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PATOJENIK BAKTERILERIN TANISI iCIN NANOESASLI SENSOR
PLATFORMLARI

ALIAKBAR EBRAHII
Doktora, NANOTEKNOLOJI ve NANOTIP Anabilim Dali
Tez Danigmant: Prof. Dr. Erhan BiSKIiN
Eylil 2017, 110 sayfa

Bu calismanin ilk kisminda Kitosan-g-PCL kopolimerleri ve PCL sentezlenmistir.
Oligo-PCL zincirlerinin kitosan zincirleri Gzerinde graft edilmesi icin kitosan azot
atmosferi altinda asidik ortamda (metansolfunik asit) ¢o6zundikten sonra -
kaprolakton monmeri iki farkli oranda ortama ilave edilmis ve iki farkh kitosan-graft-
PCL kopolimerleri (CS-g-PCL | ve CS-g-PCL Il) sentezlenmigtir. PCL sentezi igin
halka agilmasi polimerizasyonu kullaniimistir. e-kaprolakton monomeri payreks tup
icinde 110 C sicakliga kadar isitildiktan sonra 5 dakika boyunca azot atmosferi
altinda tutulmus, monomerin 1/1000 (agirlikga) oraninda kalay oktoat katalizor
olarak ilave edilmigtir. Elde edilen karigim vorteks ile hemojenlestirilmig, daha sonra
24 saat boyunca 120 C’de bekletilerek PCL sentezi tamamlanmistir. Sentezlenen
polimerler FTIR, 'H-NMR, TGA ve GPC yontemleri ile karakterize edilmis ve
polimerlerin bagarili bir gsekilde sentezlendigi saptanmis ve molekul agirliklari elde
edilmigtir. Daha sonra PCL’nin kopolimerlerle ayri ayri farkli oranlarda kloroform ve
N,N-dimetilformamid ¢6zlcu sisteminde karigimlari olusturulmus ve bu karigimlar iki
farkli yontem kullanilarak elektroegirilmis, PCL ve kitosan-graft-PCL-blend-PCL
nanofiberleri olusturulmustur. Nanofiberlerin Uretimi igin kullanilan ilk yéntem
geleneksel siringal elektroedirme yontemdir. Kullanilan ikinci yontem ise Elmarco
sirketi tarafindan Uretilen Elmarco “Nanospider” cihazidir. Nanofiberlerin ylzey
kimyasi, hidrofilik ve hidrofobik 6zellikleri, mekanik o6zellikler, morfolojileri ve
fiberlerin ¢aplari, sirasiyla XPS (X-i1sini fotoelektron spektroskopisi), su temas agisi
testi, mekanik test ve SEM ile incelenmigstir. Daha sonra nanofiberlerin antibakteriyel
Ozellikleri gram pozitif ve gram negatif patojen bakteriler Uzerinde incelenmigtir.
Nanofiber matrisleri tGzerinde biyofilm olusumu deneyleri de gergeklesmistir. Son
asamada sonokimyasal indirgeme yontemi ile nanofiber yuzeylerine farkli
konsantrasyonlar kullanilarak altin ve gumus partikilleri yiklenmistir. Kiyaslama



amaci ile dnceden sentezlenen altin nanopartikilleri de sonikasyon yardimiyla
nanofiber matrisleri Gzerine yuklemistir. Nanofiberlerin SEM goérintuleri elde edilerek
nanofiberlerin yluzeylerinde olusan altin ve gumuas nanopartikilleri incelenmistir.
Farkli oranlarda nanofiber matrislerin ylzeylerine yuUklenen altin ve gumus
nanopartikillerin SERS etkileri raman spektrumlari alinarak incelenmigtir. Daha
sonra en yuksek SERS piklerine sahip altin ve gimus yuklenmis nanofiberin
yuzeyleri flioresan boya ile boyanmis ve bu yuzeylere E. coli ATCC 25922
suspansiyonu ilave edilerek yuzeylerin bakteri Uzerinde etkileri degerlendirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, PCL, Kitosan-graft-PCL, Nanofiber, Elektroegirme,
Sonokimyasal indirgeme, SERS, Flloresan mikroskop.
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In the first part of this study, chitosan-graft-PCL (CS-g-PCL) copolymers and PCL
polymer were synthesized. For grafting of PCL oligomers on the chitosan chains,
chitosan was dissolved in acidic solvent (Methane sulfonic acid) under N2
atmosphere, then e-caprolactone monomers was added to the solution. Grafting
reaction initiated in acidic condition and ended after 5 hours. In this part two different
CS-g-PCL copolymers with different proportion of chitosan and e-caprolactone were
synthesized. Synthesizing of PCL polymer was carried out by use of the ring opening
polymerization. e-caprolactone in pyrex tube heated up to 110°C under N2
atmosphere, after that Sn(Oct)2 was added as catalyzer and put in oven at 120 C for
24 hours. Synthesized copolymers and PCL were characterized with FTIR, "THNMR,
GPC and TGA. Results of characterization described that the synthesize procedures
were done successfully. Molecular weights of copolymers and PCL were obtained.
Then, different blends of PCL with each of the copolymers were prepared in the
chloroform and N,N-dimethylformamide as a solvent system. PCL and Blend
solutions were used to prepare nanofibers with electrospinning. Two different types
of electrospinning system were used to prepare nanofibers. In the first part,
conventional electrospinning system with syringe and rotating collector was used to
produce nanofibers. In the second part, nanospider electrospinning machine
produced with Elmarco Co. was used for electrospinning process. Surface
chemistry, hydrophilic and hydrophobic character and mechanic strength of
nanofiber matrices were characterized with XPS (X-ray Photoelectron
Spectroscopy), water contact angle and mechanic tests respectively. Antibacterial
activity of the nanofiber matrices were studied with use of two different bacteria as
gram positive and gram negative bacteria. Also the formation of biofilm on the



surface of nanofiber matrices was studied. Sonochemical reduction method was
used for reduction of gold and silver nanoparticles on the surface of the nanofiber
matrices, and for comparison, deposition of synthesized gold nanoparticles on the
surface of the nanofiber matrices with use of sonication was done in parallel with
sonochemical reduction procedure. SEM image of prepared nanofiber matrices and
nanofibers doped with gold and silver particles, were obtained and showed
successful preparation of matrices. Raman spectroscopy was used to study the
surface enhanced (SERS) properties of doped gold and silver nanoparticles on the
surface of nanofiber matrices. Then the effect of nanofiber matrices with highest
SERS peaks on gram negative bacteria (E. coli ATCC 25922) studied with
fluorescence microscope.

Keywords: Chitosan, PCL, Chitosan-graft-PCL, Nanofiber, Electrospinning,
Sonochemical reduction, SERS, fluorescence microscope.
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1. GIRIS
Gunumuzde antibakteriyel 6zellige sahip nanoyapili matrisler ve patojen bakterilerin
tanisi icin immobilizasyon saglama 6zelligi olan nanoesal nanoyuzeylerin Uretimi
tip, gida ve gida ambalaji alanlarinda buyuk Onem tasimaktadir. Tani
uygulamarinda kullanilan polimerik matrisler ¢ok farkh dogdal veya sentetik
polimerler, polimer karisimlari ve kopolimerleri kullanarak uretiimektedir. Ayrica
bakteri veya bakteri tanisinda kullanilacak ajanlarin immobilizasyonunu saglamak
icin bu ylizeylerin katyonik yapiya sahip olmalari énemlidir. immobolizasyon
saglamak igin bu ¢alismalarda kullanilan polimer veya polimer karigimlarinin pozitif
yuk tasimalari énemli karakterlenderdir [1]. Matrislerin hazirlanmasi igin farkli
polimer igsleme teknikleri kullanilabilir ve matrisler film halinde olusturulur.
Bakterilerin, antibakteriyel 6zellik tasiyan gruplar veya ajanlarla etkili sekilde temas
saglamasi igin matrislerin yapilari cok 6nem tagimaktadir. Ginimuzde nanoyapili
olusumlar (¢ok yuksek ytizey/hacim oranlari nedeniyle) guglu etkilesim saglamak
acisindan en yaygin c¢alisma konusudurlar. Nanoyapili matrisler arasinda
nanofiberler en yaygin kullanilan matrislerdendirler. Nanofiber Gretimi i¢in bir ¢ok
yontem (gizim yapmak, sablon sentezi, faz ayrimi, Kendiliginden montaj ve
elektroegirme gibi) kullaniimaktadir. Bu yontemler arasinda, gesitli polimerlerden
kontrol edilebilir morfoloji ile purtizstiz nanofiberlerin hazirlanmasi igin elektroegirme
basit ve guvenilir bir teknik olarak kullaniimaktadir [2]. Elektroegirme prosesinde
uygun polimer sec¢imi en oOnemli asamadir. Sentetik polimeler arasinda,
polikaprolakton (PCL), tip, gida ve ambalaj alaninda en c¢ok kullanilan
polimerlerdendir. PCL nanofiber matris Uretimi icin en uygun polimerlerdendir ve
dinya genelinde bir ¢ok arastirma gurubu tarafindan nanofiber Gretimi igin
kullaniimaktadir [3,4]. PCL’nin en bluylk dezavantaji notr bir yapiya sahip olmasidir.
Bu nedenle sadece PCL'den olusan matrislerin kullanimi ¢ok sinirlidir [5].
Antibakteriyel 6zellik ve katyonik yapiya sahip dnde gelen polimerlerden biri kitosan
(CS)'dir. CS antibakteriyel 6zelligi ve katyonik yapisi nedeni ile tip ve gida alaninda
blyuUk ilgi gérmektedir [6-8], ancak kirilgan yapisi nedeni ile nanofiber Uretiminde
tek basina kullanilmamaktadir. Bir ¢ok calismada CS ve PCL’nin avantajlarini
birlestirmek ve dezavantajlarini azaltmak veya ortadan kaldirmak amaci ile, bu iki
polimer nanofiber Uretimi icin birlikte kullanilmistir [9-13]. Bu ¢alismalarda dne ¢ikan

en blyluk problem CS ve PCL icin ortak ¢dzicu bulmasidir. CS sulu asidik



ortamlarda ¢6zunurken PCL kloroform gibi organik ¢éztcullerde ¢ézinmektedir. Bu
nedenle CS ve PCL karigsimlari olusturmak icin ¢ok pahali ¢ozicl karisimlari
kullaniimigtir ki ekonomik agidan blyuk bir dezavantaj sayilir ve ayni zamanda bu
¢ozucu karisimlarinin toksik etkileri Uretilen matrislerin kullanimini kisitlamaktadir
[5,12,13]. Cobzuclu problemini gidermek icin kullanilan yaklasim, graft
kopolimerizasyon yontemidir. Bu c¢alismada graft kopolimerizasyon yontemi
kullanilarak CS zincirleri Uzerine oligo-PCL zincirleri graft edilmistir. Boylece elde
edilen CS-graft-PCL (CS-g-PCL) kopolimerler, PCL ile ayni ¢bzuculerde ¢ozunar
hale gelir ve ¢bzlcu sorunu ortadan kaldirilmis olur. Bu ¢alismada kullanilan
polimerlerin (Kitosan, PCL ve graft kopolimerler) kimyasal yapilari ve molekular
agirhiklar (MW) ve molekul agirhgr dagihmlari, fourier donuasumlu kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi, hidrojen niikleer manyetik rezonans ('H-NMR) spektroskopisi,
termogravimetrik analiz (TGA) ve jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) yontemleri ile
incelenmis ve karakterize edilmistir. Bu analizlerden elde edilen sonuglar oligo-PCL
zincirlerinin kitosan Uzerine basaril bir sekilde graft edildigini kanitlamaktadir. ikinci
asamada PCL ve kopolimerlerin karigimlari olusturularak elektroegirme yontemi ile
nanofiberler Uretilmistir. Elektroegirme igin genelde arastirma gruplarinda
geleneksel siringal elektroegirme sistemi kullaniimaktadir. Bu sistem sadece
deneysel amagl kullanilan bir sistemdir ve ticari amag icin kullanilmamaktadir. Son
yilllarda bir ¢ok firma tarafindan hem ticari hem de deneysel kullanim igin
elektroegirme cihazlari Gretilmistir. EImarco sirketi tarafindan Uretilen pilot olgekli
nanospider cihazi laboratuvar ortaminda kullanmak i¢in en uygun yeni nesil
elektroedirme cihazlarindandir ve bu galismada siringali elektroegirme cihazinin
yani sira bu cihaz da nanofiber Uretimi igin kullaniimistir. Nanofiber matrislerin
yapilari ve fiber caplari, hidrofilik ve hidrofobik 6zellikleri, yizey kimyasi, mekanik
Ozellikleri sirasiyla taramali elektron mikroskobu (SEM), su temas acisi testleri, X-
Isin1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ve mekanik test cihazi ile incelenmistir.
Nanofiber matrislerin antibakteriyel 6zellikleri iki farkh (gram pzitif ve gram negatif)
bakteri kullanarak arastiriimistir. Bununla birlikte nanofiber matrislerin ylzeylerinde
biyofilm olusumu da incelenmistir. Ayrica bir alternatif olarak hazir matrislerin
yuzeyinde farki Ozelliklere sahip gruplar yuklemek igin bazi kimyasal yontemler
mevcuttur. Sonokimyasal indirgeme yodntemi polimerik filmlerin yuzeylerinde
nanopartikil (NP) yuklemek icin kullanilan bir yaklagimdir. Nanofiber matrislerin

yuzeylerine altin ve gumus NPleri yuklemek icin bu yontem kullaniimistir ve bu
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yuzey zenginlestirmenin sonuglari raman spektroskopisi ile incelenmistir. SERS
etkisi ilk olarak puruzli gimus elektrot yuzeylerine adsorbe edilmig piridinin yuksek
derecede gugli Raman sinyalleri olarak goézlemlenmistir [14-17]. Toplamda
ortalama 1 milyon kat (10°) kadar arttirma oldugu bildiriimistir, ancak arttirmalarin
yuzey boyunca oldukga heterojen oldugu bilinmekte olup, bazi yuzey alanlarinin 1
milyar kat (10°) kadar arttirma faktoriine sahip olabilecegini diistindirmektedir [18-
20]. Tez kapsaminda yuzeylerine altin ve gumus yuklenmis nanofiberlerin SERS
spektrumlari elde edilmis ve en yuksek SERS piklerine sahip yuzeyler flloresan

boya ile boyanarak E. coli ATCC 25922 bakteri susu Uzerinde etkileri incelenmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kitin ve Kitosan

Kitin veya poli (3-(1—4)-N-asetil-D-glukozamin), ilk defa 1884'de tanimlanan, dnemli
bir dogal polisakarittir. Bu biyopolimer, ¢ok sayida canli organizma tarafindan
sentezlenir [21] ve selllozdan sonra en ¢ok bulunan dogal polimerdir. Kitin, eklem
bacaklilarin dig iskeletinde veya mantarlarin ve mayalarin hicre duvarlarinda
yapisal bilesenleri olusturan duzenli kristalin mikrofibriller seklinde bulunur.
Endustriyel islemede, kitinin ekstraktsiyonu igin asit isleme ile kabuktaki kalsiyum
karbonat ¢ozunur ve ardindan proteinlerin gozunmesi icin alkalin ¢ozelti kullanilir.
Kitin, farkh konformasyonlara donusurken ufalanir ve az ¢oézunurdar. Cozunurluk
sorunu, hem kitinin islenmesinde, hem de kullaniminda ve karakterizasyonunda ¢ok
onemli bir sorundur. Kitin, alkalin kosullar altinda kismi deasetilasyon yoluyla
kitosana donustikten sonra daha fazla uygulama alanina sahip olur [22-24].
Kitosan, B-(1—4)-N-asetil-D-glukosamin (molar fraksiyonu: DA), ve B-(1—4)-D-
glukozamin (molar fraksiyonu (1-DA)), igeren rasgele bir kopolimerdir (Sekil 2.1)
[25]. Kitosanin asetilasyon derecesi, N-asetillenmis birimlerin molar fraksiyonu (DA)

veya asetilasyonun yuzdesi (%DA) ile belirlenir.
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Sekil 2.1. Kitin ve Kitosan [25].

2.1.1. Kitinin Morfolojisi

Kaynagina bagli olarak, kitin iki allomorf, yani a ve 3 formlar [26,27] olarak ortaya
ctkar ve X-i1sini kirnnimi (XRD) ile birlikte kizilétesi (IR) ve kati hal nukleer manyetik
rezonans (NMR) spektroskopileri ile ayirt edilebilir. Kati halde, kitin zincirleri, sisme,
¢6zUnUrlUk ve reaktiviteyi kontrol eden hidrojen baglarinin olusturdugu aglar

tarafindan toplanir.
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Kitin iki izomorfa sahiptir: a-kitin ve B-kitin. a-kitin izomorfu bugtine kadar en bol
miktarda bulunan kitin izomorfudur [28]; iki izomorfun kristalografik parametreleri, a-
kitinde birim hucre basina iki adet antiparalel molekulin oldugunu, ancak B-kitin
icinde sadece bir tane molekulin paralel bir bicimde oldugunu gostermektedir (Sekil
2.2) [29]. Bu iki izomorf yapida, zincirler levhalar seklinde diizenlenmis ve levha igi

hidrojen badlari ile tutulmustur.
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Sekil 2.2. o-kitin ve B-kitin [29].

Buna ek olarak, a-kitinin kristal yapisinda gorunen tabakalar arasi hidrojen baglari,
kiguk molekullerin kristalin faza difuzyonunu onler. B-kitinin kristal yapisinda
tabakalar arasi hidrojen baglari bulunmamaktadir. Sonug olarak, hem o hem de 8
formlari tim yaygin solventlerde ¢ézinmez ve bu ¢dzinmezlik, kitinlerin iglenmesi

ve uygulamalarinin gelistiriimesi igin buyuk bir sorundur.

2.1.2. Kitosan

Kitosan terimi genellikle, kitinin deasetilasyonundan sonra degisen derecelerde elde
edilen bir polimer ailesini belirtir. Aslinda, asetilasyon derecesi, iki kalinti turu
arasindaki dengeyi yansitir (Sekil 1.1.), ve kitin ile kitosani ayirt eder. DA (mol
yuzdesi olarak ifade edilir) %50 mol'dan duslk oldugunda, drin kitosan olarak
adlandirilir ve asidik sulu sollsyonlarda ¢6zintr hale gelir [30]. Deasetilasyon
esnasinda, asetil gruplar ¢ikarilir fakat ayrica, kitosanin MW'indaki degigsikliklerle

gosterilen, depolimerizasyon reaksiyonuda olusur.



Kitin enzimatik preparatlar [31-33] veya kimyasal prosesler [34,35] ile kitosana
donusturulebilir. Kimyasal yontemler, maliyetlerinin dugsuk olmasi ve seri uretime

uygun olduklari nedeniyle, kitosan Uretiminde yaygin olarak kullaniimaktadirlar [35].

2.1.3. Kitosanin Karakterizasyonu ve Cozundirligu

Kitinin kismen deasetilasyonu sonucu uretilen kitosan, sulu asidik ortamlarda
(ortalama asetilasyon derecesi 0.5'in altinda oldugunda) ¢6zunur hale gelir. Aslinda,
bu sonug¢ asetil gruplarinin kitosan zincirleri boyunca dagilimlarina baghdir. Bu
asamada, polimerin buyUk Olgcude karakterizasyonunu incelemek mumkundur,
ancak baslangi¢ kitin subestradindan farkli olabilir, 6zellikle de gui¢li alkalin ortamda
deasetilasyon yapilmasi sirasinda polimerin molekul agirligi azalmaktadir. Cozelti
halinde olan kitosanin fiziksel 6zellikleri guglu bir sekilde DA'ya ve zincirler Uzerinde
asetil gruplarin dagilimina baghdir. Kati kitin Uzerinde gerceklesen heterojen
deasetilasyonu sonucu asetil gruplarinin blok-bazli dagilimi, seyrek ¢ozeltilerde bile
zincir birlesmesine, agregat olusumuna ve vyanisra molekdl agirliginin
belirlemesindeki gugliklere sebep olmaktadir [36,37]. Ek olarak, asidik ortamlarda
¢6zlinen ve asetil gruplarinin rastgele bir dagihmini elde etmek igin (DA 0.6'ya
kadar) tamamen deasetilenmis kitosanin homojen fazda reasetilize edilmesi
muUmkundar [38]. Bu ortamlarda zincir boyunca D-glukozamin birimlerinin C-2
pozisyonunda bulunan serbest -NH2 gruplarinin varhgdi, homojen ortamda spesifik
reaksiyonlara izin verir [39-42]. Kitosanin karakterizasyonunda ilk adim, MW
(¢6zinur halinde), daha sonra DA ve nihayet NMR ile zincir boyunca asetil
grubunun dagiliminin belirlenmesidir. Ek olarak, kitosanin ¢ézunmesi igin farkl
asetik asit bazli gozucuiler 6nerilmistir, drnegin: Sulu ortamdaki sodyum asetata (0.1
veya 0.2 M'ye kadar) 0.3 M asetik asit eklenmistir. YUKkIU zincirlerin arasindaki uzun
mesafede etkili olan elektrostatik iticileri drtmek igin harici bir tuzun varhgi gereklidir.
Kitosan ayni zamanda asetik asit veya hidroklorik asit ¢ozeltilerinin 6'dan disuk
pH’larinda ¢6zunr hale gelir (i¢ pK degeri 6.5 civarindadir) [21].

Kitosanin ortalama DA degerini belirlemek icin, infrared spektroskopi [43], elementer
analiz ve potansiyometrik titrasyon gibi farkli teknikler kullanilabilir, ancak sivi hal
H-NMR [44] ve kati hal "3C-NMR [45,46] tercih edilir. Kizilétesi spektroskopisi
dikkatli bir sekilde kullanilmahdir, zira sonuglarin yorumu, uygun bir taban hattinin
benimsenmesindeki zorluklarla ilgilidir. Bu problem, daha énce farkli DA'lara sahip

olan numuneler igin de tartisiimistir [43]. Halihazirda, 'H-NMR, ¢ozlinebilen



numuneler igcin dogru DA bulmak igin en uygun yontem olarak gozukmektedir. Bir
ornek, Sekil 2.3'de [25] verilmistir. Buna ek olarak, '*C NMR, kati haldeki ve sivi
fazdaki 6lgcumler arasinda iyi bir uyum saglayarak, saf haldeki kitinden tamamen
deasetile edilmis kitosana kadar DA'nin saptanmasi i¢in de uygundur (Sekil 2.4)
[45]., Kitosan zincirleri boyunca asetil gruplarinin dagilimini saptamak ig¢in yuksek

alanli '3C-NMR spektroskopisi gok dnemlidir [47].
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Sekil 2.3. pH 4'de, T=85°C'de ve polimer konsantrasyonu 5 g/L'de D20'da DA = 0.06
olan kitosanin "H-NMR spektrumu. 4.9 ppm'lik sinyaller, D-glukozamin biriminin H-
1'i igin, 4.7 ppm'de H-1 N-asetil-D-glukosamin igin, 3.2 ppm'de H-2 igin ve 2.1
ppm'de -CHs igin (DA elde etmeye izin veren asetil grubu) [25].

Ayrica, kitosanin ortalama molekul agirligi (MW) ve molekul agirhdi dagilimi ve igsel
viskozitesi ¢cok onemlidir. Ancak, kitosan ¢ozeltisi agrega olugturmamalidir, ve bu
nedenle kitosanin ¢dzucusu dikkatl bir sekilde segilmelidir.

Kitosanin viskometrik ortalama molekul agirhdi, i¢csel viskoziteden (agregatlarin
kiiclk pargaciklarinin daha disik etkisi ile) Mark-Houwink iliskisi ( [n] = KM?) ile
hesaplanmigtir [21]. K ve a parametrelerini belirlemek igin, 1Stk sagma teknigi ile
mutlak MW hesaplanmalidir; yine de, hesaplanan deger agrega olusumuna karsi
yuksek hassasiyete nedeniyle genede fazla tahmin edilmektedir [36,37]. Bu eserler
karisimda agrege olusturmayan ¢ozuculer (6rnedin 0.3M asetik asit / 0.2M sodyum

asetat (pH = 4.5) ¢6ziclsu) kullanilarak atlanabilir [48].

