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AYCICEGI ATIGINDAN ANTiMiKROBIYAL SELULOZ ELDESI
OZET

Aygigegi, tim diinyada ve Tiirkiye’de yag sanayiinde 6nemli yeri olan bitkidir. Yag:
cikarildiktan sonra kalan atik kisimlar1 yliksek protein ve karbonhidrat igerigi
sayesinde kimya sanayiinde hammadde olarak kullanilabilmektedir.

Seliiloz dogada en fazla bulunan polisakkasittir. Bitki hiicre duvarinda hemiseliiloz
ve lignin ile birlikte bulunmakta ve bitkiye saglamlik kazandirmaktadir. Seluloz,
glikoz molekiillerinin 1 ve 4 numarali karbonlarinin B-D glikoz biriminin glikozit
bagi ile baglanmasi sonucu meydana gelmis kristal polimeridir, yapist rijittir ve
bozunmasi i¢in sert reaksiyon kosullar1 gerektirir. Seliilozun c¢esitli gruplarla
modifiye edilmesi ile farkli 6zelliklere sahip polimerler elde edilmekte ve kimyanin
¢esitli alanlarinda kullanilmaktadir.

Ortak yasam alanlarinin artmasi hastaliklar1 da beraberinde getirmektedir. Bakteri
kaynakli hastaliklar antimikrobiyal Ozellikli malzemeleri giindeme getirmektedir.
Antimikrobiyal aktivite ¢esitli sekillerde saglanabilmektedir. Kuarterner amonyum
tuzlar1 antimikrobiyal etki gosteren bilesiklerdir. Mannich reaksiyonu ile kuarterner
amonyum tuzlari elde edilebilmektedir.

Bu calismada, Tiirkiye’de iiretimi gerceklesen ayciceginin yagi alindiktan sonra
geride kalan diisiik ekonomik degere sahip atiginin, antimikrobiyal ve biyobozunur
madde yapiminda kullanilarak, degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu amacla atikta
yiiksek miktarda bulunan selilloz ve karboksimetilasyon reaksiyonu ile suda
¢Oziiniirlik kazandirilmis karboksimetil seliiloz, kuarterner amonyum tuzu ve
Mannich reaksiyonu ile katyonize edilmis, antimikrobiyal oOzelligi arastirilarak
tekstil ve kozmetik endiistrisinde kullanimi degerlendirilmistir.

Oncelikle aycicegi atifma iki 6n islem uygulanmistir: yag bilesenlerinin ve
proteninin uzaklastirilmasi. Aygigegi atigini, organik ¢oziiclilerde ¢oziinen kisimlart,
yag bilesenleri ve boyar maddelerinden arindirmak amaciyla organik ¢oziiciiler (toluen-
etanol karigimi) kullanilarak ekstaksiyon yapilmistir. %5-10 arasi yag bileseni ¢oziiciiye
gecmistir. Devaks aygicegi atigina, proteinlerini ayirmak amaciyla pH=12 olan NaOH
¢ozeltisi ile deproteinizasyon yapilmis ve atigin protein yiizdesi %34 olarak
bulunmustur.

Yag, vaks ve proteinlerinden ayrilmis olan aycicegi atigina hidrojen peroksit
varlifindaki bazik ortamda, degisik sicaklik ve siirelerde ekstraksiyon yapilmistir.
Ekstraksiyon ile lignin ve hemiseliilozlarindan ayrilmig olan seliilloz i¢in en ideal
kosullarm  %10’luk (g/mL) NaOH c¢ozeltisi kullanilarak baz:kiispe oran1 16,6
miliesdeger/g atik olacak sekilde ayarlanip son konsantrasyonu %0,9 (g/mL) olacak
sekilde %35’lik (g/mL) H,0, ¢ozeltisi eklenerek 24 saat 60°C sicaklikta oldugu
belirlenmistir. Bu sartlar altinda kullanilan kiispenin agirlik¢a ortalama %30 kadar
seliiloz (S) izole edilebilmistir. Saf olarak elde edilmis seliilozun FTIR ve NMR
yontemleri ile karakterizasyonu yapilmistir. Molekiil agirlign 153000 olarak
bulunmustur.
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Aygigegi selillozii bazik ortamda CHPTAC (3-kloro-2-hidroksipropil trimetil
amonyum Kkloriir) ile reaksiyona sokularak katyonize seliiloz elde edilmistir.
Katyonizasyonun en fazla oldugu reaksiyonun %60’lik CHPTAC ¢ozeltisinden 173 g/L,
NaOH ¢ozeltisinin 128 g/L kullanildigi, 2 saat, 25 °C sicaklikta yapildigi belirlenmistir.
Bu sartlar altinda agirlikga verim %85 olarak hesaplanmistir. FTIR ve NMR yontemleri
ile spektral olarak karakterize edilen bilesigin azot miktart mikro Kjeldahl yontemi
kullanilarak bulunmustur. En fazla %4,6 olarak bulunan azot miktari ile siibstitiisyon
derecesi 1,05 olarak hesaplanmuistir.

Bazik ortamda NaMCA (Sodyum mono klor asetat) ile yapilan karboksimetilasyon
reaksiyonu ile suda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinmeyen seliiloza suda ¢oziintirliik
kazandirilmistir. Spektral yontemlerle reaksiyonun gergeklestigi goriilmiistiir.

Karboksimetillenmis ¢oziiniir seliloz CHPTAC (3-kloro-2-hidroksipropil trimetil
amonyum kloriir) ve Mannich reaksiyonu ile iki farkl sekilde kuarternize edilmistir.
CHPTAC ile katyonize edilmis karboksimetil seliilozun azot miktar1 %2-3’tiir.

Mannich reaksiyonda aktif hidrojen igeren bilesik olarak karboksimetil seliiloz, amin
bilesigi olarak dimetil amin ve a-hidrojeni tagimayan karbonil bilesigi olarak
formaldehit kullanilmistir. En uygun kosullar 3 mL suda, 3 saat, 40 °C sicaklikta, 1,2
mol/L DMA ve 8,5 mol/L FA oldugu bulunmustur. Reaksiyonun gerceklestigi FTIR ve
NMR yontemleri ile ispatlanmistir. Mannich reaksyonu ile elde edilen kuarternize
karboksimetil seliillozun azot miktar1 ise % 2 ile %3 olarak bulunmustur. Bu sekilde
sentezlenen kuarternize seliiloz yiiksek kopiik yapma kabiliyeti gostermistir.

Damlatma yontemi ile seliiloz ve katyonik seliilozlarin Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus Dbakterilerine karsi antimikrobiyal o6zellik — gdsterip
gosterilmedigine bakilmistir. Uygulanan yontemler ile antimikrobiyel 6zellik tayin
edilememistir ancak kuarterner amonyum gruplarinin teorik olarak antimikrobiyal
ozellik gosterdigi bilinmektedir.

Kuarterner amonyum grubu ile katyonize edilmis seliiloz elyafinin tekstil sanayiinde
lif olarak kullanilmas1 diisiiniilebilir. Karboksimetil seliilozun Mannich reaksiyonu
ile kuarternize edilmesi sonucu olusan suda ¢oziiniir katyonik seliilozun ise kozmetik
sanayiinde hammadde olarak kullanilmasi 6nerilebilir.
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ANTIBACTERIAL CELLULOSE SYNTHESIS FROM SUNFLOWER
WASTE

SUMMARY

Nowadays, the goal of the creation of a bio-based economy is challenging to
agriculture, forestry, chemistry and industry, so the research and developments of the
renewable resources are very important for a sustainable development and tackling
environmental issues. In our country every year high proportion of different
characteristics of industrial wastes is emerging vegetable waste materials, includes
mainly cellulose, hemicellulose and lignin.

Sunflower oil industry is an important plant in Turkey and all over the world. The
waste of sunflower, which is not used in oil industry, can be used as raw materials in
chemical industry because of including high content of proteins and carbohydrates.

Cellulose is the most abundant and enormous renewable polymers in the world. Of
all the natural polysaccharides, cellulose is the most abundant polysaccharide
available today worldwide and could be a primary chemical resource in the future.
Cellulose is located in plant cell walls with hemicellulose and lignin and it gives
strengt to plant. Celluloses consist of sets of parallel chains of (1-4) linked B-D
glucopyranose units interlinked by planar, intermolecular hydrogen bonds. Its
extending properties which are generally strong hypophilic, stable to chemicals, safe
to living bodies, reproducible, recyclable, and biodegradable contributes to many
aspect and industries such as paper industry, food industry, pharmaceutical, paint and
many more. Recently, high cellulose content of agriculture by-products as alternative
renewable resources for cellulose production are receiving much attention.

The common living areas increase diseases that are related to bacteria. For this
reason, antibacterial material is an important role in the society. Antimicrobial
activity can be achieved in various ways. Cationic surface active agent can be used as
a disinfectant because of their antimicrobial properties. Quaternary ammonium
compounds are the most widely used agents due to their good antibacterial
properties, their low toxicity, their lack of skin irritation, their low corrositivity, their
good environmental stability, and their excellent cell membrane penetration
properties. Quarternary ammonium salts can be prepared by Mannich reaction.

In this study, it is aim that the sunflower waste remaining after oil extraction which
has low economic value was evaluated by making antimicrobial and biodegradable
material. For this purpose, the cellulose which is located in sunflower waste with
high amount and the water soluble carboxymethyl cellulose synthesized by
carboxymethylation reaction were cationized with quaternary ammonium salt and
Mannich reaction and then the use of textile and cosmetic industries was evaluated
by investigating antimicrobial properties of them.

First, two pre-treatment were applied to residues of sunflower: removal of oil
components and removal of protein. Sunflower waste was extracted with the organic
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solvents that are the mixture of toluene and ethanol to remove the organic soluble
components, oil components, and color components. Solvent oil component was
between 5-10%. Dewax sunflower residue was deproteinization with NaOH solution
at pH = 12 in order to separate proteins. The percentage of protein was found to be
34% of the waste.

The sunflower waste without oil, wax and protein was extracted in the presence of
hydrogen peroxide in basic medium at different temperatures and times. For the
cellulose does not contain lignin and hemicellulose, the most ideal conditions were
found that the solution was 10% (g/mL) NaOH, bas:bagasse ratio was 16.6
milliequivalents/g waste, final concentration of waste was %0,9 (g/mL) using the
solution %35’lik (g/mL) H,0,, the temperature was 60°C and the time was 24 hours.
Under these conditions, up to 30% cellulose could be isolated from the waste. The
pure cellulose was characterised by the spectral method of NMR and FTIR. With
Kjeldahl nitrogen method, it is evidenced that cellulose did not contain nitrogen. The
molecular weight was found to be 153000.

Cationized cellulose was obtained by the reaction of the sunflower cellulose and
CHPTAC (3 -chloro-2-hydroxypropyl trimethyl ammonium chloride) in the alkali
medium. The most ideal conditions were found that 173 g/L of 60% of CHPTAC
solution and 128 g/L of NaOH solution was used at 25 °C and 2 hours. Under these
conditions, the weight yield of the reaction was calculated to be 85%. The amount of
nitrogen of the compound that was characterised by the spectral method of NMR and
FTIR was calculated using micro Kjeldahl method. The a maximum degree of
substitution is calculated as 1,05 with 4,6% of nitrogen content.

The cellulose that was insoluble in organic solutions and water was brought water
solubility using the carboxymethylation reaction with NaMCA (sodium mono
chlorine acetate) at basic medium. The most ideal conditions were found that 10 ml
of 15% NaOH solution and 50 ml of isopropyl alcohol (IPA) solution was used at
55°C and 3 hours. Under these conditions, it was seen with spectral method that the
reaction was occured.

Water soluble carboxymethylated cellulose was quartenized in two different ways
that were using CHPTAC and Mannich reaction. The nitrogen content of the
cellulose which cationised with CHPTAC was between 2-3%.

The carboxymethyl cellulose was used as the compound with active hydrogen,
dimethyl amine (DMA) was used as amine compound and formaldehyde (FA) was
used as carbonyl compound without o — hydrogen in Mannich reaction. The reaction
yield is affected from temperature, time and concentration of cellulose. The most
optimum conditions were found 1,2 mol/L of DMA and 8,5 mol/L of FA in 3 ml of
the water at 3 hours and 40°C temperature. After finding optimum concentrations, all
products were characterised by FTIR and NMR spectral methods. The amount of
nitrogen of the cellulose which was quartenized with Mannich reaction was between
2-3%. The quaternized cellulose synthesized in this way shown the ability to do high
foam.

