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OZET
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MALZEMELERININ GELiSTIRILMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
ULAS KUMRAL
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(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)

(ES DANISMAN: DR. OGR. GOR. MEHMET EMIN DIiKEN)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2019

Yara Ortii malzemeleri, yarayr nemli tutan, yaradan ¢ikan fazla siviyi
absorplayan, oksijen ve su buhari gecirgenligi olan, bakterilere karsi engel
olusturan, antijenik veya toksik olmayan, antibakteriyel, biyouyumlu, ucuz ve
kullanim1 kolay olan malzemelerdir. Son yillarda yara ortii malzemeleri enfeksiyon
ve yangiyt azaltmak, yara iyilesme silirecini hizlandirmak ve hastanin hayat
kalitesini artirmak amaciyla uzun siireli antibiyotik ve anti-inflamatuvar ila¢ salim1
yapan sistemler olarak tasarlanmaktadirlar. Nanokompozit hidrojeller nano
boyuttaki takviye edici malzemeler sayesinde gelistirilmis kimyasal, morfolojik ve
mekanik pek cok Ozellige sahiptir. Yapilan calismalar kitin nanokristallerin
eklenmesi ile hazirlanan nanokompozit hidrojellerin gelistirilmis su tutma
kapasitesi, mekanik dayanim ve biyouyumluluk 6zelliklerinin yaninda uzun siireli
ilag salimina olanak sagladigi ve antibakteriyel 06zellige sahip oldugunu
gostermistir. Bu tez c¢alismasi ile hedeflenen kitin nanokristal katkili PVA hidrojel
nanokompozitlerin hazirlanmasi ve yara ortii malzemesi olarak performanslarinin
belirlenmesidir. Bu amagla ilk asamada, kitin nanokristaller hazirlanmistir.Daha
sonra, PEO ve PVA c¢ozeltileri ile birlestirilerek nanokompozit hidrojeller elde
edilmistir. Bu nanokompozit hidrojeller farkli derisimlerde kitin nanokristaller ve
farkli derisimlerde PEO/PVA ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan
kitin  nanokristal katkili PEO/PVA  bazli nanokompozit hidrojellerin
karakterizasyonu FTIR, Optik Temas Ag¢is1 ve SEM ile incelenmistir. Son olarak da
hazirlanan nanokompozit hidrojellerin antibakteriyel 6zellikleri incelenmis ve
calisilan bakterilere karsi yiiksek antibakteriyel ozellik gostermislerdir. Yapilan
MTS deneylerinde hiicre canliligini yiiksek oranda korudugunu gostermistir. Bu
sekilde elde edilen ve son derece avantajli Ozelliklere sahip nanokompozit
hidrojeller son derece biyouyumlu, biyobozunur, mekanik dayanimi ve su tutma
kapsitesi yiiksek, hazirlanmas1 kolay ve ucuz olan antibakteriyel yara Oortii
malzemelerinin gelistirilebilecegi goriilmistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Antibakteriyel yara ortii malzemesi, nanokompozit
hidrojeller, kitin nanokristaller.



ABSTRACT

THE DEVELOPMENT OF PEO AND PVA HYDROGEL
NANOCOMPOSITE INCORPORATED WITH CHITIN NANOCRYSTALS
AS AN ANTIBACTERIAL WOUND DRESSING MATERIAL
MSC THESIS
ULAS KUMRAL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN )
(CO-SUPERVISOR: DR. MEHMET EMIN DIKEN)
BALIKESIR, JUNE 2019

The wound dressing materials that moisturize wound, absorb exudate and
that are permeable to oxygen and water vapor and barrier to microorganisms, that
are not antigenic or toxic, that are biocompatible, cheap and easy-to-use. Recently,
wound dressing materials are designed as antibiotic and anti-inflammatory drug
release systems for a prolonged time to minimise infection and inflammation, to
enhance wound healing and to improve the patient's life quality. Nanocomposite
hydrogels with nanosized additives have improved chemical, morphological and
mechanical properties. The previous studies show that the nanocomposite hydrogels
prepared with the incorporation of chitin nanocrystals have improved water
absorptivity, mechanical strenght and biocompatibility enabling prolonged drug
release and antibacterial activity. The preparation of the PVA nanocomposite
hydrogels and the determination of their performances as wound dressing materials
is aimed in this thesis study. Firstly, chitin nanocrystals were prepared and
thereafter the resultant chitin nanocrystals were mixed with PEO and PVA aqueous
solutions. The nanocomposite hydrogel was prepared using both chitin nanocrystals
and PEO/PVA solutions at different concentrations. The PEO/PVA nanocomposite
hydrogel was prepared with incorporation of chitin nanocrystals, which are
characterised by FTIR, Optical Contact Angle and SEM. The nanocomposite
hydrogels were prepared as biocompatible, biodegradable, easy-to-prepare and
affordable antibacterial wound dressing materials which have high mechanical
strength and water absorptivity.

KEYWORDS: Antibacterial wound dressing material, nanocomposite hydrogels,
chitin nanocrystals.
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1. GIRIS

Her giin gelismekte olan biyomiihendislik, immiinoloji, molekiiler biyoloji ve
genetik, malzeme bilimi, kimya, biyoloji ve tip bilimi ile ilgili alanlarin1 genelleyen
bir cok malzeme tretilmis ve iiretilmektedir. Malzeme alanindaki hizli gelismeler ile
cogunlukla insanin hayatsal isteklerine bagl yapisal sonuglar ve ¢oziimler hizlica
artmaktadir. Bu tiir yapisal ¢oziim odakli gelismelerde insanin yapisina uygun olup
olmadiklar1 nedeniyle ve en 6nemlisi de kullanilmakta olan malzeme gruplarindan en
basta geleni biyomalzemelerdir. Biyouyumluluk, bir biyomateryalin en kritik
yetenegidir. Biyomalzemelerin kullanim alanlar1 iginde saglik alaninda basi
cekmekteyken veterinerlik uygulamalari, sanayi uygulamalar1 ve polimer teknoloji

uygulamalari da sayilabilir [1].

