seviyesinde salinabilir (c egrisi). Kontrolll
salim sistemlerinde kandaki ilag derisimi ideal olarak yavasca artar ve ayni

seviyede bir sure kalir (d egrisi) [1].

6.3. Gida Uygulamalari
Mikrobiyal bulagma gidalarin raf dmranud azaltir ve yiyeceklerden kaynaklanan

hastaliklara neden olur. Az sayida islemle elde edilen, kolay hazirlanabilir gida
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arinlerine olan talep gida ticaretinin kuresellesmesine ve gida Urunlerinin tek
merkezden islenerek dagitiimasina neden olmustur. Bu durum gida guvenligi ve
kalitesi agisindan buyuk sorun teskil etmektedir [79].

Gida drunlerinin kalitesini, tazeligini ve guvenligini etkilemeksizin mikrobiyal
uremenin engellenmesinde yenilik¢i yollarin aranmasina gidilmigtir. Gidalarin
korunmasinda kullanilan baglica geleneksel yontemler; 1sil islem, sogutma,
Isinlama ve antimikrobiyal ajanlarin eklenmesidir. Fakat bu yontemler taze etler ve
hazir gidalar gibi bazi gida drunlerine uygulanamazlar [80]. Ayrica kimyasal
koruyucu icermeyen gidalara olan talep ginden gune artmaktadir.

Antimikrobiyal maddeler gida ambalaj malzemelerine dahil edilerek bakterilerin
¢ogalma hizinin dugurtlmesi saglanir boylelikle mikrobiyal bulasma kontrol altina
alinabilir [81]. Antimikrobiyal polimerler de ambalajlama gibi gida ile ilgili cesitli
uygulamalarda kullanilir [82]. Bu uygulamalardan biri dogrudan ambalaj ile temas
eden gida ylUzeyinde segici olarak mikroorganizmalarin gogalma hizini azaltarak
gida giivenliginin gelismesini ve raf dmrinin arttirilmasini saglar. ikincisi;
antimikrobiyal paketleme malzemeleri islenmis gidalarda mikrobiyal bulagmanin
tekrarlanma potansiyelinin buyuk dl¢gude dugurilmesini saglar. Diger bir uygulama
Ozellikle meyve sulari gibi yuksek asit icerigine sahip sivilarda kendi kendine
sterilizasyonu saglar. Antimikrobiyal polimerler ayrica gidalarin iglenmesi sirasinda
kullanilan dolgu contalari, tasiyici, kiyafet, eldiven gibi ara¢ gereclerin
sterilizasyonu igin de kullanilabilir [1].

Antimikrobiyallerin polimerin Uzerine iyonik ya da kovalent olarak yuklenmesi ile
elde edilen ajanlar icin hem polimerin hem de secilen antimikrobiyal yapinin
fonksiyonel gruplara sahip olmasi gerekir. Gida paketlerinde kullanilan fonksiyonel
grup iceren polimerlerin listesi Cizelge 6.2’de verilmistir [80].

Prombutara ve arkadaslan tarafindan 6zellikle diustuk pH’li ve isil iglem goren
gidalarin  korunmasi amaciyla nisin yUkli kati lipit nanopargaciklar (KLN)
uretilmigtir. Yapilan g¢alismada nisinin salimi ile gergeklesen etki ile Listeria
Monocytogenes ve Lactobacillus Palantarum bakterilerine karsi sirasiyla 20 ve 15
gun surmastur. Serbest haldeki nisin ile yapilan kontrol g¢alismasinda bu etki

sirasiyla 1 ve 3 gun olarak belirlenmigtir [83].
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Cizelge 6.2: Gida paketlerinde kullanilabilen polimerler ve sahip olduklari fonksiyonel

gruplar [80].

Polimer Yapisi
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6.4. Tekstil Uriinleri
Antimikrobiyal uygulama tibbi, kurumsal ve hijyenik kullanim amagli gibi tekstil
urtinlerinde standart kaplama olarak kullanilir hale gelmistir [84, 85]. Tekstil ve
fiber malzemeler ¢esitli amaglar i¢in antimikrobiyal hale getirilir;
a) Kullanici drananuan hijyenik ve tibbi amaglarla bakteri, dermatofit gibi
mikroorganizmalara karg! korunmasi,
b) Tekstil Grinin kendisinin biyobozunmaya neden olabilecek kif ve maya gibi
benzeri mikroorganizmalara karsi korunmasi,

c) Yine tekstil Gruntndn boceklere karsi korunmasi [86, 87].
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Sekil 6.3: PVA ile elde edilen genis spektrumlu antimikrobiyal etkinlige sahip yapinin
hazirlanigi [1].

Temel olarak tekstil Grtinlerinin mikrobiyal bulagsmadan korunmasi ig¢in kullanilan
ug¢ yontem vardir. En ¢ok kullanilan yontem ise kontrolli salim mekanizmasidir. Bu
konuda en iyi 6rnek poli(vinil alkol)in (PVA) tasiyici olarak kullanildigi yapidir
(Sekil 6.3). Bu yapi asit katalizorlugunde 5-nitrofurilakrolein ile PVA’nin reaksiyonu
ile elde edilir [1]. Yapinin antimikrobiyal etkinli§i nem ile birlikte nitro gruplarinin
salimindan kaynaklanmaktadir.

Buchenska ve arkadaglar tarafindan antibakteriyel 6zellige sahip poliamit (PAG)
fiberler; PAG iplikler Uzerine akrilik asitin asi polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Bu
fiberler daha sonra karboksil gruplari Gzerinden penisilin, neomisin ve gentamisin
ile modifiye edilerek antimikrobiyal fiberler elde edilmigtir. S. aureus, E. coli, P.
aeroginosa Uzerinde yapilan testlerde fiberlerin gram pozitif bakteri olan S. aureus
ve gram negatif bakteri olan E. coli Uzerinde kuvvetli biyosidal etki gosterdigi

gOzlenmigtir [88].
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7. DENEYSEL TEKNIKLER

7.1. Kimyasallar
Poli(allil guanidin hidroklortr) (PAIG) elde etmek icin kullanilacak poli(allil amin

hidroklorur) (PAIAm) (M,=15.000) (Sekil 7.1a) ve %99 saflikta siyanamit (sekil
7.1b) Aldrich firmasindan, reaksiyon ortaminin asidik olabilmesi i¢in kullanilan
%37lik hidroklorik asit (HCI) Merck firmasindan temin edilmistir. Reaktif yapilari
Sekil 7.1°de verilmigtir.

a) b)

/\|\/rl HsN—C =N

NH; - HCI

Sekil 7.1: a) poli(allilamin hidrokloriir) b) siyanamit
Reaksiyon sonrasi olusan polimerin g¢okturulmesi igin kullanilan aseton Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Butlin ¢ozeltiler deiyonize su ile hazirlanmistir.
Antimikrobiyal etkinligin belirlenmesi icin yapilan ¢alismada iki gram-pozitif bakteri
[Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212)], bir
gram-negatif bakteri [Eschericha coli (ATCC 25922)] ve U¢ mantar [Candida
albicans (ATCC 90028), Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis
(22019)] kullaniimistir. Antibakteriyel ve antifungal test igin sirasiyla Mueller-Hinton
(MHB, Difco Laboratories) ve L-Glutamin iceren RPMI-1640 (ICN-Flow, Aurora
besi yerleri kullaniimistir.
Aderans calismasinda 13 mm c¢apli nitroseliloz membran (Millipore), Triptik Soy
Agar (TSA), Triptik Soy Broth (TSB) (Merck) kullaniimistir.

7.2. Poli(allil guanidin hidrokloriir)’lin Sentezi
3 g (32,1mmol) PAIAMm 25 mL suda ¢Ozundukten sonra olusan ¢ozelti 2,5 mL

%37’lik HCI ile asitlendirilerek 50 mL su ilave edilmistir. Daha sonra farkli
oranlarda donusum elde edebilmek amaciyla sirasiyla 38,5, 57,8, 83,5, 166,9
mmol %50 lik sulu siyanamit c¢ozeltileri hazirlanarak asitlendiriimis PAIAmM
¢Ozeltisine eklenmistir. Hazirlanan karisim geri sogutucu altinda, 90-95 °C
sicaklikta, azot atmosferinde 24 saat boyunca manyetik karistirici ile
karistiriimistir.