By the method of dripping, antimicrobial activity of cellulose and cationic celluloses
was tested against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus bacteria.
But antimicrobial activity of them could not be determined with the applied methods
but it is known in theory that quaternary ammonium compounds have antimicrobial
properties.
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Cationized cellulose with quaternary ammonium group can be used in textile
industry as fibers. The other catinonized cellulose which was quaternized with

Mannich reaction can be used as a raw material in the cosmetic industry because of
the water-soluble property.
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1. GIRIS VE AMAC

Tiirkiye’de ekimi yapilan yillik bitkiler arasinda iiretim ve yag tiikketimi bakimindan
birinci siray1, aycigcegi almaktadir. Ay¢icegi, sadece lilkemizde degil diinyada da en
onemli yag elde edilen bitkilerinden biridir. Birlesikgiller (Compositeae)
familyasinin Helianthus annuus L. tiiriine giren aygigegi bitkisi tohumlarinin, kismen
kabuklu veya kabuksuz olarak, insan ve hayvan sagligina zararsiz c¢oziiciiler ile
yagmin "ekstrakte edilerek-6ziitlenerek" veya ekspeller ya da adi presle "basing
uygulanarak sikilarak" alinmasindan sonra geriye kalan, %74-90°1 seliiloz, lignin,
hemiseliilloz olan proteince de zengin kalintilarina kiispe denir (Atict O., 1990).
Kiispe protein icerdigi i¢in, yem sanayinde katki maddesi olarak az da olsa
kullanilabilmektedir. Kabuklarin endiistride kullanimi ise onemli bir sorun teskil
etmektedir ¢iinkii kabuklarin diisik yogunlugu, depolamak icin fazla yer
gerektirmekte ve bu nedenle fabrika bunlardan kurtulmak istemektedir. Tohum
kabugunun ekonomik degerinin diisiik olmas1 nedeniyle kullanim alanlar1 oldukga
kisithidir. Literatiir taramas1 yapildiginda; aygigegi tohumu kabugunun; kalori degeri
3700 kal/g’dan daha diisiik oldugu halde 1sitma amaci ile kullanilmasi, biiyiikbag
hayvan yemi ve gilibre olarak kullanilmasi, diyabetik seker {iretiminde kullanilan
ksilozun elde edilmesi, bazi boyalarin uzaklastirilmasinda adsorban olarak
kullanilmast (Thinakaran N., ve ark., 2008), kabugun igerdigi sekerlerin enzimler
yardimiyla etanole doniistiiriilmesi (Sharma S.K., ve ark., 2002), furfural iiretimi
(Cancalon, P., ve ark., 1971), kereste endiistrisinde dolgu ve yalitim maddesi olarak
kullanilmasi, gidalarda dogal katkili boya olarak kullanilabilecek antociyanin olarak
bilinen kirmizi boya maddesinin elde edilmesi gibi, ¢esitli alanlarda kullanildig:

caligmalar karsimiza ¢ikar.

Son yillarda ekonomik degeri olan iirlinlere doniistiirme ¢aligmalari (geri doniisiim),
sadece aygicegi atigima degil, diger tiim yillik bitki atiklarina da uygulanmaktadir
(Xiao B ve ark., 2001). Geri doniisim calismalari, 6zellikle ¢evre bilimleri ve
teknolojileri alanlarinda gittikce 6nem kazanmaktadir. Her gecen giin artan niifus

miktar1 ve ekonomik biiylime nedeniyle ihtiya¢ duyulan seliiloz miktarinin



karsilanmasi i¢in alternatif kaynaklar aranmaktadir. Yiizde 30-70 seluloz igerigi ile
yillik bitki atiklar1 alternatif bir kaynak olarak goriilmektedir. Elde edilen selulozun
fonksiyonlandirilmasi ile elde edilen yeni maddeler kimya endiistrisinde pek g¢ok

alanda kullanilmakta ve gilinliik yasantimizin bir parcast olmaktadir (Heinze T.,
1998) .

Bir diger konu ise son yillarda hem iilkemiz hem de diinya {iilkeleri insan sagligin
tehdit eden ¢esitli grip salginlarinda antimikrobiyalite kavraminin 6nem kazanmis
olmasidir. Diinya tlkelerinde Saglik Bakanliklarinin da tesviki ile kigisel bakim ve
hijyen konusu ele alinmis, antimikrobiyal o6zellikli sivi sabunlarin, dezenfektan

maddelerin tiim hastane, okul ve kamu dairelerinde kullanimi1 yayginlastirilmistir.

Ulkemizdeki yillik aygigegi ekimi yillara gore degismekle birlikte 650 950 bin ton
civarindadir. Yagi ayrildiktan sonra geri kalan kiispe ve cerezlik tanelerin
kabuklarmin toplam1 yaklasik 550-850 bin ton civarindadir (T.C. Sanayi Ve Ticaret
Bakanligi, 2010). Atik olarak kabul edilen kiispe ve kabuklarin %50’den fazlasinin
seluloz oldugu diisiiniiliirse, ay¢i¢eginin kullanilmayan kisimlarindan énemli oranda
seluloz eldesinin miimkiin oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Bu bilgilerin 1518inda
calismamizda, Tirkiye’de tretimi gerceklesen aygiceginin yagi alindiktan sonra
geride kalan diisiik ekonomik degere sahip atigiin, ¢esitli amagclarla sanayide
kullanilabilecek antimikrobiyal ve biyobozunur madde yapiminda kullanilarak,
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Boylelikle elde edilen madde, kimya endiistrisinde

kullanilmis olacaktir.



2. TEORIK KISIM

2.1 Aycicegi

Aygicegi (Helianthus annuus L.), gliniimiiziin en 6nemli yag bitkilerinden biridir
(Stizer, 2013). Aygicegi yag1 yemeklik kalitesi yoniinden tercih edilen bitkisel yaglar
arasinda Onemli bir yere sahiptir. Dolayisiyla Diinya’da bir¢ok iilkede ekonomik
diizeyde tarimi yapilmaktadir. Yurdumuzda da yillara gore degismekle beraber
yaklagik 550-600.000 hektar arasinda aygicegi ekilmektedir. Tiirkiye’deki aygigegi
ekilis alanlarinin %73’ {i Trakya-Marmara, %13’ i I¢ Anadolu, %19’u Karadeniz,
%3’ i Ege ve %1°1 Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerindedir. Tiirkiye’de ekilen
yagli tohumlar ve aycicegi bitkisinin yagli tohumlar i¢indeki 6nemi asagidaki

cizelgede goriilmektedir (Tuik raporu, 2012).

Cizelge 2.1 : Yaglh tohumlar arasinda aygicegi bitkisi

Yagli tohumlar

Yillar Ekilen alan Uretim

Toplam Aycicegi Toplam Aygigegi
2004 6 348 650 5500 000 2501 419 900 000
2005 6 437 730 5 660 000 2 421338 975 000
2006 6 657 682 5 854 000 2789 149 1118 000
2007 6 314 526 5 546 778 2352 383 854 407
2008 6770 077 5 800 000 2311432 992 000
2009 7022 475 5 840 000 2396 044 1057125
2010 7 688 965 6 414 000 2 960 477 1320 000
2011 7742 481 6 557 000 3227 588 1335 000
2012 7614 783 6 046 160 3138 361 1370 000




Aygigegi lilkemizde ve diinyada yaglik ve cerezlik olmak iizere iki tip olarak
yetistirilir. Ancak bahgelerde siis bitkisi ve kesme ¢i¢ek olarak degerlendirilen tipleri
de mevcuttur. Yaglik olmayan tipler ¢erezlik olarak adlandirilir ve tohumlar ¢izgili
ve iri, yaglik tiplere gore kalin kabuklu olup, kabugu ¢abuk ayrilmaya miisaittir. Bu
tiplerden iri olmayanlar ise, kugyemi olarak degerlendirilmektedir. Yaglik ay¢icegi
tipleri ise, genelde siyah renkli, ince kabuklu ve linoleik ve oleik yag asitleri iceren
tiplerdir. Kabuksuz yani ay¢igegi tohumu kiispesinde, yagin alinmasina ait yonteme
ve kaliteye gore, %30-40 kadar protein, %1,5-9 kadar yag ve %15-27 kadar seluloz
vardir (TSE316, Aycicegi tohumu kiispesi).

Tarih boyunca ayciceginin yag ile ilgilenilmis, kiispe ve diger iiriinler yan iiriin
olarak kabul edilmis ve daha az onemsenmistir (Sredanovic ve arkadaslari, 2005).
Yagi alindiktan sonra biiyiik miktarlarda olusan ayg¢icegi kiispesi ve kabugu 6nemli

bir endiistriyel atiktir.

2.1.1 Aycicegi kabugu

Aycicegi kabugu her bitkide oldugu gibi, taneyi kaplar ve dis etmenlerden korur
(Url-1). Yaglik aygicegi tanesinin toplam agirligin yaklasik % 21-30'u kabuktur.
Cerezlik ¢esitlerde bu oran % 36-50 arasinda degisir. Ancak gerezlik ve yaglik
tiplerin kimyasal kompozisyonlari arasinda, ¢erezliklerin biraz daha fazla lif icermesi
harig, belirgin bir fark yoktur. Ayciceginde tanedeki kabuk ve yag orani arasindaki
ters bir korelasyon s6z konusudur. Tanedeki yag orani arttik¢a kabuk orani diiger.
Aygigegi tohum kabugunun igeriginde %40-50 seluloz, %13-16 lignin, %3-9 protein

ve % 0,05-2 oraninda yag bulunur.

Aycigeginden yag cikarildiktan sonra atik olarak olusan aygigegi kabugu Aycicegi
kabugu sulu c¢ozeltilerden organik boyalar1 uzaklastirmak icin sorbent olarak
kullanilmaktadir. Ornegin, orange 16 reaktif boyasini uzaklastirirken ph’in, sorbent
dozunun, boya konsantrasyonunun, sicaklik ve zamanin etkisine bakilmis ve sulu
coOzeltilerden ve atik sulardan orange 16 boyasini uzaklastirmak i¢in kullanilacak

ucuz bir sorbent oldugu gosterilmistir (Suteu ve arkadaslari, 2011)

2.1.2 Aycicegi kiispesi

Diinyadaki artan protein ihtiyacimi karsilamak igin, aygigcegi kiispesinden protein ve

diger besin maddelerinin doniisiimiiniin etkinligini artirmak ¢ok Onemlidir



(Sredanovic ve arkadaslari, 2005). Aycicegi kiispesinin gida zinciri i¢inde glivenli ve

verimli bir sekilde doniisiimii saglanabilir.

Aycicegi kiispesinin en biiyiik dezavantaji fiber yapisinin fazla olmasidir. Kabuklarin
tohumdan ayrilmasi aygicegi proteininin ticari ve besin degerini artirmaktadir. Fakat
kabuklarin kiispeden basarili bir sekilde ayrilmasi ¢ok kolay degildir ve aygicegi

kiispesinin degerini artirmak i¢in enzimler kullanilmaktadir.

2.1.3 Aycicegi govdesi

Aygicegi govdesi krom (VI)’nin sulu sistemlerden ayrilmasi i¢in kullanilmaktadir
(Jain ve arkadaslari, 2008). Kaynatilmis ve formaldehit ile muamele edilmis aygigegi
govdelerinin adsorban miktarinin 4g/L ve pH’mn 2 oldugu sistemlerde adsorban
verimliligi %81,7 ve %76,5 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar dahilinde aycicegi

govdesi krom (VI) igin uygun ve ucuz bir adsorban olarak kullanilabilir.

2.2 Seliiloz

Seliiloz dogada en fazla bulunan yenilenebilir polisakkarittir (Luo ve Zhang, 2010).
Seliiloz saglam, biyouyumlu, hidrofilik ve biyobozunur yapiya sahiptir. Seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin ile beraber yiiksek bitkilerin hiicre duvarinin ana bilesenidir.
Seliiloz ve hemiseliilloz dogada en bol bulunan yenilenebilir kaynaklardir ve ligninle

beraber bitki atiginin kuru agirhiginin %95’ini olustururlar.
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Sekil 2.1 : Bitki hiicre duvarinin yapist



Yiiksek bitkilerin odunsu dokularinin hiicre duvarlar1 (6zellikle sert odunlarin ve

yumusak odunlarin) milkemmel malzeme ozelliklerine sahip olan kompozitlerdir

(Sekil 2.1).