1.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, canli sistemlerdeki dokularin isleyislerini  yerine
getirebilmesini saglamanin yani sira bunu da destekleyebilecek bir amagla kullanilir
ve yapilar1 dogal veya sentetik olabilmektedir. Bilimsel yonden yeni yapilacak olan
bir caligma alan1 gibi goriinse de aslinda biyomalzemelerin kullanimi tarihin ¢ok eski
zamanlarina dayanmaktadir. 19. Yiizyilin {i¢iincii ve dordiincii ¢eyreginde fildisi,
tahta gibi metal 6zellige sahip olmayan malzemeler ile giimiig, altin ve bakir gibi
metal malzemeler de kullanilmistir. Siiregelen uygulamarda, genis bir yelpazesi olan
iskelet sistemi uygulamasi da basari1 saglamis ilk biyomalzeme aplikasyonudur.
Gegen 30 yil boyunca malzemelerin canli sistemler ile etkilesmesini anlayabilmek
icin yeni malzemeler gelistirilmis ve bu yolda olduk¢a emin adimlar atilmistir [2].
Asirlar  boyunca cerrahi uygulamalar, bunlar1 yaparken ortamin, maddelerin
sterilizasyonu ve bunlar i¢in gelistirilmis yontemler ve ayrica sentetik olan
materyallerin gelismesi i¢in de pek cok biyomalzemenin {iretilmesinin Oniinii

acmuistir.



Stire gelen zamanda artitk pek cok biyomalzeme isitme kayiplari, kalp
yetmezligi, implantlar ve tibbi alandaki cihazlar gibi islevini kaybetmis ve artik
dejenere olmus doku veya organlarda biyomalzeme olarak kullanilmasini ve bunun
getirisi olan hayat kalitesini arttirmaktadir. En Onemli 6zellikleri ise biyolojik
ortamlarda islevlerini kaybetmeden ve bozulmadan calismasi ve devamliligin
stirdlirebilmesidir. Viicutta bulunan biyomalzemeler ¢evrelerindeki viicut sivilari ve
diger yapilarla temas halindedirler ve hareket gibi fiziksel etkilere maruz
kalmaktadirlar [3]. Bu tiir nedenlerden dolay1 tasarlanip hazirlandig1 ve uygulandigi
bolgeye gore uygun siirtiinme kuvveti 6zelligi ve esnekliginin yaninda kimyasal ve
sicakliga dayanikli olmalidirlar ve hali hazirda temasta oldugu ¢evresindeki doku ve
viicut siwvilarina  zarar vermemelidirler. Biyomalzemeler uygun olarak
tasarlanmadi@inda aplikasyon yapilan alanda beklenmeyen sonuglar ve hatta hasarlar
yaratabilirler. Onemli diger ozellikleri de yorulma dayanimi, ideal yogunluk ve

dizan, steril edilebilirlik, uzun siireli dayaniklilik ve islenebilirliktir [4].

Tablo 1.1: Doku ve organlarda meydana gelen hasarlar i¢in iiretilen biyomalzemeler [5].

Organ / doku Ornekler

Kalp Kalp pili, yapay valf, yapay kalp

Goz Kontakt lens, intraokiiler lens

Kulak Yapay iizengi kemigi, koklea implanti

Kemik Kemik plakalari, eklem protezleri

Bobrek Diyaliz makineleri

Mesane Katater ve stent

Kas Dis iplikleri, kas uyaricilar

Kan dolagim Yapay kan damarlari

Deri Yanik sargilari, yapay deri

Endokrin Enkapsiile edilmis pankreatik adacik
hiicreleri




1.1.1 Biyomalzemelerin Simiflandirilmasi

Biyomalzemeler 4 ana baglik altinda siralanmaktadir. Bunlar; seramik
biyomalzemeler, metalik biyomalzemeler, polimerik biyomalzemeler ve kompozit

biyomalzemelerdir [5].

1.1.1.1 Seramik Biyomalzemeler

Viicutta hasar gérmiis veya iglevlerini yitirmis organ ve dokularin onarilmast,
yeniden yapilandirilmasi veya 6zel durumlarda bu yapilarin yerini almas1 amaciyla
tasarlanabilen seramiklere biyoseramikler denilmektedir. Seramikler kirilgan, sert ve
porlu bir yapiya sahiptirler. Genel olarak sert iskelet dokularin onariminda ve
dokularin yerini almasi ig¢in biyomedikal alanlarda kullanilirlar. Seramik
biyomalzemeler biyoinert, biyoaktif ve emilebilir olmalar1 ile li¢ temel grupta
toplanirlar. Viicuttaki dokular ile iyi uyum saglamalar1 biyoseramikleri segilebilir
kilar ancak iglenmelerinin zor olmasi, kirilgan olmalari, dayanimlarinin diisiik
olmasi, esnemeyen malzeme olmalar1 ve yliksek yogunluga sahip yapida olmalar
gibi dezavantajlar1 vardir. Biyoseramikler i¢inde Aliimina (AI,O3), pirolitik karbon,
zirkonya (ZrO;), cam seramikler, kalsiyum fosfatlar en ¢ok kullanilan

malzemelerdendir [6].

1.1.1.2 Metalik Biyomalzemeler

Metalik biyomalzemeler, kristal kafes 6zelliklerinin ve atomlarinin arasindaki
dayanikli metalik baglarinin olmasi nedeniyle olduk¢a iyi mekanik oOzelliklere
sahiptirler. Elektriksel ve mekanik yetenekleri ve termal iletkenliklerinden dolay1
biyomalzeme olarak kullanilmaya yatkindirlar. Bununla birlikte malzemelerin
kolaylikla sterilize edilebilmeleri, belirli sinirlarda, agir, uzun siireli, degisken ve ani
yiiklemelere kars1 6zelliklerini koruyarak dayanabilmelerinden dolayr biyomalzeme
olarak tercih edilmektedirler [3, 7]. Metalik biyomalzemeler korozyona karsi olan
dayanikliliklar1 oldukga kuvvetlidir ve diz-kalca eklem yerlerinde, omurga ve disteki

kirik bolgelerin vida yardimiyla birlestirilerek 1yilesme islemine katkida bulunurlar.