Reaksiyon sonucu elde edilen c¢ozeltiden fazla miktarda aseton ile ¢okturilen

polimer yikandiktan sonra 45 °C sicakliktaki etlvde 2 saat bekletilerek kurutulmus,
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ardindan ayni sicaklikta vakum etivinde 1 gece bekletilerek nemin ve asetonun
tamamen uzaklasmasi saglanmistir. Elde edilen farli donusumlerdeki PAIG;
PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 olarak adlandiriimistir.

7.3. Polimerlerin Yapisal Karakterizasyonu

7.3.1. FT-IR Spektroskopisi
FT-IR spektrumlari KBr pelet ile 32 tarama sayisi ve 4 cm™ ayiricilikta Perkin

Elmer Spectrum Two UATR model spektrometre kullanilarak alinmistir.

7.3.2. FT-Raman Spektroskopisi
Polimerlere ait Raman spektrumlari 1064 nm dalga boyunda He-Ne lazerli Thermo

Scientific NXR FT-Raman ile 1500 tarama sayisi ve 8 cm™ ayiricilik ile alinmistir.

7.3.3. NMR spektroskopisi
Polimer 6rnekleri icin Bruker 400 Ultra Shield spektrometre kullanilarak *H (400

MHz) ve B¢ (100 MHz) NMR spektrumlari alinmigtir. PAIAm, PAIG1, PAIG2,
PAIG3 ve PAIG4 icin D,0 ile *H-NMR 70 °C’de, d-DMSO ile 25 °C’de alinmistir.
13C-NMR PAIAm ve PAIG1 igin D,O, PAIG2, PAIG3, PAIG4 icin d-DMSO

kullanilarak 25 °C’de alinmistir.

7.3.4. Elementel Analiz

Polimerlerin C, N ve H oranlarinin bulunmasinda Thermo Scientific Flash 2000
model cihaz, 2,5-Bis (5- ter-butil-2-benzoksazol-2-yl) tiyofen (BBOT) standart ile
kalibre edilerek kullaniimistir. Olglimler 1-1,5 mg standart ve érnekler ile 8-10 mg

V,05 (vanadyum pentaoksit) katalizorligunde yakilarak alinmistir.

7.4. Polimerlerin Cozelti Davraniglarinin incelenmesi

7.4.1. Klor Elektrot

Degisen polimer derisimi ile ¢ozelti icerisindeki klor miktarlari Orion klor elektrodu
ile belirlenmistir. 1011, 505,5, 252,8, 126,4, 63,2, 31,6 ppm’lik klor cozeltileri
kalibrasyon igin kullaniimistir. Codzeltiye gecgen klor miktari bu kalibrasyon

egrisinden bulunmustur.
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7.4.2. Dinamik Isik Sagilimi
Dinamik 1siIk sacgilimi metodu (DLS) seyreltik ¢ozelti icerisindeki kuguk

parcaciklardan, boyutlarina bagh olarak sacgilan 1s1din siddetinin ve degisiminin
Olgulmesi temeline dayanmaktadir.

Zeta potansiyeli pargaciklar arasindaki itme ya da c¢ekmenin yuk olarak
buyuklugudur. Pargaciklarin ¢ozelti igerisinde dagildiginin ya da kumelendiginin
bilgisini verir.

PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 polimerlerin boyut dagilimlari ve zeta
potansiyelleri NanoZS model ZetaSizer (Malvern) ile 25 °C oda sicakliginda 4 mW
He-Ne lazeri (633 nm dalga boyunda) kullanilarak Bilkent Universitesi Ulusal

Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’'nde (UNAM) incelenmistir.

7.5. Polimerlerin Termal Karakterizasyonu

7.5.1. Termogravimetrik Analiz (TGA)
Termogravimetrik analiz igin Perkin Elmer Pyris 1 model (TGA) kullanilmigtir.

Yaklasik 10 mg polimer drnekleri platin kefede oda sicakligindan 900 °C’ye 10
°C/dk 1sitma hiziyla, 20 mL/dk akis hizinda azot atmosferinde isitilarak

polimerlerin termal kararlliklari incelenmistir.

7.5.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)
DSC analizleri polimerlerin camsi gegis sicakhginin (T4) belirlenmesi amaciyla 8-

10 mg Ornek ile Perkin EImer Diamond model diferansiyel taramali kalorimetre ile
yapilmistir. PAIAm -5 °C’den 250 °C’ye 20 °C/dk i1sitma hiziyla azot atmosferinde
analiz edilmistir. PAIG Ornekleri ise -5 °C’den 230 °C’ye 20 °C/dk isitma hiziyla

azot atmosferinde analiz edilmistir.

7.6. Polimerlerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin incelenmesi

7.6.1. Minimum inhibisyon Konsantrasyonu
Antimikrobiyal etkinligin belirlenmesi igin CLSI (Clinic and Laboratory Standard

Institute) tarafindan énerilen besiyeri dilisyon yontemi kullaniimigtir. Antibakteriyel
ve antifungal test icin sirasiyla Mueller-Hinton ve L-Glutamin iceren RPMI-1640
besiyerleri kullanilimistir. Bakteri yogunlugu 5x10° cfu/mL, mantar yogunlugu 0,5-
2,5x10° cfu/mL olacak sekilde besiyerlerine ekilmistir.

Sterilize edilen saf su ile ikigser kat seyreltilerek 1024-1 pg/mL derigimlerde
hazirlanan, pH degerleri PAIAm ve PAIG igin sirasiyla 5,50 ve 5,10 olan polimer
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cOzeltileri Uzerine dnceden hazirlanan bakteri ve mantar suspansiyonu eklenerek
35 °C'de 24 saat bekletilmigtir. Kontrol amagli etkinligi bilinen antibakteriyel ve
antifungal ilaglar seftazidim ve flukonazol 64-0,0625 ug/mL derisimlerde bakteri ve
mantarlara ayni kosullarda uygulanmistir. 24 saat sonunda dérneklerin bakterilere

ve mantarlara kargi MiK degerleri gorsel olarak degerlendirilmistir.

7.6.2. Bakteriyel Tutunma Testi
Bakteri tutunmasinin galisilacagi yuzey nitroselliloz olarak secilmistir. Yuzeye

1000 pg/mL polimer ¢ozeltileri emdirilerek kurumasi beklenmistir. Ardindan
McFarland 0,5 standart bulaniklik tipleri kullanilarak 10® cfu/mL derisimde
hazirlanan S. aureus suspansiyonu TSB igerisinde 1:100 oraninda seyreltilerek
bakteri derisimi 10° cfu/ml olarak ayarlanmistir. Buradan 1 mL bakteri ¢ozeltisi,
24’l0 doku kultir plagina yerlestirilen nitrosellloz Uzerine eklenmistir. PAIAm,
PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4 filmleri ile hazirlanan nitroseliloz membranlar
bakteri ekildikten sonra 37 °C’de calkalamali etlivde ( 50 RPM) 4 saat boyunca
inkibe edilmistir. Daha sonra diskler 1 mL SF (serum fizyolojik) ¢dzeltisi ile (¢ defa
ylkanarak yuzeye tutunmayan bakterilerin uzaklagsmasi saglanmistir. Ardindan 1
mL SF ¢oOzeltisi iceren deney tuplerine alinmistir. Nitroseliloz membran yuzeyine
tutunmus olan bakterilerin alinmasi amaciyla bu tupler 30 saniye ultrasonik
banyoda karistiriimis ve 5 dakika banyo igerisinde tutulmustur. Bu iglemlerin 3
defa tekrarlanmasinin ardindan tupteki sividan 0,1 mL alinan drnek TSA’a ekilerek
37 °C’de 18-24 saat inkube edilmistir. Bu sure sonunda olusan bakteri kolonileri

sayllmistir.
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8. SONUGLAR ve TARTISMA

8.1. Poli(allilguanidin hidrokloriir)’lin Sentezi

G HoHe
Orh o v L

n
NH, NH

HNA\

-HCI
2 NH2

Sekil 8.1: PAIG sentez mekanizmasi

PAIAmM’Un hazirlanan asidik ¢ozeltisine eklenen siyanamit asidik ortamda nitril
grubunun azot Gzerine acgilan bag nedeniyle karbon Gzerinden PAIAM’Gn amin
grubuna katilmasiyla poli(alliiguanidin hidroklortr) elde edilmistir. 24 saatlik
reaksiyon suresi sabit tutularak farkli oranlarda eklenen siyanamit ile elde edilen

yapilar igin elementel analiz sonuglari Cizelge 8.1’de verilmistir.