Seliiloz  bitkisel hiicre biinyesinde birlikte bulundugu diger bilesenlerden
(hemiseliiloz ve lignin) uzun zincir molekiiliine ve kristal yapiya sahip olmasiyla
belirgin bir sekilde ayrilmaktadir (Giimiiskaya, 2005). Seliilozun sahip oldugu kristal
yap1 Ozellikleri elde edildigi orijine bagli olmakla birlikte, liflerin fiziksel,
mekaniksel ve kimyasal Ozellikleri {izerinde belirleyici bir role sahiptir. Seliilozun
kristal yapisi sadece orijinine bagli olarak degil izole edilmesinde kullanilan

kimyasal islemlere de bagl olarak degisebilmektedir.

Uzun molekiil zincirine sahip polimerlerin stabilizasyonu ve diizenli bir yapiya sahip
olmalar1 birbiriyle bag yapabilen fonksiyonel gruplarin varligiyla iliskilidir. Seliiloz
zincirinde bu islevi yerine getiren yani glukoz iinitelerini bir arada tutan ii¢c adet
hidroksil (-OH) grubu bulunmaktadir. Bu -OH gruplar1 sadece kristal yapinin
meydana gelmesinde etkili olmayip aym1 zamanda seliillozun kimyasal ve fiziksel
ozelliklerini ortaya koymakta da etkilidir. Hidroksil gruplar1 O-, N-, ve S- gruplart ile
hidrojen bagi yardimiyla iliski kurabilme yetenegine sahiptir. Gerek dogal olsun
gerekse sentetik polimerlerin kristal yapisinin olusumunda hidrojen bagimin 6nemi
cok biiytiktiir (Fenger ve Wegener, 1989). Seliilozun kimyasal 6zellikleri hemen
hemen sadece fonksiyonel gruplarca belirlenmektedir. Bu gruplar genellikle
seliilozun tiim kimyasal reaksiyonlarina katilmaktadir. Seliiloz molekiilii biinyesinde
fonksiyonel gruplar her glukozanhidrit tinitesindeki 3 alkolik hidroksil grubuyla,
tiniteler arasindaki oksijen kopriileridir. Hidroksil gruplarinin biri primer (C6-OH)
ikisi sekonder (C2-OH ve C3-OH) Karakterlidir. Bu hidroksil gruplarinin asiditesi
C6-OH< C3-OH<C2-OH seklinde artar. Bunun yaninda C2-OH grubu iyonize olursa
bu durumda 3 nolu karbona bagli —OH grubunun asiditesi diiser ve C6-OH
pozisyonunda da asidite artabilir. Genel olarak, 2 nolu karbona bagli OH grubu daha
fazla asitlik gosterdiginden esterlestirme reaksiyonlart i¢in daha fazla reaktiflik
gosterir. 6 nolu karbona bagli OH grubu ise eterlesme reaksiyonlari i¢in dnemlidir

(Ekman ve ark., 1986).

Seluloz, glikoz molekiillerinin 1 ve 4 karbonlarimin B-D glikoz biriminin glikozit

bagi ile baglanmasi sonucu meydana gelmis kristal polimeridir, yapist rijittir ve



bozunmasi i¢in sert reaksiyon kosullar1 gerektirir. (Sekil 2.2.). Bitkilere esnekligini

veren, yapilarindaki bu seliilozdur.

Sekil 2.2: Seliiloz

Seliiloz molekiilleri (CgH100s)n formiiliine sahip anhidroglukoz birimlerinin u¢ uca
eklenmesiyle olusmustur. Bu birimlerin sayisina polimerizasyon derecesi (DP) denir
ve birbirlerine 1,4-B-glukozidik baglarla baglanmis olup, her iki birimden birisi
digerine gore 180° lik bir doniisle baglanmistir. Bunun sonucu olarak da gerilimsiz

lineer bir yap1 ortaya ¢ikmaktadir.

Biitiin dogal polisakkaritler i¢inde, seliiloz diinyada en fazla bulunan polisakkarit
oldugu i¢in  gelecekte birincil kimyasal kaynak olarak kullanilma ihtimalini

dogurmaktadir (Song ve arkadaslari, 2010).

Seliiloz kimya sektdiiriinde ¢ok fazla alanda kullanilmaktadir. Sekil 2.3°te seliilozun

kullanim alanlar1 goriilmektedir (Fengel ve Wegener, 1989).
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Sekil 2.3: Seliilozun endiistrideki kullanim alanlar1

Seliiloz ve tiirevleri endiistride genis kullanim alanina sahip 6nemli maddelerdir.
Seliiloz, tiirevlerine doniisiirken hidroksil gruplari reaksiyona girer. Boylelikle
inorganik ve organik asitlerle esterleri, bazi alkollerle eterleri, bazlar ile alkolatlar1 ve
asitlerle oksidasyon iiriinlerini olusturduklar1 gibi halojeniirler, aminler ve bazi
komplekslerle de reaksiyona girerler (Fengel ve Wegener, 1989). Ayrica seliilozun
katyonize edilmesi ile ¢evre kirliligine yol acan organik maddelerin temizlenmesinde
kullanilan adsorbanlar elde edilmistir (Wang ve ark., 2009). Katyonik seliiloz
tiirevleri protein bazli ilag tasinimi sistemlerinde de kullanilmaktadir (Kazlausko,

2009).
2.2.1 Karboksimetil seliiloz

Polisakkaritlerin karboksimetilasyonu ¢ok genis capli calisilan bir konudur; ¢linkii
kolay bir reaksiyondur ve cikan iiriinler gelecek vaat eden ozelliklere sahiptir

(Heinze, 2005).



Karboksimetil seliiloz ilk olarak 1918 tarihinde sentezlenmistir ancak 1920’lerin
basinda IG Farbenindustrie AG tarafindan ticari olarak iiretilmistir (Balser ve ark.,
1986). Bu tarihten bu yana iiretim teknolojisinde, iiriin kalitesinde ve (iriin
etkinliginde  kayda deger gelismeler olmustur. Giintimiizde farkli kalitedeki
karboksimetil seliiloz insan yasaminda ve endiistriyel alanda ¢ok fazla uygulama

alan1 bulmaktadir (Heinze, 2005).

Baslica gida, ilag ve kozmetik iirlinlerinde viskoziteyi gelistirici, emiilsiyon

stabilizatorii, kivam artirici ve tekstiirii iyilestirmek amaciyla kullanilmaktadir.

Suda ¢6ziinen tiim hidrokolloidler igcinde en ¢ok yonlii fonksiyona sahip olan
karboksimetil seliiloz, gida endiistrisinde de yaygin bir sekilde kullanilmakta,
katildig1 formiilasyonlarin yapisini, hidrofilik 6zelliklerini ve fonksiyonel kalitesini

olumlu yonde etkileyen dnemli bir gida katki maddesidir.

Gida endiistrisinde karboksimetil seliiloziin sodyum tuzu kullanilirken, gida dis1 6zel

kullanimlar i¢in K, Ca, NH4 gibi diger tuzlar da iiretilmektedir

Sentetik, suda ¢oziinebilir bir seliiloz eteri tiirevi olan sodyum karboksimetil seliiloz
veya seliilloz gam, basit bir kimyasal reaksiyon ile liretilmektedir. Bu reaksiyonda
odun veya pamuk orjinli seliiloz, sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile muamele edilmekte
ve daha sonra elde edilen alkali seliilloz, monokloroasetat veya monokloroasetik asit
ile reaksiyona sokulmaktadir. S6z konusu reaksiyon tamamlandiktan sonra elde
edilen iiriin notralize edilmekte ve kurutulmaktadir. Gida safliginda karboksimetil
selilloz elde edilmesi sirasinda ise bu islemlere ek olarak, alkol-su karigimi ile

yikanarak tuzlar uzaklastirilmaktadir.

Reaksiyon sonucunda elde edilen karboksimetil seliiloziin ¢6zelti 6zellikleri ve suda
¢Oziiniirligu; substitiisyon derecesine (DS) ve polimerdeki karboksimetil-
gruplarinin diizenli bir sekilde baglanmasina bagli olmaktadir. Genel olarak; 0.3 veya
daha az bir DS degerine sahip olan karboksimetil seliiloz, alkali i¢inde ¢oziinmekte,
ancak suda c¢oziinmemektedir. Suda ¢oziinebilirlik i¢in 0.45 veya daha yukar1 DS
degerleri istenmektedir. Ticari olarak tretilen karboksimetil seliiloziin DS degeri 0.4
ile 1.2 arasinda degisirken, gida safliginda iiretilen tiiriiniin ise DS degerinin 0.95 ile

sinirl tutuldugu belirtilmektedir.

Iyonlanmus karboksil gruplari nedeniyle negatif yiiklii, uzun ve biikiilmez 6zellikteki

molekiillerden olustugu icin molekiiller ¢ozeltide birbirini iter. Bu nedenle



karboksimetil seliiloz ¢ozeltileri, stabil yapida olup ve yiiksek viskoziteye sahiptir.

Cift degerli katyonlar, karboksimetil selillozu ¢oktiirmekte ve ii¢ degerli katyonlarin
varliginda jel olugsmaktadir. Protein dispersiyonlar1 (6zellikle izoelektrik noktalarina
yakin pH degerlerinde) ve yumurta beyazi (kurutma ve dondurma islemlerinde)
karboksimetil seliiloz kullanimi ile stabilize edilebilmektedir. Siit iiriinlerinde ise

kazein presipitasyonuna karsi diren¢ saglamaktadir.

pH 5-10 arasi stabil olup, pH 5'in altinda viskozitesi ve stabilitesi azalmakta, bununla

beraber asit stabil olan karboksimetil seliilozlarda vardir.

Karboksimetil seliiloz, ayrica mikrokristalin seliiloza katilarak onun ¢oziiniirligiinii

gelistirmekte ve onun 6zelliklerini degistirmektedir.

Kokusuz, toksik olmayan ve biyolojik olarak indirgenebilen bir yapiya sahip olan
karboksimetil seliiloz; cikolatali icecekler, meyveli yogurtlar gibi siit iiriinlerinde;
donmus baliklar, parmak patates ve patates cipsi gibi donmus ve kizartilmig
tiriinlerde; tiim ¢orba tiirleri, baharatl sos, soya sosu, ketgapta; kek ve kek miskleri,
tortilla, pasta veya kek iizerine siiriilen kremalarda; mayonez gibi emiilsifiye
soslarda; yumusak icecek, instant igecek, diyet ve spor i¢eceklerinde formulasyonlara

katilmaktadir.

Diger 6nemli bir kullanim alanlar1 dis macunlari, Krem ve losyon gibi kozmetik
triinleri ile toz ve sivi deterjanlardir. Bu firiinlerde baglayici, kivam artirict ve
stabilizator olarak uygulama alani bulmaktadir. CMC, deterjan, boya, duvar kagidi
tutkali, kagit ve mukavva, tekstil, petrol sondaj camurlari, seramik, yiyecek
maddeleri, kozmetik ve eczacilik endiistrileri gibi genis bir alanda stabilizor olarak

kullanilmaktadir.

2.3 Antimikrobiyalite

Gilinlimiizde yasam kosullarinin degismesi ve bireylerin zamanlarimin ¢ogunu ev
disinda gecirmeleri, degisen beslenme aligkanliklari, toplu tasimanin yaygin olarak
kullanilmast ve uluslararasi seyahat olanaklarinin artmasi gibi etmenler, mikro
organizmalarin toplu yasam alanlarinda kolayca bireyden bireye gecisine ve

dolayistyla bulasici hastaliklarin artmasina neden olmaktadir.

Mikroorganizmalar mikrometre boyutunda basit metabolizmali canlhilardir.

Mikroorganizma miktar1 belli bir oranin iizerine ¢iktiginda, kisisel ve c¢evresel

10



Ozelliklere bagli olarak degisik siddetlerde bulasici hastaliklara, hatta salginlara
(Epidemi) yol acabilmektedir. Bu nedenle, yasadigimiz mekanlarda, ¢alistigimiz
ortamlarda ve kullandigimiz iirlinlerde hijyenin saglanmasi, yani ¢evremizin hastalik
olusturabilecek mikroorganizmalardan arindirilmasi giinlik yasamimizda giderek

onem kazanmaktadir.