Iskelet ve kas sistemimizin sartlarma en iyi uyumlulugu da metalik
biyomalzemeler gostermektedirler. Bu nedenle diz, kalga gibi agirlik tasiyan
bolgelerimizde ve dis i¢in olan implantlarda olduk¢a yaygin olarak kullanilir.
Paslanmaz ¢elik malzemeler, titanyum ve bunun alagimlari, Co-Cr alasimlari, giimiis
ve altin metalik biyomalzemeler i¢inde en fazla kullanilanlardir. Giimiis bazli olan
metalik biyomalzemeler, anti-mikrobiyal 6zelligi nedeniyle mikrobiyal enfeksiyon
riskini azalttig1 i¢cin bu bolgelerde kullanilirlar. Metalik biyomalzemeler ayrica canli
dokularinda ve organlarinda biyomalzeme islevi olarak kullanildiklarindan buralarda
bulunan viicut sivilariyla ve bazi istenmeyen korozyon iirlinlerinin olusturdugu
durumlar meydana gelebilir. Diger farkli metaller birbirleriyle etkilesim halinde
olduklarinda viicut sivist igerisinde indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlariyla
galvanik pil olusturarak bu korosyonu meydana getirirler [8]. Bu nedenle de
biyouyumlu malzemeler agisindan uyumsuzluk sorunu ortaya c¢ikabilir. Bdyle
durumlarda da metalik biyomalzemelerin viicudun igerisindeyken c¢ikarilmasi
gerekebilir ve bdoylelikle bununla ilgili yapilan ¢alismalar bu malzemelerin

biyouyumlulugunun gelistirilmesi i¢indir.

1.1.1.3 Polimerik Biyomalzemeler

Polimerler tekrarlanabilen, ufak birimlerden olusan ve uzun zincirli yapidaki
molekiillerdir. Polimerlerin elde edildikleri yere gore degisen cesitlilik 6zelligi
vardir; hali hazirda dogada var olanlar olarak adlandirilan dogal polimerler, dogada
var olmayan ve yapay olarak sentezlenebilen polimerler ise sentetik polimerler
olarak adlandirilirlar. Genel olarak polimerlerin 6zellikleri yapi taslar1 olarak
monomerlerine gore oldukga biiyiik farklilik gosterirler. Uygulama alanlarina yonelik
en uygun biyomalzeme sec¢imi ise dikkatli bir sekilde yapilmalidir. Polimerik
biyomalzemeler sentezlendiklerinde igerlerine katki maddeleri eklenmektedir ve bu
da maddelerin polimerik yapilarindan salgilandiklarinda g¢evrelerindeki hiicrelerin
tizerlerinde herhangi bir toksik etkisinin olmamasi gerekmektedir [9]. Polimerik
biyomalzemeler olduk¢a kolay islenebilirler, farkli sekillerde de {iretilebilme
ozelliklerinden, modifiye edilebilme 6zelliklerinden, istenilen fiziksel ve mekanik
ozelliklerinden ve bunlarin kazanimlarindan dolayr malzeme alaninda

kullanilmaktadirlar.



Medikal aplikasyonlarda biyouyumluluk, hiicre-hiicre etkilesimi ve
biyobozunurluk o6zelliklerinin géz Oniine alinarak en uygun malzemelerin se¢imi
yapilmalidir. Polimer biyomalzemeler giiniimiizde viicut i¢i ila¢ salinimi, kontak ve
g0z i¢i lenslerde, diyaliz sistemlerinde, kalp damarlarinda, gogiis protezlerinde ve

yapay organlarin pargalarinda kullanilmaktadir [10].

1.1.1.4 Kompozit Biyomalzemeler

Kompozit malzemeler, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden dolay1 en az iki
farkli maddenin belirli dogrultuda ve bir amaca yonelik olarak bir araya
getirilmesiyle olusurlar. Bu malzemelerin sahip olduklar1 &zelliklerinden en iyi
sekilde faydalanmak icin bir araya gelmeleri ve hali hazirda var olan kendi
ozelliklerinden daha istiin bir 6zellik kazanmalari bu malzemelerin en bilindik
ozelliklerindendir [11]. Biyomalzeme anacli sentezlenen kompozitlerin bilesenlerinin
biyolojik ve mekaniksel olarak malzemeyi daha iyi hale getiren Ozelliklerinden
yararlanmak esastir [12]. Biyoaktif seramikler ve bozunabilen polimer bilesenlerini
bir araya getiren kompozit sistemi, sert dokularin rejeneratif malzemelerce
tasarimlar1 ve bunlarin siirekliliginde uzun gelecek vadeden bir yaklasimdir.
Kompozit malzemeler, matriks (recine) yani kalip ve takviye yani gili¢lendirici
bilesenlerden olusurlar. Bu bilesenler birbirleri i¢inde ¢éziinmezler veya birbirleriyle
karigma ozellikleri yoktur. Kompozit malzeme, kalip igerisine ¢esitli takviyelerin
yani giiclendirici maddelerin eklenmesiyle olugmaktadir. Bu gii¢lendirici maddeler
genellikle cam, karbon veya polimer lifler, gesitli toz seramik malzemeler ve
mikadir. Matriks olarak polimerler tercih edilir. Boyle bir biyokompozit malzeme
viicudun ic¢inde ya da temas halindeki medikal uygulamalarda kullanilir.
Kompozitlerin yiiksek dayamiklilik ve diisiik elastik 6zelligi nedeniyle genellikle
ortopedik aplikasyonlarda tercih edilirler. Ortopedik cerrahi uygulamalarinda bu
biyomalzemelerin kullanim1 bazi sorunlara neden olabilir. Bu sorunlardan en
onemlisi kullanilmakta olan implantlarin sertlik derecelerinin ayarlanamamasidir.
Implantlar viicut iginde ¢evresiyle temas halinde olduklarindan bu bolgelerdeki
sertlik derecesi her bolgede ayni olmalidir, aksi halde deformasyona neden

olabilirler.