Bu kosullarda, mutlak MW degerleri, viskozimetre ve isik sagilma dedektoru ile
donatilmig, Mark-Houwink parametrelerini belirlemeye izin veren sterik diglama
kromatografisinden (SEC) elde edilmistir ve ayrica donme yarigapi ile molekuler
agirhk arasindaki iliski de elde edilmistir [49]. K (mL/g) ve a parametreleri 25°C'de
sirasiyla 7.9 x 102 ve 0.796 elde edilmisgtir.
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Sekil 2.4. (A) '3C NMR spektrumu (A) kitin ve kitosanlar; (B) homojen reasetilasyon
ile elde edilen DA = 0.60; (C) Pronova’dan ticari kitosan DA = 0.2; (D) tamamen
deasetillenmis kitin [45].

Burada a parametresi icin elde edilen nispeten yuksek degerler, bu polisakkaritin
boyutlarini, hidrodinamik hacmini ve viskometrik katkisini kontrol eden yari-sert
karakteriyle uyumludur. Sertlik, zincirin kalicilik uzunlugu (Lt) ile iligkilidir: asidik
ortamdaki kitosan bir polielektrolit gibi davranir, bu nedenle beli bir iyonik
konsantrasyonda gercek toplam kalicilik uzunlugu Lt, i¢sel katki uzunlugu (Lp) ve
elektrostatik katki uzunlugu (Le) ile esittir [50]. Farkh deasetilasyon derecelerine
sahip kitinin konformasyon analizi, kitin ve kitosanin, molekllin asetilasyon
derecesine orta derecede bagh bir kalicilik uzunlugu Lt ile karakterize edilen yari
sert polimerler olduklarini teyit etmistir. Bu analizler sonucunda, asetil gruplari
olmayan kitosanin, tuz fazlaliginda 9 nm'lik bir i¢gsel kalicilik uzunlugu (Lp) oldugu
belirlenmistir [51]. DA ylkseldiginde (DA = 0.6’ya kadar) Lp 12.5 nm'ye kadar artar,
ve daha sonra 25°C'de saf kitine kadar sabit kalir. Bu tahminler, SEC [49] ile elde

edilen degerlerle uyumludur.

2.1.4. Kitosan Esash Maddelerin igslenmesi ve Ana Ozellikleri

Asidik ortamda elde edilen kitosan ¢ozeltileri, gereken konformasyona gore islenir
(film igin dékalur, lifler haline dondurdlar, stingerler igin dondurularak kurutulur v.b.),
bir alkalin solisyonuna (¢okeltildigi yerde) daldirilir, yikanir ve kurutulur. Kitosanin
islenmesi, kitinden daha kolaydir, ancak elde edilen malzemelerin stabilitesi,

kitosanin daha yuksek hidrofilik 6zelligi ve 6zellikle pH hassasiyeti nedeniyle daha



dusuktur. Daha iyi kararhlik igin, kitosan, epiklorohidrin, diizosiyanat, 1,4-butandiol
diglisidil eter veya glutaraldehit gibi reaktifler kullanilarak ¢apraz baglanabilir [52,53].
Pek cok kitosan hidrojelleri oksalik asit [54,55] veya sitrik asit [56,57] veya
tripolifosfat [58] gibi polivalan anyonlarla islenerek elde edilmistir. Karigimlar ve
kompozitler bazen asidik ortamlarda kitosanin polikatyonik 0Ozelliklerinden
faydalanarak elde edilir.

Aslinda, polielektrolit 6zelligi olan kitosan, kargi yukli makromolekduller ile ilging
elektrostatik  kompleksler (hidrojeller) olusturabilmektedir. Bu kompleks
materyallerin  Ozellikleri polimer konsantrasyonu, sicaklik, pH ve iyonik
konsantrasyona baglidir. Sentetik veya dogal polimerlerle komplekslesmis kitosan
iceren elektrostatik polielektrolit kompleksler (PEC), literatirde belirtiimistir [24].
Kitosan ile lipidik veziklller arasindaki elektrostatik etkilesimler, kitosanin
biyoyapiskan ve gecirgen rolleri nedeniyle biyolojik ve farmasétik alanlarda da
onemlidir [59-61]. Lipozomlarin kitosan ile kaplanmasi ayni zamanda
biyouyumluluklarini da arttirir ve bilesik membranini pH ve iyonik konsantrasyona
karsi dengeler [60].

Gunumuzde, bu elektrostatik etkilesimler, yUkli biyouyumlu polisakaritler veya
kitosan / sentetik polielektrolitler temelli katmanh polielektrolit kapsuller veya filmlerin
hazirlanmasi  i¢cin  uygulanmaktadir [62,63]. Cekirdek-kabuk fosfolipid
nanopartikilleri, anyonik alginat ve katyonik kitosan katmanlari halinde, kendi
kendiliginden olugsma yoluyla, stabilize edilmig ve protein salinimi igin onerilmigstir
[62].

2.1.5. Kimyasal Yapi ve Biyolojik Aktiviteler Arasindaki iliski

Kitosan ve turevlerinin, biyouyumluluk, biyobozunurluk, guvenlik ve ilging biyolojik
etkiler gibi birgok faydali 6zellige sahip olduklari nedeniyle, 6zellikle biyomedikal,
gida, biyoteknoloji ve farmasoétik alanlarindaki uygulamalarina blyuk 06nem
verilmektedir [63,64]. Cazip biyolojik faaliyetleri arasinda antimikrobiyal, antioksidan
ve antitumor faaliyetler en dnemli biyolojik 6zelliklerindendir. Bu 6zellikler, kitosanin
iyi film olusturma o6zellikleri ile birlikte gida muhafaza ve ambalajlama alaninda
(kimyasal koruyucularin kullaniimasini énlemek ve yenilebilir antimikrobiyal filmler
Uretmek igin) kullanimlarini 6zel olarak &nermektedir. lyi antimikrobiyal ve
antioksidan 6zelliklerine sahip bir polimerik bilesen olan kitosan, koruyucu filmden

kolaylikla ¢cikmaz ve daha iyi bariyer 6zelliklerine sahiptir [65-67].



Friedman ve ark. [65] tarafindan sollUsyonda, tozlarda ve yenilebilir filmlerde
kitosanin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir ve gesitli gida kategorilerinde gida
kaynakl patojenlere, bozulma bakterilerine ve patojenik viruslere ve mantarlara
kargi kaplama yapilmigtir. Bunlara meyve sulari, yumurta ve sit, tahil, et ve deniz
aranleri dahildir. Bu galigmalar duguk molekuler agirlikli kitosanlarin, 6.0"'in altindaki
pH degerlerinde, sivi ve kati gidalarda istenilen antimikrobiyal ve antioksidatif
koruyucu etkilere ulagsmak igin en uygun ortami sunduklarini dnermektedir. Gida
endustrisinde kitosan ve turevlerin kullanimi da ayrica bir review makalesinde
Kardas ve ark [66] tarafindan anlatiimistir. Bu biyopolimerlerin, gidalarin mikrobiyal
bozunumdan ve biyolojik olarak parcalanabilir filmlerin olusumundan korunmasi da
dahil olmak Uzere genis bir Olcide essiz uygulamalar sundugunu gosterdiler.
Alishahi ve Aider [67] ambalaj uygulamasindaki kitosan filmlerinin yag difizyonuna
ve secici gaz gegirgenligine direng gosterme egiliminde oldugunu bildirmislerdir.
Fakat, su ve su buhari iletimine olan az direncglerinden dolayi sakincalar vardir. Bu
davranis esas olarak kitosan gibi molekullerde su molekulleri ile yuksek etkilesime
yol acan gugclu hidrofilik 6zellikten kaynaklanmaktadir [68]. Bu nedenle, polimer
karisimlari olusturmak veya biyolojik bilesimlerin ve c¢ok tabakali sistemlerin
kullanilimasi, kitosana dayali biyoaktif kaplamalarin hazirlanmasi igin potansiyel

yaklasimlardir.

2.1.6. Kitosanin Antimikrobiyal Aktivitesi

Kitosanin yuksek antimikrobiyal aktivite, cok genis bir aktivite spektrumuna, yuksek
bir 6ldirme hizina ve memeli hicrelerine kargi daha dusuk toksisiteye sahip olmasi
nedeniyle diger dezenfektanlara gore ¢ok daha avantajli oldugu gosterilmistir
[69,70]. Bircok calisma, kitosanin énemli bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermigtir. Bununla birlikte, gergcek inhibisyon mekanizmasi henuz tam olarak
anlasilamamigtir. En makul hipotez, pozitif yukli polisakarit (pH 6.5'in altinda
kitosan) ile negatif yukli membran arasindaki etkilesime baglh olarak hucre
gecirgenliginde bir degisikliktir. Bakteriyel buylimenin engellenmesinin altinda yatan
mekanizma, pozitif yUkli polimerin, hiicre yuzeyi Uzerinde N-asetiimuramik asit,
sialik asit ve néraminik asit gibi anyonik bilesenlerle birlesmesi olmalidir.

Oncelikle, kitosanin antibakteriyel aktivitesi ile ilgili olarak, kitosan ve tiirevlerinin
olasi eylemleri dnerilmigtir. Kitosan (6zellikle diusik MW partikulleri) bakterilerin

hdcre duvarina nufuz edebilir, DNA ile birlesebilir vee mRNA sentezini ve DNA
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transkripsiyonunu inhibe edebilir [71]. YlUksek MW’li  kitosan, hicre yluzeyi ile
etkilesebilir ve dolayisiyla hucre gecirgenligini degistirebilir [72], ya da hucrenin
etrafina gecirimsiz bir tabaka olusturarak gerekli ¢ozinen maddelerin hlcre igine
tasinmasini engelleyebilir [73,74]. Chung ve ark. [75], antibakteriyel mekanizmanin
hidrofilik 6zellik, hiicre ylzeyinin negatif yuki ve bakteriyel hiicre Uzerine kitosanin
adsorbe etmesini icerdigini dogrulamistir. Onlar hicre duvarinin hidrofilisitesinin ve
hlcre yuzeyinin negatif yukinin gram-negatif bakterilerde gram-pozitif bakterilere
kiyasla daha ylksek oldugunu ve ek olarak negatif yuklerin hicre yuzeylerine
dagiliminin gram-pozitiflerden oldukg¢a farkli oldugunu gdsterdiler. Daha sonra,
asidik kosullarda, daha negatif yukli htcre yuzeyleri, pozitif yakli kitosan ile daha
fazla etkilesime girer. Sonuglar, adsorbe edilen kitosan ile inhibisyon etkinligi
arasinda yuksek bir korelasyon katsayisi degeri oldugunu gostermektedir. Ayrica,
bircok bagka arastirma, kitosanlarin gram negatif bakteriler icin gram-pozitif
bakterilere gore daha etkili olduklarini gostermektedir [76-78].

Ustelik adsorbe edilen kitosanin miktari gevresel pH degerlerine (pH <6.5) ve
kitosanin asetilasyon derecesine bagli oldugu da bildirilmistir [78-80]. Kitosan,
deasetillenmis gruplarin (1-DA) fraksiyonu ile iligkili olarak, pozitif iyonik yukin
artisindan dolayi, daha dusuk pH'larda bakteri hicreleri tarafindan daha fazla
absorbe edilir. Literatlrde, kitosanin antibakteriyel aktivitesi ile 6zellikleri arasinda,
Ozelliklede DA ile, acik bir sekilde dogrudan bir iliski oldugu gosterilmigtir. DA’'nin
kitosannin antimikrobiyal aktivitesi Uzerindeki etkisi acik bir sekilde gosterilmigtir
[81]. Bu verilerde, daha dusuk DA, daha dusuk MW ve daha dusuk pH’nin, daha
blyuk verimlilik sagladidi agikga gosteriimektedir.

Buna ek olarak, MW'nin etkisi Zheng ve ark. [82] tarafindan agiklanmistir. Kitosan'in
Staphylococcus aureus (gram pozitif) ve Escherichia coli (gram negatif) Gzerindeki
etkisini ayirt edilmigtir. Gram-pozitif S. aureus igin, kitosanin molekuler agirhiginin
artmasiyla antimikrobiyal aktivitenin arttigi gdsterilmigtir. Bunun aksine, gram-
negatif E. coli i¢in, antibakteriyel aktivitenin molekuler agirligin azalmasiyla arttigi
gosterilmigtir. Sonug¢ olarak kitosanin antimikrobiyal aktivitesi i¢in asagidaki iki
mekanizmani onermigler: S. aureus konusunda, hlcrenin yuzeyindeki kitosan,
besleyicilerin hicrenin i¢ine girmesini engelleyen bir polimerik membran olusturur
ve E. coli igin, daha dusuk bir molekul agirligina sahip kitosan yayilim yoluyla
hlcreye girer.

MW'nin etkisi Benhabiles ve ark. [83] Tarafindan da kitin ve kitosan oligomerlerinin
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hazirlanmasi ile tartigiimistir. Bu oligomerlerin antimikrobiyal aktiviteleri dort gram
pozitifl ve yedi gram negatif bakteriye karsi baslangi¢ kitosan ve kitin ile mukayese
edilmistir. Bu deneyler neticesinde kito-oligomerlerin, dogal polisakaritlere gore
daha yuksek aktivite gosterdikleri ve daha fazla suda ¢ozunarlUkleri nedeniyle yeni

antimikrobiyal ajanlar olarak avantajlara sahip olduklari sonucuna varmiglardir.

2.2. Polikaprolakton (PCL)

Polikaprolakton (PCL), 1930'larin basinda Carothers grubu tarafindan sentezlenen
en eski polimerlerdendir [84]. Mikroorganizmalar tarafindan bozunabilen sentetik
polimerlerin tespit edilmesine yonelik ¢alismalarin ardindan piyasaya surulmugstur
[85]. PCL, cesitli anyonik, katyonik ve koordinasyon katalizorleri kullanilarak -
kaprolaktonun halkal agilmasi polimerizasyonu ile ya da 2-metilen-1-3-dioksepanin
serbest radikal halka agilmasi polimerizasyonu yoluyla hazirlanabilir [86]. PCL,
hidrofobik, yari kristalin bir polimerdir; Kristal yapisi molekll agirhigi arttikgca azalma
egilimi gosterir. PCL'nin iyi ¢o6zundrligl, dusuk erime noktasi (59-64°C) ve
olaganustl karisim olusturma uyumlulugu biyomedikal alanda potansiyel
uygulamasina yonelik kapsamli arastirmalara neden olmustur [87-89]. Sonug
olarak, 1970'ler ve 1980'lerin yeniden emilebilir polimer patlamasi sirasinda, PCL ve
onun kopolimerleri, bir dizi ilag salim cihazinda kullaniimigtir. Bu biyopolimerler, o
sirada kullanilan diger biyopolimerlere kiyasla, sayisiz avantajlari nedeniyle daha
cok dikkat cektiler. Bu avantajlara, istege bagll bozunma Kkinetikleri, mekanik
Ozellikleri, doku ici buyumeye elverigli gozenek boyutlarini uygun hale getiren
sekillendirme ve imalat kolayliklari ve matrisleri icinde bulunan ilaglarin kontrollU
salim ozellikleri da dahildir. Polimerin daha hidrofilik, yapigkan ya da biyolojik olarak
uyumlu olmasini saglamak igin iglevsel gruplar eklenebilir, bu da uygun hucre
tepkilerini saglamaktadir. PCL, poliglikolid (PGA), poli d,l-laktit (PDLA) ve onun
kopolimerlerinden daha yavas bir hizda bozunmasi nedeniyle baslangicta 1 yildan
fazla aktif kalan ilag salim cihazlarinda ve yavas yavas bozunan dikis
materyallerinde (Maxon ™) kullaniimistir. ilk dénemlerde bazi arastirmacilarin
ilgisini ¢cekmesine ragmen, PCL kisa slrede polilaktitler ve poliglikolitler gibi
emilebilir diger polimerlerin populerligi ile boguldu; bu polimerler, polimer matrisinie
kapsullenmis ilaglarda, gunler veya haftalar icinde serbest birakmasini talep eden
ve implantasyondan 2-4 ay sonra eksiksiz rezorpsiyon uygulamalarlada incelendiler.

Tibbi cihaz endustrisi, biyolojik olarak pargalanabilir implantlar kullanarak metal
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cihazlarin (plakalar, vidalar, civiler, vb.) degistiriimesi ile ilgileniyordu; Bununla
birlikte PCL yuksek ylUk tasimasi gereken uygulamalarda uygulanacak mekanik
Ozelliklere sahip degildi. Ayrica, hem tibbi cihaz hem de ila¢g salim toplulugu igin
daha c¢abuk emilebilir polimerlerin, uzun sureli bozunum (PCL igin 3-4 yila kadar)
suresi olan polimerlerden daha az dezavantajlan varidi; Sonu¢ olarak, PCL,

neredeyse 20 yildan daha uzun sure unutulmustu.
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Sekil 2.5. Son 20 yilda Nisan 2010'a kadar, Biyomalzemeler veya Doku
Muhendisligi alaninda PCL'yi kullanan yayinlar. Tahmini 2010 verileri de dahil
edilmistir. [90].

Doku muhendisliginin dogusu ve ilginin yeniden canlandirilmasi, PCL'i Sekil 2.5'de
[90] grafiksel olarak gdsterilen bir egilim ile biyomalzeme alanina geri déndurda.
1990'h ve 2000'li yillardaki bu blytk ilgi artisi, PCL'nin yeniden emilebilir polimer
muadillerine gore daha Ustln reolojik ve viskoelastik 6zelliklere sahip oldugunun
farkina variimasindan kaynaklanmistir. Gergekte, PCL ¢ok sayida iskele Uretim
teknolojisinde kullanilabilir ve nispeten ucuz Uretim vyollari onu diger alifatik
poliesterlere gore oldukca avantajli hale getirir. Ayrica, PCL ile imal edilen bir dizi
ila¢g salim cihazinin halihazirda FDA onayina ve CE isareti kaydina sahip olmasi
pazarlamanin daha hizli olmasini sagliyor. ilgingtirki, agik avantajlarina ragmen,

PCL yaygin olarak klinik uygulamalara girmemigtir.

2.2.1. PCL Sentezi ve Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

PCL, siklik monomer g-kaprolaktonun halka agilmasi polimerizasyonu ile sentezlenir
ve 1930'lu yillarin baslarindan kullaniimaktadir [84]. Kalay oktoat gibi katalizorler €-
kaprolaktonun polimerizasyon igin kullaniimaktadir ( Sekil 2.6) [91,92] ve polimerin
molekul agirhdini kontrol etmek i¢in diguk molekul agirlikli alkoller kullanilabilir [93].
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Sekil 2.6. e-kaprolakonun halka agilmasi polimerizasyonu [91].

PCL'nin polimerizasyonunu etkileyen cesitli mekanizmalar vardir ve bunlar anyonik,
katyonik, koordinasyon ve radikal mekanizmalardir. Bu yontemler elde edilen
molekuler agirlik (MW), molekal agirhgr dagihmi, u¢ grup kompozisyonu ve
kopolimerlerin kimyasal yapilarini etkilemektedir [88]. PCL, -60 ‘C camsi gegis
sicakhdi (Tg) ve 59-64 °C arasinda degisen erime noktasina sahip ve nispeten
dusuk sicakliklarda kristal yapisina sahip oldugundan dolaylr kolay
sekillendirilebilirlik saglayan yari kristalimsi bir polimerdir. PCL numunelerinin
ortalama molekul agirhgr genel olarak 3000 ila 80.000 g/mol arasinda degisebilir ve
molekuler agirhgina goére derecelendirilebilir [94]. PCL oda sicakliginda kloroform,
diklorometan, karbon tetraklorur, benzen, toluen, siklohekzanon ve 2-nitropropan
icinde ¢ozunur. PCL, aseton, 2-butanon, etil asetat, N,N-dimetilformamid (DMF) ve
asetonitril iginde dusuk bir ¢ozunurltige sahiptir ve alkol, petrol eteri ve dietil eterde
¢coziinmez [95]. PCL, stres ¢atlama direnci, boyanabilirligi ve yapismayi iyilestirme
Ozelliklerinden dolayi diger polimerlerle karigim olusturamk kabiliyetine sahiptir ve
sellloz propiyonat, sellloz asetat butirat, polilaktik asit ve polilaktik asit-ko-glikolik
asit gibi polimerler ile kombinasyon halinde mikrokapstullerde ila¢g salinim oranini
degistirmek igin kullanmigtir [87]. 1970'lerde, PCL'nin &zellikle karisim olustirmaya
elverigli oldugu ve PCL'e dayali polimer karigimlarinin U¢ uyumluluk tipi ile
kategorize edildigi kabul edilmigtir [96]:

1- Yalnizca tek bir Tg sergileyen karigimlar;

2- Mekanik olarak uyumlu, her bilesenin Tg degerlerini sergilemekle birlikte Ustun
mekanik 6zelliklere sahip karigimlar;

3- Birbiriyle uyumsuz olarak, faz ayrilmigs maddenin gelistiriimis 6zelliklerini
sergileyen karigimlar;

PCL'nin diger polimerlerle uyumluluk orani kullanilan oranlara baghdir ve genellikle
salinim sistemlerinin gegirgenligi Uzerinde daha iyi kontrol sahibi olmak igin
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kullaniir. PCL’nin kopolimerleri (blok ve rastgele), etilenoksit, polivinilklorir,
kloropren, polietilen glikol, polistiren, diizosiyanatlar (Uretanlar), tetrahidrofuran
(THF), diglikolit, dilakit, -valerlactone, ikame edilmis kaprolaktonlar, 4-vinil anisol,
stiren, metil metakrilat ve vinil asetat gibi bircok monomerler ile hazirlanabilir [88].
Engelberg ve Kohn tarafindan, PCL ile birlikte ¢esitli bozunabilir polimerlerin termal
Ozellikler (Tg, kristallesme, erime ve ayrisma noktalari), cekme mukavemeti, Young
modull, gerilme mukavemeti ve ¢cekme esneme ve kirilma degeri ve mukavemet
Ozellikleri gibi fiziko-mekanik Ozellikleri, inceleme ve karsilastirma yontemleri

kullanilarak, arastiriimistir [97].

2.2.2. PCL’nin Biyodegradasyonu

PCL, fizyolojik kosullarda ester baglarinin hidrolizi (insan vicudunda oldugu gibi) ile
bozunur ve bu nedenle, implant edilebilir bir biyomateryal olarak kullanimi i¢in ¢ok
dikkat gekmistir. Ozellikle, uzun sireli implantatif cihazlarin hazirlanmasi igin,
polilaktid’den daha yavas bozulmasi nedeniyle ilgingtir. Literatirde sunulan bozulma
arastirmalarindan, PCL'nin iki asamali bozunma surecine girdigi sonucuna
varilabilir: Oncelikle ester gruplarinin enzimatik olmayan hidrolitik bélinmesi ve
ikincisi ise, polimerin daha c¢ok kristal yapiya ve dusuk bir molekuler agirhigna
(3000'den az) sahip oldugunda, PCL fragmanlarinin makrofajlarin ve dev hicrelerin
fagosomlarinda ve fibroblastlar icinde tutulumunun deneyleri sirasinda gozlendigi
uzere, polimerin hucre i¢i bozunuma ugradigi gosterilmigtir [98]. Bu sonuglar,
molekdl agirhigr 3000 veya daha dusuk bir miktara dusuruldikten sonra PCL'nin
hdcre igi bir mekanizma yoluyla tamamen emilebilirligi ve parcalanabilecegi teorisini
destekler. ilk asamada, PCL'nin bozunma hizinin, 40°C'de in vitro hidroliz ile 6zdes
oldugu ve birinci dereceden kinetiklere uydugu kaydedilmistir (Sekil 2.7) [99]. PCL
bozunum mekanizmasinin, molekuler agirhigin azalmasina neden olan ester
baglarinin rastgele hidrolitik zincir kesilmesine atfedilebilecedi sonucuna varilimigtir.
PCL Homopolimeri, cihazin veya implantin baslangic molekuler agirhigina bagl
olarak 2-4 yil arasi bir bozunma derecesine sahiptir [100,101]. Hidroliz hizi, diger
laktonlar veya glikolitler/laktitler ile kopolimer olugsturarak degistirilebilir. Sasirtici bir
sekilde, PCL tabanli iskeleler kullanan biyomalzemeler ve doku muhendisligi
literattrlerinde son on yilda 1000'in Uzerinde makale yayinlanmistir. Bu ¢alismalar
arasinda, PCL iskeletlerinin pargalanma ve emilim kinetikleri tGzerine ¢ok az sayida
grup dahil edilmistir [90, 102].
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Sekil 2.7. A) PCL'nin hidroliz vasitasiyla pargalanmasi, 6-hidroksil kaproik asit ve
asetil koenzim A'yi ara Urun haline getirir ve bunlar daha sonra sitrik asit dongusuyle
vucuttan atilir. B) Kristal pargalanmanin nasil gergeklesmis olabileceginin sematik
gOsterimi [99].