Antimikrobiyal 6zellik fiziksel ve kimyasal yollarla saglanabilir. Fiziksel yollara
desikasyon, filtrasyon, dondurma, 1sitma, nemli 1s1l muamele, otoklavlama,
pastorizasyon, kuru usu muamelesi, iyonlastirict radyasyon ve UV radyosyonu ornek

olarak verilebilir.

Kimyasal antimikrobiyaller ise alkoller, aldehitler, halojenler, agir metaller, organik
asitler, oksidasyon ajanlari, fenoller, kuarterner amonyum bilesikleri, yiizey aktif

maddeler ve ¢esitli gazlardir.
Antimikrobiyal maddelerin bakteriler iizerinde farkli etkileri vardir:
¢ Bakteri membraninin fonksiyonunu bozanlar
e Proteinleri Denatiire Edenler
e Enzim Aktivitesini Bozanlar
e Niikleer Sistemi Bozanlar

Bakteri Membranlarinin Fonksiyonunu Bozanlar: Dezenfektanlar, genellikle,
yiizey gerilimini diisiiren ve ozmotik basinci ylikselten bir karakterde olduklarindan,
hiicre membranlariin yar1 gegirgen 6zelliginin bozulmasina, beslenmesinin

aksamasima, metabolizmanin durmasina ve 6liimlere neden olurlar.

Mikroplarin hipertonik bir ortamda bulunmasi, icerden disar1 suyun ¢ikmasina yol
acar ve mikroplarda dehidrasyon meydana gelir. Bu durum metabolizmanin
bozulmasina sebep olur ve bakteriyi dldiiriir (plazmoliz). Diger taraftan da, yiizey
geriliminin diigmesi kimyasal maddelerin bakteri yiizeyi ile direk temasa gelmesini
kolaylastirir ve ortamda bulunan maddelerin bakteri yiizeyinde toplanmasina neden
olur. Bu durum da, beslenmeyi bozar ve yine bakteriyi 6ldiiriir. Bu etkilerin yan 1sira,
baz1 dezenfektanlar bakteri membranlarinda zedelenmeler ve tahribat yaparak
membranlarin biitiinliiglinii bozarlar. Aktif ve pasif transport sistemi 6nemli derecede
aksar. Bazilar1 da hiicre duvarini pargalayarak protoplast ve sferoplastlarin meydana

gelmesine neden olur ve sonra bunlar1 da tahrip ederler.
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Bu tarzda etkileyen kimyasal maddeler arasinda fenol ve fenol bilesikleri, sentetik

deterjanlar, organik solventler bulunmaktadir.

Proteinleri Denatiire Edenler: Bazi kimyasal maddeler, mikroplarin protein
karakterinde olan yapisini koagule veya denatiire ederler. Protein 6zelliginde olan
enzimler, bu tarzdaki kimyasal ajanlardan ¢ok etkilenirler. Enzimlerin denatiire
olmasi bakterinin §liimiine neden olur. Boyle etkileyen kimyasal maddeler arasinda

asitler ve alkali'ler basta gelirler.

Enzim  Aktivitesini  Bozanlar: Kimyasal = maddelerden  bir  kismu,
mikroorganizmalardaki enzimlere ve bunlarin katalitik etkiye sahip olan bolgelerine
veya substanlarla birlesen fonksiyonel gruplarina (--SH, amid, imidazol, indol, v.s.)
kars1 affiniteleri vardir ve bunlarla 6zel baglantilar kurarlar. Boyle durumlarda
enzimin kimyasal yapisi, biyokimyasal karakteri ve aktivitesi ¢cok fazla degisiklige
ugrar ve inaktive olarak calisamaz duruma gelir. Orn. siyanidler, sitokrom
oksidase'ye; fluoridler, glikolize; ii¢ degerli arsenik bilesikleri karboksilik asit
siklusuna ve dinitrofenol oksidatif fosforilasyon'a mani olurlar. Formaldehid,
anyonik deterjanlar ve asit boyalar enzimin amino ve imidazol gruplariyla, katiyonik
deterjanlar, bazik boyalar, enzimlerin asitik gruplari ile, sublime de sulfidril grubu ile

0zel baglar kurarak enzimlerin aktivitesini bozarlar.

Enzim aktivitesine mani olan maddeler arasinda agir metaller, tuzlar, oksidan ve

alkilleyen ajanlar vardir.

Nukleer Sistemi Bozanlar: Boyalar, mikroorganizmalarin DNA's:1 ile birlesikler
olusturarak bunun aktivitesine, replikasyonuna ve protein sentezine mani olurlar.
Bazik boyalar, asit veya nétr boyalardan daha etkili olup, mikroplardaki nukleik asit
yapisinda bulunan fosforik asit grubu ile reaksiyon verirler. Bunun sonucu olarak ta
DNA'nin replikasyonu ve protein sentezleri durur ve bakteriler oliirler. Boyalarin

mikrobisid ve fungisid etkileri yan1 sira, mutagenik bir 6zellik de tasirlar.

2.3.1 Kuarterner amonyum tuzlari

Bir¢ok kuvarter katyonik yilizey aktif maddeler koruyucu ylizey filmi olustururlar,
dolayisi ile bakteriostatik, mikrop oldiiriicii, kiif olusumunu engelleyici ve algicidal
(nemli yiizeyde biiyiiyen yosun gibi bitkileri 6ldiirme etkili kimyasal madde)
aktivitelidir (Atici, 1991). Katyonik grubun miktarinin antimikrobiyal etkinlik
acisindan Onemi biiyiiktiir (Atici, 1994). Eger katyonik grup miktar1 yetersizse,
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mikroplar ¢ok miktarda olacaktir. Fakat ¢ogalma, antimikrobiyal maddenin olmadig1
test ¢cozeltisine gore daha yavas, daha ¢ok katyonik grubun oldugu ¢ozeltiye gore ise
daha da yavas olacaktir. Ozet olarak katyonik grup miktarinin az ya da ¢ok olmas1 ya

tiim mikroplarin 6liimiine (sterilizasyon) ya da bozulmaya neden olur.

(l'.‘,H:3 OH
+
HEC"}N\)\/CI
H3C _
Cl

Sekil 2.4: Kuarterner Amonyum Bilesigi (CHPTAC: 3-kloro-2-hidroksipropil

trimetilamonyum kloriir)

Kuarterner amonyum bilesikleri (Sekil 2.4.) iyi antibakteriyel ozelligi, diisiik
toksisitesi, cilt tahrisine neden olmamasi, asindir1 etkisinin diigiik olmasi, ¢evresel
kararliliginin iyi olmasi ve hiicre membranina niifuzunun miikemmel olmasi
nedenleriyle en fazla kullanilan diisiik molekiiler agirlikli antibakteriyel ajanlardir
(Roy ve ark.,, 2008). Kuarterner amonyum gruplu katyonik polimeler ise,
gelistirilmis antibakteriyel aktivitesi, diisliriilmis atik zehirliligi, memelilerde diisiik
doku tahrisi,  verimlilik ve segiciliginin yliksekligi ve Omriiniin uzunlugu
sebepleriyle diisiik molekiiler agirlikli kuarterner amonyum bileigklerine gore daha

avantajlidir (Block, 1991; Gabrielska ve ark., 1994).

2.3.1.1 Mannich reaksiyonu ile kuarter amonyum tuzu elde etme

Mannich reaksiyonu, 6zellikle ila¢g ve dogal {irlinlerin sentezinde ara iiriin olarak
kullanilan B-amino karbonil bilesiklerinin elde edilmesinde kullanilan kuvvetli

sentetik bir metodtur (Rafiee, 2010; Kumar, 2008).

Genel olarak Mannich reaksiyonu, amonyak, primer amin veya sekonder aminin
hidrokloriirii ile formaldehit ve en az bir aktif hidrojen igeren bilesiklerin
kondenzasyonundan meydana gelir. Reaksiyonun temel 6zelligi, bir aminometil veya
siibstitiiye aminometil grup ile aktif hidrojen atomunun yer degistirmesidir.
Reaksiyon asitler ve bazlar tarafindan katalize edilir. Reaksiyon sonunda elde edilen
{iriin Mannich bazidir (Goen, 2001; Unlii, 2009).
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Kondenzasyon, bir primer amin veya bir tuz ile yapilirsa iiriin sekonder amindir

(2.10).

o 0
| o I
C
e, . M RNH,.HCI NCH,CH NHR HC
- H,0
H/ \H 2
(2.10)
Sekonder amin ise tersiyer amin verecek sekilde reaksiyona girer (2.11).
o o)
| |
®.0
\CH3 N ” [RNH2"Cl \CHchzl\?HRZCIe
C >
- H,0
H/ \H 2
(2.12)

Ayni molekiilde farkli yerlerde aktif hidrojenler varsa birincil amin veya amonyakla
yiirlitilen Mannich tepkimeleri ile halkalagmig Mannich bazlar1 elde edilir (2.12)
(Istanbullu, 2006).

|
o) N
O] N
R
—_—
C
/ \ EtOH R.C CR
R,HC CHR, : N
R : Alkil veya aril O
R, : Hidrojen veya alkil (2.12)

Manncih reaksiyonu mekanizmasi igin c¢esitli Oneriler vardir. Son calismalar
Mannich reaksiyonunun Sekil 2.5’te gosterilen iki yoldan birinden yiiriidiigiinii ve bu
durumun reaktanlarin dogasiyla, reaksiyonun yiiriiyecegi yonii belirleyen reaksiyon

kosullariyla iligkili oldugunu gostermistir.
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®
CH;—Ni
A iy I RH
A %
—_— - (3 =0H,HN y CHQ:N N/
R-H + CHO +H-N N ™~ VAN
— N E
i’
B, ,OH N

Sekil 2.5: Mannich reaksiyon mekanizmasinin 6zeti

Bunlardan biri bir aldehite amonyak ya da alkil aminlerin katilip RoNCH,OH

seklinde bir metilol katilma iiriinii vermesiyle baslar. Bu katilma iirlinii su kaybeder

ve iminyum tuzu olusur. Son basamakta iminyum tuzu, karbonil bilesigi gibi aktif

hidrojen iceren bir bilesigin bazik ortamda olusturdugu enolat iyonu ile reaksiyon

verir. Mekanizmanin yiirliylisii daha ayrintili olarak (2.12)’de verilmistir.

G H C
HeG HeG, T s W G, .
M—H * H—ﬁ:—H —_— HN—E—GH M—CH; . A N=CHz . A
i 2
HsC 0] HiC H Hs

o

A |
@C CHs QG=GH2 @—G:GHZ + HY
CHB
E—CHz + HEE—N .n.—- c—c—c—
Hz Hz
c:H3

(2.12)

Bir diger yol ise aktif hidrojen tasiyan bilesik ile formaldehitten metilol olusumudur.

Bu yol miimkiin gibi goziikmese de hidroksi metil tiirevleri ve alkil aminlerle bagarili

reaksiyonlar yapilmis ve Manncih bazi sentezlenmistir (Unlii, 2009). Ayrica bu bazik

kosullardaki mekanizma, iminyum iyonu yerine sadece dimetil aminometanol ara
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tirtiniindeki hidroksilin, olusan asetofenon karbanyonu ile yer degistirmesi seklinde
de olabilir. Tepkime mekanizmasi SN2’dir. Mekanizmas1 ayrintili olarak (2.13)’de
verilmistir (Istanbullu, 2006).

o 0
(0 /77N s 5
C=CHz + HL—OH ~——— C—CHz— — Ch, H

N N{CHz)z
Ha’cf \CHE
l—DH
P CH
C—G—C—N
e Fe oy
(2.13)

2.3.2 Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiiriine
kars1 in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir (Demirpek, 2012).

Antimikrobiyal duyarlilig1 belirlemek i¢in difiizyon ve diliisyon testleri uygulanir.