Glin gegtikce gelistirilmekte olan biyomalzemeler ve bunlarla ilgili calismalar
ile kompozitlerin kullanimi bu istenmeyen durumlarin ortadan kaldirilmasini

amaclanmaktadir [13].
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1.1.1.4.1.1 Matriks

1.1.1.4.1.1.1 Polivinil Alkol (PVA)

Polivinil alkol (PVA) yalnizca karbon-karbon baglariyla olusmus bir vinil
polimerdir. Bu bag tipik plastikler olan polietilen, polipropilen, polistiren ve suda
coziinen polimerler yani poliakrilamid ve poliakrilik asit gibi baglarla aynidir.
Endiistriyel olarak sentezlenen vinil polimerlerin arasinda PVA mikroorganizmalar
tarafindan mineralize edilebilir olmasiyla bilinmektedir. PVA suda eriyen ve
biyobozunur yapidadir; bu sebeple de suda ¢6ziinme ve biyobozunma 6zelliklerinden
dolay1 giibreler, pestisitler ve herbisitler gibi kimyasal sistemlerin tasinma

sistemlerinin ticaretinde kullanilmas1 uygundur.

PVA bakteriyel organizmalar tarafindan tamamen degrade edilip
degerlendirilirler, Pseudomonas O-3, bunu karbon ve enerji kaynagi olarak kullanir.
Bununla birlikte, PVA-degrade eden mikroorganizmalar g¢evremizde her yerde
bulunmazlar. Neredeyse degrade edebilen biitiin organizmalar Pseudomonas
cinsindedir, diger organizmalar ise farkli cinslere aittir [14]. Genel formiilii
[CH,CH(OH)]n’dir. Siipermarket zincirlerinde, tekstil sektoriinde ve diger kaplama

cesitlerinde kullanilmaktadir. Beyaz renkli (renksiz) ve kokusuzdur [15].
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Sekil 1.1: Polivinil alkol (PVA)’iin kimyasal yapisi.

1.1.1.4.1.1.2 Polietilen Oksit (PEO)

Polietilen oksitin, endiistriyel uygulamalardan tip alanina kadar genis bir alani
kapsayan uygulama alan1 vardir. PEO aynm1 zamanda polietilen glikol (PEG) veya
polioksietilen (POE) olarak da bilinirve bu isim degisikligi molekiil agirligina gore
degismektedir, molekiiler agirligt (Mw) 900000 olan polietilen oksit olarak
bilinmektedir. PEO’in yapisi genellikle H-(O-CH,-CH2)n-OH olarak ifade edilir.
Polietilen oksit ¢esitli proteinlere baglandiginda, kanda tasinan proteinin
temizlenmesini yavaglatmakta ve ila¢ tasmimi i¢in miikemmel bir ¢oziicii haline
gelmektedir. PEO hidrofilik bir yapiya sahiptir. PEO diisiik toksik 6zelligine sahiptir
ve bir¢ok iirlinde kullanilmaktadir. Biyokimyada hiicrelerin zarlarina uyguladigi
osmotik basing sayesinde olduk¢a kullanigli bir polimer olup biyomembran

deneylerinde ve stres tekniklerinde de kullanilmaktadir [16].

0
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Sekil 1.2: Polietilen oksit (PEO)’in kimyasal yapisi.



1.1.1.4.1.2 Takviye Edici Malzeme

1.1.1.4.1.2.1 Kitin

Kitin  (CgH130sN)n, N-asetilglukozaminin  uzun  zincirli  polimeridir.
Mantarlarda, kabuklular ve bocekler gibi eklem bacaklilarin dis iskeletlerinde hiicre
duvarinin ilkin yapisidir. Yapisal olarak polisakkariddir ve nanofibril kristalize
yapisindadir. Nitrojen barindiran modifiye edilmis bir polisakkarit olan kitin; N-
asetil-D-glukozamin [2-(asetilamino)-2-deoksi-D-glukos] birimlerinin
sentezlenmesiyle olusur ve B-(1-4) baglari i¢eren kovalent bir yapiya sahiptir. Her bir
monomer grubun asetil amin grubuyla yer degistirmesinden dolayir bir hidroksil
grubuyla birlikte seliiloz olarak da izah edilebilir. Bulundugu ortamdaki polimerlerle

yapilan hidrojen baglarim1 giiclendirdigi icin kitin polimer matriksinin 6zelliklerini

tyilestirir [17].
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Sekil 1.3: Kitinin kimyasal yapist.
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Polimer kompozitlerin hazirlanmasi ve sentezlenmesinde en ¢ok kullnilan ii¢
yontem sirasiyla polimerizasyon yontemi, eritme ydntemi ve c¢oOzelti ortaminda

etkilestirme yontemidir [18].



1.1.1.4.2.1 Polimerizasyon Yontemi

Polimerizasyon yonteminde, polimerizasyon optimum bir sicaklikta ve uygun
bir baslatict ile baglatilir. Takviye edici malzeme arasmma monomer
difiizyonugergeklesir. Bununla birlikte zincir biiylir ve polimerin igerisine takviye
edici malzeme tamamen disperse olur vekompozit olusur. Sekil 1.4’te bu yontem ile

kompozitlerin sentezi sematik olarak gosterilmektedir [19].
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Sekil 1.4: Polimerizasyon yontemi ile kompozit sentezi.

1.1.1.4.2.2 Eritme Yontemi

Eritme yonteminde, takviye edici malzeme direkt olarak polimer ile
etkilestirilir. Hazirlanan karigim, polimerin camsi gecis sicakliginin lizerinde bir
sicaklikla 1sitilarak tekrar sogutulur ve sertlesmesi saglanir ve bunun sonucu olarak

kompozit elde edilmis olur [20].