2.2.3. PCL Nanofiberleri

PCL elektroegirme teknolojisi ile dokumasiz membranlar [103-107] ve 3D iskelelere
[108-110] (Sekil 2.8.A ve 2.8.B) konvansiyonel elektroegirme toplayicisi modifiye
edilerek donusturalebilir [108]. Elektroegirme, PCL ve Aliminyum Oksit (Al203) gibi
diger seramik malzemelerden olusan nanofibrus iskele seklinde nano-kompozit
malzemeleri imal etmek i¢in de kullanilmigtir [111].

Biyomedikal uygulamalarda farkli yapilar tretmek icin elektroegirme kullaniimisgtir.
Huang ve ark., farkh polimerleri, eksenel dogrultulari boyunca yuksek hizal
nanofiberler ile kesintisiz boru sekilli iskeleye elektrospinlestirmek igin yeni bir
toplayici (Sekil 2.8.C'de gosterildigi gibi) gelistirmistir [109]. Nguyen ve Lee, yapay
kan damarlarinda, PCL-jelatin/PLGA-jelatin/PLGA-kitosandan olusan ¢ok tabakall
iskele imal etmek icin ¢ift siringali elektroegirme sistemi kullanmiglardir (Sekil 2.8.D).
Capraz bagh PCL-jelatin/PLGA-Jelatin/PLGA-CS’dan olusan yapay kan damar
iskelesi mukemmel esneklik gostererek, yliksek basinglara dayanabilmistir ve hicre
blyUmesini hizlandirmigtir. Bu nedenle, bu yeni malzeme yapay kan damarlarinda

nihai kullanim igin blytk avantaj gostermektedir [110].
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Sekil 2.8. Elektroegirme teknolojisinde gelistirme igin sematik gosterim: A) klasik
elektroedirme sistemi [108]; B) 3D iskele imal etmek igin yeni elektroegirme
toplayicisi [108]; C) nano-fibroz tlpleri imal etmek icin yeni elektroegirme toplayicisi
[109] ve D) cok tabakali iskelet imal etmek igin ¢ift emisyonlu elektroedirme sistemi
[110].

2.3. PCL/Kitosan Nanofiberleri

Kitosan (CS), tamamen veya kismen deasetillenmis kitin olarak, yuksek biyolojik
uyumluluk, dusuk toksisite ve antimikrobiyal o6zellikleri nedeniyle ila¢ tasiyici
sistemler, yara oOrtlleri ve sinir yenilenmesi ajanlari olarak biyomedikal
uygulamalarda kullaniimaktadir [6-8]. Kitosanin umut verici potansiyeline ragmen,
tek basina electroegirme prosesinde kullanilimazhigi [112-115], yaygin organik
¢ozlculerde ¢ozunmezligi ve yuksek kirllgan yapiya sahip olmasi [116], temel
arastirma ve uygulamalarda kullanimina engel olmustur. Poli (¢-kaprolakton) (PCL),
yari kristallin biyobozunur polyester olarak, insanlar igin gesitli klinik uygulamalarda
ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayini almistir, ve yiiksek biyolojik uyumluluk,
mekanik oOzellikleri ve toksik olmamasi nedeniyle doku muhendisliginde yaygin
olarak kullanilan iskelelerdendir [3,4]. Bu avantajlarla birlikte, guglli hidrofobik
ozelligi, yavas bozulma kinetigi ve biyoaktif fonksiyon eksikligi gibi dezavantajlari,
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PCL’nin blytk olgctde kullanimini sinirlamaktadir [5]. Bu sakincalar nedeniyle, yeni
biyohibrit malzeme Uretmek igin PCL (iyi mekanik &zelliklere sahip) ve kitosan
(biyolojik olarak aktif fonksiyonlara sahip) bilesenleri karistirilir, elde edilen biyohibrit
malzeme ilk maddelerle karsilastinldiginda, biyolojik, mekanik ve bozulma
Ozelliklerinde iyilesme gostermektedir [6-13]. Trifloroasetik asit ve heksafluoro-2-
propanol gibi ¢dzlcu sistemleri CS/PCL nanofibréz iskeleleri imal igin kullaniimigtir.
Fakat bu ¢ozucullerin timu, geleneksel ¢ozicu sistemleri ile kargilastirildiginda
nispeten pahalidir ve dogalari nedeniyle polimerlerin daha hizli bozulmasi ile
sonuglanabilirler [5,12,13]. Bu c¢alismada, Kitosan-graft-polikaprolakton-blend-
polikaprolakton (CS-g-PCL/PCL) nanofiberleri elde etmek igin ilk dnce halka
acilmasi polimerizasyonu ile kitosanin hidroksil gruplarinin Gzerine e-kaprolakton
oligomerlerinin graft edilmesi ile Kitosan-graft-polikaprolakton (CS-g-PCL)
kopolimeri hazirlanmistir ve daha sonra PCL ile karisimlari olusturulmusturtir.
Hipoteze gbére CS-g-PCL ve PCL karisimi ortak bir ¢dzlcu sistemi icinde kolayca
elektrospin olacaktir. Ayrica, kitosanin greftleme modifikasyonu sonucu PCL fiber
matrisinde daha iyi araylzey yapismasi beklenmektedir [117,118]. Ayni ¢bzuclde
¢ozlinebilen CS-g-PCL ve PCL polimerleri elektroegirme yontemi kullanarak
nanofiber olusturabilir ve bdylece PCL ve kitosanin avantajlarini ayni anda
tasiyabilen ve iki polimerinde dezavantajlari azalmis veya temamen ortadan kalkmig
olan matrislerin Uretilmesi gergeklesebilir. Matrislerin mekanik 6zellikleri kitosan ile
kiyaslandiginda ¢ok ylksek seviyede ilerlemis olur. PCL’nin hidrofobik yapsi ile
kiyaslandiginda elde edilen matrisler hidrofilik 6zellige sahip olabilir. Ayrica matrisler
uzerine farkl nanopartikuller ve nanoyapilar yuklenmesi ile daha avantajli yapilar

elde edilebilir.

2.4. Elektroegirme (Elektrostatik Egirme)

Nanofiberler, nanometrik ¢aplari ve genis boy oranlarina bagl olarak ilging 6zellikler
tasiyan essiz bir nanomalzeme sinifidirlar. Mikemmel mekanik 6zelliklere sahiptirler
ve yuzeyleri, yuksek yuzey alani/hacim oranlarina bagli olarak kolayca degistirilebilir
[119]. Nanofibrler ¢izim yapmak [120,121], sablon sentezi [122,123], faz ayrimi
[124,125], Kendiliginden montaj ve elektroegirme [126-128] gibi farkli tekniklerle
uretilebilir. Bunlarin arasinda, cesitli polimerlerden kontrol edilebilir morfoloji ile
purtzsuz nanofiberlerin hazirlanmasi igin elektroegirme basit ve guvenilir bir teknik

olarak hizla ortaya ¢ikmaktadir [129-131]. Elektroegirme, yukll bir polimer ¢ozeltisi
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veya mermisinde nanofiberlerin Uretiimesi igcin ylUksek bir elektrik alaninin
uygulanmasini icerir. Elektroedirme prosesinin bir semasi Sekil 2.9'da [132]
gosterilmisgtir.

Elektroegirme, galisma parametrelerini ve polimer ¢ozeltisi 6zelliklerini degistirilerek,
farkli morfolojiler Gretmek igin kullanilabilir. Reneker arastirma grubu Sekil 2.10'de
[133] gosterildigi gibi, ‘celenk’ ya da birbirleri Uzerinde kapali dongl olusturan
polimer nano-sutun aglar olusturmak igin elektroegirme voltajinin degistiriimesiyle
yuklu polimer jetinin kontrollu bukulmesine ve dallanmasina imkan saglamistir
[133,134]. Diger arastirma gruplari, yuvarlak fiberler yerine diiz kurdele olusturmak
icin elektroegirme yontemini kullanimislardir [135,136]. Calisma kosullarinin ve
¢cozelti parametrelerinin dikkatli kontroll, purizsiz, kusursuz dokumasiz nanofiber
zarlarin gézenekli yapilarinin dretiimesine neden olabilir [137].

Elektroegirme prosesinde fiber olugsumu, itici elektrostatik kuvvetler tarafindan tahrik
edilmektedir. YUKIU akiskan jetinde Coulomb etkilesimleri, elyaflarin son mimarisini
belirleyen jet istikrarsizliklarina neden olur [138]. Bu istikrarsizliklar, polimer jetinin
igne ucunda “Taylor konisi” olusturmasina neden olur. Uzerinde etkili olan kuvvetler
nedeniyle, jet eninde sonunda igneden ¢ikar ve inceltme meydana gelir. Puskurtme
inceltilirken, ¢6zlcl buharlasarak polimer elyaflarin arkasinda birakilarak,
topraklanmis bir toplayici Uzerine ¢oker. Polimer akigkaninin reolojik davranigindan
kaynaklanan jet istikrarsizliklari, fiber olusumunun belirlenmesinde ¢ok dnemlidir
[139].

Cogu istikrarsizliklar kiriklarin olusumuna neden olur ve surekli lif olusumunu
engeller. Bununla birlikte, buktlme kararsizligi nanofiber olusumu igin gok dnemlidir:
yuklu polimer jeti genlesmekte olan dongulerde kivrildigi zaman nanofiber olusur ve
daha sonra bir substrat Uzerinde toplanir [139]. Fiberlerin ylzey topografyasi,
morfolojisi ve oryantasyonunun blytk oranda ¢dzelti 6zellikleri ve galisma kosullar
tarafindan etkilendigi nedeniyle elektroegirme yontemi, cok yonlu bir tekniktir.
Polimer ¢dzeltisinin reolojisi fiber olusum sureci i¢in hayati énem tasidigi igin,
polimerin MW ve konsantrasyonu gibi ¢ozelti 6zellikleri, elyaf 6zelliklerini dogrudan
etkiler. Polimer ¢ozeltisinin iletkenligi, elde edilen fiberlerin dzelliklerini degistirdigi
bilinmektedir. Elyaf ozellikleri ayrica, uygulanan voltaj, ¢ozelti akis hizi ve ug-

toplayici mesafesi gibi ¢alisma kosullarindan dogrudan etkilenmektedir.
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Sekil 2.9. Elektroegirme tekniginin semasi [132].

Elektroegirme odasinin sicakli§i ve nemi gibi ortam kosullari da fiber morfolojisini
degistirebilir. Elektroegirme islemini etkileyen isleme parametreleri gizelge 2.1'de
[139] listelenmigtir. Bu bolum, literatirde bulunan bu parametreler ile elde edilen

fiberlerin 6zellikleri arasindaki korelasyonlari 6zetlemektedir.

Sekil 2.10. Daha ylUksek voltajlarda egilme dengesizlikleri nedeniyle olusan
polistiren nanofiberlerin yumusak aglari [133].
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Cizelge 2.1. Elektroegirme igin proses parametreleri [139].

Cozelti parametreleri

Proses parametreleri

Cevre kosullan

Konsantrasyon

Elektrostatik potansiyel

Sicaklhk

Viskozite

Elektrik alan kuvveti

Nem

Yuzey gerilimi

Elektrostatik alan sekli

Yerel atmosfer akigi

iletkenlik Calisma mesafesi Atmosferik kompozisyon
Dielektrik sabiti llerleme hizi Basing
Co6zlcu uguculugu Orifis ¢api

Cok dusuk c¢oOzelti konsantrasyonunda, ¢oOzeltinin viskozitesi dusuktur ve fiber
olusumu icin yeterli polimer dolagimi olmaz. istikrarsizliklar nedeniyle, fiber yerine
parcaciklarin olustugu "elektrosprey" denilen bir fenomen olusur [137]. Costa ve
ark., DMF c¢ozeltisinde poli (viniliden florid) (PVDF)’in elektrospreyleme ve
elektroegirme arasindaki gecis Uzerine solusyon konsantrasyonunun etkisini
arastirmiglardir [140]. Ayrica olusturulan fiberlerde kristal fazlarin olusumunu da
incelemiglerdir. %5 w/w  PVDF’nin distik konsantrasyonunda damlaciklarin
olusumunu kesfettiler. Bununla birlikte, %10 ve %15 w/w PVDF'de, purtzsuz elyaflar
gorulmekle birlikte, % 15 w/w ¢ozeltiden Uretilen fiberlerler daha buyuk caplara
sahiptir. Ayrica DMF ve asetonun ikili solisyonunun tek basina DMF'den daha
kicuk fiber ¢caplarina yol actigi gérinmustar.

Cozucunun uguculugu, ortaya c¢ikan zarin morfolojisi Uzerinde buyuk bir etkiye
sahiptir. DuUslUk uguculugu olan bir ¢dzlicu kullanildiginda, hizli ve islak fiberler
olustugundan ¢dziicii kaybi gerceklesmez. Ote yandan, ¢dziicii ucuculugu ¢ok
yuksekse, polimer jetinin igne ucundan c¢ikmasiyla birlikte katilasir ve fiber
olusumunu engeller. Ayni zamanda uygulanan elektrostatik potansiyel de fiber
morfolojisi Uzerinde dnemli rol oynamaktadir. Sener ve ark. Poli (vinil alkol) ve
sodyum alginatin elektroegirilmis fiberleri icin voltaji 28 kV ve 35 kV arasinda
degistirmiglerdir [141]. 28 kV'de kirik fiberlerin olustugu gortnurken, 35 kV ve daha
yuksek gerilimlerde fiber uzunlugu daha surekli oldugu gérinmustur. Uygulanan
voltaj ve fiber ¢api arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamistir. Bazi gruplar
ayrica daha ince fiberlerin ylksek uygulanan voltajla olusturuldugunu ileri
surmuslerdir [139]. Gerilim ve fiber ¢api arasindaki tam iligki hala belirsizdir ve
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¢cozelti konsantrasyonu ve ug-toplayici mesafesi gibi diger parametrelere baglhdir.
Bununla birlikte, daha yuksek voltajlar boncuk olusumunu arttirmaktadir [141].
Goreli nem (RH) ¢ozucu buharlasmasini ve dolayisiyla fiber yuzeyinde gozeneklerin
olusmasini etkiler. Casper ve ark. THF c¢oOzeltisinde polistren (PS) fiberlerinin
olusumunda nemin etkisini arastirmiglardir [142]. Dusuk nemde (%25) Uretilen
purtzsuz elyaflarin yuzeylerinin gézeneksiz oldugu bulunmustur. %30 dan ylksek
RH oldugunda fiberlerde gozenekler gorulmeye baglamistir. Gozeneklilik ve
gozenek g¢apinin nemin artmasi ile birlikte arttigi gérinmustur. Vrieze ve ark. , iki
farkli polimerin (sellloz asetat (CA) ve poli (vinilpirolidon) (PVP)) elyaf 6zellikleri
Uzerinde nem ve sicakligin etkisini incelemiglerdir [143]. CA icin ortalama fiber ¢api
nem arttikga artarken, PVP fiberlerinin ortalama ¢api azalir. Bununla birlikte,% 60'lik
yuksek bir RH'de, PVP nanofiberlerinin daha buyuk ¢aplarin olusmasindan dolayi
kaynasmaya basladigi gérinmustir. CA'da, RH arttikga, suyun daha fazla emilmesi
daha hizli ¢ékelmeye ve dolayisiyla daha biiyiik fiber ¢aplarina neden olur. iki
malzemenin (polimer ve ¢bzucu karigimi) su buhari ile farklh etkilesimleri, zit
egilimleri izler ve ¢dzlcu buharlastirma ve polimer katilagsma hizlarinin farkli tepki
vermesine neden olur.

Faz inversiyonunun geleneksel membran imalat yontemleri tersine, elektroegirme,
nispeten Uniform gbézenek boyut dagihmina, ylksek baglanabilirligi olan
g6zeneklerin ve nispeten daha yuksek poroziteye (tipik olarak% 80 civarinda) sahip
membranlarin olusumuna yol acmaktadir [144,145]. Bunun bir sonucu olarak,
electrospun fiberler bu o6zellikleri tercih edilir oldugundan dolay! yaygin olarak
ayirma islemlerinde, tekstil, tip, sensorler ve kozmetik gibi diger alanlarda énem

kazanmaktadirlar [132].

2.5. Sonokimyasal indirgeme Yontemiyle Yiizey Zenginlestirme

Nanoyapili materyaller, genel olarak gaz fazi teknikleri, sivi faz yontemleri ve karisik
faz yaklagsimi gibi cgesitli sentetik yontemlerle hazirlanmistir. Uygun bir sentetik
yaklasimin secilmesi nanoyapili materyal sentezinin nihai basarisini veya
basarisizligini belirler, ¢lUnki nanoyapili materyallerin fiziksel 6zellikleri ve
uygulamalari agirlikli olarak nasil hazirlandigina baghdir. Aslinda, bu, cesitli
nanoyapili materyallerin hazirlanmasi igin kolaylikla uyarlanabilen ¢ok yonla ve
genellestiriimis sentetik ydntemlerin gelistiriimesi bilim insanlarinin ilgisini gekmistir

[146]. Cesitli yaklagsimlarin arasinda, sonokimyasal indirgeme yontemi,
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malzemelerin sentezi icin uzun yillar boyunca kapsamli bir sekilde incelenmis ve
artitk nanoyapili materyal sentezindeki en guclu yaklasimlardan biri olarak
tanimlanmistir [147-153]. Sonokimya, kaplanmis parcaciklarin hazirlanmasi igin
kullanilabilecek guglu bir tekniktir. GUglu ultrason 1ginlamasi, sividaki kabarciklarin
olusmasi, buyumesi ve kabarcik ¢okusunu iceren kavitasyon olayl nedeniyle
kimyasal degisikliklere neden olur. Prekursorun silis kureleri gibi bir inorganik destek
varliginda sonikasyon, aktif destekli heterojen katalizorler Ureten, nanometre
kimelerini yakalamak icin alternatif bir yol saglar. Bu fenomen, cesitli metal
nanopartikulleri ve oksit nanorodlari hazirlamak igin kullanilimistir [154].

GUmus nanoparcgaciklarin polimer matrislere c¢okeltiimesi icin interkalasyon,
laminasyon, dokum ve puskurtme gibi farkli yontemler kullaniimistir [155,156];
Ultrason ydntemi ¢ok yonli yontemlerden biridir. Sonokimya, cesitli
nanomalzemeleri seramik ve polimerik malzemelerin yuzeylerine biriktirmek igin
kullanilir. Alt tabakanin ylUzeyinde homojen bir kaplama tabakasi olugur.
Nanoparcaciklar kimyasal baglarla veya substratla kimyasal etkilesimlerle ylzeye
baglanir ve ylkama ile uzaklastirlamaz [152]. Sonokimyasal radyasyonun
nanometrik boyuttaki parcaciklarin sentezi icin [152] ve nanopargaciklarin farkl
substratlara ¢okelmesi icin etkili bir yardimci oldugu kanitlanmigtir [157-160].
Sonokimyasal yontemiyle gimus indirgemesinde beklenen reaksiyonlar soyle

siralanabilir:

(2-1) H20 — H. + .OH
(2-2) H.+.H - Hy

(2-3) H.+.OH — H20

(2-4) RH + .OH (or .H) — R. + H20 (or H>)
(2-5) .OH + .OH — H20

(2-6) R. (veya H.) + Ag* — Ag® + R* (veya H*)
(2-7) nAg® — (Ag°)n.

Au nanopartikulleri, analitik problar, katalizorler, sensorler ve dogrusal olmayan
optik malzemeler gibi gesitli islevsel materyallere yaygin olarak uygulanmistir. Au3*
'un Au®a sonokimyasal indirgemesi Uzerine birgok rapor bulunmaktadir. Bununla
birlikte, sonokimyasal indirgeme mekanizmasi halen belirsizdir. Ozellikle organik

koklerin Au® *'nin indirgemesi Uzerindeki roll belirsizdir. Organik radikallerin roliini
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ayirt etmek icin, organik katki maddelerinin genis konsantrasyonlari araliginda
Au®*un indirgeme oranlari arastirilmistir. Organik katki maddelerinin ve suyun
piroliz reaksiyonundan olugan indirgeme radikalleri ve kararsiz Grunleri esas olarak
Au®* 'un indirgemesini etkiledikleri bulunmustur [161].

Nagata ve arkadaslari, AuCls iyonlarinin sonokimyasal indirgeme mekanizmasini
ve sudaki kiiclik Au pargaciklarinin olusumunu dnermislerdir [162]. izopropil alkol,
organik radikal kaynagi olarak kullanilan organik maddelerden biridir. AuCls
iyonlarinin indirgenmesi ve altin pargaciklarinin gekirdeklenmesi ve toplanmasi gibi
islemler, esasen kuguk Au partikullerinin olusumundan sorumlu olabilir. Beklenen

reaksiyonlar sirasiyla asagida verilmigtir:

(2-8) H20 — H. + .OH

(2-9) H.+ .OH — H20 + Hz2 + H202

(2-10) H. (.OH) + (CH3)2CHOH — (CH3)2C.OH + Hz (H20)
(2-11) 3(CHs3)2C.OH + AuCI~ 4 —Au + 3(CHz3)2CO + 4CI~ + 3H*
(2-12) nAu® — (Au°) n.

H. ve .OH radikalleri, reaksiyon (2-8) 'de gosterildigi gibi yogun lokal isitma ve
yuksek basinglarla H20'nun termal ayrismasi nedeniyle ortaya ¢ikmistir. Reaksiyon
(2-10) izopropanolden H. ve .OH hidroksil radikallerinin hidrojen soyutlamasiyla
guclu indirgeyici radikallerin (CHz3)2C.OH olusumunu gosterir. Gozeneklerdeki AuCls-
iyonlari, cok basamakl radikal reaksiyonlari ile hizli sekilde indirgenir ve ardindan
Au atomlari (2-11) ve (2-12) reaksiyonlarda gosterildigi gibi toplanir [163]. Bu
¢alismada sonokimyasal indirgeme yontemiyle nanofiber matrisin ylzeyinde gumus
ve altin nanoparcgaciklarin yuklenmesi yapiimistir. Bu yontemde, giumus ve altin
iyonlarinin indirgenmesi ve yeni olusturulan gumus ve altin nanopargaciklarin
nanofiber filmlerin ylzeyine ylklenmesi ayni anda gergeklesir. Hidrofobik polimer
olarak polikaprolakton (PCL) ve hidrofilik polimer olarak kitosan asilanmig
polikaprolakton (CS-g-PCL-I/PCL), kullanilan polimerlerdir. Gumus ve altin iceren
substratlar, taramal elektron mikroskobu (SEM) ve Raman spektroskopisi ile analiz
edilmistir.