Difiizyon testleri “disk difiizyon testi” ve “E-test” olarak ikiye ayrilir. Disk difiizyon
testi, rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliginin saptanmasinda en sik olarak
kullanilan yontem disk difiizyon testleridir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu
yontem Kirby-Bauer tarafindan gelistirilmistir ve bu isimlerle de anilmaktadir. Bu
test, kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarliligi arastirilan organizmanin
inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. E- testte minimum
inhibitor konsantrasyonu bulunur. Minimum inhibitor konsantrasyonu; bir
mikroorganizmanin gozle goriilebilir olarak tliremesinin inhibe oldugu en diisiik

antimikrobiyal ajan konsantrasyonudur.

Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin liremesini inhibe
etmek veya oOldiirmek i¢in gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek icin
uygulanir. Diliisyon testleri "tlip diliisyon" ve "agar diliisyon" olmak tizere iki sekilde
uygulanmaktadir. Tiip diliisyon ve agar diliisyon olarak ikiye ayrilir. Tiip diliisyon
yonteminde bakteri iiremesini gosteren bulaniklik yoniinden incelenir. Bakterinin
iremesini Onleyen, gbzle goOriintir bir bulanmikligin olmadigt en disiik ilag

konsantrasyonu, minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) olarak degerlendirilir..
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Agar diliisyon yonteminin prensipleri tilip diliisyon yontemiyle aynmidir. Tek fark, agar
dilisyon yonteminde antibiyotik sulandirimlarinin agar ig¢ine konmasi ve petri

plaklarina dokiilmesidir. Boylece her plakta antibiyotigin farkli konsantrasyonlari

bulunur.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Aycicegi atig1

Sodyum hidroksit
Hidrojen peroksit
Izopropil alkol
Toluen

Etanol
Hidroklorik asit
Asetik asit

Nitrik asit
Metanol
(3-kloro-2-hidroksipropil)trimetilamonyum kloriir
Dimetilasetamid
Lityum kloriir
Potasyum siilfat
Civa (1) oksit
Sodyum tiyosiilfat
Siilfiirik asit
Borik asit
Asitanhidrit
Piridin

Kloroform

Brom fenol mavisi

Metilen mavisi

19

‘Trakya Bolgesi’nde yetisen ¢esitli
ayciceklerinin yagi alindiktan sonra
kalan kabuklu kiispesi.

: NaOH, Merck

- H,09, Tekkim, %501k sulu ¢ozelti
- IPA, Teknik

: Merck

: EtOH, Teknik

: HCI, Merck, %37’lik sulu ¢ozelti

: Riedel de Haen

: HNOg3, Merck, %65°lik sulu ¢ozelti
: MeOH, Atabay

:CHPTAC, Aldrich, %60’1lik sulu ¢ozelti
: DMAC, Merck

: LiCl, Teknik

: K2SO4, Merck

: HgO, Merck

: Na,S,03, Teknik

: H2SO4, Merck, %98°lik sulu ¢ozelti
: H3BO3, Merck

: Merck

: Merck

: Merck

: Merck

: Merck



3.2 Kullanilan Cihaz Ve Yontemler

FT-IR Spektrofotometresi

NMR Spektroskopisi

Freeze Dryer

Santrifiij

Termal kontrollii manyetik
karistirict

Vakum Etiva

Etiv
Ultrasonik banyo

pH metre

. FT-IR spektrumlari, Thermo Nicholet 380
cthazinda %1’°lik KBr diskleri ile kaydedilmis ve
dalga sayis1 cm *cinsinden verilmistir.

: 'TH-NMR spektrumlari, Bruker 250 MHz NMR
Spektrometresi  ile  kaydedilmistir ve D,0
ortaminda ¢ekilmistir.

Chirist, ALFA 1-4 model Laboratuvar tipi
Lyofilizatér nem tutan numunelerdeki nemi
uzaklagtirmada kullanilmaistir.

: Centurion Scientific Ltd. ile kati1 partikiiller
¢cOktliriilmiistiir.

: AGE 10.0164, VELP Scientifica srl. ile stabil
sartlarda reaksiyon kurulmustur.

Shel-Lab, iriinlerdeki nemi uzaklastirmada
kullanilmuastir.

: Heraeus. Maddeleri kurutmada kullanilmistir.
: Bandelin Sonorex ile reaksiyon kurulmustur.
: WTW Series Inolab pH 720. Cozeltilerin pH

ayarinin yapilmasinda kullanilmistir.

3.3 Aycicegi Atigindan Seliiloz Eldesi

3.3.1 Kullanilan atiga uygulanan énislemler

Calismada kullanilan ayg¢igiegi atig1 dgiitiilerek tanecik boyutu 50 mese getirildi ve

homojenize edildi. Homojen atiga iki asamali 6nislem uygulandi:

1. Yag ve vakslarin ayrilmasi: Soxhlet ekstraktorinde 6 saat 2:1 oraninda

toluen:etanol ¢oziiciisii ile ekstrakte edildi. Agik havada kurumaya birakildi (ASTM,

2001).
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2. Proteinlerin ayrilmasi: Yag ve vakslarindan ayrilmis atik pH’1 12 olan NaOH
¢ozeltisi iginde, 50-70°C’de, 40-150 dakika boyunca reaksiyona sokuldu (Ayhllon-
Meixueiro, 2000). Siizme sonucunda ele gecen kati madde 60°C’de 12 saat

kurutuldu.

Sonraki reaksiyonlarda bu asamalardan elde edilen aygigegi atig1 kullanildi.

3.3.2 Seliilozun Aycicegi AtiZindan Alkali Peroksit ile Ekstraksiyonu

250 ml’lik cam balonun i¢ine belirli miktarda kabuklu kiispe, su ve 2 N NaOH
cOzeltisi koyuldu ve geri sogutucu ile 60-80°C’lik ultrasonik banyo igine
yerlestirildi. Geri sogutuculu balon bir saat sonra 60-80°C’deki manyetik
karistiriciya alind1 ve 2 saat sonra belirli miktardaki H,O, sisteme damlatildi. 3-21
saat sonra reaksiyon sonlandirildi ve nugede siiziildii. Stizme sonucunda {iist kisimda
kalan ¢okelti %80 asetik asit ve %65°lik nitrik asit ile 120°C’de 15 dakika sabit hizda
karistirildi ve soguduktan sonra siiziildii. Cokelti dnce etanol, sonra su ve ardindan
yine etanol ile yikanarak saflagtirma islemi tamamlandi ve 60°C’de 16 saat etiivde

kurutuldu.

3.4 Kuarternize Seliiloz Eldesi

3.4.1 Seliilozun kuarterner amonyum tuzu ile kuarternizasyonu

Seliioz %18’lik NaOH ¢ozeltisinde, oda sicakliginda, 3 saat merserize edildi. Siizme
sonucunda ele gegen alkali seliioz, belirli konsantrasyonlardaki NaOH ¢ozeltisi
icinde CHPTAC ile 0-50°C’de 1-24 saat reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonucunda
olusan katyonik seliilloz pH=7 oluncaya dek saf su ile yikand1 ve siiziildii. 50°C’de 24
saat kurutuldu.

3.4.2 Karboksimetil seliillozun kuarterner amonyum tuzu ile kuarternizasyonu

Karboksimetil seliiloz elde etmek icin 2,5 g seliiloz 25°C sicaklikta 10 ml %15’lik
NaOH ve 50 ml IPA ¢ozeltisi icinde 60 dakika boyunca karistirildi. 55°C sicaklikta
3 g NaMCA eklenerek 3 saat boyunca kariltirildi. %90’lik asetik asit ile ¢ozelti
noétralize edildi ve siiziildi. %70’lik etanol ile 4 defa yikandi1 ve ¢okelti 60°C

sicaklikta kurutuldu.

Elde edilen karboksimetil seliiloz 3.4.1°de izlenen yol ile kuarternize edilmistir.
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3.4.3 Karboksimetil selillozun Mannich reaksiyonu ile kuarternizasyonu

0,1 gram karboksimetil selilloz 3 mL suda ¢oziildii ve lizerine 2 mL %43,75’lik
dimetil amin (DMA) c¢ozeltisi eklendi. 40°C sicaklikta ¢ozelti 15 dk boyunca
karistirildiktan sonra 9 mL %37’lik formaldehit (FA) ¢ozeltisi 10-15 dk i¢cinde damla
damla ilave edildi. 3 saat boyunca reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon bittikten
sonra 2 mL. DMA ilave edilip 10 dk daha karistirildiktan sonra reaksiyon karigimina
4 N HCI ilave edilerek ortam asidik (pH 2.0-2.5) yapildi. Kalan ¢6zelti 100 mL

izopropil alkole dokiilerek iiriin elde edildi.

3.5 Iyonik Yap: Tayini

Kuarternize seliilozun katyonik oOzellikte olup olmadigi iyonik yapi tayini ile

belirlendi.
Cizelge 3.1: Iyonik yap: tayini
Renk
Aktivite Metilen  mavisi-sodyum Metilen mavisi ~ Brom fenol mavisi
rezorsinol ftalat
Anyonik Koyu yesil Mavi Renksiz
Katyonik Mavi Renksiz Mavi
Noniyonik Renksiz Soluk mavi Soluk mavi

Iyonik yap1 tayininde (Atici, 1991) 0,004 g bilesik 20 ml suda ¢dziildii. 0,1 ml IN
HCI ve 1 ml % 0,02 sulu metilen mavisi ¢ozeltisi ile 10 ml test ¢ozeltisi karistirildi.
Diger 10 ml test c¢ozeltisine 0,1 ml N NaOH c¢o6zeltisi ve 1 ml % 0,002 sulu
bromfenol mavisi ¢ozeltisi ilave edildi. Her bir ¢ézelti 5 ml kloroform ile ekstrakte
edildi ve organik fazin rengi Cizelge 3.1°e gore incelenerek maddenin iyonik

karakteri belirlendi.
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3.6 Toplam Azot Miktar1 Tayini

Azot miktar1 mikro Kjeldahl yontemi kullanilarak bulundu (Steyemark, 1961).
Analiz edilecek 6rnekten 5-10 mg kadar alindi. Alinan 6rnek 0.65 g K,SO4 ve 0,016
g HgO katalizorliiglinde 1 ml derisik H,SOq4 icinde parcalandi. Cozelti organik
malzemenin komiirlesmesinden kaynaklanan renk gidene kadar kaynatildi ve tiim
azot amonyum tuzuna cevrildi. Elde edilen asidik ¢ozelti 2 ml su ile seyreltildi,
sogumaya birakildi. Parcalama balonundaki ¢6zelti Pregl tipi damitma balonuna
alindi, iizerinde 5 ml NayS;03:NaOH:H,0 (%5:%50:%45, g/g/g) karisim eklendi.
Damitma siiresince damitma balonundaki ¢ozeltinin siyah olmasina dikkat edildi.
Serbest kalan amonyak kizgin su buhart damitmasiyla, iginde 5 ml %4’liik borik asit
¢ozeltisi ve 3 damla belirte¢ karisimi (etanol i¢inde metil kirmizisi-metilen mavisi)
bulunan toplama kabina aktarildi. Ayarli 0.01N HCI ile yapilan geri titrasyonla azot

miktart ylizde olarak 3.1°de verilen formiile gére bulundu.

%N=V. mN.100 (3.2)
W

W : Ornek Miktar1 (mg)

mN: 1 ml 0.01 N HCI esdeger azot miktar1 (0.14008 g)

V: Harcanan HCI miktar1 (ml)

3.7 Maddelerin Molekiil Agirhg: Tayini

Seliiloz ve katyonik seliilozun molekiil agirliginin (Mv) bulunmasi igin viskozite
Olglimiinii temel alan Mark-Houwink bagintisindan  faydalanildi. Bu amagla
30°C’ye  sabitlenmis termostatik su  banyosunun icinde Ubbelohde
viskozimetresiyle Ol¢limler alindi. Selilloz ve katyonik seliilozun 4x10™ glcm3
konsantrasyonda DMAC/%9LICI ile ¢o6ziilerek hazirlanan stok ¢ozeltisi lizerinden
seyreltilerek olgiimler alindi. Ik olarak ¢dziiciiniin akis siireleri 6l¢iildii. Ardindan
stok ¢Ozeltinin akis siireleri 6l¢iildli ve bu islem ¢ozelti seyreltilerek devam ettirildi.
Tiim akis siirelerinin ayr1 ayri ortalamalar1 alindi. Cozeltilerin  akis  siireleri
ortalamasinin (t), ¢oziiclinliin akis siireleri ortalamasina (tp) oraniyla relatif viskozite
(nr) hesapland: (3.3). Relatif viskoziteden 1 ¢ikartilarak spesifik viskoziteye (nsp)
gecildi (3.4). Solomons-Ciuta esitligi ile intristik viskozite ([n]) bulundu (3.5).