Cizelge 8.1: Elementel analiz sonuglari

PAIAmM:siyanamit %ClI
%N %C %H
mol oranlari (farktan hesaplanan)
PAIAmM 13.97 | 36.96 8.96 40.11
PAIG1 1:1,2 20.64 | 29.13 8.96 41.26
PAIG2 1:1,8 22.69 | 29.47 8.63 39.20
PAIG3 1:2,6 24.33 | 28.27 7.49 39.92
PAIG4 1:5,2 25.41 | 24.87 7.46 42.27

PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4 icin elementel analiz ile elde edilen %N dederleri

Uzerinden donlisum oranlari hesaplanmistir (Cizelge 8.2).

Cizelge 8.2: Yapilarin igerdikleri azot ve hesaplanan donisim ylzdeleri

% N % Donlisim
PAIG1 % 20,64 % 45
PAIG2 % 22,69 % 71
PAIG3 % 24,33 % 98
PAIG4 % 25,41 % 121

Cizelge 8.2'deki sonuglara gore sabit reaksiyon suresinde, artan siyanamit orani
daha fazla nitril grubunun polimer zinciri Uzerinde daha fazla amin grubu ile

etkileserek dontsumuin artmasini saglamaktadir.
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8.2. Polimerlerin Yapisal Karakterizasyonu

8.2.1. FT-IR Spektroskopisi
PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4 polimerlerinin yapisal karakterizasyonu

icin 2 mg polimer 100 mg KBr ile karigtirilarak hazirlanan peletlerin FT-IR
spektrumlari alinmigtir.

Sekil 8.3 (a)’da PAIAm’e ait spektrumda 3430 cm™ de protonlanmis amin grubuna
ait N-H gerilme titresimi gdzlenmektedir. 3060-2800 cm™ de yayvan olarak goriilen
pik C-H gerilme titresimidir. Alll monomerlerinin polimerlesmesinde kargsilasilan
allil radikallerinin rezonans kararliligi nedeniyle meydana gelen degredatif zincir
transferi sonucu ana zincir lizerinde kalmis C=C bagina ait pik 1605 cm™ de
gdzlenmistir (Sekil 8.2) [89]. 1510 cm™ dalga sayisinda N-H biikiilme bandi
gozlenmistir [90]. C-H bikilme titresimine ait bantlar 1460-1380 cm™ de
gdzlenmistir. 1305 ve 1005 cm™ de C-N gerilme titresimine ait bantlar gézlenmistir
Cizelge 8.3).

H H

www»w CHo —C- + CHp=CH —CY —>»
| H
CHo Y

wmwwCHy —CHp  + CHy=CH — CY —>»

| H
CHyY i
CHy — CH = CY
H

Sekil 8.2: Allilik monomerlerde degredatif zincir transferi [89]
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Sekil 8.3: Polimerlerin FT-IR spektrumlari a)PAIAm, b)PAIG1, c)PAIG2, d)PAIG3, e)PAIG4

Cizelge 8.3: PAIAm’a ait spesifik bantlarin dalga sayilari

Baglar Baglar
Dalga Sayisi ve Dalga Sayisi ve
(cm™) Titresim (cm™) Titresim
Hareketleri Hareketleri
3430 0 N-H 1460 5 C-H
3060-2800 v C-H 1400 v C-N
1605 v C=C 1150 v C-N-C
1510 & N-H

Sekil 8.3 (b), (c), (d), (e) sirasiyla PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 polimerlerine ait
spektrumlari géstermektedir. 3450-3130 cm™ araligindaki genis omuzlu pik N-H
gerilme titresimlerine aittir. 3000-2800 cm™ dalga sayisindaki bantlar ise C-H
gerilme titresimlerine aittir. 1760 cm™ de yer alan pik ise amidin kloriir yapisindan
kaynaklanmaktadir. Amin yapisinin guanidine dénidsmesiyle olusan C=N bagina
ait bant 1705 cm™ de gdzlenmistir [18]. 1400 cm™ de artti§i gdzlenen pik C-N
bagina ait gerilme titresimidir. 1150 cm™ de yeni olusan pik C-N-C baglarina ait
gerilme titresimidir (Cizelge 8.4) [91].

FT-IR sonuglarina gére 1760, 1705, 1150 cm™ de sirasiyla gézlenen —C(NH),"CI,
C=N, C-N-C baglarina ait bantlar yapinin basariyla guanidinlestirildigini

gOstermektedir.
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Cizelge 8.4: PAIG’e ait spesifik bantlarin dalga sayilari

Baglar Baglar
Dalga Sayisi ve Dalga Sayisi ve
(cm™) Titresim (cm™) Titresim
Hareketleri Hareketleri
3450-3130 0 N-H 1550 3 N-H
3000-2800 v C-H 1450-1400 3 C-H
1760 0 —C(NH),"CI 1340 v C-N
1705 v C=N 1150 v C-N-C
1650-1605 v C=C

8.2.2. FT-Raman Spektroskopisi
PAIAm ve modifikasyon sonrasi elde edilen PAIG polimerleri i¢in allil grubundan

kaynaklanan degredatif zincir transferi nedeniyle yapida kalabilecek Raman aktif
C=C baglarinin ve bu baglarda meydana gelebilecek degisimlerin gdzlenebilmesi

igin polimerlerin Raman spektrumlari alinmistir.

3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 8.4: Polimerlere ait Raman spektrumlari a) PAIAm, b) PAIG1, c) PAIG2, d) PAIG3, e) PAIG4
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PAIAm spektrumunda 3000 cm™ civarinda omuz olarak gézlenen N-H gerilme
bandi PAIG spektrumlarinda 3100-3400 cm™ arasinda ¢ ayri pik olarak
g6zlenmektedir. Donlsim sonrasi olugan -C(NH),'Cl" ve C=N baglar sirasiyla
1760 ve 1705 cm™ de gdzlenmistir [18].

Degredatif zincir aktarimi nedeniyle PAIAm vyapisi igerisinde kalmig C=C
baglarindan kaynaklanan gerime bandi 1600-1650 cm™ gdézlenmistir [89].
Modifikasyon sonrasi 1605-1650 cm™ gdzlenen bantlar C=C baglarinin biyiik
oranda korundugu bu pik alanlarinin yapida degismeden kalan —CH gruplarinin
bikiilmesinden kaynaklanan 1450 cm™ deki pik alanina oranlanarak bulunan
indeks degerinden gorilmastir. Bu degerler PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4
icin sirasiyla 0,51, 0,22, 0,37, 0,41, 0,43 olarak hesaplanmistir (Cizelge 8.5, 8.6).

Cizelge 8.5: PAIAmM’a ait spesifik bantlar icin Raman Kaymalari

Baglar Baglar
Raman Kaymasi ve Raman Kaymasi ve
(cm™) Titresim (cm™) Titresim
Hareketleri Hareketleri
3375 o N-H 1460 3 C-H
3000-2800 v C-H 1350 3 C-N
1645-1590 v C=C 1165 0 N-H
1510 3 N-H
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. PAIG4

1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450

Raman Kaymasi (crm)

Sekil 8.5: Raman spektrumunda 1705 cm™ C=N/ 1450 cm-1 C-H bantlari

Modifikasyonun Raman spektrumu Uzerinden goérilmesi amaciyla dontsim
sonrasi yapida olusan C=N bagina ait 1705 cm™ deki pik alaninin yapida
donusum oOncesi ve sonrasi ¢ok sayida oldugu igin i¢ standart olarak
kullanilabilecek C-H bagina ait 1450 cm™ deki pik alanina oranlanmasiyla C=N
indeksleri bulunmustur. PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 icin elde edilen C=N
indeksleri sirasiyla 0,21, 0,23, 0,27, 0,34 olarak bulunmustur. Artan siyanamit
oraniyla elde edilen PAIG yapilari i¢in artan C=N indeksleri donisimuin siyanamit

miktariyla arttigini gostermektedir.