2.6. Yuzey Zenginlestiriimis Raman Spektroskopisi (SERS)
Biyomedikal uygulamalar icin tanisal ve terapotik nanoparcaciklarin geligtiriimesi,

bilim, muhendislik ve tipta ginumuzde buyuk ilgi gormektedir. Bu konunun temeli,
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nanometre boyutlu pargaciklarin, ayri ayri molekuller ya da yigin malzemelerden
elde edilebilmeyecek yapisal ve iglevsel 6zelliklere sahip olmalaridir. SERS etkisi ilk
olarak puruzli gumus elektrot ylzeylerine adsorbe edilmis piridinin yiksek derecede
gucli Raman sinyalleri olarak gézlemlenmistir [14,15]. Raman sagilim siddetlerinin
bu amplifikasyonu ilk olarak Jeanmaire ve Van Duyne [15] tarafindan
elektromanyetik (EM) alan gelistirmelerine ve Albrecht ve Creighton [16]
tarafindan kimyasal gelistirmelerine atfedilmistir. Bu iki mekanizma arasinda,
elektromanyetik alan arttirma, SERS sinyallerinin genel geligtiriimesine en buyuk
katki saglayandir [17-19]. Toplamda ortalama 1 milyon kat (10°) kadar arttirma
oldugu bildirilmistir, ancak arttirmalarin ylzey boyunca olduk¢a heterojen oldugu
bilinmekte olup, bazi ylizey alanlarinin 1 milyar kat (10°) kadar arttirma faktorline
sahip olabilecegini dusundurmektedir [20]. 1997'de, tek molekullt / tek nanopartikil
SERS, deneysel olarak iki bagimsiz grup tarafindan gésterilmistir; burada intrinsik
iyilestirme faktorlerinin  10'4-10"> kadar ylksek oldugu tahmin edilmektedir
[164,165]. Bu ¢alismalar, SERS'in floresan dizeyinde veya Otesinde hassasiyetlere

sahip olabilecegini ortaya koymustur.

R6G
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1.0- ,,~\ — SERS
0.8- |
3 0.6- /
=
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Sekil 2.11. SERS, kuantum noktalar (QD, 710 nm'de yayan) ve Rhodamine 6G

(R6G)'nin spektral dzelliklerinin karsilastiriimasi. SERS spektrumundan elde edilen
keskin zirveleri ve zengin spektroskopik bilgilere dikkat edin [170].
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SERS tabanli platformlar, biyomedikal goérintileme ve algilama igin diger
yontemlerle karsilastirildiginda birkag farkli avantaj sunar. Fléresansin aksine,
Raman sacgihmi hemen hemen ani olur ve bdylece uyarma enerjisini daha hizli
oranlarda rahatlatir. Sonug¢ olarak, SERS sinyalleri, fotodedgradasyona veya
photobleaching'e karsi daha kararlidir [166]. Raman sinyallerinin zirve genisligi,
organik boyalar veya kuantum noktalarindan gelen fléresans emisyonundan
yaklasik 10-100 kat daha dar olan yaklasik 1-2 nm'dir (yarim maksimumda veya
fwhm'de tam geniglikte) ( Sekil 2.11.) [167-170].

Ayrica, SERS nanoparcgaciklari, ayni partikil boyutu, ylizey kaplamasi ve hemen
hemen ayni in vivo farmakokinetik 6zellikleri ile hazirlanabilir. Degisik SERS
imzalarinin pargaciklari, tek bir lazer 1gini ile eszamanl uyari igin tasarlanabilir ve
yayilan sinyaller yaklasik 200 ila 3500 cm-1 arasinda degisen lazer cgizgisinden
kic¢uk frekans kaymalarina sahip olan ayni spektral bélgeyi kapsar. Boylece, SERS
nanoparcaciklari ¢ok basit enstrimantasyon kullanilarak c¢ogaltilabilir. SERS,
dokulardan 1g1k zayiflamasi ve otofloresansin duguk oldugu yakin kizilétesi (NIR)
ortaminda son derece etkilidir. Ayrica, kizil dtesi spektroskopinin aksine, Raman
spektroskopisi, sudan ¢ok az etkilesime girdigi icin biyolojik goruntuleme igin ¢ok
uygundur [171]. Femtomolar (fM veya 10-15 M) parcacik konsantrasyonlarindan
elde edilen yogun SERS sinyalleri, manyetik rezonans goruntileme (MRG), pozitron
emisyon tomografisi (PET) ve X-isini Tomografi (CT) gibi yaygin kullanilan medikal
goruntileme teknolojilerinin algilama limitlerinin oldukga Ustinde performans
gosterir. Tez kapsaminda ylzeylerine altin ve gumuis indirgenmis nanofiber
matrislerin SERS 06zellikleri incelenmis ve daha sonra en yuksek SERS piklerine
sahip matrisler GFP boya ile boyanarak E. coli (ATCC 25922) susu Uzerinde etkileri

flioresan mikroskop ile incelenmisgtir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Calismanin Temeli ve Kapsami

Tez kapsaminda yapiln galismalar belirtilen sekilde siralanmaktadir:

e Graft kopolimerler Kitosan-graft-polikaprolakton | ve Il (CS-g-PCL-I ve CS-g-
PCL-Il) ve PCL’nin sentez ve karakterizasyonu.
e Elektroegirme yontemi ile PCL ve kitosan iceren nanofiberlerin:
A. Uretimi ve karakterizzasyonu
B. Biyofilm olusumu
C. Sonikasyon ile ylizey zenginlestirme ve SERS efkileri
D. Altin ve gumus indirgenerek zenginlestiriimis ylzeylerin fllioresan

boya ile boyanarak bakteri GUzerinde etkilerinin izlenmesi

Calismalarin ilk bolimua (Graft kopolimer sentezi ve karakterizasyonu ve siringall
elektrostatik egirme sistemi ile nanofiber Uretim ve karakterizasyonu Prof. Dr. Deling
KONG'un arastirma giirtibui labratuvarlarinda (Nankai Universitesi, Tianjin, Cin halk

cuimhdriyeti) yapilmistir.

3.2. Kullanilan Malzemeler

PCL sentezi icin monomer olarak e-kaprolakton (Sigma, % 99, Almaniya), ve
katalizor olarak Tin (I) 2-etilheksanoat (Sigma, %99, Almaniya) kullaniimistir. Graft
kopolimer sentezi icin Kitosan (Sigma, Dusuk viskoziteli, %75-85 aminleme
derecesi, Japonya) kullaniimistir. Nanopartikll sentezi igin tetrakloro aurik asit
(HAuUCls, 3H20,% 98, Sigma, Almaniya) ve Gumus nitrat (AgNOs, Sigma, Almaniya)
kullaniimistir. Sonikasyon ile indirgeme reaksiyonunda dengeleyici ajan olarak Poli
(etilen glikol) (PEG, Mw = 400, Merck, Almaniya), kullaniimistir. Metansulfonik asit
(MeSO0s3H, % 99, Sigma, Almaniya), Kloroform (CHCI3 %99, Merch, Almaniya), N,N-
dimetilformamit (DMF, %99, Merk, Almaniya) ve Metanol (CHsOH, Sigma,
Almaniya) ¢dzlcu olarak, izopropil alkol (%99, Merck, Almaniya) ve Etilen glikol (EG,
%99, Merck, Almaniya) organik radikal kaynagi olarak, ve monopotasyum fosfat
(KH2PO4, Sigma, Almaniya), sodyum hidroksit (NaOH, Sigma, Almaniya), amoniyak
(NHs, %24, Merck, Almaniya), tri-Sodyum sitrat dihidrat (CeHsNa307.2H20, Sigma,
Almaniya), deneylerde kullaniimistir. Antibakteriyel deneyler igin gram-negatif
bakteri E. coli (ATCC 25922) ve gram-pozitif bakteri S. aureuse (ATCC 25923)
kultarleri, Dr. Farzin ASGARI SANA tarafindan ismarlanmistir. Biyofilm olusumu
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deneyleri igin kullanilan S. epidermidis bakteri hiicreleri Koru Universitesi/Hastanesi

mikrobiyoloji laboratuvarindan tamin edilmigtir.

3.3. Graft Kopolimerler ve PCL’nin Sentez ve Karakterizasyonu

Tez kapsaminda, nanofiberlerden olusacak tasiyici matris elektroegirme ile
Uretilmigtir. Kullanilan ana polimer “polikaprolakton” (PCL) dir.  Pozitif yuk
kazandirmak igin kitosan (CS) uUzerine graft edilmis oligo-PCL (Kitosan-graft-PCL:
CS-g-PCL) sentezlenerek PCL ile blendleri (Kitosan-graft-PCL-blend-PCL: CS-g-
PCL/PCL) hazirlanmistir. Buradaki asil amac kitosan ve PCL'in ayni ¢dzlcu
karisiminda ¢ézinmesini saglamaktir. Graft kopolimer Kloroform Dimetilformamid
¢ozlcu karisiminda kolaylikla ¢6zinmektedir. PCL’nin  kolaylikla elektrospin
edilebilirligi, kitosan igin bunun zor oldugu not edilmigtir, bu nedenle blendlerin
kullaniimasi uygun bulunmustur. Asagdida 6nce graft kopolimer ve PCL’nin sentezi
ve daha sonra PCL ve Kitosan-graft-PCL-blend-PCL’'nin (CS-g-PCL/PCL)

elektroegirme ile ilgili yapilan ¢alismalar anlatiimistir.

3.3.1. Graft Kopolimerlerin (CS-g-PCL-I ve CS-g-PCL-Il) Sentezi

CS (DusuUk viskoziteli, %75-85 aminleme derecesi) satin alma yoluyla temin
edilmistir. Sekil 3.1’de sematik olarak gosterildigi gibi e-kaprolakton halka agiimasi
polimerizasyonu ile oligomer boyutlarinda kitosan Uzerinde graft edilmigtir. Bunun
icin izlenen yontem kisaca soyledir: CS (1.0 g, glukozamin birimleri 6 mmol) ve
metansulfonic asit (MeSOsH, 20 ml), bir teflon kaph karigtirma ¢ubugu ve gaz
adaptoru ile donatilmig 50 mL'lik yuvarlak dipli bir reaksiyon kabina konulmustur
(Sekil 3.2). Karigim, CS’nin tamamen ¢ézunmesini saglamak i¢in 45°C'de yaklasik
30 dakika boyunca karnistiriimistir. Ardindan e-kaprolakton (CL) monomeri (iki farkli
graft kopolimer sentezi igin: 16.58 g (146 mmol) CS-g-PCL-I igin veya 8.29 gr, 73
mmol, CS-g-PCL-Il igin) karisima yavas yavas damlaciklar halinde enjekte
edilmistir. Reaksiyon karisimi, 45°C'de azot atmosferi altinda 5 saat boyunca
karistirlmig, daha sonra flitre edilmis ve filtre Grin 250mL, 0.2M monopotasyum
fosfat (KH2PO4) + 40 mL, 10M sodyum hidroksit (NaOH) + 100 gr kirilmis buz
karisimina damla damla ilave edilmigtir. Cokturulen kopolimer birkag kez distile su
ile yikanmig, ve 3 gin boyunca -56°C'de vakum altinda dondurularak kurutulmustur
[117].
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Sekil 3.1. Kitosan Uzerinde oligo-PCL graftlama reaksiyonu.
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Sekil 3.2. Kitosana oligo-PCL graftlama reaksiyon sistemi.

Burada iki farkli graft kopolimer CS-g-PCL-| (kaprolaktonu yuksek) ve CS-g-PCL-II
(kaprolaktonu duguk) sentezi yapilmigtir. Bunlarin MFR (Molekuler fraksiyon orani)
ve polimerizasyon verimleri (elde edilen numunenin agirhiginin kullanilan kitosan ve

e-kaprolaktonun toplam agirligina orani) elde edilmigtir.

3.3.2. Polikaprolaktonun (PCL’nin) Sentezi

PCL sentezi icin halka agilmasi polimerizasyonu yontemi kullaniimistir (Sekil 3.3).
10 gr e-kaprolakton (¢-CL) monomeri bir payreks tlp igine ilave edilerek 15 dakika
boyunca 110 C’a kadar istilmistir. Daha sonra ayni sicaklikta 5 dakika boyunca azot
atmosferi altinda tutulmustur ve sonunda ¢-kaprolakton (CL)'nin 1/1000 (agirlik¢a)
oraninda kalay oktoat (tin (lI) oktoat, Sn (O2CsH1s)2) ilave edilerek 24 saat boyunca
120C'da etlivde bekletiimistir. Elde edilen beyaz renkte PCL polimeri oda
sicakhgina kadar sgutulduktan sonra fiber olusumu igin kullaniimistir [91,92].
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120°C

Sekil 3.3. PCL’'nin sentezi.

3.3.3. Polimerlerin Fourier Donusumlii Kizilotesi (FTIR) Analizi

PCL ve Graft kopolimerlerin yapisal karakterizasyonu i¢in 6nce FTIR (Bio-rad, FTS
6000, ABD) analizi yapilmistir. Ornekler KBr ile karistiriimig, preslenmis ve 4000-
400 cm' dalga boyu araliginda spektrumlar gizilmistir. FTIR analizi ile kitosan, PCL

ve graft kopolimerlerin FTIR spektrumlari elde edilmistir.

3.3.4. Polimerlerin Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) Analizi

Kitosan, PCL ve Graft kopolimerlerin "H-NMR spektrumlari bir NMR cihazi (400M,
Burker, Almanya) kullanilarak elde edilmistir. '"H-NMR spektrumlari elde etmek igin
PCL ve graft kopolimerlerin (CS-g-PCL-l ve CS-g-PCL-Il), CDClIs ¢dlucusunde ve
kitosanin, D20 ¢6zlcusinde (CS’nin D20’da ¢ézunmesini saglamak i¢in hidroklorik
asit (HCI) gaz fazi halinde ¢ozeltiye ilave ederek) 0.5 mgr/ml ¢ozeltileri hazirlanarak

NMR cihaz! ile analiz edilmistir.

3.3.5. Polimerlerin Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) Analizi

Sentezlenen polimerlerin (PCL, CS-g-PCL-l ve CS-g-PCL-Il) mdlekular agirhgini
elde etmek icin GPC analizi yapilmigtir. Numune hazirlamak igin 0.5 mgr polimer
(PCL, CS-g-PCL-I veya CS-g-PCL-Il) 1 ml THF ¢dzucusune eklenmigtir ve polimerin
tamamen ¢6zinmesini saglamak igin karisim 24 saat boyunca galkalamadan oda
sicakliginda bekletilmistir ve daha sonra bir GPC cihazi ile (Shimadzu, Japoniya)

analiz edilmigtir.

3.3.6. Polimerlerin Termogravimetrik Analizi (TGA)

CS, PCL ve CS-g-PCL-I'in bir TGA cihazi (PERKIN ELMER SII Exstar 6000 TG-
DTA6300, ABD) kullanilarak termogramlar elde edilmistir. Bu analiz igin azot
ortaminda (N2), 10 'C artmalar ile polimerlerin 50-400 C arasinda termogramlari elde

edilmigtir.
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3.4. Elektroegirme ile PCL ve Kopolimerler Karigimi Fibelerin Uretilmesi

Elektroedirme (Elektrostatik egirme), dogal veya sentetik polimerler kullanilarak
hazirlanmis ¢ozeltilere elektrostatik kuvvetler uygulanmasi ile, gaplari 2 nm’den
birka¢g mikrometreye kadar uzanan kalinliklarda polimer fiberler Gretme teknigidir.

En temel elektroegirme duzenegi U¢ ana pargcadan olugmaktadir:

Yuksek Gerilimli Guc Kaynagi

Sinnga

Nanofiber
Olusumu

Toplayici

Sinnga Pompasi
Sekil 3.4. Siringall elektroegirme dizenegi.
Yuksek voltajli gug kaynagi, elektriksel iletkenlige sahip bir jet dizesi (spinneret) ve
belirli bir uzaklikta bulunan toplayici (Sekil 3.4). Elektroegirme igin iki farkl yontem
kullanilmistir. ik olarak sekil 3.4’de de gériildiigii gibi basit siringali elektroegirme

sistemi kullaniimistir. ikinci kullanilan sistem ise sekil 3.5'te gosterilien ELMARCO

nanospider elektroegirme cihazidir.
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Sekil 3.5. Pilot dlgekli nanofiber matris (film) Uretiminde kullanilan Nanospider®
sistemi; (Cek cumhdariyeti).

3.4.1. Siringali Elektroegirme Sistemiyle Nanofiber Matris Uretimi

Nanofiber matris Gretimi igin ilk olarak literatir verileri 1s13inda [6-13,117,118],
biyobozunur ve biyouyumlu bir polimer olan PCL’den uygun niteliklerde nanofiberler
uretimini gergeklestirebilmek amaciyla elektroegirme sisteminin parametreleri
denemeler yaparak optimize edilmigtir.

kullanilan optimize parametreler voltaj 16 kV, akis hizi 2 ml/saat ve igne ile toplayici
arasi mesafe 15 cm olarak secilmistir. Cozelti baslangi¢ vizkositesi énemli bir
parametre oldugundan, PCL polimeri igin uygun ¢dztcl karisimi 4:1 oraninda
Kloroform/Metanol karigimi, uygun ¢ézelti derisimi ise agirlikca %15 ( %15 w ) PCL
olarak belirlenmigtir [6-13, 117, 118]. CS-g-PCL/PCL karigimi i¢in en uygun ¢dzUcu
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karisimi 4:1 oraninda Kloroform/DMF karigimi ve polimer karisiminin derisimi ise
agirlikca %15 ( %15 w, iki polimerin toplam agirligi) belirlenmistir [117]. PCL ve CS-
g-PCL kopolimerleri karisimlari ve PCL karisiminin elektroegirme (sekil 3.6)
prosuduru igin asagida belirtilen yontem kullaniimistir:

Elektroegirme igin, PCL veya CS-g-PCL/PCL c¢ozeltileri 21G paslanmaz c¢elik igne
(Sekil 3.7) ile donatilmis bir 5 ml standart siringa icine yerlestirilmitir. PCL %15 w
derisim ile 4:1 oraninda Kloroform/Metanol ¢dzicu karisiminda ¢ézulmastur. CS-g-
PCL/PCL karisimi hazirlamak i¢in graft kopolimerler ve PCL ayri ayri %15 w derigim
ile 4:1 oraninda Kloroform/DMF ¢6zlcu karisiminda ¢oztnmustir ve daha sonra
kopolimerler ¢ozeltileri PCL c¢ozeltisi ile farkli oranlarla (Cizelge 3.1) karistirilarak
farkh karigimlalar olusturulmustur. Fiber olusturmak igin 16 KV uygulanan bir
voltajda 2.0 ml/saat akis hizi ile bir sirlnga pompasi kullanililmigtir. Bir Doner silindir
(Sekil 3.8) tzerine konulmus aliminyum levha fiberleri toplamak icin siringa igne
ucuna 15 cm mesafede konulmustur [117].

Elektroegirme yontemi ile elde edilen fiberler, ¢6zUci madde kalintilarini
uzaklastirmak igin, 3 gun slreyle vakumda bekletilmistir. Bu c¢alismada
elektroegirme yontemi kullanarak Uretilen nanofiber matrisler c¢izelge 3.1°de

gOsterilmistir.

e——— e
C$—g-FfQL PCL Polimer
cozeltisi  cozeltisi kangimi

Toplayici

olusumu

L
Sinnga pompasi m
\‘ | 2
' Yuk_sek gerilimli ."‘.t._\"‘\"./")
. glic kaynag g i
Taylor konisi - l:;,/-.:},-‘,/
T CS-g-PCL/PCL

nanofiber

Sekil 3.6. Polimer karisimi olusturma ve elektroedirme Duzenegi ve toplayici
Uzerinde olusan CS-g-PCL ve PCL karisimi nanofiber matrisleri.

33



Sinnga
_ Gelik igne

Sinnga Pompasi oner Gelik |
Silindir Toplayici

Sekil 3.8. Elektroegirme sistemi ile polimer ¢dzeltisinden nanofiber matris
olusturmak icin kullanilan déner gelik silindir toplayici: A) Toplayicinin sematik resmi
B) Tez calismasinda kullanilan elektroegirme cihazi ve toplayici.

Cizelge 3.1. PCL ve kopolimerlerin (CS-g-PCL-I ve CS-g-PCL-Il) farkh oranlari ile
Hazirlanan fiberler:

No. Numame PCL orani | Kopolimer orani
1 PCL 100 0
2 | CS-g-PCL-I/PCL 75 25
3 | CS-g-PCL-I/PCL 50 50
4 | CS-g-PCL-I/PCL 25 75
5 | CS-g-PCL-II/PCL 75 25
6 | CS-g-PCL-II/PCL 50 50
7 | CS-g-PCL-II/PCL 25 75
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3.4.2. ELMARCO Nanospider Cihazi ile Nanofiber Matris Uretimi

ikinci asama calismalarda nanofiber matrislerin (retimi igin Sekil 3.5'da
goruantilenen cihaz kullaniimistir. Cihaz, Elmarco firmasindan temin edilmistir. Bir
Cek Cumbhuriyeti firmasi olan Elmarco tarafindan patentlenen bu Nanospider® cihazi
teknolojik olarak Gretim yapilabilecek farkli boyutlardaki cihazlarin en kigugudur. 40
cm enine kadar nanofiber film Gretimi yapilabilmektedir. Nanospider ™ teknolojisi
patentli, ignesiz, ylksek voltajli, serbest sivi ylzey elektroegirme prosesidir.
Teknoloji, Taylor Konileri'ni ve ardindandan malzeme akisini yaratmanin sadece bir
kapiler ucundan degil ayni zamanda bir polimer ¢ozeltisinin ince bir filminden de
mumkun oldugunu kesfetmeye dayanir. Teknoloji, EImarco'nun puskirtme nozullar,
igneler veya iplik tesisatlari olmaksizin endustriyel 6lgekli Gretim ekipmani kurmasini
saglamigtir. Nanospider ™ teknolojisi su, asit veya bipolar solventlerde ¢ozulen
polimerlerden nanofiber Uretimine izin verir ve organik yuksek kaliteli fiberlerin
dretimi igin uygundur. Bu c¢ok yonlu teknoloji, Uretilen nanofiberlerin spesifik
Ozelliklerini optimize etmek igin c¢esitli proses parametrelerine kolayca adapte

edilebilir.

3.4.3. Nanospider ™ Teknolojisi

Nanospider sisteminin ozellikleri sekil 3.9°da verilmistir. Sistem kisaca sdyle
tanimlanabilir: Nanofiber film Uretimi cihaz icinde toplama film rulosu (kumasi)
lizerine polimer ¢ozeltisinin puskiirtilerek birikmesiyle elde edilmektedir. iki tel
arasina yuksek gerilim uygulanarak puskurtme gergeklestiriimektedir. Tellerin
arasindaki uzaklik bir sistem parametresidir ve kolaylikla duyarli bir sekilde
ayarlanabilmekte/kontrol edilebilmektedir. Alt kisimda yerlesen tel Uzerine bir
tasiyict yardimi ile polimer ¢ozeltisi aktarilmaktadir. Bu tasiyicinin hareket hizi
ayarlanabilir ve bdylece tel Uzerine aktarilacak ¢ozelti miktari kontrol edilmektedir.
Polimer ¢ozeltisi tasiyici igerisinde depolanir ve tasityicinin hareketi ile birlikte tel
Uzerine aktarilir. Ust kisimda yerlesen telin éninde ayarlanabilir bir uzaklikta bir
toplayci film (kumas) hareket etmektedir. iki tel arasinda gerilim uygulandiginda, alt
kisimda yer alan tel Uzerindeki polimer ¢ozeltisi Ust kisimdaki tele dogru spin
hareketi ile incelerek nanofiberleri olusturur ve bu fiberler Ust kisimdaki tele
varmadan toplayici kumas Uzerinde toplanir ve bdylece toplayici film Gzerinde
nanofiberlerden olusan film olusturulur. Islem sireklidir, istenilen hiz ve kalinlikta

firlm Gretimi yapilabilmektedir.
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Sekil 3.9. Nanospider® sistemi ile elektroegrilmis film Gretimi A) Kontrol birimi; B)
Cozelti puskirtme (altta) ve fiber toplama (Ustte) bélimleri; C) Isletme sirasinda
olusan nanofiberler; D) Toplama kumasi (mavi renkli) Gzerinde toplanan film (beyaz-
Kivriimig).