23



Intristik viskoziteden de Mark-Houwink denklemi kullanilarak molekiil hesabi
yapildi (3.6).

nr= t/to (3.3)

nsp =nr-1 (3.4)

[n] =V2.(nsp-Inn;)/C (3.5)
[n] = 1,278x10*.Mv"* (3.6)

3.8 Antimikrobiyalite testi

Malzemenin antimikrobiyal &zelliginin incelenmesi i¢in damlatma ydntemi
kullanildi. Bu yonteme gore seliiloz ve katyonik seliilozun Pseudomonas aeruginosa
ve Staphylococcus aureus bakterilerine karst antimikrobiyal o6zellik gosterip
gosterilmedigine bakildi. Steril besiyerine, derisimi belli, konsantre bakteri ekimi
yapildi. 5-10 pl ¢oziinmiis numuneler (selilloz ve katyonik seliilloz) petri kabina
damlatildi. Uygun ortamda iiremeye birakilan bakterilerin damlatilan bolgelerde
tireyip iiremedigi kontrol edildi. Damlatma yapilan bdlgenin zonu, kontrol amaciyla

ekilen diger antibikrobiyal maddelerle (¢amasir suyu, antibiyotik) karsilastirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada aygicegi atigindan yiikksek verimle elde edilen seliilozun
karboksimetilasyonu ve kuarternizasyonu sonucu olusan modifiye {irlinlerinin
spektroskopik, kalitatif, kantitatif ve antimikrobiyal 6zellikleri incelenecek ve elde edilen

sonuglar karsilastirilarak ve degerlendirilecektir.

4.1 Aycicegi Atigindan Seliiloz Eldesi ve Karkaterizasyonu

Trakya Bolgesi’nde yetisen ¢esitli aygigeklerinin, yagi alindiktan sonra kalan
kabuklu kiispesi kullanilmistir. Bu kiispeden seliillozu ekstrakte etmek i¢in 6n
islemler uygulanmis; kiispe yag, vaks ve proteinlerinden ayrilmistir. Ardindan alkali
ve peroksit ile yapilan kimyasal ekstraksiyon ve saflastirma islemleri sonrasi seliiloz

elde edilmistir.

4.1.1 Aycicegi atiina uygulanan onislemler

Aygigeginin fabrikada yagi alindiktan sonra kiispesi ve kabugu atik olarak olusur.
Bu atiktan selillozu ayirmak i¢in Oncelikle yag ve vakslarindan ayrilmasi
gerekmektedir. Bu amagla kabuklu kiispe, soxhlet ekstraktoniinde 2:1 oraninda
toluen:etanol ¢oziicii karigimi ile 6 saat ekstrakte edilmistir. Yag ve vakslar1 ekstrakte
etmede kullanilan diger ¢oziici de hekzandir ve her iki c¢oziicii ile yapilan

ekstraksiyon sonucunda % 6-7 oraninda madde ¢oziinmiistiir.

Yag ve vakslarindan ayrilan atiga uygulanan ikinci islem ise alkali ortamda
proteinleri uzaklagtirmaktir; ¢iinkii aycicegi atig1 %34 protein igermektedir. Aygicegi
atiginda bulunan proteinlerin yem sanayiinde énemli bir kullanim alan1 oldugu i¢in
ve bir slire sonra atikta kiif olusumuna sebebiyet verdigi icin atiktan uzaklagtirilmasi
gerekmektedir. Proteinleri ayirmak i¢in, attk pH=12 olan NaOH c¢ozeltisi i¢cinde 6nce
50°C’de 40 dakika reaksiyona sokuldu ancak atikta hala protein tespit edildigi i¢in
sicaklik 70°C’ye, siire ise 150 dakikaya cikarildi. Siizme ile ¢okelti (seliiloz,
¢Oziinmemis hemiseliiloz ve lignin) ve ¢ozelti (¢oziinmiis proteinler) birbirinden

ayrildi. Cokelti seliiloz ekstraksiyonu i¢in 60°C’de 12 saat kurutuldu. % 30 civarinda
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maddenin ¢ozeltide kaldigi goriildii. Cozelti pH’nin HCI ile 4,8’e disiiriilmesi

sonucunda proteinler ¢oktiiriildii.

Sekil 4.1°de uygulanan islemlerin akis semas1 goriilmektedir.

[ Aycicegi atiga ]

Toluenetanal (2:1), 6 sa

Cokelti ' Céozelti
Devaks atik
pH=12 NaOH, 70°C, 150 dk

Cokelti
Cozelti
’ Proteinsiz atik

Yag ve vaks

HCl pH=48
Cokelti
Protein

Sekil 4.1 : Aycicegi atigina uygulanan onislemler

4.1.2 Aycicegi atigindan seliiloz ekstraksiyonu

Ekstraksiyon yontemi ile ¢oziinen kisimlarindan ayrilan aygicegi kiispesinin
selilozunu, hemiseluloz ve ligninden ayirmak i¢in alkali peroksitli ortamda

oksidasyon tercih edildi (Sekil 4.2).

Verimin arttirilmasi ve seliillozun saf olarak elde edilmesi amaciyla atik miktarina
gore NaOH ve H,0O; oranlari, sicaklik ve zaman faktorleri degistirilerek tekrarlandi.
Reaksiyonlara ait veriler ve bu verilerin uygulanmasiyla elde edilen verimler

Cizelge 4.1°de gosterilmis, kayda deger olmayan denemeler tabloya eklenmemistir.

Seliiloz ekstraksiyonu i¢in 0,5 mol/L 2 N NaOH ve 1,7 mol/L %35’lik H,0; ile
60°C’de 24 saat sulu ortamda reaksiyon yapildi (S22). Bu reaksiyon ile ele gecen
seliilozun verimi %47°dir. Ancak mikro Kjeldahl yontemi ile yapilan azot tayininde

%1,8 azota rastlanmustir.
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YAGSIZ ve

PROTEINSIz
AYCICEGI ATIGI
2N NaOH, Hz20
% 35 H202
60-80°C, 21 sa
| ]
COKELTI COKELTI
+CoHztinmemis ligin *Cozlinen ligin
*Coziinmemis hemiseluloz *Coziinen hemiseliiloz
*Seliiloz *Hidroliz Olmusg Sekerler
%80 HAC
% 65 HNO3
120°C, 15dk
| ]
‘ COKELTI \ [ COZELTI ]
1) EtOH
2) H200
3) EtOH

SAF SELULOZ \

Sekil 4.2 : Aycicegi Kiispesi Ekstraktinin Bilesenlerinin Ayrilmasi

Cizelge 4.1 : Aycicegi atigindan seliilozun ekstraksiyonu

2N %035 H,O,/ NaOH/

[ e A R R
S22 0,5 1,7 30,9 8,4 24 60 47 1,8
S16 0,5 0,3 6,4 10 3 60 46 1,3
S19 15 2,6 29,1 17 24 60 35 1
S15 1,4 1 23,7 33 3 80 30 0,9
S17 0,5 0,8 25,7 16,6 20 80 24 0,8
S18 0,4 18 34 8,3 24 60 29 0,7
S13 0,5 0,9 34,2 16,6 24 60 29 0,6

Seliilozda bulunan %1,8’lik azot, ay¢igegi atiginda bulunan proteinlerin tam olarak
uzaklagtirilamadig1 seklinde yorumlanmaktadir. Yani reaksiyon sartlarinda atigin

bilesenlerine ayrilmasi tam olarak ger¢eklesmemistir. Daha sonraki deneyde (S16)

27



gram kiispe basina diigen NaOH miktari artilrildiginda ve reaksiyon sicakligi 3 saate
diisiiriildiiglinde azot miktarinda 0,5 degerlik bir diisiis gozlenmistir. NaOH ve H,0,
miktarlar1 artirildiginda ve reaksiyon sicakligi yeniden 24 saate c¢ikarildiginda
verimde ciddi bir azalma (%35) ve azot miktarinda da diisiis (0,3) gozlenmistir
(S19). Verimdeki bu azalma atigin par¢alanmasinin gerceklestigini gostermektedir.
Ancak burada bir denge s6z konusudur; saf selilloz elde etmek igin bazi
artirdigimizda lignin ve hemiseliiloz ile birlikte bir kisim seliiloz da parcalanarak
cozeltiye gegmektedir. S15 reaksiyonunda ise gram kiispe basina diisen H,O, miktar1
iki katina ¢ikarilip, reaksiyon siiresi yeniden 3 saate diisiiriildiiglinde ve sicaklik
artinldiginda (80°C) azot miktarinda %0,1°lik bir azalma goriilmiistiir. Peroksit
miktar1 yartya indirilip reaksiyon siiresi artirildiginda ise verimle birlikte azot miktari
da diismektedir (S17). Baz artilip, peroksit ve reaksiyon sicaklig1 diistiriildiigiinde ise
aynt sekilde azot miktarinda ve verimde diisiis gozlenmektedir (S18). S13
reaksiyonunda ise azot degerinin en diisik oldugu (%0,6) baz, peroksit ve siire
belirlenmis ve ele gecen seliilozun verimi toplam atik iizerinden %29 olarak
belirlenmistir. Gram kiispe basina 34,2 NaOH ve 16,6 H,O, ile 24 saat 60°C’de
yapilan reaksiyon kosullar1 en saf ve en yiiksek verimle (%29) seliiloz elde etmek
i¢in en 1yi kosul olarak bulunmus ve bundan sonraki asamalara bu seliiloz tizerinden
devam edilmistir. %0,6 degerindeki azotun da ihmal edilebilir seviyede olduguna

karar verilmistir.

110 -
100 -
90 -

v

80 -

70

%T

60 -

292438

50 -

401

~
N
)
~
o
—

w
S
341511

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.3 : Seliiloza ait karakteristik FTIR spektrumu
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Sekil 4.3’te seliiloza ait karakteristik FTIR spektrumu goriilmektedir. Sekil 4.3’te
3415 cm™’de tepe noktasi olan genis O-H gerilme, 2925 cm™de alifatik C-H
gerilmeleri 1613 cm™de adsorbe olan suya ait H-O-H deformasyon, 1200-
920cm®lerde ¢esitli C-O, C-C gerilme veya C-O-H egilme bantlar1 seliilozda tipik
olarak goriilen bantlardir. 1507 cm™’deki diisiik siddetli bant seliiloza bagh diisiik
miktardaki ligninin varhgim gostermektedir. 1043 cm™deki bant C-O-H egilmesidir
ve dallanma derecesi tarafindan etkilenmektedir. 896 cm-1’deki bant B glikosidik

baglar1 gostermektedir (Xiao ve dig., 2001).

CH,OH

H.OH

Sekil 4.4 : Seliilozun yapisinda bulunan karbonlarin numaralandirilmasi

Seliilozun bilinen ¢dziiciilerde ¢oziinmemesinden dolayr kati hal NMR yontemi ile
spektrum elde edilmigtir. Sekil 4.5°te BC-NMR spektrumunda seliiloza ait
karakteristik pikler goriilmektedir. Seliiloza ait spektrumlar incelendiginde 55
ppm’de omuz seklinde goriilen sinyal C6 karbonuna aittir. 64-82 ppm araliginda
goriilen sinyaller ise C2, C5, C3 ve C4 karbonlarina ait sinyallerdir. Seliilozun
anomerik karbonuna (C1) ait sinyal ise 104 ppm’de goriilmektedir (Isogai, 1997

Hesse ve Jager, t.y.).
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Sekil 4.5 : Seliiloza ait kat1 hal "> C-NMR spektrumu
Seliillozun molekiil agirligimi hesaplamak igin Solomons-Ciuta esitligi ile intristik

viskozite ([n]) bulundu. Intristik viskoziteden de Mark-Houwink denklemi

kullanilarak molekiil hesab1 yapildi.

Sonuglar
nr= t/to 1,055
nsp =nr-1 0,0548
[n] =\2.(nsp-1nn,)/C 188,4

[m] = 1,278x10*.Mv** 152668
Seliilozun molekiil agirlig1 152668 olarak bulunmustur.