1.1.1.4.2.3 Cozelti Ortaminda Etkilestirme Yontemi

Cozelti ortaminda etkilestirme yoOnteminde, ¢Oziiciiniin veya ¢oziicli
karistminin takviye edici malzemeyi disperse etmesi ve polimer matriksinin
¢Ozilinmesi i¢in kullanilir. Coziicli ortaminda etkilestirme yontemi icin ilk basamak
¢oziicii ortamina alinan takviye edici malzemenin tamamen dagitilmasidir. Bu ortam
icin kosullar1 bilinen bir ¢oziicii ile ¢ozmek istedigimiz polimer siispansiyona ilave
edilerek polimer zincirlerinin dolgu maddesi arasinda esit dagilmasi saglanir. Bir
sonraki agama ise ¢Oziiciinlin uzaklastirilarak kompozitin olusumunu tamamlamaktir.

Sekil 1.5 bu yontemle kompozit sentezini sematik olarak gostermektedir [20].
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Sekil 1.5: Cozelti ortaminda etkilestirme yontemine gére nanokompozit sentezi.

1.2 Polimerik Kompozit Malzemelerin Karakterizasyonu

PVA/Kitin, PEO/Kitin ve PVA/PEO/Kitin kompozitlerinin yapisinin
karakterize edilebilmesi i¢in en ¢ok kullanilan teknikler FTIR-ATR ve gecirimli
elektron mikroskobu (TEM)’dur. FTIR-ATR, polimer ve takviye edici malzeme
arasindaki birebir etkilesimin en iyi sekilde incelememizi ve kompozitler hakkinda
bilgi sahibi olup yorum yapabilmemize olanak saglar. TEM ise taneciklerin dagilimi

hakkinda bize kesin sonuglar vermektedir [20].
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1.3 Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, herhangi bir biyomalzemenin dokularda veya fizyolojik olan
sistemler lizerinde yan etkisinin olup olmadigini, ayn1 zamanda bu fizyolojik
cevrenin kullanilan biyomalzemenin iizerinde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin
incelenmesi ve anlamlandirilmasidir. Biyouyumluluk hakkinda geleneksel bir
yaklasim olarak, biyomalzemeyi saran biyolojik ortamlarin bununla uyumlu olup
olmadigr ve nasil bir etkilesim halinde oldugunu gostermek igin yapilmis bir
yapidaki materyallerin secilmesi ve bunlarin lretilmesidir [9, 21]. Biyomalzemeler
tasarlanip yapilirken 6zen gosterilmesi gereken maddelerin basinda kimyasal, fiziksel
ve biyolojik yonden uyumlu olup olmadigi ve bunun uzun yasam siiresine uygun
olmasi gibi Olgiitlendirilmesi  gelmektedir. Cevresindeki dokuya uyumlu
biyomalzemelerin bagisiklik sisteminde meydana getirebilecegi tepkiye, mutasyona,
kansere ve toksik bir reaksiyona sebebiyet vermemesi gerekmektedir. Kan ile
uygunluk gosteren materyallerin ise kanda pihtilagma, hiicre tahribi, plazma proteini
ve enzimlerin degisimine neden olma gibi yan etkileri istenmeyen durumlardir [22].
Ancak istenilen biyolojik 6zellikleri tasimayan biyomateryallerin basarisindan s6z
etmek imkansizdir. Bir biyomateryal veya implantin gosterdigi basari ¢ok biiyiik
oranda bu implantin 6zelligi ve biyouyumluluguna, kullanici kisinin durumuna ve
aplikasyonu yapan kisinin yetenegine baglidir. Polimerlerin canli doku ve organlara
uygulanis1 polimer-doku iliskisini de su yiizline ¢ikartmaktadir. Konuyla ilgili bir cok
arastirma yapilmis ve bu ¢alismalarin ortak hedefi ise istenilmeyen herhangi bir doku
ile etkilesimlerinin nasil elimine edilmesi olmustur. Bu nedenlerle kimyasal ve
fiziksel agidan inert, ayn1 zamanda da biyouyumlu polimerlerin tasarlanmasi son
derece Onemlidir. Biyouyumluluk; polimerin varliginda etrafindaki doku veya
dokularla hi¢ bir yolla herhangi bir reaksiyon gerceklesmemesi demektir. Bu yap1
dinamik, devam edebilecek olan bir durumdur. Viicut, hastaliklar veya yaslanmanin
etkileriyle, materyalde meydana gelebilecek olan herhangi bir korozyon, yorulma ve
dis etmenlerin etkisiyle siirekli bir degisim i¢indedir. Bu etkilesim ve degisim siireci
de, viicut ile materyal arasindaki farklilagmaya cevap vermektedir. Buradaki sartlarin
degismesiyle birlikte, baslangicta biyouyumlu olan materyal zamanla uyumsuz hale
gelebilmektedir. Materyal ve viicut arasinda siirekli bir etkilesim vardir ve bu siirecin
devamli olmast materyale kars1 olusabilecek yanitin da siirekli olmas1 gerektigini

gostermektedir [23].
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1.3.1 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite

Hiicre kiiltiirii, doku veya dokulardan direkt izole edilmis ya da mekanik ve
enzimatik yollar ile ayristirilmis hiicrelerden, uygun olarak hazirlanan in vitro
kosullarin olusturulmasi, yasamasinin ve iiremesinin amacglandigi bir disiplindir.
Hiicre kiiltiirii 6zetle hiicrelerin kontrol edilerek cogaltilma islemi demektir ve bu
yontem, istenilen hiicrelerin olduk¢a kisa bir siirede yetistirilmesini saglar. Diinya
genelinde tibbi alandaki aragtirmalar sahasinda en ¢ok yer verilen ¢alismalardan bir
tanesi de hiicre kiiltiirii islemleridir. Bunun sayesinde kisilerde bulunan herhangi bir
hastaligin veya rahatsizligin nasil isledigi hakkinda bize bilgiler vermesidir. Bu
durum tip alaninda olabildigince pozitif etkiler olusturdugundan giiniimiiz tibbinin
daha da gelismesine olanak saglamaktadir. Korunmus ve giiniimiiz zamanina gelmis
olan eski hayvan hiicreleri iizerinde de uygulanabilmektedir. Bu disiplin i¢in
uygunlugu belirlenmis kosullar1 saglamak da miimkiin oldugu kadar birden fazla
kontrollii deneylerin de yapilmasi gerekmektedir. Hiicre kiiltiirii tiim hiicreler igin
ortak gerceklesen olaylar veya spesifiklesmis hiicreler i¢in de bu fonksiyonlarin
toksisite tayini i¢in de kullanilmaktadir. HeLa hiicreleri, karaciger kanseri hiicreleri
ve fibroblastlar gibi hiicre tipleri i¢in de; test etmek istedigimiz maddelerin biyolojik
olarak aktivitesinin belirlenip bunu saglayan toksisite testleri uygulanabilmektedir

[24].