Sistemdeki tum parametrelerin kontrolu “kontrol panosundan” yapilmaktadir (Sekil
3.9.A). Sekil 3.9.B'de polimer ¢ozeltisinin konuldugu/beslendigi bélim (altta) ve
hareketli toplama filmi (kumasi) (Ustte) gortulmektedir. Sekil 3.9.C’de ise gerilimin
uygulanmasi ile olusan ve Ustteki kumas Uzerinde film halinde biriken fiberler
gorulmektedir. PCL nanofiberlerinin Uretimi igin belirlenen optimum kosullar soyledir:
uygulanan gerilim: 50 kV; toplayici ve tel arsainda uzaklik: 16 cm; tasiyicinin hareket
hizi: 100 mm/s; ve toplayci kumas ve toplayci tel arasindaki uzaklik 25 mm. CS-g-
PCL/PCL kopolimer karigsimi igin bu degerler sirasiyla 40 kV, 16 cm, 80 mm/s ve 25
mm olarak belirlenmigtir. Bu optimum kosullarda Nanospider sistemi ile yapilan
uretimlerde elde edilen filmlerin bir 6rnegi Sekil 3.9.D’da (mavi renkli toplama kumasi

ve beyaz renkli film) verilmistir.

3.4.4. Nanofiber Matrislerin Su Temas Agisi Deneyleri

Fiberlerin 1slanabilirligi onalrin biyolojik bir ortamda kullanilabimesi i¢in en onemli
karakterleden birdir. Uretilen fiberlerin islanabilirligini gdstermek igin “su degme
acis!” testi kullaniimistir. Su degme agisi testi igin yukarida belirtilen fiberler (PCL
ve CS-g-PCL-l ve I'nin PCL ile farkli oranlarda karigimlari) kullanilmigtir. Film
halinde olusan fiberlerin sesil damla ydontemiyle Uzerlerine su damlasi damlatilarak

olgim gergeklestirilmistir. Olgim igin Harke-SPCA (Beijing, Cin) degme agisi
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analizoru (Sekil 3.10 ve 3.11) kullanilarak saniye saniye su damlasinin degisimi ile

ilgili géruntuler alinmigtir.

Sekil 3.10. Harke-SPCA degme acisi analizéru (Beijing, Cin).

Bu goruntiler “wettability pro classic” yazilimi ile analiz edilmistir Sonuglara
dayanarak CS-g-PCL kopolimerlerinin PCL yUzeylerin hidrofilitesi Gzerindeki etkisi

ve buna bagli olarak da biyouyumlulugunu nasil etkiledigi yorumlanmigtir.
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Sekil 3.11. Sessile Damla Yontemi.

3.4.5. X-1s1in1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ile Yiizey Kimya Analizi

Electrospun fiberlerin ylzey kimyasi bir X-isin1 fotoelektron spektroskopisi (XPS)
(Kratos Axis Ultra DLD, Al-Ka radyasyonu (hv=14866 eV), ingiltere) kullanilarak
belirlenmistir. Doymus hidrokarbonun C1s piki i¢in baglanma enerjisi 283,0 eV

olarak referans edilmistir.
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3.4.6. Matrislerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintiilenmesi

Tez calismasinda olusturulan PCL ve CS-g-PCL/PCL filmlerinin ylizey morfolojileri
hakkinda bilgi edinebilmek igin bir taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
goruntileme gercgeklestiriimistir. Cinde yapilan ¢alismalar ve siringali elektroestatik
egirme cihazi ile elde edilen numuneler FEI Quanta FEG 250 SEM cihazi (Cek
Cumbhuriyeti, Sekil 3.12) ile analiz edilmistir. EImarco nanospider cihazi kullanarak
hazirlanan nanofiber numuneleri yiksek ¢ozunurlukla taramali elektron mikroskobu
(QUANTA 400F Field Emission SEM, ABD) ile géruntilenmistir.  Oncelikle,
hazirlanmig PCL ve CS-g-PCL/PCL filmleri kiiguk parcalar halinde numune tablasi
Uzerine tutturulmus uygun sekilde kaplama yapildiktan sonra analiz edilerek
goruntuleri elde edilmigtir. Elde edilen SEM goruntuleri Imaged yazilimi kullanilarak

analiz edilmistir.

Sekil 3.12. Taramali Elektron Mikroskopisi, FEI Quanta FEG 250,
(CekCumbhuriyeti).
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3.4.7. Nanofiber Matrislerin Gerilme-Uzama Deneyi

Gerilme-uzama deneyi ile malzemelerin statik yuk altindaki elastik ve plastik
davraniglari belirlenmektedir. Malzemeye kuvvet uygulandiginda malzemede
meydana gelen uzamalar elastik sinirlar igcinde gerilmelerle orantilidir. Bu durum
‘Hooke Kanunu” ile ifade edilmektedir. Hooke kanunundan faydalanilarak
malzemenin elastisite modullu bulunabilir. $ekil 3.13.A’da goérulen gekme-uzama
grafiginin egrisi (elastik bolgesi igerisinde kalan) elastisite modulunu vermektedir.
Elastik bdlge malzemenin geriye dénemeyecek sekilde deformasyona ugradigi
andir. Bu andan sonra plastik deformasyona ugramaya baslar. Malzemeyi plastik
deformasyona ugratabilmek i¢in gereken minimum gerilim miktari akma noktasi
olarak ifade edilir. Cekme-Uzama testi esnasinda malzemede olusan degisimler
Sekil 3.13.B’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.13. A) Gerilme-Uzama Grafigi B) 1,2- Malzemenin geriime-uzama
deneyinden dnce ve elastik esneme esnasindaki durumu 3- Malzeme Uzerindeki
yukln en Ust seviyeye ulastiginda daha fazla homojen uzama gergeklesmediginden
malzemede boyun olusumu meydana gelmesi, 4- Kopma anina kadar plastik bolge
araliginda malzemenin boyun kisminda uzamasinin devam etmesi, 5- Uzamanin
sadece boyun kisminda gerceklesmesinden sonra kopma gerceklesmesi.
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ASTM E4 (Sekil 3.14) standartlarina uygun gerilme-uzama testi (Testometric M500-
25CT malzeme test makinasi, ingiltere) ile gerceklestirilerek her érnekten 5 adet
fiberin mekanik 6zellikleri hakkinda veriler elde edilmistir. Fiberler 1 cm en, 3 cm boy
ve 80 um kalinliginda olup, 5 kN gekme kuvveti ve 5 mm/dak. sabit gekme hiziyla
oda sicakliginda test edilerek bir gerilme-uzama grafigi olusturulmustur. Grafigin

egiminden nanofiber filmlerinin elastisite modulu elde edilmektedir.

Sekil 3.14. Testometric M500-25CT malzeme test makinasi (The Testometric
Company Ltd, Ingiltere).

3.5. Antimikrobiyal Testler

Uretilen nanofiberlerin antibakteriyel dzelliklrini belirlemek igin iki bakteri susu biri
gram pozitif ve digeri gram negatif segilerek bu bakteriler varliginda PCL ve CS-g-
PCL-b-I-PCL nancfibelerin antibakteriyel 6zelliklri incelenmigtir. Gram-negatif
bakteri olarak Escherichia coli (ATCC 25922) kullaniimigtir.  Bu organizma,
antimikrobik duyarlilik testi i¢in bir CLSI kontrol sugudur.
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LT toksini Uretiminde negatif kontrol olarak medya testi icin ve Abbott, API, Autobac,
BBL, bioMerieux Vitek, Biosynth, Difco, IDS, MicroMedia, MicroScan ™, Roche
Diagnostics ve Sensititre Urlnleri icin kalite kontroll yapan bir sus olarak kullanilr.
Gram-pozitif bakteri ise Staphylococcus aureus (ATCC 25923) secilmigtir. Bu
organizma CAMP testi icin kalite kontrol susu, odun duman konsantrat tayini,
MuellerHinton agarin degerlendirilmesi, sut Urunlerinin incelenmesi, ortam testi,
CLSI disk difizyonu ve Abbott, APl ve Autobac drunleri i¢in kullanilir. Film
orneklerinin antimikrobiyal etkisi agar difuzyon yontemine gore degerlendirilmigtir
[172,174].

Bakteri kultdrleri, kullanilmadan énce arda arda iki kez Triptik Soy Broth (TSB)
(Merck, Almanya) icerisinde 37°C’ de 18 saat sureyle aktiflestirilmistir. Kalturler -
80°C de igerisinde gliserol (%20) bulunan uygun ortamda depolanmigstir. Deneylerde
kullanilan baslangig hiicre sayisi, 107 -108 cfu/ml (ODsoo) olarak ayarlanmis ve TSA

Uzerine ekim yapilarak baslangi¢ sayisi dogrulanmistir.

3.5.1. Agar Difuizyon Testleri

Uretilen fiberler secilen bakteriler (izerindeki antimikrobiyal etkilerini belirlemek
amaclyla aseptik kosullarda kesilmis 6rnekler (1 cm c¢apinda) baslangi¢c bakteri
sayisi 107 -108 cfu/ml olan TSA (zerine yerlestirilerek 37°C'de 72 saat siireyle
inkibe edilmistir. Antibakteriyel etki 24, 48 ve 72 saatlik inkUbasyon surelerinin
sonunda film &rneklerinin etrafinda olusan inhibisyon zonu mm olarak olgulerek

belirtiimistir. Calismalar 2 paralel ve 2 tekrarli olarak yapilmistir.

3.6. Biyofilm Olugsumu Deneyleri

Nanofiberlerin ylzyeinde biyofilm olugsumunu incelemek igin biyofilm olusumu
testler yapiimistir. Bu deneyler igin kullanilan bakteri S. epidermidis segcilmistir. S.
epidermidis  bakteri  hicreleri Koru  Universitesi/Hastanesi  mikrobiyoloji
laboratuvarindan mannitol tuz agar ortamlarda laboratuvarimiza aktariimistir.
S.epidermidis hicrelerinin ekimi, 121°C'da otoklavda sterilize edilmis, bir cam asyon
ile baslatiimistir. Besi ortami, 3 gr TSB granulleri 100 ml distile suya eklenerek
hazirlanmistir. TSB ¢dzeltisi otoklavda sterilize edilmigtir. Otoklavlanmis TSB ortami
yaklagik 37°C'ye ulagmasina kadar sogutulmustur. S. epidermidis bakteriyel
hicreleri ince platin tel halkasi ile hazir bakteriyel hiicreler kaynagindan hasat
edilmigtir. Bakteriyel htcrelerin bir null miktari, 100 ml sterilize edilmis TSB ortamina

daldirllarak, 37°C'de su banyosu ile donatiimis bir calkalayiciya yerlegtiriimigtir
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[174]. Hlcreleri iceren erlenmeyer sisesi, 24 saat sureyle kontrolll sicaklikta inklibe
edilmistir. Hucrelerin blyume/carpma kolorimetrik kontrolu 24 saat sonra
gergeklestirilmistir. Bulutlu ortam bakteri hucrelerinin gogalmasini gostermektedir.
Bakteriyel hucrelerin bir tUmbdleni miktari hasat edilmistir ve sonraki ekim
asamalarina gerekli hiicre konsantrasyonunu elde etmek i¢in 37 ° C'de steril su ile
kanistinimistir. Bu asama igin bakteri hicrelerinin ihtiyag olan konsantrasyonu OD
faktori ile ayarlanmistir. 600 nm dalga boyunda morétesi-gérinar (UV-Vis)
spektrumu 0.075 absorbans yogunlugu Mcfarland 6lgeginde OD = 0.05 ile esittir.
OD = 0.05 de esittir CFU:1.5x 108 bakteri hiicresi/ml. Hiicreler dagilimi stok kaynagi

olarak kabul edilmigtir.

3.6.1. S. epidermidis Biyofilm Olugsumu Deneyleri

Hucreler dagilimi 100 uL orijinal kaynagindan alinmistir. 100 ml Bakteriyel hicreler
24 kuyucuklu kultar plakalarinin 3 kuyucugna ilave edilmistir. EKim asamalari 1.99
ml sterilize TSB'nin kontrol grubu olarak S.epidermidis biyofilmi olugturmak igin,
kuyucuklara yerlestirilen hucrelere, eklenerek devam edilmistir.

Nanofiber filmler (10 mm capinda) kuyucuklara yerlestirilmigtir. 100 ml bakteri
hlcreleri kuyucuklara yerlestirilen nanofiberler ylzeyine ilave edilerek inktbator
icinde 24 saat boyunca 37°C'da tutulmustur (Sekil 3.15).

g-PCL-b-I/PCL (50:50) ve D) CS-g-PCL-b-I/PCL (75:25), 48 saat.
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Birinci gun igin Besleme ortam plaka kuyucuklardan 24 saat sonra atilmistir. Birinci
grup S. epidermidis biyofilm 1 x PBS ¢oOzeltisi ile en az U¢ kez yikanmistir. Sonra
kuyucuklar dnce kristal viyole ¢ozeltisi (%1 etil alkol iginde) ile doldurularak 2 dakika
sonra Kristal viyole ¢ozeltisi kuyucuklardan atiimigtir ve steril distile su ile iki kez
yikanilmigtir. Biyofilmler, etil alkol (%75) icinde ¢dzuldukten sonra UV-Vis absorbans
yogunluklart 600 nm dalga boyunda olgulmustir. Ayni igslem, 2. ve 3. gunlerin

plakalari Uzerinde de gergeklestirilmistir.

3.6.2. S. epidermidis Biyofilminin Optik Mikroskop Goriintiileri

S.Epidermidis biyofilm olusumunu zaman iginde goéruntlilemek igin mikroskobik
goruntaleri farkh gunlerde Optik mikroskop (Leica, ABD) ile elde edilmigtir (Sekil
3.16) .

Sekil 3.16. 40xZeiss lens ile donatiimig LEICA optik mikroskop (Leica, ABD).
3.7. Turkevich Yoéntemiyle Altin Nanopartikil (AuNP) Sentezi

ilk basta tetrakloroaurik asit (HAuCI4, 300 mi, 0.5 mM), reaksiyon 6nciisi olarak
yuvarlak tabanl bir sisede (cam reaktor) hazirlanmistir. Cozelti kaynama derecesine
kadar i1sitilmistir. Isitmaya devam ederken trisodyum sitrat (30 mL, 38.8 mM),
manyetik karigtirici ile kuvvetli karistirma altinda, reaksiyon ¢ozeltisine ilave
edilmistir. Kaynama asamasi indirgeme maddesi ilave edildikten sonra 15 dakika
daha ( seffaf kirmizi sarap c¢o6zelti gérunene kadar) surdurGimustir. Isitma

durdurularak kuvvetli karigtirma reaksiyon sisesi yavas yavas sogtulana kadar 30
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dakika boyunca devam ettirilmistir. Cdzelti 12,000 rpm’de 20 dakika santrifQj
edilerek supernatant atilmistir ve ¢oken kismi 50 ml plastik tup igine toplanmistir
[175,176].

3.7.1. AuNPlerin Mordétesi—Goruniir ( UV-Vis ) Analizi

Sentezlenen altin nanopartikillerinin ortalama boyutlarini elde etmek amaci ile bu
nanopartikillerin Morotesi—gorunur spektrumu elde edilmistir. Analiz igin altin
nanopartikullerin ¢ozeltisi seyreltilerek morotesi—gorunur cihazi (UV-Vis, Jasca V-
530, ABD) ile 400-1100 nm dalga boyu arasinda spektrumu elde edilmistir. Bu
spektrumun 520-550 nm civarindaki piki nanopartikullerin ortalama boyutlarini ve
pikin keskinligi ise nano partikillerin boy dagilimi konusunda o6nemli bilgiler

vermektedir.

3.7.2. AuNPlerin Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Goruntuleri

Turkevich yontemiyle sentezlenen AuNP’lerin sekil ve boyutlarini incelemek ve
NP’lerin ortalama boyutlarini belirlemek icin NP’lerin TEM goruntileri elde edilmistir.
Bu amac icin AuNP’lerin seyrek c¢ozeltilerini bir ependorf igcinde uygun sivida
suspansiyona alindiktan ve ultrasonik banyoda karigtirdiktan sonra, ince uclu
siringaya cekilerek, numune uygun bakir 1zgara Ustune bir damla damlatilip, 24 saat
bekletilerek kurutulmustur ve daha sonra bir gecirimli elektron mikroskobu (TEM,

FEI, Tacnai) ile nanopartiklllerin gorintuleri elde edilmisgtir.

3.8. Sonikasyon Yontemiyle Nanofiber Yuzeylerine Nanopartikiil Yuklenmesi
Sonokimyasal yontemi ile NP sentezlemek ve polimeri ve seramik ylzeylere NP
yuklemek icin genelde ayarlanabilir yuksek gsiddetli sonokimyasal cihazlar
kullaniimaktadir (Sekil 3.17). Bu tez calismasinda da nanofiber matrislerinin
yuzeylerine gumus nanopartikulleri (AgNP’leri) ve AuNP’leri yiklemek ve yuzeyleri
zenginlestirmek igin ilk adimda sonokimyasal cihaz kullaniimigtir (Sonoplus 2200,
Japoniya, Sekil 3.18). Ama sonokimyasal cihazlarinin yiksek siddetlerinde
nanofiber matrislerin disik dayanikhliklarindan dolayl nanofiber yapilari blyuk
Olgude hasar gérmus ve bu cihaz nanofiber matrislerin ylzeylerini zenginlestirmek
icin kullanilamamigtir. Daha sonra bu amac igin sonikasyon banyosu kullaniimigtir
ve bu ortamda 6zellikle PCL nanofiber matrislerin yapilarinda herhangi bir hasar
gorunmemistir ve bu nedenle yuzey zenginlestirmek i¢in sonikasyon banyosu

kullaniimigtir.
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Sekil 3.17. Sonokimyasal cihazi.

3

Sekil 3.18. Sonoplus 2200, Japoniya.

3.8.1. Sonokimyasal indirgeme ile Nanofiber Yiizeylerine AgNP Yiiklenmesi

Nanofiberlerin ylzeyinde gimuis nanopartikullerinin (AgNP’lerin) yUklenmesi igin
sonokimyasal yontem kullaniimigtir. PCL ve CS-g-PCL-I/PCL nanofiber filmler
ylzeylerine AgNP’lerinin indirgenerek yliklenmesi igin, 1 cm?'lik nanofiber filmi, 10
ml 0.05 M gumdas nitrat (AgNO3) sulu (% 90 su : % 10 etilen glikol (EG)) ¢dzeltisi
ihtiva eden bir 50 ml sonikasyon sisesine yerlestiriimigtir. Reaksiyon karigimi daha
sonra Oz / hava izlerini gidermek i¢in 1 saat sure ile, argon (Ar) ile temizlenerek daha
sonra, Ar akisini muhafaza etmekle birlikte ultrasonik sonikasyon cihazi ile sonike
edilmigtir. Sonikasyonun ilk 5 dakikasi boyunca %24 hacim orani sulu amoniyak
cOzeltisi (NH3:AgNO3=2:1) reaksiyon ortamina ilave edilmigtir. sonikasyon
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esnasinda, Nanofiber filmlerin ylzeyinnin rengi beyazdan acgik griye degismeye
baslamistir. Sonikasiyon bittikten Sonra, nanofiber film tGzerinden amonyak izlerini
gidermek igin, once distile su ile ve daha sonra etanol ile iyice yikaniimistir ve 24
saat boyunca oda sicakliginda kurutulmustur [157-160]. GUmus nanopartikullerinin
(AgNPIer) stabilizasyonu igin 3 g/L polietilen glikol (PEG) sonikasyon baglamadan
once reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Farkli AGQNO3 konsantrasyonlari ve ultrason

radyasyon siddetleri ve sureleri incelenmistir.

3.8.2. Sonokimyasal indirgeme ile Nanofiber Yiizeylerine AuNP Yiiklenmesi

Nanofiberlerin ylzeyinde altin nanopartikillerin  (AuNP’lerin) yiklenmesi igin
sonokimyasal yontem kullaniimigtir. PCL ve CS-g-PCL-I/PCL nanofiber filmler
ylizeyine AuNP’lerin indirgenerek yiiklenmesi i¢in, 1 cm?'lik nanofiber filmi 10 ml 0.5
mM altin tuzu (HAuUCls) sulu (% 70 su: %30 izopropil alkol) ¢ozeltisi ihtiva eden bir
50 ml sonikasyon sisesine yerlestirilmistir. Reaksiyon karisimi daha sonra Oz/hava
izlerini gidermek icin 1 saat sure ile, argon (Ar) ile temizlendikten sonra Ar akigini
muhafaza etmekle birlikte ultrasonik cihazi ile sonike edilmistir. Sonikasyonun ilk 5
dakikasi boyunca %24 hacim oraninda sulu amoniyak ¢ozeltisi reaksiyon ortamina
ilave edilmistir. sonikasyon esnasinda, Nanofiber filmlerin ylzeyinin rengi
degismeye baslamistir. Sonikasyon bittikten sonra, nanofiber film Uzerinden
amonyak izlerini gidermek igin, 6nce su ile daha sonra etanol ile iyice yikanilimistir
ve 24 saat boyunca oda sicaklhiginda kurutulmustur [161-163]. AuNP’lerinin
stabilizasyonu igcin 3 g/L polietilen glikol (PEG) sonikasyon baslamadan &énce
reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Farkhh HAuCls konsantrasyonlari ve ultrason

radyasyon siddetleri ve sureleri incelenmistir.

3.8.3. AuNPlerin Sonikasyon ile Nanofiber Yuzeylerine Yiiklenmesi

Nanofiberlerin ylzeyinde Onceden sentezlenmis AuNP’lerin yUklenmesi igin
sonokimyasal yontem kullaniimigtir. PCL ve CS-g-PCL-I/PCL nanofiber filmler
ylzeyine AuNP’lerin yiiklenmesi igin, 1 cm?'lik nanofiber filmi 0.5 mM AuNP ¢ozeltisi
ihtiva eden bir 50 ml sonikasyon sisesine yerlestirilmistir. NP ¢ozeltisi ultrasonik
sonikasyon cihazi ile sonike edilmigtir. Sonikasyon bittikten sonra nanofiber film
once su ile daha sonra etanol ile iyice yikaniimistir ve 24 saat boyunca oda
sicakhginda kurutulmustur [161-163]. Farkli AuNP konsantrasyonlari ve ultrason

radyasyon siddetleri ve sureleri incelenmistir.
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3.8.4. Yuzeylerine NP Yiiklenen Nanofiberlerin SEM Goriintiileri

Yuzeyleri sonikasyonla indirgeme yontemi ile zenginlestiriimis (Au veya Ag NP’leri
yuklenmis) nanofiber matrisler ve ©6nceden sentezlenen AuNP’ler yuklenmis
nanofiber matrislerin yapilarini goérintilemek igin SEM goérUntileri c¢ekilmistir.
YUzeyleri zenginlestiriimis matrislerin ylzey morfolojileri hakkinda bilgi edinebilmek
icin ylksek ¢6zunarlikli taramali elektron mikroskobu (QUANTA 400F Field
Emission SEM, ABD) ile géruintileme gerceklestirilmistir.

T
;
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Sekil 3.19. QUANTA 400F Field Emission SEM, Yuksek ¢ozunurlukli taramal
elektron mikroskobu: A) SEM cihazi, B) Yuzeylerin bilgisayarda goruntulemesi, C)
Yuzeyleri SEM ile gorintilemek igin kaplanmisg numuneler, D) Yuzeyleri kaplanmig
matrislerin SEM cihazina yerlestiriimesi.