Sonug olarak yapilan c¢alismalar sonucunda aygicegi atifindan yiiksek verimle
seliloz elde edildi. Ele gecen selillozun spektral yontemlerle karakterizasyonu
sonucunda bulunan verilerin literatiir ile uyum iginde oldugu gorildii. Aygicegi
atigma on islem wuygulanmis selillozun protinlerinden ayrilmis olarak elde

edilebilecegi goriildii.
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4.2 Karboksimetil Seliiloz Eldesi

OH OR
i 0 I
6 I NaOH 6
HO\3,2\\\1,OM : RO\3’2\\\1,QM
OH OR

R=-Hor -CH,;COONa

Sekil 4.6 : Karboksimetil seliiloz eldesi

Karboksimetilasyon reaksiyonu ile suda ve organik ¢oziicillerde ¢oziinmeyen
selillozun ¢O6ziiniirliiginiin ve  bir sonraki adimda yapilacak kuarternizasyonun
artirilmasi disiintildi. Karboksimetil seliiloz elde etmek icin 2,5 g seliilloz 25°C
sicaklikta 10 ml %15°lik NaOH ve 50 ml IPA ¢ozeltisi i¢inde 60 dakika boyunca
karistirildi. 55°C sicaklikta 3 g NaMCA eklenerek 3 saat boyunca kariltirildi.
%9011k asetik asit ile ¢ozelti notralize edildi ve siiztildi. %70’lik etanol ile 4 defa

yikandi ve ¢okelti 60°C sicaklikta kurutuldu (Adinugraha ve ark., 2005).

Sekil 4.7°de karboksimetil seliiloza ait FTIR spektrumu goriilmektedir. Seliilozun
karakteristik piklerinin yaminda &zellikle 1730 cm™de goriilen pik seliilozun

karboksillendigini gostermektedir.
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Sekil 4.7 : Karboksimetil seliiloza ait karakteristik FTIR spektrumu
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Karboksimetil seliilozun 500 MHz’lik NMR cihazinda D,0 ¢6ziiciisii i¢inde ¢ekilen
NMR spektrumu  sekil 4.8’de goriilmektedir. Spektrumda goriilen sivri pikler
¢oziiciiden veya kontaminasyondan kaynaklanmaktadir. Karboksimetil seliiloza ait
pikler 3-5,5 ppm arasinda goriilmektedir. Anomerik karbona ait pik 5,5 ppm
civarinda gozlenmektedir. 3 ile 4 ppm arasinda seliilloza ait karakteristik pikler

goriilmektedir. Metilen protonu ise 4 ppm civarinda pik vermektedir.
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Sekil 4.8 : Karboksimetil seliiloza ait *H NMR spektrumu

Spektral analizler karboksillenme reaksiyonun basariyla gergeklestigini gostermektedir.
Ayrica selillozun karboksimetillenmesi ile ¢ozlnirligin arttign  gozlenmis ve

kuarternizasyon reaksiyonlari karboksimetil seliiloz ile yapilmustir.

4.3 Kuarternize Seliiloz Eldesi ve Karakterizasyonu

Seliilozun kuarternizasyonu iki yoldan yapilarak sonuglar karsilagtirildi: Tlk olarak
kuarterner amonyum tuzu ((3-kloro-2-hidroksipropil)trimetilamonyum Kloriir),

ardindan da Mannich reaksiyonu ile kuarternize seliiloz elde edildi.
4.3.1 Seliillozun kuarterner amonyum tuzu ile kuarternizasyonu

Kuvarter azot bilesikleri HC1 ve H,SO, ile nétral tuz olusturan kuvvetli bazdirlar.

Sulu alkali ¢ozeltide bile ¢oziiniirler. Kuvarter iyonunun katyoniklik aktivitesi ve
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kuvvetli bazikligi, seluloz bilesigine tasinabilecegi ve seluloza biraz olsun suda
¢ozinirlik saglayabilecegi diistincesiyle, 3-kloro-2-hidroksipropil amin grubu CH3—
gibi diisik molekiil agirlikli alkil gruplari ile kuvarternize edilmis olan 3-kloro-2-
hidroksipropiltrimetil ammonium kloriir (CHPTAC) bilesigi ile bazik ortamda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon ortaminda uygun reaksiyon kosullar1 saglanabilirse
ilk olarak CHPTAC bazik ortamda epoksi bilesigi verir (4.1).

OH CH; o CH,
cl CH ¢l o ™~ 'E} C(19
\C/ \C/ | \CH TaOH > /CH\ PR
3 _ H,C C CH;
H2 H2 NaCl H
CH3 2 CH3

(4.1)

Ikinci adimda ise epoksit bilesigi ile selulozdaki aktif hidroksi gruplari reaksiyona

girer (4.2).

CH, (|)H CH,

o) o 'g*} e
’>CH /,@\Cl togTOoH T o _OH_ _ \Cl
H,C \ﬁ | e, g g7 | Ten

2 CH, % % Ho H, CH,
katyon aktif seluloz (4.2)

: seluloz zinciri

Reaksiyonda baz miktar1 fazla ise veya kuvarter tuzu ile orantili degilse selulozla
reaksiyon vermeyen {iriinler olusabilir (Shukla D. ve Tyagi V.K., 2006). Yan
iriinlerin en az ve kuvarternize edilmis selulozun en fazla olacagr kosullari
saglayabilmek icin cesitli reaksiyon kosullarinda denemeler yapilmistir. Yapilan
deneylerde, uygulanan deney kosullar1 Cizelge 4.2‘de goriilmektedir. Cizelgede yer

alan sonuglar parametreler hakkinda fikir verebilecek olanlardir.

Yapilan 6n denemeler sonucunda, tiim deneylerde reaksiyon sicakligi 50 °C olacak
sekilde uygulanmis, diger veriler degistirilmistir. 0,5-3 saat reaksiyon siiresinde
Tabloya bakildiginda, CHPTAC ve NaOH’in mol/L degerlerinin yiiksek oldugu 1
numarali deney kosullarinda selulozda %60 dolayinda agirlik artis1 belirlenmistir.
CHPTAC ve NaOH’in mol/L degerlerinin ortalama 7 kat daha disiiriilmesi ile

yapilan deneylerde ise verimde artis olmamustir.
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Cizelge 4.2 : Coziinen Kisimdan Armdirilmis 5 gram Aygicegi Kiispesinden 50°C
Reaksiyon Sicakliginda Antimikrobiyal Seluloz Elde Edilme Deney
Kosullar1 ve Neticeleri

% 60 2N CHPTAC/  NaOH/

Eggiy ?CIIIIZ)e rSnuI CHPTAC  NaOH seluloz seluloz \(/;; )'[D
(mol/L) (mol/L)  (mol/gr) (mol/gr)
MS-1" 40 20 1,48 2,25 0,05 0,07 61,2
MS-5° 180 100 0,18 0,36 0,07 0,15 88,7
MS-6 60 95 0,18 0,38 0,02 0,04 58,6
MS-8 60 95 0,18 0,38 0,04 0,09 90,6
MS-10 60 95 0,18 0,38 0,03 0,06 85,9
MS-11 60 95 0,18 0,38 0,09 0,19 97,9

" On islemle selulozun ¢oziinen kisimlari ayrilmamustir.
Selulozun agirlik degismesine gore hesaplanmistir.

Reaktiflerin mol/L degerlerinin etkili olmamasi1 tiizerine seluloz basma diisen
CHPTAC ve NaOH mol degerleri farklilastirilmis, NaOH’in kuvarter amonyum
tuzunun yarisi ve yaridan daha az oldugu mol miktarlarinda agirlik artiginin %98’lere
ulastig1 belirlenmistir. Reaksiyon siiresi etkili degildir. Reaksiyon yarim saat i¢inde
olusmaktadir.
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Sekil 4.9 : MS1 ve MS1 Deneyinin Yapildig1 Ay¢icegi Selulozuna ait FT-IR
Spektralari

Verimin, indirgen bilesiklerin ayrilmamasindan dolayr diisiik olmus olabilecegi

diistincesiyle, seluloz grami basina CHPTAC ve NaOH mol oranmi degerleri 0,47
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oldugu deneyde agirlik artisinin %90’larda ¢ikmasi (Deney No 1 ve 5) 6n islemle
indirgen bilesiklerin ayrilmasi yapilmadan da yiiksek doniisiim oranlarina ulasildigini

gostermistir.

Sekil 4.9°da MS1 ve S1 deneyinin yapildigi ay¢icegi selulozuna ait FT-IR spektralar
goriilmektedir. Reaksiyon sonrasinda aygicegi selulozunun 1063 cm™ de goriilen C—
O ve C-O—C gerilim bantlarnm ve 1417 cm™’de goriilen C-N gerilim bantlarinin
artmasi, kuvarter amin bilesigi icerdigini gostermektedir. Ayrica 1643 cm™de

goriilen pikin 1609 cm™e kaymas1 reaksiyonun gergeklestigini gostermektedir
(Wang ve ark., 2009).

Sekil 4.10°da ise Cizelge 4.2°de daha yiiksek agirlik artis1 gosteren MS11 ve MS11
deneyinin yapildig1 aygicegi selulozuna ait FT-IR spektralar karsilagtirildiginda,
1159, 1058 ve 1387 cm™lerde farkli C-O ve C-N gerilim bantlarmimn arttig1 net bir
sekilde kendini gostermistir. Cizelge 4.2°deki verim artis1 ile seluloz molekiiliiniin

kuvarternize olmasinin artig1 paralellik gostermistir.
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Sekil 4.10 : MS11 ve MS11 Deneyinin Yapildig1 Aycicegi Selulozuna ait FT-IR
Spektralari

Sekil 4.11°de kuarternize seliiloza ait kati hal **C-NMR spektrumu goriilmektedir.
Seliiloza ait karakteristik piklerin yaninda 32 ppm’de —CHs, 38 ppm’de —CH,-, 65
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ppm’de OH-CH-, 83 ppm’de O-CH, karbonlarina ait pikler goriilmektedir. Bu pikler

sellilozun kuarternize edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.11 : Kuarternize edilmis seliiloza ait kat hal *C-NMR spektrumu

Kuarterner amonyum grubunun siibstitiisyon derecesinin belirlenmesi igin 4.3’te
goriilen denklem kullanilmaktadir. denklemde yer alan Xy kuarterner seliillozun azot
icerigidir. Mikro Kjeldahl yontemi kullanilarak bulunan azot miktarindan

slibstitlisyon derecesine gecilmistir.

Lo leaxy
1400 —151 5X,

(4.3)

Cizelge 4.3’te ¢esitli kuarternize seliilozlarin Mikro Kjeldahl yontemi ile belirlenen
azot ylizdeleri ve bu degerlere goére hesaplanan siibstitiisyon dereceleri
goriilmektedir. Analiz edilen en yliksek azot miktar1 4,59°dur. Buna gore en yliksek

siibstitiisyon derecesi 1,05 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3 : Kuarternize seliiloza ait azot yiizdeleri ve siibstitiisyon dereceleri

Deney kodu % N DS

MS 6 1,02 0,13
MS 8 1,13 0,15
MS 10 4,59 1,05
MS 11 3,76 0,73

36



Seliilozun kuarterner amonyum tuzu ile kuarternize edilmesi sonucunda elde edilen
maddenin ¢oziiniirliigl iyi olmadigi i¢in karboksimetil seliiloz kuarterner amonyum
tuzu ile kuarternize edilmistir. Bdylelikle yliksek ¢Oziiniirligii olan kuarterner

amonyum tuzu elde edilmesi amag¢lanmustir.
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Sekil 4.12 : Kuarternize karboksimetil seliiloza ait FTIR spektrumu

Sekil 4.12°de kuarternize karboksimetil seliiloza ait FTIR spektrumu goriilmektedir.
Karboksi grubundan gelen 1730 cm™de gorillen pikin kayboldugu dikkat
¢ekmektedir. 1417 em™de goriillen C-N gerilim bantlarimin artmasi, kuarter amin
bilesigi icerdigini gostermektedir. Aynit zamanda kuarterner amonyum gurubundan
kaynaklanan 1063 cm™’de goriilen C-O ve C-O-C gerilim bantlarinin artis1 da
dikkat gekmektedir.