In vitro sitotoksisite testleri, molekiiler boyuttaki olaylarin getirisi olarak
cesitli makromolekiillerin sentezlenmesinin bloke edilmesini ve bunun getirisi olarak
da hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda hasarlanma gerceklesmesinin
incelenmesini esas alir. Bu tiir testler arastirma alaninda, hiicre canliligi ve 6limii,
hiicre membran1 ve organelleri, protein veya DNA sentezi ve hiicre boliinmesi ve
hiicre artis katlar1 veya azalis katlar ile ilgili bize olduk¢a derin bilgiler vermektedir
[25]. Test etmek istedigimiz malzemenin morfolojik 6zelligi ve ¢aligmak istedigimiz
hiicreler ile iligkilendirilmesi yontemi olduk¢ca Onem arz eder ve hiicreler ile
malzemenin iligkisi ekstrat yolu, direkt olarak ya da direkt olmayarak
gerceklestirilebilmektedir. Sitotoksisite testleri ile ayn1 zamanda bir ¢ok Ornegi de,
kisa zamanda test edebilecegimiz gibi deneylerin sonucunda da kantitatif olan

sonuglara ulasabiliriz [26].

12



1.3.1.1 MTS Testi

MTS, canli tutulan hiicrelerin duyarl bir sekilde Ol¢iilmesi ve bunun igin

gergeklestirilen kalorimetrik bir yontemdir. Bu yontem, MTS tetrazolyum bilesiginin
[3-(4,5 dimetiltiyazol-2-i1)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)2H-

tetrazolyum, MTS], hiicre kiiltiirii ortaminda ¢dziinebilen ve renkli bir yapida hali

hazirda var olan formazan bilesigine, canli hiicreler tarafindan da indirgenmesi

esasma dayanmaktadir. MTS, tetrazolyum bilesiginin hiicrelerdeki aktif yiiriitiilen

metabolik olaylardandir, dehidrogenaz enzimlerinin de iirettigi ve yiikseltgen

nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) veya yiikseltgen nikotinamid adenine

dintikleotit fosfat (NADPH) tarafindan indirgendigi diistiniilmektedir [27].

OCH,COOH

e U
/‘}\] /N

FFN@%ﬁ CH,
\ / X
! /

MTS - Formazan

S0; OCH,COOH -

CH, CH,

Sekil 1.6: MTS tetrazolyum ve formazan {irlinii [30].

1.3.2 Hemouyumluluk

Kan ile etkilesimin incelendigi deneyler, kan veya kanin herhangi bir bileseni

ile etkilestirdi§imiz materyalin arasindaki kan, doku veya organlar

nasil

degistirdigini anlamamizi saglayan ve bize bilgiler veren bir yontemdir. Ayrica nano

partikiiller, tedavi edici ve goriintileme maddesi olarak da kullanilmaktadir.

Dogrudan damar yolu ile etkilesim igerisindedir [28].
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Hemouyumluluk deneyi ¢ergevesinde, hemolitik maddelerin kan ile temasinin
sonucu olarak eritrositlerin kayb1 / eritrositlerin hasarlanmas1 gibi serbest plazma
hemoglobin seviyesinde gerceklesen artisin ifade edilmesidir. Bu yontem ile
amaclanan, hemoglobin seviyelerini spektrofotometrik olarak karsilastirilmasidir

[29].

1.3.3 Antibakteriyel Aktivite

Modern insan viicudunda kullanilabilecek ve ayni siiregte giinliik yasantida
etkilesim halinde olabilecegimiz en ¢ok arzu edilen Ozelliklerden bir tanesi de
sentezlenen malzemenin antibakteriyel 6zellikte olup olmadigidir. Antibakteriyel,
bakterilerin yagamlarinin durdurulmasi veya {irememesini amaglar ve bunu
gerceklestirmek igin de birgok aktivite yontemleri vardir. Antibakteriyeller,
kullanilacak olan malzemelerin kalite ve giiven 06zelliklerine sahip olmasim
amaglamasiyla akademik ve endiistriyel arastirmalarin dikkatini ¢cekmektedir. Viicut
icerisinde kullanmak istedigimiz bir malzemenin kullanilan alanda bir iltihaplanmaya
neden olup olmayacagi bu yontem ile tayin edilip Ongoriilebilir. Sorunsuz bir
antibakteriyel aktiviteyi basarabilmek i¢in implant ylizeyi modifiye edilebilen
antibakteriyel materyallerin gelistirilmesi sonucu onem kazandigr goriilmektedir.
Boylece sentezlenip gelistirilen polimerlerin daha da gelistirilmes: ile 1ilgili
aragtirmalar ve c¢aligmalar, hem akademik hem de dendiistriyel aplikasyonlar

agisindan oldukg¢a 6nem arz eder [30].

1.4  Literatiir Ozeti

Bu calisma kapsaminda PEO, PVA ve kitinin kullanilmasiyla elde edilen
herhangi bir nanokompozit arastirma ve calismasina literatiirde rastlanilmamuistir.

Asagida bu konu ile ilgili oldugu diisiiniilen ¢calismalarin kisa bir 6zeti verilmektedir.