Oncelikle, ylzeyleri zenginlestirilmis matrislerin kiigiik parcalar halinde numune
tablasi Uzerine tutturulmus uygun sekilde kaplama yapildiktan sonra analiz edilerek
goruntuleri elde edilmistir. QUANTA 400F Field Emission SEM cihazinin
¢O6zunarlagu 1.2 nm dir. Elde edilen SEM goruntuleri Imaged yazilimi kullanilarak
analiz edilmistir. Sekil 3.19 QUANTA 400F Field Emission SEM cihazini, Yuzeylerin
SEM gdruntilerinin bilgisayarda goruntilemesini, yuzeyleri SEM ile gérintilemek
icin kaplanmig numuneleri ve vyuzeyleri kaplanmis matrislerin SEM cihazina

yerlestiriimesini gostermektedir.
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3.8.5. Yuzeylerine NP Yuiklenen Nanofiberlerin Raman Analizi

Yuzeyleri sonikasyonla indirgeme yontemi ile zenginlestiriimis (AuNP’leri veya
AgNP’leri yUklenmig) nanofiber matrisler ve Onceden sentezlenen AuNPler
sonikasyon ile yuklenmis nanofiber matrislerin ylzey zenginlesdiriimis raman
spektrumlar (SERS) bir ylksek performansli raman mikroskopu (ExamineR™ High
Performance Raman Microscope, 785 Lazer Raman modulu, Kanada) kullanarak

elde edilmistir.

sty
sgupegagd

= [‘

M A ‘\ |

A | “‘1 1
" I
W 'Li.\'i“\r)l "}) WA "‘L ‘«.‘l,'r‘ W\

Sekil 3.20. Raman spektrumetrisi: A) ExamineR™ vyiksek performansli raman
mikroskopu, 785 Lazer Raman modulli, B) Raman spektrumlarin bilgisayar
sistemde goruntulenmesi, C) Numunelerin raman mikroskpou altinda goruntisu.

Bu amag i¢in cam yuzeyler Uzerinde ¢ift tarafli bant kullanarak sabitlesmis nanofiber
yuzeylerine metilen mavisi (MB) damlatildiktan sonra raman spektromertesi ile
analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar 1610 nm™"de MB pikinin siddetleri
kiyaslanarak degerlendirmistir (Sekil 3.20).

3.9. NP Yiiklenmis Yiizeylerin Fliioresan Olgumleri

Altin ve gumus yuklenmis yluzeylerin bakteri Uzerinde etkilerini belilemek igin
flioresan olgumleri yapilmistir. Bu deneylerde E. coli ATCC 25922 susu
stspansiyonu kullaniimistir. PCL ve altin ve gumus yUklenmis nanofiberler Gzerine

10 yl GFP (Green Floresan Protein) boya ilave edilmistir. Boya nanofiber yluzeyine
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ilave edildikten sonra flloresan mikroskop ile goruntli alinmistir. Daha sonra ylzeye
10 pl E. coli ATCCC 25922 ilave edilerek gorunti alinmistir. 12 saat bekledikten
sonra tekrar goruntd alinmigtir. Gorantu almak igin iki farkl flioresan mikroskop
cthazi (PSARON 1000, Tam Otomatik 3D Dijital Mikroskopi Sistemi, Turkiye, ve
Dino-Lite Digital Microscope, AM4115T-GRFBY, Taiwan) (Sekil 3.21. ve 3.22.)

kullaniimigtir.

Sekil 3.22. Dino-Lite Digital Microscope, AM4115T-GRFBY, Taiwan.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sentezlenen Graft Kopolimerler ve PCL’nin Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda iki farkh graft kopolimer CS-g-PCL-I (kaprolaktonu ylksek) ve
CS-g-PCL-Il (kaprolaktonu duguk) sentezi yapilmistir. Bunlarin MFR (Molekuler
fraksiyon orani) ve polimerizasyon verimleri (elde edilen numunenin agirhginin
kullanilan kitosan ve kaprolaktonun toplam agirligina orani) sirasiyla 24 ve 12 ve
%76 ve %84 dir (Cizelge 4.1). Sentezlerin olduk¢a basaril bir sekilde gerceklestigini

sOylemek mUmkuandur.

Cizelge 4.1. PCL ve CS-g-PCL kopolimerlerin karakterizasyonu

Numune PCL CS-g-PCL- CS-g-PCL-
MFR® - 24 12
Verim (%)° - 76 84
MW (kDalton)° 86.650 11.633 10.822

Notlar: a: e-CL’in glukuzamin gruplarina molar fraksiyon orani (Moral feed ratio), b: Verim (%) =
[(WCS-PCL)/(WCL + WCS)] x 100%, c: GPC ile dlgilmustr.

4.1.1. FTIR Sonuglari

Kitosan (CS), PCL ve CS-g-PCL-I'in FTIR analiz sonuglari sekil 4.1’de verilmistir.
Sekil 4.1.A’”da CS’in polisakkarit yapisini temsil eden karakteristik pikler 893 ve
1150 cm™ de, ve amit | bandi ve amino gruplarinin absorbansi sirasiyla 1648 ve
1589 cm""de gosterilmistir. Sekil 4.1.B’de 1730 cm-'deki pik PCL homopolimerinin
esteri gerilmesini gostermektedir ve karakteristiktir. Sekil 4.1.C’de verilen CS-g-
PCL-lI graft kopolimerine ait spektrumda 1720, 1641 ve 1552 cmdeki pikler
sirasiyla PCL’nin karakteristik ester banti ve CS'nin amit | ve amino gruplarini temsil
etmektedir. Piklerden ve bagdil siddetlerinden graftlamanin basariyla yapildigini

sOylemek mumkuanduar [117].
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Sekil 4.1. Omek FTIR spektrumlari: (A) Kitosan (CS); (B) Polikaprolakton
homopolimeri (PCL); ve (C) Graft kopolimer (CS-g-PCL-I).
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4.1.2. *H-NMR Sonuglan

CS, PCL ve graft kopolimerlerin '"H-NMR spektrumlari sirasiyla sekil 4.2 ve sekil
4.3'de verilmigtir. Kitosanin ait olan karakteristik pikler genel bilgiler kisminda gekil
2.3'de verildigi gibi 4.5-5.5 ppm (1) D-glukozamin biriminin H-1"i i¢in; 3.4-4.25 ppm
(2,3,4,5,6,6’')de H-2,3,4,5,6 ve 6’ sakarin birimleri igin; 3-3.2 ppm (2’)’de H-2’ i¢in
ve 2.05 ppm (7)'de -CHzsicin gorulmektedir (Sekil 4.2). PCL’e ait karakteristik pikler
ise 2.2 ppm (a), 1.6 ve 1.7 ppm (b, d), 1.4 ppm (c) ve 4.15 ppm (e)'de yer almaktadir
(Sekil 4.2.). CS ve PCL’e ait pikler graft kopolimer I ve Il (Sekil 4.3. A ve B)'nin
spektrumlarinda gdsterilmistir. Bu bulgular da FTIR sonuglariyla paraleldir ve graft
kopolimer olusumunu kanitlamaktadir [25,117].

CS uzerinde graft edilen oligo-PCL zincirlerinin ortalama uzunlugu (D-glukozamin
birim basina) denklem (4-1)'den elde edilmektedir [17].

(4-1) CLn= Aj@y21 / A3, 4, 5,6,6)5]

Burada CLn oligo-PCL zincirlerinin CS’nin D-glukozamin birim basina ortalama
Uzinligunu goéstermektedir. Ajayz; 2.2 ppm'deki PCL Unitelerindeki protonlarin
integral alaninin yarisini temsil eder. A3, 4, 5, 6, 6 y5 3.4-4.25 ppm'deki CS'nin sakarin
birimlerinin protonlarinin (3, 4, 5, 6 ve 6’ 'nin) toplam integral alaninin beste birini
temsil eder. Bu hesaplamalar sonucu CS-g-PCL-I i¢in CLn 27 ve CS-g-PCL-Il i¢in
CLn 14 elde edilmistir. Bu sonuclarda da gdosterildigi gibi reaksiyon ortaminda ¢-
kaprolakton (CL) monomeri miktarinin gogalmasi ile birlikte graftleme sonucu CS
zincirleri Uzerinde olusan oligo-PCL zincirlerinin  Gzanligu orantili bir sekilde

artmaktadir.
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Sekil 4.2. A) CS’nin "H-NMR spektrumu: 4.5-5.5 ppm (1) D-glukozamin biriminin H-
1'i; 3.4-4.25 ppm (2,3,4,5,6,6')'de H-2,3,4,5,6 ve 6’; 3-3.2 ppm (2’)’de H-2’ ve 2.05
ppm (7)'de -CHs. ve B) PCL’nin "H-NMR spektrumu: 2,2 ppm (a), 1,6 ve 1.7 ppm (b,
d), 1.4 ppm (c) ve 4.15 ppm (e).
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Sekil 4.3. Ornek "H-NMR spektrumlari: (A) Graft kopolimer | (CS-g-PCL-1) (B) Graft
kopolimer Il (CS-g-PCL-Il).
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4.1.3. GPC Sonuglari
Sekil 4.4, sekil 4.5 ve sekil 4.6 sirasiyla PCL, CS-g-PCL-I ve CS-g-PCL-II'nin GPC

analiz sonugclarini gosterilmistir. Polimerler i¢cin Mn= Sayica-ortalama molekul
agirhigr, MW = agirlikca ortalama molekul agirhgi, Mp = en yuksek tepe noktasi
molekul agirhgi, Mz = Daha yuksek ortalama molekuler agirliklari, Mz+1 ve
Polidispersite = Mw/Mn verilmistir. GPC analiz sonuglarina gbre sentezlenen
PCL’nin ortalama molekul agirhgr (Mw) 86650 dalton elde edilmistir. Litaratturde [6-
13] genellike PCL ve karisimlarindan nanofiber Uretiminde kullanilan PCL’nin
molekul agirligi 80000 daltondir ve elektroegirme igin en uygum molekul agirhgi
olarak kayd edilmistir. Bu nedenle sentezlenen PCL'nin molekal agirhgmnin (MW)
80000 daltonun Uzerinde olmasi onun nanofiber dretimi igin uygun oldugunu
gostermektedir. CS-g-PCL-I ve CS-g-PCL-ll igin (sekil 4.5 ve sekil 4.6) MW sirasiyla
11633 ve 10812 dalton elde edilmigtir.
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Dﬂglllm Mn Mty MP Mz Mz+1 . . ) .
Polidispersite Mz W Mz+ 1 Mw

‘ Ad (Dalton) | (Dalton) | (Dalton) | (Dalton) | (Dalton) P
|| 47650 BEESD BT197 | 158730 330513 1818441 | 1831862 3814369

Sekil 4.4. PCL icin GPC analiz sonucu (Mn, Mw, Mp, Mz, Mz+1, Polidispersite/
heterojenlik indisi).
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Sekil 4.5. CS-g-PCL-l icin GPC analiz sonucu (Mn, Mw, Mp, Mz, Mz+1, Polidispersite
/ heterojenlik indisi: Mw/Mn).
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Sekil 4.6. CS-g-PCL-Il igcin GPC analiz sonucu (Mn, Mw, Mp, Mz, Mz+1, Polidispersite
/ heterojenlik indisi:Mw/Mn).

56



4.1.4. TGA analiz sonuglari

Sekil 4.7, sekil 4.8 ve sekil 4.9’da sirasiyla PCL, CS ve CS-g-PCL-I'in termogramlari
verilmigtir. TGA termogramlar graft kopolimerin yapisinda CS ve oligo-PCL’nin
varhigini tesbit etmek icin kullaniimistir. CS ve PCL farkli sicaklik derecelerinde kitle
kaybi gostermektedirler ve kopolimerin yapisinda CS ve oligo-PCL zincirleri oldugu
icin her iki kutle kaybi noktasinin varligr beklenilmektedir. Termogramlarda
gosterildigi gibi PCL ve CS igin kitle kaybi noktasi sirasiyla 414 ve 302 C elde
edilmistir. Sekil 4.9.'da CS-g-PCL-I termograminda 302 ve 414°C kitle kaybi
noktalari gérinmektedir ve bu son¢ kopolimer yapisinda oligo-PCL ve kitosanin

varligini gostermektedir.

Drerrelined Wil % (NS

Kiitle Yiizdesi (%) — —

b 2
1338 o e = 00 =0 x o 0 “ e &

Sicakhk("C)
Sekil 4.7. PCL igin TGA termogrami; Kutle kaybi noktasi 414.42 C.
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Sekil 4.9. CS-g-PCL-I TGA termogrami; Kutle kaybi noktalar 302.73 ve 411.90 C.
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4.2. Nanofiberlerin Karakterizzasyonu

4.2.1. Elektroegirme ile Uretilen Kopolimerler ve PCL Karigimi Fibeler

Bu calismada PCL ve CS-g-PCL-l ve CS-g-PCL-Il kopolimerlerinin PCL ile farkh
oarnlarda karisimlarindan elektroegirme yontemi kullanarak ¢izelge 4.2’de verilen
nanofiberler (nanofiber matrisler) olusturulmudtur. Bu nanofiberler hem siringal
elektroegirme metodu ile hem de ELMARCO Nanospider cihazi kullanarak

uretilmigtir. Her iki ydontem ile de 7 farkh nanofiber matrisi elde edilmistir.

Cizelge 4.2. Hazirlanan nanofiberler:

No. Numume PCL orani | Kopolimer orani
1 PCL 100 0
2 | CS-g-PCL-I/PCL 75 25
3 | CS-g-PCL-I/PCL 50 50
4 | CS-g-PCL-I/PCL 25 75
5 | CS-g-PCL-II/PCL 75 25
6 | CS-g-PCL-IlI/PCL 50 50
7 | CS-g-PCL-Il/PCL 25 75

4.2.2. Su Degme Acisi Analiz Sonuglari

Fiberlerin islanabilirligi onalrin biyolojik bir ortamda kullanilabimesi i¢cin en dnemli
karakterleden birdir. Uretilen fiberlerin islanabilirligini gdstermek icin “su degme
acisi” testi kullaniimistir. Sekil 4.10’da hidrofilik ve hidrfobik ylzeylerin su degme
acilarinin farklarini géstemektedir. Sonuclara dayanarak CS-g-PCL-I ve CS-g-PCL-
Il kopolimerlerinin PCL yUzeylerin hidrofilitesi Uzerindeki etkisi ve buna bagli olarak
da biyouyumlulugunu nasil etkiledigi yorumlanmistir. Tez galismasinda nanofiber
matris olusturmak icin tercih edilen PCL polimeri hidrofobik karakterdedir. Bakteri
imobolizasyonu igin gerekli olan yuzey aktif gruplari bakimindan yetersizdir. Bu
dezavantajini gidermek, pozetif ylk ve hidrofilik bir karakter kazandirmak amaciyla
PCL, CS-g-PCL-I ve CS-g-PCL-Il ile karigsim olusturarak elektrospin edilmigstir. Test
sonugclari asagdaki sekilerde gosterilmistir (Sekil 4.11, Cizelge 4.3 ve Sekil 4.12).
PCL sekil 4.11’de gosterildigi gibi buyuk su degme acisina sahiptir ki bu PCL'nin
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hidrofobik bir yapisinin olduunu gdstermektedir. Sekillerde goéruldigu gibi
nanofiberlerde Cs-g-PCL-l ve CS-g-PCL-II kopolimerin oranin artmasi ile birlikte su
degme agisi azalmakta oldugu ve fiberlerin hidrofilik bir yapiya doénusdugu
goruntilenmistar. Bu degisim CS-g-PCL kopolimerin yapisindaki hidrofilik 6zellige
sahip olan kitosana ayit hidroksil ve amino gruplarinin nanofiberlerin ylzeylerinde

varolmasindan kaynaklanmigtir.

Hirofilik Hidrofobik
Ylzey Ylzey

\

o

Degme agisi Disuk Yuksek
Yapigkanlk lyi Dusuk
Islanabilirlik lyi Dusuk

Sekil 4.10. Degme acisi (8)'nin genisligine baglh olarak degerlendirilen hidrofobik ve
hidrofilik yuzeylerin farki.

Cizelge 4.3. Nanofiberlerin su degme agisi:

No. | Nimime PCL orani | Kopolimer orani | Su degme acisi
1 | PCL 100 0 116
2 | CS-g-PCL-I/PCL 75 25 44
3 | CS-g-PCL-I/PCL 50 50 17
4 | CS-g-PCL-I/PCL 25 75 11
5 | CS-g-PCL-Il/PCL 75 25 41
6 | CS-g-PCL-II/PCL 50 50 20
7 | CS-g-PCL-Il/PCL 25 75 11
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B) CS-g-PCL-I/ PCL (25:75) E) CS-g-PCL-1I/ PCL (25:75)

C) CS-g-PCL-1/ PCL (50:50) F) CS-g-PCL-1I/ PCL (50:50)

D) CS-g-PCL-1/ PCL (75:25) G) CS-g-PCL-II | PCL (75:25)

Sekil 4.11. PCL ve CS-g-PCL-I/PCL ve CS-g-PCL-II/PCL fiberlerin Gzerindeki su
damlaciginin durumu.
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Sekil 4.12. PCL, CS-g-PCL-I/PCL ve CS-g-PCL-IlI/PCL nanofiberlerin su degme
agisl.

4.2.3. X-1s1n1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) ve Yiizey Kimya Analizi

Cizelge 4.4 CS-g-PCL-I/PCL, CS-g-PCL-lII/PCL ve PCL nanofiber filmlerinin
yuzeylerinde karbon (C1s), azot (N1s) ve oksijen (O1s) atom oranlarini (%)
gostermektedir. fiberlerin ylizeyinde azot yluzdesi elektroegirme solusyonunda CSg-
PCL-I veya CS-g-PCL-II'nin miktarinin artmasi ile yukselmistir. Azot atomlari, PCL
nanofiberlerinin kimyasal bilesimi icinde mevcut degil oysa CS-g-PCL-I/PCL ve CS-
g-PCL-Il/PCL filmlerinde kitosan varlidindan dolayr mevcuttur. CS-g-PCL/PCL
nanofiber filmlerinin ylzey Uzerinde azot atomlarinin varolmasi bu filmlerin
yuzeyinde CS-g-PCL molekillerinin  varhgini  kanitlamaktadir. CS-g-PCL/PCL
nanofiber filmlerinin XPS spektrumlarinda 399,0 eV N1s zirvesinin varlidi bunu
dogrulamaktadir. PCL filmlerinin XPS spektrumlarinin yuzey taramasinda azot piki
g6zlenmemigtir. XPS sonuglari amino gruplarinin CS-g-PCL-I/PCL ve CS-g-PCL-
[I/PCL filmlerinin yizeyinde mevcut oldugunu belirtmektedir. Bu sonuglar CS-g-
PCL/PCL filmlerinin su temas agisi testlerinde gosterilen yuksek hidrofilik ozellik ile
tutarlidir. CS-g-PCL-II/PCL (75:25)'in XPS grafikleri drnek olarak sekil 4.13’te

verilmigtir.
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Sekil 4.13. CS-g-PCL-II/PCL (75:25)'in XPS grafikleri: A) C1s,B) N1s, C) O1s ve
D) Genis XPS grafigi.
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Cizelge 4.4. X-1sini1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile belirlenen PCL ve CS-g-
PCL/PCL nanofiber filmlerinin ylzeyinde karbon, azot ve oksijen atomlarinin
oranlart:

Nanofiber Karbon (%) | Azot (%) | Oksijen (%)

PCL 71.42 0.00 28.58
CS-g-PCL-I/PCL (25:75) 75.69 0.56 23.75
CS-g-PCL-I/PCL (50:50) 76.18 0.63 23.19
CS-g-PCL-I/PCL (75:25) 73.51 0.74 25.75
CS-g-PCL-II/PCL (25:75) 77.28 0.63 22.09
CS-g-PCL-II/PCL (50:50) 77.66 0.90 21.43
CS-g-PCL-II/PCL (75:25) 70.34 1.11 28.55

4.2.4. Nanofiberlerin SEM Goruntiileri ve Morfolojileri

4.2.4.1 SQiringali Elektroegirme Cihazi ile Hazirlanan Nanofiberler

Siringali elektroegirme metdu ile hazirlanan nanofiberlerin SEM gorintileri sekil
4.14’te verilmistir. SEM goruntuleri Imaged yazilimi kullanilarak analiz edilmigtir.
PCL, CS-g-PCL-I/PCL (25:75) ve CS-g-PCL-II/PCL (25:75) (PCL:Kopolimer orani
(75:25) olanlar) ait SEM fotograflari 3 farkli magnifikasyonda verilmistir (Sekil 4.14).
Filmleri olusturan fiberler, benzer ¢cap ve yapida olmalari, boncuk olusumlarinin
bulunmamasi ve yapinin homojen olusu kriterlerine gore degerlendirilmigtir.
Orneklerin ortalama fiber capi degeri, goriinti (izerinden 15 adet fiberin kalinhg!
Olcllip ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Filmleri olusturan fiberlerin ortalama
¢ap! PCL igin 900 nm, CS-g-PCL-I/PCL (25:75) igin 458 nm ve CS-g-PCL-II/PCL
(25:75) igin ise 427 nm hesaplanmistir. Fiberlerin SEM go6rintisi boncuk
olsmadigini géstermektedir.

Sekil 4.15’de boncuk olusumu Ornek olarak gosterilmigtir. Tez c¢alismasinda
olusturulmus olan filmlerin bakteri imobilizasyonu igin yeterli yizey alanini
saglamasi, bunun yaninda filmin fiziksel 6zelliklerini muhafaza etmesi acisindan
dizenli bir yapiya sahip olmasi énemlidir. Bu ylizden boncuk olusumu nanofiber
yapisinda istenmeyen bir etmendir. Asagidaki SEM fotograflarinda farkli

parametreler ile olusturulan iki ayri fibroz membranin yapisi arasindaki fark ve net
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bir sekilde boncuk olugsumlari gésterilmistir. Elde edilen sonuglar olarak fibberlerin

basarili bir sekilde hazirlandi§ini gdstermektedir.

Sekil 4.14. Sirngali elektroeglirme metodu ile Uretilen nanofiberlerin Gg¢ farkh
madfifikasyonda (50,20 ve 10 ym skalada) SEM goruntileri: PCL (A,B,C), CS-g-
PCL-I/PCL (25:75) (D,E,F) ve CS-g-PCL-II/PCL (25:75) (G,H,J).
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Sekil 4.15. iki farkli PCL nanofiber filminin SEM goriintiisii A) Boncuk yapilari olan
nanofiber, membran parametreleri; Akis Hizi: 4 ml/sa, Gerilim: 12 kV. B) Boncuk
yapilari olmayan nanofiber, membran parametreleri; Akis Hizi: 2 ml/sa, Gerilim: 16
kV.

4.2.4.2 ELMARCO Nanospider Cihazi ile Hazirlanan Nanofiberler

ELMARCO Nanospider cihazi ile hazirlanan nanofiberlerin SEM goruntileri sekil
4.16 ve sekil 4.17°de verilmistir. Sekil 4.16. A’da PCL’nin SEM goruntusu
verilmektedir. PCL nanofiberlerin ¢api 200 nm civarindadir ve siringali
elektrospining cihazi ile elde edilen PCL nanofiberleri ile kiyasda nanofiberlerin ¢api
blyluk miktarda dusus gostermektedir ki bunun nedeni ELMARCO Nanospider
cihazinda kullanilan ¢ok yuksek gerilim miktarlaridir (PCL nanofiberleri igin 50 kV).
Sekil 4.16. B, C ve D’de sirasiyla CS-g-PCL-I/PCL’nin (25:75), (50:50) ve (75:25),
oranlari ile elde edilen nanofiberlerin SEM goéruntisi verilmigtir. Bu nanofiberlerin

hazirlanmasi icin kullanilan gerilim 40 kV'tir.

PCL nanofiber matrisi ile kiyasda uretimlerinde daha duguk gerilim kullanildigi
nedeni ile nanofiber ¢aplari CS yapisinin varihdina ragman (Siringall elektrospining
sisteminde elde edilen PCL nanofiberlerin gapi CS igeren nanofiberlerin 2 katindan
daha yuksektir.) nerdeyse PCL matrisi ile ayni seviyededir (200 nm civarinda).

Sekil 4.17°da CS-g-PCL-II/PCL’nin (25:75), (50:50) ve (75:25) oranlari ile elde edilen
nanofiberlerin SEM goéruntisu verilmistir. Gorlntllerde belirgin bir sekilde goruldugu
gibi CS bazli kopolimer igeren nanaofiberlerin capi (6zellikle %25 ve %50 kopolimer
iceren filmlerde) homojen bir karakter gostermemektedir ve nanofiber ¢aplari 200
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nm ve 500 nm arasinda degismektedir. Bunun nedeni bu nanofiberlerin daha disuk
gerilim miktarinda (30 kV) olusmasidir. Bu sonuglara gére CS-g-PCL-I/PCL
nanofiberleri en uygun yapiya sahiptirler.