Cizelge 8.6: PAIG’de bazi spesifik gruplara ait Raman kaymalari

Baglar Baglar
Raman Raman
ve ve
Kaymasi . . Kaymasi . .
1 Titresim N Titresim
(cm™) . (cm™) .
Hareketleri Hareketleri
3040-3330 0 N-H 1445 & C-H
2800-2900 v C-H 1330 3 C-N
1760 0 —C(NH),"CI 1150 v N-H
1705 v C=N 800-875 v C-C
1605-1650 v C=C
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8.2.3. NMR spektroskopisi

4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0.0 ppm

Sekil 8.6: Polimerlere ait 70 °C’de "H-NMR spektrumlari a) PAIAm, b) PAIG1, c) PAIG2, d) PAIG3,
e) PAIG4

PAIG yapilari igin donisum arttikgca ¢ozunurlik azaldigi i¢in piklerdeki kaymalarin
takip edilebilmesi amaciyla tim spektrumlar 70 °C’de alinmistir (Sekil 8.6). i¢
standart kullaniimadan alinan spektrumlarda kaymalar bu sicakliktaki D,O pikine

(4,3 ppm) gore belirlenmistir [92].

b b
Wﬂ “HCl y\ﬁn
C NH C
? j\H "HCI
HN™ “NH,

Sekil 8.7: PAIAmM ve PAIG yapilar

Sekil 8.6-a’da PAIAM’e ait *H-NMR spektrumunda a, b, ¢ (sekil 8.7) protonlari
sirasiyla 1,6, 2-2,3, 3-3,3 ppm de gdzlenmistir. b, c, d, e spektrumlarinda artan
donugumle birlikte tim piklerin yuksek alana kaydigi gézlenmistir. PAIAM’e ait
spektrumda degredatif blyumeden kaynaklanan, yapida oldugu FT-IR ve FT-
Raman spektrumlarinda go6zlenen CH=CH protonlari sicaklik nedeniyle
g6zlenememigtir. Fakat PAIG yapilarinda ise 1,1-1,5 ppm’de (a) protonuna ait

piklerde gdézlenen ve artan donusum ile belirginlesen pikin degredadif zincir
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transferinden kaynaklanan CH= protonuna ait oldugu dusunilmektedir. Bu
nedenle PAIAm ve PAIG1 icin D,O ile 25 °C *H-NMR alinmistir (Sekil 8.8).

T T T T T T [T T [T T T T

g S LR
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 ppm

Sekil 8.8: 25 °C’'de D,0 ile alinan PAIAm (a), PAIG1 (b) "H-NMR spektrumlari

Sekil 8.8’de verilen spektrumlar incelendiginde PAIAm’e ait (a) spektrumunda 3.1
ppm deki simetrik pik allil karbonuna ait protonlardan kaynaklanmaktadir.
Degredatif buyimeden kaynaklanan bir omuz gdézlenmemistir. 1,9-2,1 ppm’deki
omuzlu pik ana zincir Uzerindeki —CH protonundan kaynaklanmaktadir [89].
Omuzun nedeni olarak kuyruk-bas, kuyruk-kuyruk konformasyonundan
kaynaklandidi dustnulmektedir. Donisumuan ardindan PAIG1’e ait spektrumda (b)
ayni karbona ait pik 1,5-2 ppm arasinda ayri 2 pik olarak gozlenmigtir. Amin
grubuna baglanan guanidin yapisinin sterik etkisi nedeniyle konformasyon farkini
daha belirgin hale getirdigi dusunulmektedir. (a) spektrumunda 1,3-1,6 ppm
arasinda ana zincir uUzerindeki —CH, protonlari gézlenmektedir [93]. Bu pikin
ardindan 1,7 ppm de gobzlenen pikin de konformasyon nedeniyle oldugu
disunulmektedir. (b) spektumunda PALG1’e ait ana zincir Uzerinde yer alan —CH,
protonuna ait pik 1-1,5 ppm’de gézlenmektedir ve konformasyondan kaynaklandigi
disunulen omuz PAIAm’e ait spektrumdan sterik etki nedeniyle daha belirgin

durumdadir.
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PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 yapilari igindeki farkl karakterde bulunun amin ve
imin protonlari icin d-DMSO kullanilarak *H-NMR spektrumlari alinmistir (Sekil
8.10). PAIAm’deki birincil amin (a), PAIG’deki birincil amin (d), ikincil amin (b) ve

imin (c) protonlari sekil 8.9’daki gibi isaretlenmisgtir.

J/\ffn Hl k\[}/n

NH b
a ? NH -HCI

HN™ “NH,
c d

Sekil 8.9: PAIAm ve PAIG yapilari
Sekil 8.10-(a),(b),(c) spektrumlarinda 8-8,4 ppm’de yapida donismeden kalmis
PAIAm’den kaynaklanan birincil amin(a) protonlari gézlenmistir ve siddeti artan
doénusimle azalmistir. (d) spektrumu en yiksek donlisumin saglandigi PAIG4
yapisina aittir, bu spektrumda (a) protonlari gézlenmemistir. PAIG’deki ikinci amin
protonu(b) komsu allil karbonundaki 2 proton nedeniyle (a), (b), (c)
spektrumlarinda Uge vyarilmis olarak 7,2-7,6 ppm’de gdzlenmektedir. PAIG4
spektrumunda ise tek pik olarak gézlenmistir. PAIG yapisindaki imin(c) ve birilcil
amin protonlan (d) sirasiyla 6,3-6,5 ve 5,5-6 ppm’de go6zlenmistir. Artan

donugumle bu piklerin belirginlikleri artmistir [94].
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Sekil 8.10: d-DMSO ile alinan *H-NMR spektrumlari (5-10 ppm arasi) (a) PAIG1, (b) PAIG2, (c)
PAIG3, (d) PAIG4

DO ((a) PAIAM, (b) PAIG1) ve d-DMSO ((c) PAIG2, (d) PAIG3, (e) PAIGA4)ile
alinan *C-NMR spektrumlari sekil 8.11°de verilmistir. PAIAm’e ait spektrumda
ana zincir Uzerinde bulunan (a) —CH,, (b) -CH ve allil (c) —CH, karbonlarina ait
pikler sirasiyla 32, 36 ve 45 ppm’de go6zlenmigtir. (a) karbonu ikili olarak
gOzlenmektedir ve PAIG1’e ait spektrumda bu durum daha net gozlenmistir ve
yine konformasyondan kaynaklandigi dusunudlmektedir. PAIG2, PAIG3 ve PAIG4
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sudaki c¢ozundrlikleri azaldigi icin d-DMSO kullanilarak NMR spektrumlari
alinmigtir. 39 ppm’de ¢ozucu piki gozlenmektedir. PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4
yapilari i¢in (a), (b), (c) karbonlari sirasiyla 32, 35, 43 ppm’de gdézlenmistir.
Yapinin guanidinlestiginin en 6nemli kaniti —C=N- karbonuna ait 160 ppm
civarindaki piktir [18]. PAIG1 icin 162 ppm’de gbdzlenen bu pik artan donisumle
yuksek alana dogru ufak kaymalar gostermigtir. PAIG4 icin 159 ppm’de

gozlenmisgtir.

b [ b
d “a Y o «’?ﬁ
c

mn
c
NH; NH
A\d “HCI

. HN™ “NH, e @

T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0  ppm

Sekil 8.11: (a) PAIAmM, (b) PAIG1 (D,O igerisinde), (c) PAIG2, (d) PAIG3, (e) PAIG4 (d-DMSO
icerisinde) BC-NMR spektrumlari
Yapilan spektroskopik analizlerle PAIAm’Un PAIG’e donisimU gdsterilmigtir. FT-IR
ve FT-Raman analizlerinde 1760, 1705 cm™ de sirasiyla gdzlenen —C(NH),"CI,
C=N, baglarina ait bantlar, ayrica PAIG yapilarina ait FT-IR spektrumlarinda 1150
cm?® de gbzlenen C-N-C bagina ait bantlar yapinin guanidinlestirildigini
gostermektedir. d-DMSO ile yapilan *H-NMR analizlerinde guanidin yapisindaki
birincil, ikincil amin ve imin protonlarinin dénidstimle degdisimi gézlenmistir. PAIAM

yapisindaki birincil amin protonlarinin artan dontsumle azaldigi, PAIG4
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spektrumunda tamamen kayboldugu gézlenmistir. **C-NMR spektrumlarinda ise

guanidin karbonundan kaynaklanan pik 159-162 ppm arasinda gozlenmistir.