Schlichting ve arkadaslari, biyouyumlu implantlar ile ilgili bir ¢alismay1
yayinlamiglardir. Karigim olan implantlardaki biyouyumlulugun arttirilmas: ile ilgili
yapmis olduklart aragtirmalarinda seramik pargalarin kullanimi ile ilgili yapilan

deneysel ¢aligmalar anlatilmigtir [31].
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Punke ve arkadaslar1 c¢ok gbzenekli yeni bir hidroksilapatite (HA)
seramiginin genis acik mastoid ¢ukurlarimi kapatmada ve yok olmasini saglamada
kullanabilecekleri 1lizerine klinik arastirmalar ve c¢alismalar yapmuislardir ve
nanokemigin hastalarda bulunan mastoid oyukluklarin1i yok edip giderilmesinde
kullanilabilecek bir 6zellige sahip bir materyal olup olmadigini aragtirmistirlar [32].
Sionkowska ve arkadagslar1 yapay karaciger aplikasyonlariyla alakali alanda kollajen-
kitosan matrikslerini gelistirdikleri caligmalar yapmugslardir ve sonu¢ olarak da
yiiksek biyouyumluluk, orta diizeyde mekanik dayaniklilik 6zelligi ve hepatosit
uyumu 6zelligi olduklari belirlemislerdir [33]. Gong J. ve arkadaslari, adsorban
madde olacak sekilde kullandiklar1 polistiren matrikslerini divinilbenzeni g¢apraz
baglayici1 olacak sekilde calisma yapmislardir ve siispansiyon polimerizasyonu
teknigi ile de calismislardir. Matriksin polarligin1 polimerizasyon yonteminde bu
sisteme metil metakrilat veya metalrilat monomerleri ekleyerek opsiyonlamislardir.
Sentezledikleri matriks kisminin gézenek boyutunun ve yiizey alaninin adsorpsiyon

islemleri esnasindan sonra buna fazlasiyla etkili oldugunu belirtmislerdir [34].

15 Amag ve Kapsam

Biyomateryaller, modern insan viicudundaki dokularin ve organlarin
isleyislerinin yerine gelmesi ya da bunlar1 desteklemek amaciyla kullanilmakta olan
malzemelerdir ve dogal formda ya da sentetik formda olabilirler. Biitiin
biyomateryaller kendine has aplikasyon alanina sahiptir. Biyomalzemeler genel
olarak viicut igerisinde kullanildigindan ve cevresiyle temas halinde oldugundan
biyouyumluluklarinin biiyiik oranla yiiksek olmasi beklenmektedir. Biyomalzemeler
ile temas etmekte olan hiicrelerin verdigi tepkiler olduk¢a farkli olabilmektedir.
Hiicreler kimi zaman biyomalzemeye karsin inflamatuar bir yanit verebilirken kimi
zaman da sanki kendi dokusuymus gibi de yanit verebilmektedirler. Biyouyumluluk
seviyesi olduk¢a iyi olan PVA ve PEO da malzeme alaninda oldukca fazla
kullanilmakta olan polimerlerden bazilaridir. Hali hazirda kullanilan ¢oziiciilerde
¢ozlinebilmesi, hidrofobik ve hidrofilik ylizeylere yatkin olmasi, film olusturma
Ozelliklerine sahip olmalari, yapistirici, tamamlayict ve baglayict 6zelliklerinden
dolay1 PVA ve PEO uygulamada avantaj saglar. Tasiyict polimer yapi i¢in endiistride
de oldukga genis yelpazede kullanilmaktadirlar.
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PVA ve PEO, kimyasal yapilarindan 6tiirii farmasotik aktif maddeler de dahil
olmak tizere bircok madde ile kompleks bir yap1 olusturma dzelliklerine sahiptirler.
Damar yoluyla aplikasyonunda viicut polimeri tamamen metabolize edemeyip
yiiksek molekiil agirligina sahip polimerik kisimlar viicutta kalabilmektedir ve bu

problem agiz yoluyla yapilan uygulamalarda ortadan kaldirilmaktadir.

Bu galismada farkli molekiiler agirliklar1 olan PEO ve PVA polimerleri ile
farkl1 oranlardaki kitin kullanilarak sentezlenen kompozitlerin saglikli insanlarin
lenfosit hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olup olmadig1 ve antibakteriyel
ozelliginin olup olmadig: in vitro olarak farkli testler uygulanip arastirilmistir. Ayrica

kompozitlerin kanda hemolize neden olup olmadig1 belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilmis olan kimyasallarin listesi Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullamilan kimyasallarin listesi.

Kitin

Polivinil Alkol (PVA)

Polietilen Oksit (PEO)

RPMI 1640 Besiyeri

Fetal Bovin Serum

Penisilin / Streptomisin

Ficoll-Paque PLUS

Tripan Mavisi

MTS reaktifi

Etil Alkol

S. aureus ATCC-6538

E. coli ATCC-8739

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2: Calismada kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz

Firmasi

Manyetik karistirict

Heidolph

Analitik terazi

Denver Instrument

Saf su cihazi

Human Power |

pH metre

Hanna Instruments
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Tablo 2.2: (devam).

Sogutmali santrifiij Hettich Rotina 380R
Biyogiivenlik kabini Labconco

Etiiv Memmert

CO2’li inkiibator Nuaire

Su banyosu Elma Sonic

Otoklav Hirayama

Faz kontrast mikroskobu Olympos
Mikropipet seti Eppendorf

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre | Thermo Scientific

Spektrofotometre PerkinElmer Spektrum 100
FTIR-ATR goriintiileme cihazi PerkinElmer Spektrum 100
Buzdolab (+4°C) Regal
Partikiil analiz cihazi Zetasizer Malvern Nano SZ-90
Buzdolab1 (-20°C) Altus

2.2 Metot

2.2.1 Nanokompozit Sentezi

Bu c¢alismada, erime noktasi diisiik olan PVA ve PEO tercih edildigi i¢in
eritme yontemi yerine ¢oziici ortaminda etkilestirme yontemi kullanilarak

nanokompozitlerin sentezi gergeklestirilmistir.
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Polimerik nanokompozitler, makroskopik organik veya inorganik dolgu
maddelerinin polimerik matrislere dahil edildigi geleneksel takviyeli polimerlerden
farklidir.