Sekil 4.13’te kuarternize karboksimetil seliilozun 500 MHz’lik NMR cihazinda D,0
¢oziiciist i¢inde ¢ekilen NMR spektrumu sekil 4.8’de goriilmektedir. Spektrumda
goriilen sivri pikler c¢oziiciiden veya kontaminasyondan kaynaklanmaktadir.
Karboksimetil seliiloza ait pikler 3-5,5 ppm arasinda goriilmektedir. 3,09 ve 4,41
ppm bolgesindeki piklerin sayisinin  arttign dikkat ¢ekmektedir. Karboksimetil
selilloza ait piklerle birlikte kuarternizasyondan kaynaklanan c¢esitli piklere de

rastlanmaktadir.

CHPTAC ile kuarternize edilmis karboksimetil seliillozun azot miktar1 %2,3 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.13 : Kuarternize karboksimetil seliiloza ait "H-NMR spektrumu

4.3.2 Karboksimetil selillozun Mannich reaksiyonu ile kuarternizasyonu

Aygicegi atigindan elde edilen seliillozun sulu bazik ortamdaki Mannich reaksiyonu
incelendi. Reaksiyonda aktif hidrojen igeren bilesik olarak seliiloz, amin bilesigi olarak

dimetil amin ve a-hidrojeni tasimayan karbonil bilesigi olarak formaldehit kullanildi.

H OCH,0COONa

0

Hg

c:‘:.‘J'Q—H + Icl:\

HyC H’/ H  Karboksimetil

> sellloz-CHy-N-(CHa),

Sekil 4.14 : Reaksiyon mekanizmasi

0,1 gram karboksimetil seliiloz 3 mL suda ¢6ziildii ve tizerine 2 mL %43,75’1ik dimetil
amin (DMA) c¢ozeltisi eklendi. 40°C sicaklikta ¢ozelti 15 dk boyunca karistirildiktan
sonra 9 mL %37’lik formaldehit (FA) ¢ozeltisi 10-15 dk i¢inde damla damla ilave edildi.
3 saat boyunca reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon bittikten sonra 2 mL DMA ilave
edilip 10 dk daha karigtirildiktan sonra reaksiyon karisimina 4 N HCI ilave edilerek
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ortam asidik (pH 2.0-2.5) yapildi. Kalan ¢6zelti 100 mL izopropil alkole dokiilerek {iriin
elde edildi.
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Sekil 4.15 : Karboksimetil seliiloz ve kuarternize seliiloza ait FTIR spektrumu

Elde edilen iiriiniin spektral analizleri yapildi. Sekil 4.15°te karboksimetil seliiloz ve
Mannich reaksiyon sonucu olusan kuarternize karboksimetil seliilloza ait FTIR
spekturumu goriilmektedir. Karboksimetil seliilozda 1600 cm™de goriilen keskin pikin
kuarternize karboksimetil seliilozda azaldigi gozlenmektedir. Kuarternize amin
grubunun 2 ve 3 numaral karbon iizerinden seliilloza baglanmas1 beklenmektedir.
Ancak FTIR spektrumunda karboksil pikinin siddetinde goriilen azalma 6 numarali
karbon iizerinden de baglanmanin oldugunu diisiindiirmektedir. 1200-920 cm*’lerde
C-O, C-C gerilme veya C-O-H egilme bantlarinda gozlenen degisimler de
reaksiyonun gerceklestigini gostermektedir. 896 cm-1’deki B glikosidik baglar
gosteren banttaki biiylik kayma da dikkat ¢ekicidir.

1730 cm-1’deki karbonil gerilme bandi teknik hatadan kaynaklanmakta ve temizlik i¢in

kullanilan asetondan gelmektedir.
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Sekil 4.16 : Mannich reaksiyon ile olusan kuarternize seliiloza ait ‘H-NMR
spektrumu

Sekil 4.16’da Mannich reaksiyon sonucu olusan kuarternize karboksimetil seliilozun
500 MHz’lik NMR cihazinda D,O ¢oziiciisii i¢inde cekilen *H-NMR spektrumu
goriilmektedir. Spektrumda goriilen sivri pikler ¢oziiciiden veya kontaminasyondan
kaynaklanmaktadir. 2,5 ve 5 ppm’de oldukg¢a fazla sayida pik géze ¢arpmaktadir. Bu
bolgede goriilen pikler Mannich reaksiyonunun seliillozdaki ¢esitli hidroksil
gruplarindan gerceklestigini diisiindiirmektedir. Kuarterner azot grubu seliiloza

cesitli bolgelerden baglanmistir.

Mannich reaksiyonu ile kuarternize edilmis karboksimetil selillozun azot miktari

%2,27 olarak bulunmustur.

4.4 iyonik Yap1 Tayini

Mannich reaksyonu ile elde edilen kuarternize seliilloz yiiksek kopiik yapma
kabiliyeti gostermistir (Sekil 4.17). Yiiksek kopiik yapmak kabiliyeti yiizey aktif
maddelerin temel 6zelligidir. Kendisi de bir yiizey aktif madde olan karboksimetil
seliiloza kuarterner amonyum grubunun baglanmasi ile yeni bir ylizey aktif madde

meydana gelmistir.
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Sekil 4.17 : Mannich reaksiyon sonucu olusan kuarternize seliilozda kopiik olusumu

Kuarternize seliilozun katyonik ozellikte olup olmadigi iyonik yapi tayini ile

belirlendi.

Cizelge 4.4 : Iyonik yap1 tayini

Renk
Aktivite Metilen  mavisi-sodyum Metilen mavisi ~ Brom fenol mavisi
rezorsinol ftalat
Anyonik Koyu yesil Mavi Renksiz
Katyonik Mavi Renksiz Mavi
Noniyonik Renksiz Soluk mavi Soluk mavi

Iyonik yap1 tayininde (Atici, 1991) 0,004 g bilesik 10 ml suda ¢dziildii. 0,1 ml IN
HCI ve 1 ml % 0,02 sulu metilen mavisi ¢ozeltisi ile 10 ml test ¢ozeltisi karistirildi.
Cozelti 5 ml kloroform ile ekstrakte edildi ve organik fazin rengi Cizelge 4.4’e gore
incelenerek maddenin iyonik karakteri belirlendi. Coziinmeyen kuarternize seliiloz
ile yapilan iyonik yap1 tayininde katyonik 6zellige ait metilen mavisinde renksizlik
yerine yalnizca renk acilmasi goézlenmistir. Bu sonug seliiloz molekiiliiniin yaninda
seliiloza baglanan kurternize grubunun az oldugunu ve bu nedenle tam bir katyonik

yiizey aktif madde 6zelligi gostermedigini diisiindlirmektedir.
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4.5 Seliiloz ve Kuarternize Seliillozun Antimikrobiyal Aktivitesinin

Degerlendirilmesi

Damlatma yontemi ile seliilloz ve katyonik selillozun Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus bakterilerine karst antimikrobiyal ozellik — gosterip

gosterilmedigine bakildi.

Steril besiyerine, derisimi belli, konsantre bakteri ekimi yapildi. 5-10 pl ¢6ziinmiis
numuneler (seliilloz ve katyonik seliiloz) petri kabina damlatildi. Uygun ortamda

iiremeye birakilan bakterilerin damlatilan bolgelerde iireyip tiremedigi kontrol edildi.

Selillozun antibakteriyel 0Ozelligininin olmadigim1  kontrol etmek amaciyla
antibakteriyelite testi yapildi. Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus
bakterinin oldugu petri kaplarina eklenen seliilozlarda antibakteriyel alani ifade eden

zon cap1 goriilmedigi gibi seliiloz eklenen bdliimlerde ekstra bakteri tiremesi goriildii.

Kuarterner amonyum tuzu ile yapilan kuarternize seliilozlar i¢in de ayni metotla
antibakteriyel aktivite testi uygulandi. Yapilan denemelerde kuarternize seliilozun
antimikrobiyal o6zellik gostermedigi goriildii. Kuarternize seliilozun yapisindaki
kuarterner amonyum grrubunun yeterli sayida olmamasinin bdyle bir sonuca yol
actig1 diisiiniilmektedir. Ayrica kuarterner amonyum grubu ile katyonize edilen
selilozun suda ¢Oziintirliigiiniin  diisiik olmasindan dolayr antimikrobiyal etki

gosteremedigi de diisiiniilmektedir.

Karboksimetilasyon ile ¢ozliniirlik kazandirilan, kuarterner amonyum tuzu ve
Mannich reaksiyonu ile kuarternize edilen seliilozlarin antimikrobiyal 6zelliklerinin
kantitatif olarak incelenmesi igin profesyonel bir kuruma analize gonderildi.
Antimikrobiyal 0Ozellik gostermesi beklenen numunelerin miktarinin  yetersiz

olmasindan dolay1 analiz yapilamadi.

Antimikrobiyal o6zellik, uygulanan yontemler ile tayin edilememistir ancak
kuarterner amonyum gruplariin teorik olarak antimikrobiyal o6zellik gosterdigi

bilinmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Aycicegi atigim1 organik c¢oziiclilerde ¢oziinen kisimlari, yag bilesenleri ve boyar
maddelerinden arindirmak amaciyla organik ¢oziiciiler (toluen-etanol karisimi)
kullanilarak ekstaksiyon yapildi. Bu vaksimsi bilesenler daha sonra degerlendirmek

uzere saklanda.

Devaks aycicegi atigini proteinlerini ayirmak amactyla NaOH igeren pH=12 ¢oziiclisii

ile deproteinizasyon yapildi ve atigin protein yiizdesi ortaminda %34 olarak bulundu.

Yag, vaks ve proteinlerinden ayrilmig olan aygicegi atigma hidrojen peroksit
varligindaki bazik ortamda, degisik sicaklik ve siirelerde ekstraksiyon yapilmistir.
Ekstraksiyon ile lignin ve hemiseliilozlarindan ayrilmis olan seliiloz igin en ideal
kosullarin  %10’luk (g/mL) NaOH c¢ozeltisi kullanilarak baz:kiispe oran1 16,6
miliesdeger/g atik olacak sekilde ayarlanip son konsantrasyonu %0,9 (g/mL) olacak
sekilde %35’lik (g/mL) H,0, ¢ozeltisi eklenerek 24 saat 60°C sicaklikta oldugu
belirlenmistir. Bu sartlar altinda kullanilan kiispenin agirlikca ortalama %29 kadar

seliiloz (S) izole edilebilmistir.

Bazik ortamda CHPTAC ile kuarternizasyon yapildi, en uygun kosullarin azot
miktarinin %4,59 oldugu reaksiyonun %60’lik CHPTAC ¢dozeltisinden 173 g/L, NaOH
¢Ozeltisinin 128 g/L kullanildigi, 2 saat, 25 °C sicaklikta yapildigi belirlenmistir. Bu

sartlar altinda agirlikca verim % 85 olarak hesaplanmustir.

Bazik ortamda NaMCA ile yapilan karboksimetilasyon reaksiyonu ile suda ve
organik coziiciilerde ¢oziinmeyen seliilozun ¢oziiniirliigii artirildi ve  bir sonraki

adimda yapilacak kuarternizasyon reaksiyonlar1 karboksimetil seliiloz tizerine kuruldu.

Antimikrobiyal seliilloz elde etmek amaciyla, dimetilamin ve formaldehit kullanilarak
Mannich reaksiyonla seliiloz modifikasyonu yapilmistir. En uygun kosullar 3 mL suda, 3
saat, 40 °C sicaklikta, 1,2 mol/L DMA ve 8,5 mol/L FA oldugu bulunmustur.

Seliiloz ve kuarternize seliilozlarin antimikrobiyal 6zellikleri incelenmis, CHPTAC ile
modifiye edilen selilozun Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus

bakterilerine kars1 antimikrobiyal 6zelligi tespit edilememistir.
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Kuarterner amonyum grubu ile katyonize edilmis seliilozun tekstil sanayiinde lif
olarak kullanilmasi diisiiniilebilir. Karboksimetil seliilozun Mannich reaksiyonu ile
kuarternize edilmesi sonucu olusan suda ¢oziiniir katyonik seliilozun ise kozmetik

sanayiinde hammadde olarak kullanilmasi1 6nerilebilir.

Calismamizda elde ettigimiz  yontemlerin endiistriye uygulanabilirliliginin

incelenmesi ve kullanim alanlarinin gelistirilmesi gerekir.
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