8.3. Polimerlerin Cozelti Davranislarinin incelenmesi

8.3.1. Klor Elektrodu ile Calisma
Orion klor elektrodu polimer c¢ozeltilerinde bulunan serbest klor miktarinin

bulunmasi icin kullanilmigtir. 1011, 505,5, 252,8, 126,4, 63,2, 31,6 ppm’lik klor
cOzeltilerinden okunan potansiyel (mV) degerleri ile Kkalibrasyon egrisi
hazirlanmistir (Sekil 8.12). Cozeltilerden okunan potansiyel (mV) degerleri ile
kalibrasyon egrisi kullanilarak ¢ozelti igerisindeki serbest klor derigimleri
bulunmustur.
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Sekil 8.12: Klor elektrodu igin kalibrasyon egrisi

Polimer ¢ozeltilerinin derigsimiyle degisen klor miktarlari Cizelge 8.7'de verilmigtir.
Bu sonucglara goére polimerler seyreltik ¢ozelti icerisinde daha fazla ayrisarak
cOzeltiye daha fazla klor vermektedir. Ayrica PAIAm’den PAIG’e donisum klor
miktarinda yaklasik 3 kat artisa neden olmustur. Bu artis PAIG yapisi igin
protonlanan azot grubunun PAIAm’dan fazla oldugunu gostermektedir. PAIG
yapilari igcerisinde donugumun artmasi ¢oOzeltiye gecen klor miktarinda kuguk

artiglara neden olmustur.
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Cizelge 8.7: Polimer yapisindan ¢ozeltiye gegen klor oranlari

PAIAM PAIG1 PAIG2 PAIG3 | PAIG4
C (mg/mL) 1,019 1,005 1,008 1,001 1
% CI" 10.4 27.3 27.9 29 31.8
C (mg/mL) 0,51 0,503 0,504 0,501 0,5
% CI" 11.2 28.0 28.6 30.3 33.4
C (mg/mL) 0,383 0,377 0,378 0,376 0,375
% CI" 12.0 29.7 30.2 32.2 34.7

Kalibrasyon egrisinden elde edilen klor ylzdelerinin polimer derigimi ile degisimi

Sekil 8.13’te verilmigtir. Bu grafik tGzerinden derisim 0’a ekstrapole edilerek klor
oranlari PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 igin sirasiyla 12,6, 30,3, 30,7, 33,2

ve 35,9 olarak bulunmustur. Bu verilerin deneysel olarak Odl¢ilen en dusuk

derigsimdeki klor oranlarina oldukga yakin oldugu gorulmusgtar.
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Sekil 8.13: Cozeltide polimer derisimi ile degisen klor oranlari
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8.3.2. Dinamik Isik Sagilimi
PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 igin artan guanidin déndsim oraninin

polimerin ¢ozelti icerisindeki davraniglari Uzerine etkisinin incelenmesi amaciyla
dinamik 1s1k sagilmasi yontemi kullaniimistir.

Cizelge 8.8 ve sekil 8.14’de 1 mg/mL PAIAm c¢ozeltisi igerisinde 1, 10 ve 80 nm
boyutlarinda, oranlarinin sirasiyla %26, 41 ve 32 oldugu farkli yumaklarin
bulundugu gértlmektedir. Bu duruma hidrofobik etkilesimlerle polimer zincirlerinin
farkh kimeler halinde yumaklagmasinin neden oldugu didsunulmektedir. 1 nm
civarindaki yumaklarin degredatif zincir transferi nedeniyle ortamda bulunan

oligomerler oldugu tahmin edilmektedir.

Cizelge 8.8: 1 mg/mL PAIAm ¢ozeltisi igerisindeki yumak dagilimi

Diam. (nm}) % Intensity Width (nm)
Z-Average (rmm): 97 34 Peak 1: 9,795 413 3127
Pdl: 0,306 Peak 2: 79,60 322 2207
Intercept: 0,451 Peak 3: 1,085 265 02762

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000

Size (r.nm}

|[—— Recorag13: PALAN 1]

Sekil 8.14: 1 mg/mL PAIAm ¢b6zeltisinin DLS analizi
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Cizelge 8.9'da, sekil 8.15'te 1 mg/mL PAIG1 ¢Ozeltisi igerisinde 6, 36, 858 nm
boyutlarindaki yumaklarin, %64, 26 ve 10 oranlarinda oldugu gorulmektedir.
Yumaklarin boyutunda meydana gelen artisin guanidin déntsimu ile artan yan

grup hacmi ve hidrofobik etkilesimler nedeniyle oldugu distnulmektedir.
Cizelge 8.9: 1 mg/mL PAIG1 ¢ozeltisi igerisindeki yumak dagilimi

Diam. {nm} % Intensity Width (nmj}
Z-Average (rnm): 7,231 Peak 1: 5,748 63,8 2589
Pdi: 0452 Peak2: 351 265 18,28
Intercept: 0,216 Peak 3: 8578 9.7 6455

Result quality : Good

Size Detribution by Intensity

Intersy (%)

Size (r.nm)

Record 812 PALGT |

Sekil 8.15: 1 mg/mL PAIG1 ¢bzeltisinin DLS analizi
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Cizelge 8.10°da, sekil 8.16'da 1 mg/mL PAIG2 ¢ozeltisi igerisinde 7 ve 162 nm

boyutlarindaki yumaklarin %86 ve 14 oranlarinda oldugu gorulmektedir. Artan
guanidin gruplari nedeniyle yumak boyutlarindaki artisin devam ettigi
gozlenmektedir.
Cizelge 8.10: 1 mg/mL PAIG2 ¢ozeltisi icerisindeki yumak dagilimi
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (rnm): 6,474 Peak1: 7,396 85,9 4,084
Pdl: 0,356 Peak 22 1624 14,1 92,00
Intercept: 0,842 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
1O .................................... A RN PR RN PN RN RN PR PN FRA RN RN A RRA RN R R
z [N : :
=~ Bp e \ foeen :
= ,-"ll.l \
- J,.'{ .......... e "-.‘ ............. SERLEETETRETPRT RS PREPRET PR PREPRE
0 N :
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (r.nmj}

Record 832 PALGZ. |

Sekil 8.16: 1 mg/mL PAIG2 ¢ézeltisinin DLS analizi
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Cizelge 8.11'de, sekil 8.17°de 1 mg/mL PAIG3 c¢ozeltisi icerisinde 10 ve 194 nm

boyutlarindaki

yumaklarin %76 ve

%24 oranlarinda oldugu ve guanidin

gruplarindaki artisin yumaklar Gzerindeki etkisinin PAIG1 ve PAIG2 o&rnekleri

uzerindeki etki ile paralel oldugu gozlenmektedir.

Cizelge 8.11: 1 mg/mL PAIG3 ¢ozeltisi igerisindeki yumak dagilimi

Diam. {nm} % Intensity Width (nmj}
Z-Average (rnm): 9580 Peak 1: 9,954 757 6,141
Pdr 0,201 Peak 2: 1940 243 1016
Intercept: 0,748 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Size Destribution by Intensity
E L :
0 Vi \ / \__ .
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (r.nmj

Record 833 PALG3 |

Sekil 8.17: 1 mg/mL PAIG3 ¢ozeltisinin DLS analizi
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Cizelge 8.12'de, sekil 8.18'de 1 mg/mL PAIG4 ¢oOzeltisi igerisinde 5 ve 188 nm
boyutlarindaki yumaklarin %77 ve %23 oranlarinda oldugu goérulmektedir. Yumak
boyutundaki bu azalmadan polimer zincirinde artan guanidin gruplarinin

hidrofobikligi arttirdig1 anlasiimaktadir.
Cizelge 8.12: 1 mg/mL PAIG4 ¢ozeltisi igerisindeki yumak dagilimi

Diam. {nm} % Intensity Width {nmj}
Z-Average (Lnm):. 5,594 Peak1: 5427 774 2073
Pdl: 0,391 Peak 2: 1885 226 9541
Intercept: 0,787 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Inensty (%)
LI
—

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (r.nmj)