A

/

4

=

Sekil 4.16. Elmarco nanospider cihazi ile elde edilen PCL ve CS-g-PCL-I/PCL
nanofiberlerinin SEM goéruntusu: A) PCL, B) CS-g-PCL-I/PCL (25:75), C) CS-g-PCL-
I/PCL (50:05) ve CS-g-PCL-I/PCL (75:25).
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Sekil 4.17. Elmarco nanospider cihaz ile elde edilen PCL ve CS-g-PCL-II/PCL
nanofiberlerinin SEM goéruntusu: A) PCL, B) CS-g-PCL-II/PCL (25:75), C) CS-g-
PCL-II/PCL (50:05) ve D) CS-g-PCL-II/PCL (75:25).

4.2.5. Mekanik Test (Gerilme-Uzama Deneyi) Sonugclari

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.18'de geriime-uzama testi sonuglarini ve grafiklerini
gostermektedir. CS-g-PCL-I/PCL ve CS-g-PCL-II/PCL nanofiberleri PCI ile
kiyaslandiginda, filmlerin elastisitesinin disik miktarda oldugu tesbit edilmistir. CS-
g-PCL-I/PCL ve CS-g-PCL-II/PCL filmerinin elastisitesinin dususu ile birlikte kopma
aninda uzama miktarinda da PCL ile kiyasda buylk oOlglide dusis gorulmustir.
Kitosanin kétl mekanik 6zellikleri ve onun fiber olusturmasinin mimkin olmadigi
g6z onune alindignda, elde edilen filmlerin mekanik test sonuglari, PCL’nin filmlerin

mekanik 6zelliklerinin iyilestiriimesinde ¢ok buyuk etkisi oldugunu kanitlamaktadir.
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Sonug olarak CS ve PCL’nin avantajlarini kullanarak hem hidrofobik ve katiyonik

Ozelligi olan ve hem de iyi mekanik 6zelliklere sahip olan nanofiberler Gretilmistir.
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Sekil 4.18. Cekme-uzama test sonuglari: A) PCL, B) CS-g-PCL-I/PCL (25:75) ve C)
CS-g-PCL-II/PCL (25:75).

Cizelge 4.5. Cekme-uzama test sonuglari.

Numune

Elastisite

Kopma Aninda

Azami Gerilme

Moduli (MPa) | Uzama Miktari (%) | Gucu (MPa)
PCL 10.21 MPa 457.66 2.23 MPa
CS-g-PCL-I/PCL (25:75) 19.585 MPa 104.74 0.92 MPa
CS-g-PCL-II/PCL (25:75) 14.18 MPa 83.41 1.02 MPa

69




4.3. Antimikrobiyal Test (Agar Difuzyon Test) Sonuglar

Uretilen nanofiberlerin antibakteriyel 6zelliklrini belirlemek icin iki farkli gram pozitif
ve gram negatif bakteri secilmistir ve bu bakteriler varliginda PCL ve CS-g-PCL/PCL
nanofibelerin antibakteriyel o6zelliklri incelenmigtir. Gram-negatif bakteri olarak
escherichia coli (ATCC 259222) secilmistir. Gram-pozitif bakteri ise staphylococcus
aureus (ATCC 25923) segilmisgtir.

Fiberlerin E. coli ve S. aureus Uzerinde 24, 48 ve 72 saatlik inklibasyon suresinin
sonrasinda herhangi bir antibakteriyel etkileri gérinmemistir (Sekil 4.19). Deney
sonugclari gostermektedir ki graft edilmis kitosan (CS-g-PCL) graft edilme sonucu
yapisal olarak degisime ugradigindan, genel bilgiler kisminda belirlenen kitosana

0zgu antibakteriyel 6zellige sahip degildir.

Sekil 4.19. PCL, CS-g-PCL-I/PCL (25:75) (A1) ve CS-g-PCL-II/PCL (25:75) (B1)
elektroe@rilmis matrislerin antibakteriyel testleri.

4.4. Biyofilm Olusumu Deney Sonuglari
Nanofiberlerin yuzyeinde biyofilm olugsumunu incelemek igin biyofilm olusumu

testleri yapilmigtir. Bu deneyler igin bakteri olarak S. epidermidis segilmigtir.

4.4.1. S. epidermidis Biyofilm Olugumu

Nanofiberler lzerinde S. epidermidis biyofilm olusumu sonuglari sekil 4.20°da
verilmistir. Elde edilen sonuclara gére PCL hidrofobik yapisindan dolayi ilk gtinde
en ¢ok biyofilm olusumunu gostermektedir. %25, %50 ve %75 kitosanl kopolimer |
iceren nanofiberlerde ise biyofim olosumu ilk gunde (24 saat) PCL ile
kiyaslandiginda daha dusuktlr ve kitosan miktatrinin artmasi ile birlikte daha da

azalmaktadir, bu sonug kitosan iceren nanofiberlerin hidrofilik yapilarina baglamak
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olur. Kontrol gurubu ile kiyaslandiginda ise her Ug¢ nanofiber filmlerinde biyofilm
olusumu ilk gunde kontrol grubundan daha dusuktur ki kontrol grubunun tamamen
hidrofobik yapisindan kaynaklanmaktadir. 48 ve 72 saat sonuglarina bakildiginda
neredeiyse ayni hizda gogalmakta ve 24, 48 Ve 72 saat sonuglarina bakildiginda
biyofim olusumunun ayni oranda ilerledigini gdstermekte ve yapinin hidrofilik
Ozelliginin artmasi ile biyofilm olusumunun azalmasini kanitlamaktadir. Bu sonuglar
hidrofobik yapilarin  biyofiim olusumu igin ¢ok daha uygun olduklarini
gOstermektedir, bu nedenle PCL matrisleri yapisinda kitosanin gogalmasi ile birlikte

biyofilm olusuma kitosan miktari ile dogrudan baglantili olarak azalmaya baslamistir.
S. epidermidis Biyofilm olusumu
4.5
35
2.5

15

0.5
"N II II el =B
PCL

CS-g-PCL-I/PCL  CS-g-PCL-I/PCL  CS-g-PCL-I/PCL
(25:75) (50:50) (75:25)

Kontrol

W 24 saat W48 saat 72 saat

Sekil 4.20. S. epidermidis biyofilminin 2 glin araliklarla 24, 48 ve 72 saat UV
absorbanslari; Sonuglarina bakildiginda neredeiyse biyofilm olusumu ayni hizda
cogalmaktadir.

4.4.2. S. epidermidis Biyofilminin Optik Mikroskop Goriintuleri

Sekil 4.21’de goéruldugu gibi, S.epidermidis biyofilminin ilerleme asamalarinin
goruntuleri anlagilan sekilde sergilenmistir. Optik gortntuler biyofilm olusumunun
zaman iginde artirilir oldugunu gostermektedir. S. epidermidis biyofilminin
polisakkarit 6zelli§i yavas yavas belli yapisal yodunluk artisi ile goéruntilerde

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.21. 40xZeiss lens ile donat|Im|§ LEICA optik mikroskop ile goruntilenen

S.epidermidis biyofilminin 2 gun araliklarla olugsumu: A) 1. giin, B) 3. glin, ve C) 5.
gun.

4.5. Turkevich Yontemiyle Sentezlenen Aunpler Karakterizasyonu
Bu kisimda Turkevich yontemiyle sentezlenen altin  nanopartikullerin
karakterizasyon sonuglari yer almaktadir. Karakterizasyon sonuglari dar bir boyut

araliginda basaril bir sekilde AuNPlerin sentezlendigini gostermektedir.

4.5.1. AuNPlerin Morotesi-Goruniir (UV-Vis) Spektrumu

Turkevich ydntemi ile sentezlenen altin nanopartikillerinin (AuNPleri) mordétesi-
gorandr (UV-Vis) spektrumu sekil 4.22°de verilmistir. 524 nm’de goérunen UV-Vis
emilimi piki altin nanopartikillerinin basarili bir gsekilde sentezlendigini ve

nanopartikul boyutlarinin yaklasik 20 nm oldugunu gostermektedir [177].

12 524 nm 20 nm AuNPleri

=
=]

Emilim (%)

o4

02

o

400 500 800 700 BOD 200 1000 1100

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.22. koloidal altin ¢dzeltisi UV-gorindr emilim spektrumu (d=20 mil).
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4.5.2. AuNPlerin TEM Goruntiisi
Altin nanopartikillerinin (AuNPleri) TEM goruntisu sekil 4.23’de verilmigtir. TEM
goéruntusunde de belirgin bir sekilde goruldugu gibi AuNPlerinin boyutlari yaklagik

10-20 nm (ortalama 15 nm) aralidinda oldugu tesbit edilmistir.

Sekil 4.23. Sentezlenen AuNP’lerin TEM goruntisu (d=15 nm gapinda).

4.6. Sonokimyasal indirgeme ile Nanofiber Yiizeylerine Yiiklenen NPlerin
Optimizasyon Sonuglari:

Sonokimyasal yontemiyle nanofiber matrislerinin ylzeylerine nanopartikil yuklenme
isleminin optimizasyon slreci ve sonuglari ve optimizasyon sonucu elde edilen

matrisler bu kisimda anlatiimistir.

4.6.1. indirgeme Yontemiyle Nanofiber Yiizeylerine AgNP Yiiklenmesi

Nanofiberlerin ylzeyinde gumus nanopartikillerinin (AgNP’lerinin) yuklenmesi igin
sonokimyasal yontem kullaniimistir.  Yiksek AgNOs konsantrasyonlari ve
sonikasyon siddeti ve uzun reaksiyon sureleri kullanidiginda tamamen siyah renkte
yuzeyler elde edilmistir. Bu durum cok yuksek miktarda AgNP’leri yuzeyde
biriktiriimis oldugunu ve yuzeyin tamamen AgNP’leri ile kapandigini ve aglomere

oldugunu godstermektedir. AgNOs konsantrasyonunu azaltmak ile birlikte farkl

73



sonikasyon siddetleri ve reaksiyon sureleri kullanilarak agik renkte ylzeyler elde
edilmistir. Optimizasyon surecinde hazirlanan 6rneklerin detaylari gizelge 4.6 ve

4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.6. Sonokimyasal indirgeme yontemi kullanilarak ytzeylerinde AgNPleri

yuklenmis PCL nanofiberlerin optimizasyon sonuglari:

Sonikasyon Siddetleri

PCL Nanofiberleri icin AgQNOs Konsantrasyonu, Sonikasyon Siiresi ve

10 mM 5 mM 5mM 1TmM 1TmM
2 Saat 2 Saat 4 Saat 5 Saat 5 Saat
Yiksek Yiksek ~ Duglk Duslk Yiksek
[\—ﬂ
l
2 3 4
1TmM 1TmM 1 mM 1TmM
4 Saat 4 Saat 6 Saat 6 Saat
Dusuk Yiksek Dusuk Yiksek
. B .
6 8 10
1 mM 0.25 mM 0.1 mM 0.1 mM
6 Saat 6 Saat 6 Saat 6 Saat
YUksek Dusuk Yuksek
12 13 14 15
0.05 mM 0.05 mM 0.025 mM 0.025 mM
6 Saat 6 Saat 6 Saat 6 Saat
Yuksek Duasuk Yuksek
18




Cizelge 4.7. Sonokimyasal indirgeme yontemi kullanilarak yuzeylerinde AgNPleri
yuklenmis CS-g-PCL-I/PCL (25:75) nanofiberlerin optimizasyon sonuglari:

CS-g-PCL-II/PCL Nanofiberleri icin AgNOs
Konsantrasyonu, Sonikasyon Suresi ve Siddetleri

1 mM 0.5 mM 0.25 mM
6 Saat 6 Saat 6 Saat
Dusik Yuk

0.1 mM 0.05 mM 0.025 mM
6 Saat 6 Saat 6 Saat
DusUk DusUk Dusik
RN e
4 5 6

Optimizasyon deneyleri sonuglarina dayanarak kitosan bazli nanofiber filmlerinin
sonikasyon surecinde hidrofilik 6zelliklerine gore ylizey yapilarinda az miktarda
bozulma gérinmustir ve ayni zamanda sonikasyon siddeti ve sureside nanofiber
yapilarinda farkl etkiler ortaya koymaktader. Bu nedenlere gore sonikasyon ile
yuzeylere gumus partikilleri indirgemek igin, PCL nanofiberleri kullaniimis ve sabit
sUre ve sabit sonikasyon siddetinde sadece AgNO3s konsantrasyonunu degistirerek
gumus nanopartikulleri yuklenmis yuzeyler elde edilmigtir. Elde edilen yuzeylerin
goruntileri gizelge 4.8’de verilmigtir.

Bu sonuglar sabit sonikasyon suresi, sabitsonikasyon siddeti kullandigindan dolayi
nanofiber filmlerinin ylzey yapilarinda farkli degisikliklerin gérilmemistir ve sadece
AgNOz3’In farkh konsantrasyonlarindan dolayi yuzeyde yuklenen AgNP’lerinin
miktarinda farkhliklar goértlmuastir ve konsantrasyonun duasmesi ile birlikte

aglomerasyon azalmis ve acgik renkte yuzeyler elde edilmigtir.
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Cizelge 4.8. Farkh AgNOs konsantrasyonlari kullanilarak sonokimyasal indirgeme
yontemi ile ylzeylerinde AgNPleri yuklenmis PCL nanofiberleri:

PCL Nanofiberleri:
Sonikasyon Suresi: 2 Saat,  Sonikasyon Siddeti: Yuksek

0.01M AgNOs 0.001 M AgNOs
o ——— |

1

0.0005 M AgNOs 0.0001 M AgNOs3
!r—'—""—'—'; N~ v | @~ Rz

R TR .
s
¢

4.6.2. indirgeme Yéntemiyle Nanofiber Yiizeylerine AuNP Yiiklenmesi
Nanofiber matrislerin ylzeyinde altin nanopartikillerinin  yUklenmesi igin
sonokimyasal yontem kullaniimistir. Yiksek HAuCls konsantrasyonlari ve
sonikasyon siddeti ve uzun reaksiyon sureleri kullanildiginda genis ol¢ude siyah
renkte yuzeyler elde edilmigtir. Bu durum c¢ok yudksek miktarda altin
nanopartikullerinin ylzeyde biriktirilmis oldugunu ve yuzeyin genis Olgude altin
nanopartikllleri ile kapandigini ve aglomere oldugunu gdstermektedir. HAuCl4
konsantrasyonunu azaltmak ile birlikte farkli sonikasyon siddetleri ve reaksyon
sureleri kullanilarak acgik renkte yuzeyler elde edilmistir. Optimizasyon surecinde
hazirlanan drneklerin detaylari gizelge 4.9 ve 4.10°da verilmistir.

Optimizasyon deneyleri sonuglarina dayanarak kitosan bazli nanofiber filmlerinin
sonikasyon surecinde hidrofilik 6zelliklerine gére ylizey yapilarinda az miktarda
bozulma gérinmustir ve ayni zamanda sonikasyon siddeti ve sureside nanofiber
yapilarinda farkl etkiler ortaya koymaktader. Bu nedenlere gore sonikasyon ile
yuzeylere altin partikllleri indirgemek igin, PCL nanofiberleri kullaniimis ve sabit
sure ve sabit sonikasyon siddetinde sadece HAuCls konsantrasyonunu degistirerek
AuNP’leri yuklenmig yuzeyler elde edilmigtir. Elde edilen yuzeylerin goruntileri

cizelge 4.11’de verilmistir.
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Cizelge 4.9. Sonokimyasal indirgeme ydntemi kullanilarak ytzeylerinde AuNPleri

yuklenmis PCL nanofiberlerin optimizasyon sonuglart:

Sonikasyon Siddetleri:

PCL Nanofiberleri i¢in HAuCls Konsantrasyonu, Sonikasyon Siiresi ve

0.1 mM
4 Saat

Yiksek

0.1 mM
2 Saat
Yiksek

0.1 mM
2 Saat (tekrar)
Yuksek

0.05 mM
4 Saat

7

1 2 3
0.05 mM 0.05 mM 0.025 mM 0.025 mM
2 Saat 2 Saat (tekrar) 4 Saat 2 Saat
Yuksek YUksek YUksek YUksek

8

Cizelge 4.10. Sonokimyasal indirgeme yontemi kullanilarak ylzeylerinde AuNPleri

yuklenmis CS-g-PCL-I/PCL (25:75) nanofiberlerin optimizasyon sonuglari:

CS-g-PCL-I/PCL (25:75) Nanofiberleri icin HAuCls Konsantrasyonu,
Sonikasyon Siiresi ve Sonikasyon Siddetleri

0.1 mM
4 Saat
Yuksek

0.1 mM
2 Saat
Yuksek

0.1 mM
2 Saat (tekrar)
Yiksek

0.05 mM
4 Saat
Yiksek

Yiksek

Yiksek

N\
4
0.05 mM 0.025 mM 0.025 mM 0.025 mM
2 Saat 4 Saat 2 Saat 2 Saat (tekrar)
Yuksek

Yiksek

N
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Cizelge 4.11. Farkli HAuCls konsantrasyonlari kullanilarak sonokimyasal indirgeme
yontemi ile ylzeylerinde AuNPleri yuklenmis PCL nanofiberleri:

PCL Nanofiberleri:
Sonikasyon Suresi: 2 Saat, Sonikasyon Siddeti: Yiuiksek

1TmM O. mM

0.1 mM 0.05 mM

Bu numumelerde sabit sonikasyon suresi ve sabit sonikasyon siddeti kullanildigina
gore, nanofiber filmlerinin ylizey yapilarinda farkl degisiklikler gértlmemistir ve
sadece HAuCI4'In farkli konsantrasyonlarindan dolay! yizzeyde ylklenen altin
nanopartikillerinin miktarinda farkhliklar goérilmektedir ve konsantrasyonun

dusmesi ile birlikte aglomerasyon azalmis ve acgik renkte yltzeyler elde edilmigtir.

4.6.3. AuNPlerinin Sonikasyon ile Nanofiber Yuizeylerine Yuklenmesi
Nanofiber matrislerin yuzeyinde turkevich yontemiyle sentezlenen altin
nanopartikiillerinin  yiiklenmesi i¢in sonokimyasal ydntem kullanilmistir. ilk
deneylerde Yuksek AuNP konsantrasyonlari ve sonikasyon siddeti ve uzun
reaksiyon sureleri kullanildiginda siyah renkte yuzeyler elde edilmistir. Bu durum gok
yuksek miktarda AuNP’lerinin yluzeyde biriktirilmis oldugunu ve ylzeyin genis Olgude
altin nanopartikulleri ile kapandigini ve aglomere oldugunu gostermektedir. AUNP
konsantrasyonunu azaltmak ile birlikte farkli sonikasyon siddetleri ve reaksyon
sureleri kullanilarak acgik renkte yluzeyler elde edilmigtir. Optimizasyon surecinde
hazirlanan bazi 6rneklerin detaylari gizelge 4.12 ve 4.13’de verilmigtir.
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Cizelge 4.12. Sonikasyon yontemi kullanilarak yuzeylerinde AuNPleri yuklenmig

PCL ve CS-g-PCL-I/PCL (25:75) nanofiberlerin optimizasyon sonuglart:

PCL Nanofiberleri icin AuNP Konsantrasyonu, Sonikasyon
Suresi ve Sonikasyon Siddetleri
0.1 mM AuNP 0.1 mM AuNP 0.05 mM AuNP
2 Saat 4 Saat 6 Saat
Yuksek Yuksek Yuksek
/_—’ o Ay ["‘\
1 2 3

Cizelge 4.13. Sonikasyon yontemi kullanilarak yluzeylerinde AuNPleri yuklenmis
PCL ve CS-g-PCL-I/PCL (25:75) nanofiberlerin optimizasyon sonuglart:

CS-g-PCL-I/PCL (25:75) Nanofiberleri igin AUuNP
Konsantrasyonu, Sonikasyon Siiresi ve Siddetleri

0.05 mM AuNP 0.1 mM AuNP 0.1 mM AuNP
4 Saat 4 Saat 6 Saat

Yuksek Siddet Yiksek Siddet Yuksek Siddet

- 22

1

Optimizasyon deneyleri sonuglarina dayanarak kitosan bazl nanofiber filmlerinin
sonikasyon surecinde hidrofilik 6zelliklerine gore ylizey yapilarinda az miktarda
bozulma goérunmustur ve ayni zamanda sonikasyon siddeti ve sureside nanofiber
yapilarinda farkl etkiler ortaya koymaktader. Bu nedenlere gore sonikasyon ile
yuzeylere AuNP’leri yiklemek icin PCL nanofiberleri kullaniimistir ve sabit slre ve
sabit sonikasyon siddetinde sadece AuNP konsantrasyonunu degistirilerek AuNPleri
yuklenmis yuzeyler elde edilmistir. Elde edilen yuzeylerin goruntuleri gizelge 4.14’da
verilmistir.

Bu numunelerde sabit sonikasyon suresi ve sabit sonikasyon siddeti kullandigina
gore nanofiber filmlerin ylzey yapilarinda farkl degisiklikler gérilmemistir ve sadece
AuNPlerin farkli

miktarinda farkhliklar goérinmektedir ve konsantrasyonun dismesi ile birlikte

konsantrasyonlarindan dolayr yuzeyde yuklenen AuNP’lerin

aglomerasyon azalmis ve acgik renkte yuzeyler elde edilmigtir.
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Cizelge 4.14. Farkhh HAuCls konsantrasyonlari kullanilarak sonikasyon yontemi ile
yuzeylerinde AuNP’leri ytiklenmis PCL nanofiberleri:

PCL Nanofiberleri:
Sonikasyon Siresi: 2 Saat, Sonikasyon Siddeti: Yiiksek
0.1 mM AuNP 0.05 mM AuNP 0.01 mM AuNP
e ——— l
1 2 3

4.7. Yuzeylerine NP Yuklenmig Nanofiberlerin SEM Goruntuleri

Yuzeylerine NP yuklenmis matrislerin SEM goruntuleri alinarak matris Uzerinde NP
dagilimi ve bu dagihmin konsantrasyon ve NP tiru ve kullanilan yikleme yontemine
gore degerlendirilmistir. SEM géruntileri yikleme islemin konsantrasyona ve

yuklenen partikul tirine bagli olarak basaril bir sekilde yapildigini gostermektedir.

4.7.1. AgNPleri indirgenmis Nanofiberlerin SEM Gériintiileri

Sekil 4.24, 4.25, 4.26 ve 4.27'de 4 farkh AgNOs konsantrasyonu (sirasiyla 10, 5, 0,5
ve 0,1 mM) kullanilarak ylzeylerine gimus nanopartikilleri (AgNP’leri) yuklenmis
PCL nanofiber matrislerin 2 farkh magnifikasyonda (20000x ve 50000x) SEM
goruntaleri verilmistir. Konsantrasyonun dusmesi ile birlikte fiberlerin ylzeylerinde
AgNPlerinin azaldigi goérilmektedir. 10 mM AgNOs konsantrasyonunda neredeyse
fiberlerin ylUzeyleri tamamen AgNPleri ile kaplanmis haldedir. 5 mM AgNO3
konsantrasyonunda da nanofiberlerin yuzeyleri buyuk oOlcide AgNP’leri ile
kaplanmis durumdadir. 0,5 ve 0,1 mM AgNOs konsantrasyonlarinda nanofiber
yuzeylerinde ¢ok az miktarda ve daginik bir sekilde gumus partikulleri
bulunmaktadir. Elde edlien sonuglar gostermektedir ki sonokimyasal indirgeme
yontemi ile nanofiber yuzeylerine AgNPlerinin yuklenmesinde en etkin parametre
AgNOs’un konsantrasyondur ve en yuksek ylklenme miktari 10 mM'da elde

edilmistir.

80



Sekil 4.24. AgNPleri yuklenmis PCL nanofiber matrisin SEM gorintisu: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), temel gumus dagilimi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: AQNOs konsantrasyonu 10 mM, 2 saat ve yuksek siddet.