Record 837: PALG4 |

Sekil 8.18: 1 mg/mL PAIG4 ¢ozeltisinin DLS analizi
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DLS sonugclarina gore gizilen grafikle (Sekil 8.19) yumak boyutlarinin donusum ile
degisimi izlenmigtir. Buna gbére 1 mg/mL olarak hazirlanan PAIG1, PAIG2 ve
PAIG3 icin kiglik yumak boyutlarinin déntsumle yapida artan iyonik karakter
arttigi icin arttigi PAIG4 icin ise artan iyonik karakterle birlikte artan hidrofobiklik
nedeniyle azaldigi gozlenmistir. PAIAm ile kiyaslandiginda PAIG1, PAIG2 ve
PAIG4 icin yumak boyutlarinin daha kuguk oldugu, PAIG3 igin ayni oldugu
g6zlenmistir. Buyuk yumak boyutlarinda da PAIG1 ve PAIG2 yapilari arasinda
benzer bir davranis oldugu goézlenmistir. PAIG3 ve PAIG4 yumaklarinin ¢ok fazla

degismedigi gozlenmistir.
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Sekil 8.19: Polimer dénlsumleri ve yumak boyutlari arasindaki iligki
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8.3.3. Zeta Potansiyeli
Polimer zincirlerinin tasidigl yukian yumak yapisina olan etkisini gormek amaciyla

PAIAm, PAIG1 ve PAIG4 igin zeta potansiyelleri dlgulmustur.
Cizelge 8.13'te ve sekil 8.20'de 1 mg/mL PAIAm c¢ozeltisi igerisindeki zeta
potansiyelinin homojen olarak 18,6 mV oldugu gorulmektedir. Bu durum PAIAm

yapisinda bulunan protonlanmis amin gruplarindan kaynaklanmaktadir.
Cizelge 8.13: 1 mg/mL PAIAm ¢ozeltisi igerisindeki zeta potansiyel dagilimi

Mean (mV) Area (%) Width {m\)
Zeta Potential (mV): 1856 Peak1: 186 1000 3,73
Zeta Deviation (mV): 373 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0.540 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zata Polential Distribution
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Record 825 PaLam |

Sekil 8.20: PAIAmM ¢ozeltisi igin zeta-potansiyel analizi
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Cizelge 8.14’te ve sekil 8.21°de guanidin donusumunun %45 oldugu 1 mg/mL
PAIG1 ¢ozeltisi icerisindeki zeta potansiyelinin homojen olarak 45,8 mV’a ¢iktigi
gorulmektedir. Bu deder PAIG1 ¢ozeltisinin PAIAm’e gbre daha kararli oldugunu
gOstermektedir. %45 donlisum oranina sahip PAIG1 yapisinda artan iyonik
karakter polimer yumaklarinin ¢oézlcu igerisinde daha fazla dagilmasini

saglamaktadir.
Cizelge 8.14: 1 mg/mL PAIG1 ¢dzeltisi icerisindeki zeta potansiyel dagilimi

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): 458 Peak 1: 458 100,0 6.90
Zeta Deviation (mV)}: 6,90 Peak 2: 000 0,0 0.00
Conductivity (mSicm): 1,34 Peak 3: 000 0,0 0,00
Result quality :
Zata Potential Destribution
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Sekil 8.21: PAIG1 ¢Ozeltisi icin zeta-potansiyel analizi
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Cizelge 8.15'te, Sekil 8.22’de guanidin donusimunun en yuksek oldugu 1 mg/mL
PAIG4 c¢ozeltisinin zeta potansiyelinin 23,7 mV oldugu gorulmektedir. Artan
donusumle ¢ozelti kararhliginin azaldigi fakat PAIAm’e gére daha kararli oldugu
g6zlenmistir. En ylUksek doénlsum oranina sahip PAIG4 yapisinda artan iyonik

karakterle birlikte hidrofobik etkilesimlerin artmasi nedeniyle ¢6zucl igerinde
PAIG1 kadar dagilamamaktadir.

Cizelge 8.15: 1 mg/mL PAIG4 ¢dzeltisi icerisindeki zeta potansiyel dagilimi

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): 23,7 Peak 1: 237 1000 493
Zeta Deviation (mV): 493 Peak 22 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mSiem)k 1.58 Peak 32 0,00 0.0 0,00
Result quality :
Zeta Polential Distribution
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Sekil 8.22: PAIG4 ¢ozeltisi icin zeta-potansiyel analizi
Cozelti icerisindeki pargaciklarin ¢ézlcu igerisinde dagilma ya da kimelenme

egilimi hakkinda fikir veren zeta potansiyeli ile elde edilen bilgilere gére ¢ozicl
icerisinde en kararli yapinin PAIG1 oldugu gozlenmistir.
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8.4. Polimerlerin Termal Karakterizasyonu

8.4.1. Termogravimetrik Analiz
PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 vyapilarinin termal Kkararliliklari

termogravimetrik analiz ile belirlenmigtir. Sekil 8.23'te  verilen PAIAmM
termograminda polimerin dort basamakta bozundugu gozlenmistir. Buna gore ilk

bozunma 280 °C’de baslamaktadir.
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Sekil 8.23: PAIAmM’e ait TGA termogrami

PAIG1 igin sekil 8.24’te verilen termogramda bozunmanin dort basamakta
gerceklestigi  gorulmektedir. Yapidaki nemden kaynaklandigi dusunulen ilk
basamak 108 °C’de baslamakta ve kuitlenin yaklasik %8’i kaybolmaktadir. 276

°C’de baglayan bozunma ile yapinin bayuk kismi bozunmaktadir.
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Sekil 8.24: PAIGT’ e ait TGA termogrami

PAIG2 polimeri sekil 8.25te goruldigu gibi yapidaki nem c¢ikisi 107 °C’de
baglamakta ve kutlenin %8’i kaybolmaktadir. PAIG1’de oldugu gibi PAIG2’de dort
basamakta bozunmakta ve kutlenin buyuk cogunlugu 292 °C’de baslayan
bozunmayla kaybolmaktadir.
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Sekil 8.25: PAIG2’ ye ait TGA termogrami
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Sekil 8.26'da verilen termogram incelendiginde PAIG3 yapisinin da diger PAIG
ilk basamak 93

baslamakta ve polimer agiriginin %6’sini kaybetmektedir. 278 °C’de baslayan

yapilari gibi dort basamakta bozundugu gozlenmistir.

ikinci basamakta ise kutlenin buyuk ¢ogunlugu kaybolmaktadir.
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Sekil 8.26: PAIG3’e ait TGA termogrami
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PAIG4 icin sekil 8.27°de verilen termogramda ilk basamagin 79 °C basladigi ve
katlenin %4’Unun kayboldugu gorulmustur. Buayuk katle kaybinin oldugu ikinci

basamak ise 209 °C’de baglamaktadir.
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Sekil 8.27: PAIG4’e ait TGA termogrami
PAIG yapilarina ait termogramlar incelendiginde ilk basamakta hem baslangi¢

sicakliginda hem de olusan kutle kaybinda dugmeler gozlenmigtir. Bu durumun
yapida artan guanidin gruplariyla birlikte yapinin hidrofobik karakterinin
artmasindan kaynaklandidi dusunulmektedir. Bu nedenle yapidaki nem miktari
azalmakta, olan miktarin da uzaklagmasi kolay hale gelmektedir. Sekil 8.28’de

artan guanidin déntsuimu ile yapidaki su miktari arasindaki grafik verilmistir.

10

Yapidaki Nem (%)

3 T T T T T T T
PAIG1 PAIG2 PAIG3 PAIG4

Polimerler

Sekil 8.28: PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 icin déntsumle degisen nem yizdeleri
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8.4.2. Diferansiyel Taramali Kalorimetri

PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 polimerlerinin T4 degerleri DSC ile 20 mL/dk
akis hizinda N, atmosferinde ve 20 °C/dk isitma hizinda belirlenmisgtir.

PAIAm icin 223 °C olarak belirlenen camsi gegis sicakhgl PAIG1, PAIG2, PAIGS,
PAIG4 icin sirasiyla 194, 197, 199 ve 201 °C olarak bulunmustur (Sekil 8.29).

=30

PAIAmM Ty: Half Cp Extrapolated = 222 84 °C
225
| 20
PAIG1 Ty: Half Cp Extrapolated = 194.12 °C
1.0
PAIG2

Ty: Half Cp Extrapolated = 196.04 °C

=
i

Mormalized Heat Flow Endo Dosn (A00)
- . .
=]

PAIG3 .
05 Ty Half Cp Extrapolated = 199.13 *C
10 -+__,———~H_\
PAIG4
13 Ta: Half Cp Extrapolated = 200.67 °C
20
25
i} T T T T T T T 1
100 120 140 160 180 200 220 240 250

Temperature ("C)

Sekil 8.29: PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 icin DSC termogramlari
Guanidin donidsimua olan yapilarin T4 degerlerinin PAIAm’den dusuk olmasinin
nedeninin PAIAm zinciri Uzerinde duzenli tekrarlayan birimlerden kaynaklanan
zincirler arasi kuvvetli etkilesimin yapiya gelisiguzel takilan guanidin gruplari
tarafindan bozulmasi sonucu zincirler arasi etkilesimin azalmasindan
kaynaklandigi duasuniUlmektedir. Artan guanidin dénusimu ile zincirler arasi

etkilesim yeniden artmakta ve bununla birlikte Ty degeri de az da olsa artmaktadir.
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8.5. Polimerlerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin incelenmesi

8.5.1. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Degerinin Bulunmasi
Yapisinda; biguanid, kuaterner amonyum, N-alkilpridinium, gibi gruplar bulunan

katyonik polimerlerin antimikrobiyal Ozelliklerinin incelendigi ¢ok sayida c¢alisma
bulunmaktadir [49,53,57]. Polikatyonlarin negatif yukli hicre ylzeylerine ve
sitoplazmik zardaki lipopolisakkaritlere baglanarak etkinlik gosterdigi bilinmektedir
[18]. Bu bilgilerden yola cikilarak PAIAm Uzerinden modifikasyonla elde edilen
PAIG yapisinin antimikrobiyal etkinlik gostereceg@i dusunulmuagtur.

Farkli dénliisiim oranlarindaki PAIG yapisinin MIK degerleri PAIAm ve bakteriler
icin seftazidim, mantarlar icin flukonazol ile karsilastirmal olarak Cizelge 8.12’de
ug/mL olarak verilmistir.

Cizelge 8.16: Polimerlere ait MiK degerleri

Staphylococcus Escherichia Enterococcus Candida Candida Candida
aureus coli faecalis albicans krusei parapsilosis
(ATCC 29213) (ATCC 25922) | (ATCC 29212) | (ATCC 90028) | (ATCC 6258) | (ATCC 22019)
PAIG4 21024 21024 21024 21024 21024 21024
PAIG3 21024 21024 21024 21024 21024 21024
PAIG2 32 256 512 16 16 8
PAIG1 16 64 128 2 4 2
PAIAM 4 32 32 <1 <1 2
Seftazidim 0.5 0.25 1
Flukonazol - - - 0.5 16 0.5

PAIAmM’Un polimerik yapilar arasinda en yuksek etkinlige sahip oldugu
gorulmustir. PAIG vyapilarinda ise etkinligin artan dontusim ile azaldidi
go6zlenmigtir. Antimikrobiyal etkinligi etkileyen faktorler dusunuldugunde PAIAm ile
PAIG yapilari molekul agirhdi, hidrofobik gruplar ve karsit iyon agisindan 6zdestir.
Artan dénusumle zincir Gzerinde artan guanidin gruplari ile pozitif yik bakimindan
zenginlesen yapinin bakteri zari ile daha fazla etkileserek daha yuksek etkinlige
sahip olmasi beklenirken elde edilen sonuglar hipotezi dogrulamamistir ve bu

sonug¢ aglklanamamigtir.
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Mantar tarleri i¢in alinan sonuglar incelendiginde ise PAIAm yapisinin kontrol igin
kullanilan flukonazol kadar etkin oldugu hatta C. krusei i¢in kullanilan kontrol
ilacindan daha etkin oldugu gozlenmigtir. PAIG1 ve PAIG2 yapilarinin da Candida
turleri Uzerinde etkin oldugu gozlenmigstir. Katyonik gruplarin negatif yukli hicre
zar ile etkilesimi ile olan genel antimikrobiyal mekanizmanin yaninda mantarlar
icin allilamin yapilarina 0zgu bir diger mekanizma bu durumu aciklamaktadir.
Mantarlarin hicre zarlarinda memeli hucrelerinin zarlarinda bulunan kolesterol

yapisinin aksine ergosterol yapisi bulunmaktadir (Sekil 8.30).

Sekil 8.30: a) ergosterol b)kolesterol
Allilamin yapilar ergosterolin biyolojik sentezinin (Sekil 8.31) ilk basamag olan

skualen’in  epoksidasyon basamagini dolayisiyla ergosterol olusumunu
engelleyerek skualen birikmesine neden olmaktadir [95]. Bu mekanizma ile mantar
hdcresinin 6lumu ergosterol eksikliginden degil hiicre zarinda skualen birikmesi ile
olmaktadir [96]. Hlcre zarinda biriken skualen, zar gegirgenligini arttirarak hicre

batinligindn bozulmasina neden olmaktadir [97].
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Sekil 8.31: Ergosteroliin biyolojik sentez basamaklari [98]

PAIG yapilarinda artan donusumle azalan allilamin ylUzdesi nedeniyle etkinlik

dénusum arttikca azalmaktadir.
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8.5.2. Bakteriyel Tutunma Testi
S. aureus’'un PAIAmM, PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4 ile kaplanmig nitrosellloz

membran yuzeyinden alindiktan sonra TSA icerisinde olugturdugu koloni sayilari
Cizelge 8.17°de verilmisgtir.

Bu calismada polimerlerin MiK belirleme calismasinda alinan sonuglardan farkli
davranig gosterdigi g6zlenmistir. MIK sonuglarinda S. Aureus’a karsi PAIAm,
PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4 icin alinan sonuglar sirasiyla 4, 16, 32, >1024,
>1024 pg/mL iken nitrosellloz yuzeyine uygulandiklarinda olusan koloni sayilari
kontrol grubuna goére logaritmik olarak PAIAmM, PAIG3 ve PAIG4 icin yaklasik
olarak 2,2 kat PAIG2 icin 2,3 kat PAIG1 i¢in ise 5,4 kat azalmistir. PAIG1’in yuzey
uzerindeki etkinliginin bu kadar artmig olmasi guanidin gruplari nedeniyle
nitrosellloz ile PAIAmM’e goére daha fazla etkileserek yapida dénismeden kalan
AlAm (alllamin) gruplarinin ylzeye daha fazla yayillmasini saglamasindan
kaynaklandigi dusunitlmektedir. Bakteriler Gzerinde amin grubunun guanidin

grubundan aktif olmasinin nedeni agiklanamamistir.

Cizelge 8.17: Nitroselliloz ylizeyinden alinan bakterilerin TSA’da olusturdugu koloni sayilari

Koloni sayisi (cfu/mL)
PAIAM 1,8x 10°
PAIG1 1,0x10?
PAIG2 1,3x10°
PAIG3 2,0x10°
PAIG4 1,7x10°
Kontrol 2,8x 10’

T. A. Hatton ve grubu tarafindan monomeri olmayan bu nedenle poli(N-
vinilformamid)’in hidrolizi ile elde edilebilen poli(N-vinilamin)’in guanidinlegtirimesi
ile olusturulan ve bakteri zarinin pargalanmasini saglayacak grup olarak sadece —
CH, ve —CH gruplarini barindiran Poli(N-vinilguanidin)’in antimikrobiyal agidan
oldukga etkin oldugu gorulmustur [18]. Bu galismadan yola ¢ikilarak, ticari olarak
bulunan allil karbonu nedeniyle hidrofobik grup bakimindan daha zengin olan
poli(allilamin hidroklorlr)dn guanidinlestirimesi ile elde edilen poli(alliiguanidin
hidroklortr)’iin antimikrobiyal agidan etkin olacagi disunulerek yapiimistir. PAIAM

ve PAIG molekul agirligl, karsit iyon, aktif grubun ana zincire olan uzakhg: ve
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hidrofobik grup bakimindan 6zdes iken, yuk yogunlugu bakimindan daha zengin

olan guanidin yapisinin donusum arttikga etkinliginin azalmasi agiklanamamistir.
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9. SONUGLAR
Bu calismada elde edilen sonuglar toplu olarak asagida verilmigtir.

» Asidik ortamda siyanamit yapisinda bulunan nitril grubu aktif hale
getirildikten sonra karbon Uzerinden PAIAm'Un amin grubuna katiimasiyla
PAIG elde edilmistir.

» Farkh oranlarda (1:1,2, 1:1,8, 1:2,6, 1:5,2) siyanamit kullanilarak farkli
donusum oranlarinda PAIG yapilari elde edilmistir ve sirasiyla PAIG1,
PAIG2, PAIG3, PAIG4 olarak adlandiriimistir.