3

Sekil 4.25. AgNPleri yiklenmis PCL nanofiber matrisin SEM goérintisu: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel gumus dagilimi (base scatter)
(C ve D) ile birlikte: AQNOs3 konsantrasyonu 5 mM, 2 saat ve yuksek siddet.
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megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel gimus dagilimi (base scatter)
(C ve D) ile birlikte: AQNOs3 konsantrasyonu 0,5 mM, 2 saat ve yuksek siddet.

S— 7 e gt

Sekil 4.27. AgNPleri ylklenmis PCL nanofiberin SEM goéruntusa: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel gimus dagilimi (base scatter)
(C ve D) ile birlikte: AQNOs3 konsantrasyonu 0,1 mM, 2 saat ve yuksek siddet.

82



4.7.2. AuNPleri indirgenmig Nanofiberlerin SEM Gériintiileri

Sekil 4.28, 4.29, 4.230 ve 4.31'de 4 farkli HAuCls konsantrasyonu (sirasiyla 0,1,
0,05, 0,01 ve 0,001 mM) kullanilarak yuzeylerine AuNPleri yiklenmis PCL nanofiber
matrislerinin 2 farkli magnifikasyonda (20000x ve 50000x) SEM goruntuleri
verilmigtir. Sekillerde goruldugu gibi HAuCls konsantrasyonunun dismesi ile birlikte
fiberlerin yuzeylerinde AuNP’lerinin azaldigi goérulmektedir. 0,1 mM HAuCls
konsantrasyonunda neredeyse fiberlerin yluzeyleri tamamen AuNP’leri ile kaplanmig
sekildedir. 0,05 mM HAuCls konsantrasyonunda da nanofiberlerin yuzeyleri buyuk
Olcide AuNPleri ile kaplanmis durumdadir. 0,01 mM HAuCls konsantrasyonunda
nanofiber ylzeylerinde ¢ok az miktarda, daginik ve aglomere olmus bir sekilde
AuNP’leri bulunmaktadir. 0,001 mM HAuCls konsantrasyonunda beklenmedik bir
halde ylzeylerin aglomerasyonun olmadigindan dolayi iyi derecede AuNP’leri ile
kaplandigi gorunmektedir. Elde edlien sonuglar gostermektedir ki sonokimyasal
indirgeme yontemi ile nanofiber yuzeylerine AuNP’lerinin yiklenmesinde ¢ok dusik
konsantrasyonlara ragmen  AuNP’leri dagihmi  yuksek miktardadir ve
konsantrasyona bagli olmakla birlikte konsantrasyonun dugustne ragmen yuzeyler

iyi derecede kaplanmig haldedirler.

Sekil 4.28. AuNPleri yuklenmigs PCL nanofiberin SEM goéruntusa: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel altin dagihmi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: HAuCls konsantrasyonu 0,1 mM, 2 saat ve yuksek siddet.
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Sekil 4.29. AuNP’leri yuklenmis PCL nanofiberin SEM goruntusu: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel altin dagihmi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: HAuCls4 konsantrasyonu 0,05 mM, 2 saat ve yuksek siddette.

Sekil 4.30. AuNPleri ylUklenmis PCL nanofiberin SEM goéruntusa: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel altin dagihmi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: HAuCls4 konsantrasyonu 0,01 M, 2 saat ve yuksek siddet.
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Sekil 4.31. AuNPleri yuklenmigs PCL nanofiberin SEM goéruntusa: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel altin dagihmi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: HAuCls4 konsantrasyonu 0,001 mM, 2 saat ve yuksek siddet.

4.7.3. Sonikasyon ile AuNPleri Yiiklenmig Nanofiberlerin SEM Goruntuleri

Sekil 4.32, 4.33 ve 4.34’de 3 farkli AuNP konsantrasyonu (sirasiyla 0,1, 0,05 ve 0,01
mM) kullanilarak yuzeylerine AuNP’leri yiklenmis PCL nanofiber matrislerin 2 farkl
magnifikasyonda (20000x ve 50000x) SEM goruntuleri verilmistir. Konsantrasyonun
dusmesi ile birlikte fiberlerin yuzeylerinde AuNP’lerinin azaldigi gorilmektedir. 0,1
mM AuNP konsantrasyonunda neredeyse fiberlerin yizeyleri blyuk olgide AuNPleri
ile kaplanmis sekildedir ve AuNPler nanofiber matrislerin ylzeyinde aglomere
olmustur. 0,01 mM AuNP konsantrasyonunda nanofiber yuzeylerinde c¢ok az

miktarda ve daginik bir sekilde AuNPler bulunmaktadir.
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Sekil 4.32. AuNPleri yliklenmis PCL nanofiber SEM goéruntlsa: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel altin dagihmi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: AUNP konsantrasyonu 0,1 mM, 2 saat ve yuksek siddet.

Sekil 4.33. AuNPleri yuklenmis PCL nanofiberlerinin SEM goérintusu iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel altin dagihmi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: AUNP konsantrasyonu 0,05 mM, 2 saat ve yuksek siddet.
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Sekil 4.34. AuNPleri ylUklenmis PCL nanofiber SEM goéruntlsa: iki farkli
megnifikasyonda (A: 20000x ve B: 50000x), ve temel altin dagihmi (base scatter) (C
ve D) ile birlikte: AUNP konsantrasyonu 0,01 mM, 2 saat ve yuksek siddet.

4.8. NP Yiklenmis Nanofiber Fimlerinin RAMAN Spektrumlari

Tez kapsaminda SERS moleklli oalark metilen mavisi (Methylene Blue, MB)
kullanilmig ve NP’lerin yuzeyinde SERS etkisinden dolay metilen mavisinin (MB)
raman piklerinin siddetlerinin ¢égalmasi incelenmistir. 2014’de Dr. Mehmet
Yilmaz’'in SERS Uzerine yapti§i doktora tez ¢alismasinda [178] en uygun raman
molekuli (Raman reporter molecule) olarak metilen mavisi (MB) secilmistir ve bu
tez calismasinda da benzer yaklagsim kullaniimistir. zenginlestiriimis yuzeylerin
SERS etkilerinin karsilastirmasini saglamak amaci ile MB igin 1610 cm-"deki pikin

siddeti temel alinmigtir.

4.8.1. indirgeme ile AgNP Yiiklenen Nanofiberlerin RAMAN Spektrumlari

Nanofiber matrislerin ylzeylerine indirgeme yodntemi ile gumus nanopartikilleri
(AgNP’leri) yuklendikten sonra, bu partikillerin nanofiber Uzerinde ylzey
zenginlestirme 6zellikleri (SERS) raman spektrumlari alinarak incelenmigtir ve farkl
konsantrasyonlara ait raman spektromlari sekil 4.35’de ( Sirasiyla AgQNO3’ln 10, 5,
1, 0.5 ve 0,1 mM konsantrasyonlarina ait) verilmisrir. Sonuglara bakildiginda ylksek

AgNOs konsantarsyonlarinda nanopartikullerin buyuk c¢aplara sahip olmasi ve
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aglomere oldugundan dolay (SEM géruntuleri Sekil 3.24. ve 3.25) SERS 6zellikleri
daha dislik miktarlardadir (1610 nm-" MB pikinin siddetleri kiyaslanarak). AgNO3
konsantrasyonunun azalmasi ile birlikte aglomerasyon ve partikil boyutlar
azalmakta ve bu nedenle SERS O0Ozellikleri daha berlirgin hale gelmektedir.
Sonuglara gére AgNO3’Un 0,5 mM konsantrasyonunda (Sekil 4.35) en yuksek SERS
Ozelligi gérunmustur ve konsantrasyonun azalmasi ile birlikte (AgNOs3: 0,1 mM, sekil
4.35) terkrar raman piklerinin siddetleri dugus gostermistir. Sekil 4.35’de goruldugu
gibi AGNO3’ 0.5 M konsantrasyonunda 1610 nm-""de MB’ye ait en ylksek pik siddeti

elde edilmistir.
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Sekil 4.35. Yuzeylerine AgNPleri ylklenmis PCL nanofiber matrislerin raman
spektrumlari.

4.8.2. indirgeme ile AuNP Yiiklenen Nanofiberlerin RAMAN Spektrumlari

Nanofiber matrislerin yulzeylerine indirgeme ydntemi ile altin nanopartikllleri
(AuNP’leri) yuklendikten sonra, bu partikillerin nanofiber Uzerinde ylzey
zenginlestirme 6zellikleri (SERS) raman spektrumlari alinarak incelenmistir ve farkli
konsantrasyonlara ait raman spektromlari sekil 4.36’da ( Sirasiyla HAuCls'Gn 0,1,
0,05, 0,01, 0,005 ve 0,001 mM konsantrasyonlarina ait) verilmigrir. Sonuclara

bakildiginda yuksek HAuCls konsantarsyonlarinda (0,1 ve 0,05 mM)
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nanopartikillerin blyUk caplari ve aglomere oldugundan dolay (SEM géruntleri
sekil 3.28. ve sekil 3.29.) SERS ozellikleri (1610 nm™' MB pikinin siddetleri
kiyaslanarak) daha dugsuk miktarlardadir. HAuCls konsantrasyonunun azalmasi ile
birlikte aglomerasyon ve partikil ¢gaplari azalmakta ve bu nedenle SERS 6zellikleri
daha berlirgin hale gelmektedir (HAuCls 0.01 mM konsantrasyonunda 1610 nm-' en
yuksek MB raman piki ) . Sonuglara gére HAuCl4'in 0,01 mM konsantrasyonunda
en ylksek SERS o0zelligi gorinmistir (1610 nm™"de MB raman piki) ve
konsantrasyonun azalmasi ile birlikte (0,005 ve 0,001 mM) terkrar raman piklerinin
siddetleri duslUs goOstermistir. Sekil 4.36’da farkil konsantrasyonlara ait raman
spektrumlari goraldiigu gibi HAuCI4' 0,01 mM konsantrasyonunda 1610 nm-""de
MB’ye ait en ylksek pik siddeti elde edilmistir.
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Sekil 4.36. YUuzeylerine AuNPleri yiklenmis PCL nanofiber matrislerinin raman
spektrumliari.

4.8.3. Sonikasyon ile AuNPleri Yiiklenen Nanofiberlerin RAMAN Spektrumlari
Nanofiber matrislerin yuzeylerinie sonikasyon yontemi ile AuNP’ler yuklendikten
sonra, bu partikullerin nanofiber Uzerinde yuzey zenginlestirme 6zellikleri (SERS)
raman spektrumlari alinarak incelenmistir ve farkli konsantrasyonlara ait raman
spektromlari sekil 4.37’de (Sirasiyla HAuCls/an 0,1, 0,05, 0,01 mM

konsantrasyonlarina ait) verilmigrir. Sonuglara bakildiginda ylksek AuNP
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konsantarsyonunda (0,1 mM) NP’lerin aglomere oldugundan dolay (SEM goérunttsu
sekil 4.32) SERS ozellikleri (1610 nm-' MB pikinin siddetleri kiyaslanarak) daha
dusuk miktarlardadir. AUNP konsantrasyonunun azalmasi ile birlikte aglomerasyon
azalmakta ve bu nedenle SERS o6zellikleri daha berlirgin hale gelmektedir (AuNP
0,01 mM konsantrasyonunda 1610 nm" en yiksek MB raman piki) ve en yiksek
SERS o6zelligi gorinmustir (1610 nm"de MB raman piki). Sekil 4.37'de farkil
konsantrasyonlara ait raman spektrumlarinda goruldugu gibi HAuCls 0,01 mM

konsantrasyonunda 1610 nm-""de MB’ye ait en yiiksek pik siddeti elde edilmistir.
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Sekil 4.37. Yiuzeylerine AuNPleri yiklenmis PCL nanofiber matrislerinin raman
spektrumlari.

4.8.4. NP Yukleme Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Nanopartikul yiklenmig PCL nanofiberler ile ilgili elde edilen sonuglarin genel
degerlendirmesi soyledir: Yiksek konsantrasyonlar kullanildiginda nanofiberlerin
yuzeyleri tamamen nanopartikullerle kaplanmig vaziyete olur ve konantrasyonun
dismesi ile birlikte kaplanma miktari azalmaktadir. Bununla birlikte yuksek
konsantrasyonlar aglomerasyona ve buyuk partikil c¢aplarina neden olur ve
nanofiberlerin yuzeyleri tamamen siyah renkte olur ve SEM gorintulerinde

goruldugu gibi nanofiber ylzeyleri tamamen Npler ile kaplanmig olur. SERS
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sonuglarina bakildiginda yuksek konsantasyonlarda cok iyi yuzey kaplanmasina
ragmen raman piklerin siddetleri ok dusuktur ve bunun nedeni yluzeylerde yuksek
sekilde olusan aglomerasyondur. Konsantrasyonun azalmasi ile birlikte hem
aglomerasyon hem de partikil c¢aplari azalir ve raman piklerinin siddetlerinin
¢ogalmasina neden olur. Beli bir konsantrasyon dan sonra nanofiber film ytzeylerin
kaplanma orani blyuk 6l¢gide azalmaktadir ve bu nedenle SERS etkisinde dusus
gorunmesine neden olarak raman piklerinin siddetleri buyuk olgide azalir.
Sonokimyasal indirgeme yontemi ile altin ve guimus nanopartikulleri yukleme
sonuglari incelediginde basarili bir sekilde gumus nanopartikulleri yuklemek ve
yuksek derecede SERS etkisi elde etmek icin daha yuksek AgNO3
konsantrasyonlarina ihtiyac duyulmaktadir. Altin nanopartikulleri yuklemek igin ise
cok dusuk HAuCls konsantrasyonlarina ihtiya¢ vardir.

Altin nanopartikullerin sonokimyasal indirgeme yontemi ile direk sentezlenmis
AuNPIleri kullanarak sonikasyon ortaminda yuklemeyi gergeklestirme proseslerine
bakildiginda her iki proses igin de disiik konsantrasyonlar gerekmektedir. indirgeme
yonteminde aglomerasyon daha yuksektir ve konsantrasyonun dismseine ragmen
yuzeylede buyuk olgcide AuNPleri gorinmektedir. Onceden sentezlenen
AuNPlerinin yuzeylere yuklenmesinde ise yuksek konsantrasyonda aglomerasyon
siddeti ¢ok yUksektir ve konsantrasyonun dusmesi ile birlikte kaplanma miktari
azalmaktadir. Sentezlenen AuNPlerin dusik konsantrasyonlarinda yuklenmis SEM
géruntuleri  incelendiginde  yuzeylerde  AuNPleri  belirgin  bir  sekilde
goérunmemektedir, bunun nedeni kigik capta olan AuNPlerin (10 nm araliginda)
yuzeylerde yuklenmesidir. Bu boyutta olan partikilleri SEM goéruntulerinde gérmek
¢cok zordur, ama SERS sonuglarina bakildiginda AuNPler yuklenmis nanofiber film
yuzeylerinde dusuk konsantrasyonlarda raman piklerin siddetleri ¢ok yUksektir ve
ayni konsantrasyon araliginda indirgenme ile yuUklenen AuNPlerinden daha

yuksektir.

4.9. Fluoresan Goruntiileme Sonuglari

Flhoresan goruntileme sonuglari sekil 4.38 ve 4.39°de verilmigtir. Bu sekillerde
gosterildigi gibi saf PCL ve altin veya giimus yuklenmis nanofiber matrislerin tGzerine
GFP boya damlatidiktan sonra flioresan goéruntlleri elde edilmistir. Daha sonra
yuzeylerin Uzerine 10 pl E. coli ATCCC 25922 bakteri suspansiyonu ilave edilmigtir
ve sekil 5.50°’de goruldugu gibi flioresan siddetinde yukselme kaydedilmistir (Sekil
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4.38). 12 saat bekletildikten sonra tekrar ylzeylerden flloresan goruntileri alinmistir
ve sonuglarda goéruldigua gibi flloresan siddetinde blyuk Olglide bir dusls
kaydedilmistir. PCL nanofiber yuzeylerinde diger altin ve gimusg yuklenmis yuzeyler
ile kiyaslandiginda dusus siddeti daha azdir. Bu sonuglar altin ve gimus yuklenmis
yuzeylerin bakteri Uzerinde etkili olduklarini va bakterinin daha hizli bir sekilde
olimine sebeb olduklarini gostermektedir. Kontrol numunelerine bakildiginda
flioresan siddetinde dusus gorulmemktedir. Bu sonuglar bakteri stuspansiyonu
damlatilan yuzledeki flioresan siddetindeki 12 saat sonraki siddetli azalmani
bakterilerin 6lUmuU ile baglantih oldugunu gdstermektedir. Saf PCL nanofiber
matrisinde flloresan siddetindeki disu diger iki matrise kiyasla ( AUNP ve AgNP
yuklenmis yuzeyler) daha azdir ki bu sonug PCL’in antinakteriyel 6zllige sahip
olmamasi ile birlikte flioresan siddetlerindeki azalmani bakteri 6lumu ile baglantih
oldugunu desteklemektedir. Sonug olarak AUNP ve AgNP yuklenmis PCL nanofiber

matrislerin tani islemlerinde buyuk bir potansiyele sahip olduklarini gostermektedir.

A B c D

PCL+E. coli 12 saatsonra  PCL Kontrol

Au + Ezcoli Au+E. coli 12 saatsonra  Au Kontrol

*

Ag +E. coli 12 saatsonra  Ag Kontrol

Sekil 4.38. Dino-Lite Digital microscope ile PCL ve altin ve gimus indirgenmis
nanofiberlerin flloresan gortntuleri: A) Nanofiber yuzeyleri GFP boya ile byandiktan
sonra, B) E. coli ATCC 25922 suspansiyonu damlatildiktan sonra, C) Bakteri
stspansiyonu damlatildiktan 12 saat sonra, D) Kontro grubu 12 saat sonra.
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PSARON 1000, Tam Otomatik 3D Dijital Mikroskop Sistemi ile elde edilen
goruntilerde (Sekil 4.39) yluzeyler arasinda bakterilerin etkilerine dair bir sonug
gorunmemektedir. Bu goruntilerde PCL nanofiberindeki fiberlerin mikro yapilari
gorunmektedir. Altin ve gumus Npleri yuklenmis yuzlerde ise kaplamna sonucu

olarak bu yapi gérinmemektedir.

Bl . : .
Sekil 4.39. PSARON 1000, Tam Otomatik 3D Dijital Mikroskop Sistemi PCL ve altin
ve gumdus indirgenmis nanofiberlerin goéruntileri: A) Nanofiber ylzeyleri GFP boya
ile byandiktan sonra, B) E. coli ATCC 25922 suspansiyonu damlatildiktan sonra, C)
Bakteri sispansiyonu damlatildiktan 12 saat sonra, D) Kontro grubu 12 saat sonra.
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5. GENEL SONUGLAR

Tez kapsaminda ilk agsamada polikaprolakton (PCL) ve kitosan zincirleri
Uzerine oligo-polikaprolakton graft edilmis kopolimerler (CS-g-PCL) basarili
bir sekilde sentezlenmistir. Sentezlenen polimerler GPC, FTIR, "THNMR ve
TGA ile karakterize edilmigstir. Karakterizasyon sonuglari PCL, CS-g-PCL-I ve
CS-g-PCL-Il sentezlerinin basaril oldugunu gostermektedir. GPC analizi ile
polimerlerin molekul agirhgr (MW) elde edilmistir ve PCL’nin sentezlendigi ve
graft kopolimerizasyonun gerceklestigi FTIR, NMR ve TGA sonuglar ile

spatlanmistir.

Tezin ikinci asamasinda sentezlenen kopolimerler (CS-g-PCL-l ve CS-g-
PCL-Il) PCL ile farkli oranlarda karigtirilarak karisimlar olusturulmustur.
Karisimlar iki farkh yontemiyle (basit siringali elektroedirme sistemi ve
ELMARCO nanospider cihazi) elektroegirlerek nanofiber matrisleri
uretilmistir. Elde edilen nanofiber matrislerin SEM goruntileri alinarak
fiberlerin yapisi ve ¢caplari incelenmistir. Nanofiberlerin ylizey kimyasi XPS ile
karakterize edilmistir ve kitosanin varligi ve miktarinin degisimi azot (N)
miktarinin degisimi ile incelenmistir. Nanofiberlerin hidrofilik ve hidrofobik
Ozellikleri su degme agisi ile incelenmistir ve PCL nanofiberinin hidrofobik
yapiya sahip oldugu ve kitosan varili§i ile nanofiber matrislerinin hidrofilik
yapiya sahip oldugu ve kitosan miktarinin artmasi ile hidrofilik yapinin arttigi
ispatlanmistir. Nanofiber matrislerinin mekanik 6zellikleri gekme-uzama testi
ile incelenmistir. PCL nanofiber matrisi ile kiyaslandiginda CS-g-PCL-I/PCL
(25:75) ve CS-g-PCL-II/PCL (25:75)'de kitosanin kirilgan yapisindan dolayi
elastisite modulu ¢gogalmaktadir. Elastisite modulunun tersine kopma aninda
uzama miktari CS-g-PCL-I/PCL (25:75) ve CS-g-PCL-II/PCL (25:75)'de PCL
nanofiberleri ile kiyasda blyuk olcude azalmaktadir. Kopma aninda uzama
miktarinin azalma nedeni kitosanin varligindan dolay! nanofiber matrisinin

elastik 0zelliginin azalmasidir.

Tezin Gglncl asamasinda nanofiber matrislerin Antibakteriyel o6zellikleri
incelenmistir. iki farki gram pozitif ve gram negatif bakteri kullanarak
nanofiberlerin Antibakteriyel 6zellikleri arastiriimistir. Matrislerde kitosan
varligina ragmen herhangi bir antibakteriyel etki gérinmemistir. Bu sonugun

nedeni buyuk ihtmal ile kitosanin graft edildiginden kaynaklanmaktadir.
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Ayrica nanofiber matrislerin ylzeylerinde biyofilm olusumu da arastiriimistir.
Deney sonuglarina gore yapilarin hidrofilik 6zelliginin artmasi ile birlikte
biyofilm olusumu azalmaktadir. Bunun nedeni bakterilerin hidrofobik yapiya

daha c¢ok kolay tutunabilmesinden kaynaklanmaktadir.

Tezin doérduincu agsamasinda nanofiber matrislerin ylzzeylerine indirgeme
yontemi ile sonikasyon ortaminda altin ve gumus NP’leri yuklenmistir ve
yuzeylerin SEM gorantileri alinarak NP’lerin  varhdr ylzeylerde
goruntulenmistir. Altin ve gumus ile zengilendiriimis yuzeylerin raman
spektrumlart elde edilerek SERS etkileri incelenmigtir ve ydntemin
nanofiberlerin ylzeylerini zengilestimek i¢in basarili oldugu ispatlanmistir.
Kiyaslamak amaci ile Turkevivh yontemi ile AuNP’leri sentezlenmis ve TEM
goruntileri alinarak NP boyutlari elde edilmis ve bu NP’ler sonikasyon
ortaminda nanofiber ylzeylerine yuklenmis ve SEM goérUntileri alinmis ve
ramamn spektromlari alinarak SERS 06zellikleri incelenmis ve bu yontem ile
zenginlegtirilen yuzeylerin raman piklerinin giddetleri daha ylksek miktarda

elde edilmistir.

Tezin son kisminda en yuksek SERS pik siddetlerine sahip altin ve gimus
yuklenmis nanofiber matrisler GFP boya ile boyanarak flioresan mikroskop
ile gorunttlenmis ve E. coli ATCC 25922 susu uzerinde nanofiberlerin etkileri
flloresan mikroskop ile incelenmistir. Bu bdlimdeki calismalar bakteri
suspansiyonu eklenmis matrislerin 12 saat sonra flloresan siddetlerindeki
disust (kontrol numunelerindeki fllioresan siddetlerinin sabit kalmasina
dayanarak) bakterilerin 6lumu ile baglantih oldugunu ve AuNP ve AgNP
yuklenmis matrislerin PCL ile kiyasda daha hizli bakteri olimine sebep

olduklarini gostermektedir.
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