» Elementel analiz sonuglari TGA termogramlarindan elde edilen nem ile ilgili
bilgilerle yeniden duzenlenerek yapilan hesaplamalarla PAIG1, PAIG2,
PAIG3, PAIG4 icin donlsum oranlar sirasiyla %45, 71, 98 ve 121 olarak
bulunmustur.

» FT-IR sonuglarina gére 1760, 1705, 1150 cm™ de sirasiyla gdzlenen —
C(NH),’CI, C=N, C-N-C baglarina ait bantlar yapinin basariyla
guanidinlestirildigini gostermistir.

» Modifikasyonun Raman spektrumu tzerinden gorulmesi amaciyla donugum
sonrasi yapida olusan C=N bagina ait 1705 cm™ deki pik alaninin yapida
doénlsim oOncesi ve sonrasi ¢ok sayida oldugu icin i¢ standart olarak
kullanilabilecek C-H bagina ait 1450 cm™ deki pik alanina oranlanmasiyla
C=N indeksleri bulunmustur. PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 igin elde edilen
C=N indeksleri sirasiyla 0,21, 0,23, 0,27, 0,34 olarak bulunmustur. Artan
siyanamit oraniyla elde edilen PAIG yapilar i¢in artan C=N indeksleri
donusumun siyanamit miktariyla arttigini gostermektedir.

» d-DMSO ile yapilan *H-NMR analizlerinde guanidin yapisindaki birincil ve
ikincil amin ile imin protonlarinin déndstumle degisimi gézlenmigstir. PAIAmM
yapisindaki birincil amin protonlarinin artan doénudstimle azaldidi, PAIG4
spektrumunda tamamen kayboldugu gOzlenmisgtir. 13C-NMR
spektrumlarinda ise guanidin karbonundan kaynaklanan pik 159-162 ppm
arasinda gozlenmisgtir.

» Klor elektrodu ile yapilan ¢alismada PAIAm yapisindan ¢ozeltiye gecen klor
miktar1 1, 0,5 ve 0,35 mg/mL polimer ¢ozeltileri igin sirasiyla %10, 11 ve 12
olarak bulunmustur. Guanidin dénugsumleri ile bu oranin yaklasik 3 kat
arttig1 gézlenmistir. Bu durum déndsuimin ardindan guanidin yapisinda

protonlanan azot sayisinin birden fazla oldugunu gostermektedir. Ayrica
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artan donusumun ¢ozeltiye gecen klor miktarinda kuguk artiglara neden
oldugu goézlenmistir.

DLS ile yapilan calismada PAIAm icin 1 nm civarindaki yumaklarin
degredatif zincir aktarimi nedeniyle ortamda bulunan oligomerler oldugu
tahmin edilmektedir.

PAIG1, PAIG2 ve PAIG3 icin yumak boyutlarinda meydana gelen artigin
guanidin doénusimu ile artan yan grup hacmi ve hidrofobik etkilesimler
nedeniyle oldugu dusunulmektedir.

PAIG4 06rneginde yumak boyutlarinda azalma goézlenmigtir, bu durum
polimer zincirinde artan guanidin gruplarinin hidrofobik etkilesimi arttirdigini
gOstermektedir.

Zeta potansiyeli 1 mg/mL PAIAm ¢ozeltisi icin 18,6 mV olarak olgiimustar.
PAIG1 icin yapiya katillan guanidin gruplarinin etkisiyle zeta potansiyeli
45,8 mV olarak olgulmustar. Bu deger PAIG1 ¢ozeltisinin PAIAM’e gore
daha kararli oldugunu gostermektedir. Yapida artan yuk yogunlugunun
polimer zincirlerinin ¢bézlcu icerisinde daha fazla dagiimasini sagladigi
dusunulmektedir.

1 mg/mL PAIG4 c¢ozeltisi igin Olgulen zeta potansiyeli 23,7 mV olarak
OlcUlmustur. Yapida artan iyonik gruplara ragmen bu deger, artan
hidrofobik etkilesimler nedeniyle oldugu disunulmektedir.

PAIG yapilarina ait TGA termogramlari incelendiginde ilk basamakta hem
baslangic sicakhginda hem de olusan kitle kaybinda dusmeler
g6zlenmistir. Bu durumun yapida artan guanidin gruplariyla birlikte yapinin
hidrofobik karakterinin artmasindan kaynaklandigi distnutlmektedir. Bu
nedenle yapidaki nem miktari azalmakta, olan miktarinda uzaklagsmasi
kolay hale gelmektedir.

Yapilan DSC analizlerinde PAIAm igin 222 °C olarak belirlenen camsi gegis
sicakhgr PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 icin sirasiyla 194, 196, 199 ve 200
°C olarak bulunmustur. Guanidin dénigimu olan yapilarin T4 degerlerinin
PAIAm’den disik olmasinin nedeninin PAIAm zinciri Uzerinde duzenli
tekrarlayan birimlerden kaynaklanan zincirler arasi kuvvetli etkilesimin
yaplya gelisiguzel takilan guanidin gruplar tarafindan bozulmasi sonucu

zincirler arasi etkilegsimin azalmasindan kaynaklandigr dusunulmektedir.
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Artan guanidin donusumu ile zincirler arasi etkilesim yeniden artmakta ve
bununla birlikte Ty degeri de az da olsa artmaktadir.

> PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3, PAIG4 icin yapilan MIK belirleme
calismalarinda PAIAmM’Un polimerik yapilar arasinda en ylksek etkinlige
sahip oldugu gorulmastur. PAIG yapilarinda ise etkinligin artan donasum ile
azaldigi  gozlenmistir.  Antimikrobiyal etkinligi  etkileyen faktorler
disundldiginde PAIAm ile PALG vyapilari molekidl agirhigi, hidrofobik
gruplar ve karsit iyon acisindan ozdegtir. Artan dontsumle zincir Uzerinde
artan guanidin gruplari ile pozitif yik bakimindan zenginlesen yapinin
bakteri zari ile daha fazla etkileserek daha yuksek etkinlige sahip olmasi
beklenirken elde edilen sonuglar hipotezi dogrulamamistir ve bu sonug
aciklanamamistir.

» Mantar tarleri icin alinan sonuclar incelendiginde ise PAIAmM yapisinin
kontrol i¢in kullanilan flukonazol kadar etkin oldugu goézlenmistir. PAIG1 ve
PAIG2 yapilarinin da Candida turleri Uzerinde etkin oldugu gozlenmistir.
Katyonik gruplarin negatif yUkli htcre zarn ile etkilesimi ile olan genel
antimikrobiyal mekanizmanin yaninda mantarlar igin allilamin yapilarina
0zgu bir diger mekanizma bu durumu agiklamaktadir. Allilamin yapilari
ergosterolln biyolojik sentezinin ilk basamagi olan skualen'’in epoksidasyon
basamagini dolayisiyla ergosterol olusumunu engelleyerek skualen
birikmesine neden olmaktadir. Hlcre zarinda biriken skualen zar
gegirgenligini  arttirarak  hldcre butunliginin  bozulmasina neden
olmaktadir. PAIG yapilarinda artan doénudstimle azalan allilamin yldzdesi
nedeniyle etkinlik donugum arttikga azalmaktadir.

> Aderans calismasinda polimerlerin MiK belirleme galismasinda alinan
sonuglardan farkli davranis gésterdigi gézlenmistir. MiK sonuglarinda S.
Aureus’a karsi PAIAm, PAIG1, PAIG2, PAIG3 ve PAIG4 icin alinan sonuglar
sirasiyla 4, 16, 32, 21024, 21024 ug/mL iken nitrosellloz ylzeyine
uygulandiklarinda olusan koloni sayilari kontrol grubuna goére logaritmik
olarak PAIAm, PAIG3 ve PAIG4 igin yaklasik olarak 2,2 kat PAIG2 igin 2,3
kat PAIGL1 igin ise 5,4 kat azalmistir. PAIG1’in ylzey Uzerindeki etkinliginin
bu kadar artmis olmasi guanidin gruplari nedeniyle nitroseluloz ile PAIAm’e

gore daha fazla etkileserek yapida doénismeden kalan AIAm (allilamin)
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gruplarinin yizeye daha fazla yayilmasini saglamasindan kaynaklandigi

dusunulmektedir.
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