Geleneksel polimerik kompozitlerde, belirli makroskopik takviye edici
malzemenin eklenmesiyle belirli 6zelliklerin gelistirilmesine genel olarak bagka
onemli ozelliklerin kayb1 eslik eder. Ornegin, sertlik, bariyer 6zelligi veya alev
geciktiriciliginin artmasi, sirastyla tokluk, seffaflik veya mekanik ozelliklerde bir
kayba neden olabilir. Nanopartikiiller s6z konusu oldugunda, baz1 6zelliklerin kaybi
en aza indirilebilir veya Onlenebilir. Aslinda, bir dizi istenen o&zellik, tek tip
miihendislik nanopartikiilleri dagitmak suretiyle eszamanli olarak gelistirilebilir.
Ayrica, polimer i¢ine nanoparcaciklarin dahil edilmesinden dolay1 yeni fiziki 6zellik
ortaya c¢ikabilir, bu durum makro-makro parcaciklar kullanildiginda miimkiin olmaz
[35]. Elde edilen nano boyuta 6giitlilmiis kitinin boyutunun dl¢iimii i¢in ise Zetasizer

Malvern Nano SZ-90 partikiil analiz cihazi kullanilmis ve grafik Sekil 2.1°de

gosterilmistir.
Togunluga gére boyut dagilimi.
20
- 1337 nm
g 6o I
|
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£ A
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B ot (r o)
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Sekil 2.1: Kitinin partikiil boyutu dagilimi.

Cozlici  ortaminda  etkilestirme yontemine gére nanokompozitleri
sentezlerken uygun olan bir ¢oziicli se¢ilmelidir. Coziicii olarak saf su kullanilmistir.
Tercih edilen ¢oziicli ile polimerler ¢ozlilmiis ve yine aym ¢oziicii ile belirli
oranlarda (% 1, % 2,5 ve % 5) kitin disperse edilmistir. Tablo 2.1°de elde edilen
nanokompozitlerin kiitlece oranlar1 verilmistir. Farkli erlenlerde hazirlanan polimer

soliisyonlar1 ve homojenizasyon yontemleriyle disperse edilmis kitin soliisyonlar1
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magnetik karistiricida belirli bir siire etkilestirilmigtir. Kitin soliisyonu once
ultrasonik banyoda daha sonra da magnetik karistiricida belirli siirelerde tutularak ve

bu islemlerin tekrarlanmasi sayesinde homojenize edilmistir.

Polimer ¢oziindiikten ve kitin disperse olduktan sonra, kitin ¢ozeltisi polimer
¢Ozeltisi icerisine aktarilmis ve en az 24 saat magnetik karigtiricida bekletilmistir.
Daha sonra ¢ozelti uygun teflon petri kaplarina alinmis ve ¢oOziicii tamamen
uzaklagincaya kadar ilk dnce kurutmali etiivde 24 saat daha sonra 24 saat vakumlu
etiivde bekletilmistir. Cozilicii tamamen uzaklastiktan sonra da film seklinde

nanokompozitler elde edilmistir.

Tablo 2.3: PVA/kitin, PEO/kitin ve PVA/PEO/kitin nanokompozitlerinin oranlar.

Nanokompozit Kitin PVA PEO PVA/PEO
icerisindeki
takviye edici

malzeme yiizdesi

% 1 0,001 g 0999g  0999g 0,999 g
% 2,5 0,025 g 09759 09759 0,975
%5 0,05g 0950g  0950g 0,950

2.2.2 Nanokompozitlerin Karakterizasyonu

Sentezlenen  film  goériinimiindeki ~ biyouyumlu  nanokompozitlerin

karakterizasyonlar1 FTIR-ATR, SEM ve optik temas agis1 cihazlari ile yapilmugstir.

2.2.2.1 FTIR-ATR Analizleri

FTIR-ATR, kimyasal yapilarin karakterizasyonunda kullanilan yontemlerden
birisidir. Nanokompozitlerin FTIR-ATR analizleri ise, Perkin Elmer Spektrum 100
model Fourier transform infrared spektroskopisi ile 4000-650 cm™ dalga sayisi

araliginda alinmistir.
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2.2.2.2 SEM Analizleri

Biyonanokompozit 6rneklerinin morfolojik 6zellikleri i¢in taramali elektron
misroskobu (SEM) kullanilmistir. SEM analizleri i¢in 6rnekler, karbon bant {izerine
yapistirilarak 15 mA akim altinda 15 sn siiresince tutularak, Au-Pd kaplanmas: ile

hazirlanmistir.

2.2.2.3 Optik Temas Acis1 Analizleri

Biyonanokompozit filmlerinin, polimerin ve kitinin temas agis1 6l¢iimleri oda
sicakliginda Attension Theta Lite cihazi kullanilarak yapilmistir. Olgiim alinirken saf

su kullanilmistir.

2.2.3 Hemouyumluluk

Bu ¢alismanin temel hedeflerinden birisi de kan hiicrelerinin polimer ve
kompozitler ile etkilesime ugradiklarinda hemoliz olaymin olup olmadigini tayin
etmektir. Metlog ve arkadaslarinin yontemi modifiye edilerek hemouyumluluk testi
gerceklestirilmistir [36]. Nanokompozit ornekleri esit boyutlarda olacak sekilde
hazirlanmistir. %0.9’luk 20 mL NaCl ¢ozeltisi igerisinde 400 pL antikogiilantli kan
pipetaj yontemi ile seyreltilmistir. 2 mL’lik eppendorf tiipleri icerisine de UV 151k
altinda sterilize edilmis olan nanokompozit 6rneklerin lizerlerine 1 mL seyreltilmis
kandan ilave edilmistir. 200 pL antikogiilantli kan 10 mL sterilize edilmis ultra saf su
igerisinde seyreltildikten sonra bunun igerisinden 1 mL alinip bos bir tiipe aktarilip
pozitif kontrol olarak belirlenmistir. Negatif kontrol olarak belirlenen tiipe de NaCI
coOzeltisi igerisinde seyreltilmis olan kandan 1 mL eklenmis ve igerisine higbir
nanokompozit eklenmemistir. Hazirlanan tiim tiipler ve eppendorflar 37 °C’de 2 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Supernant kismi alinarak 96 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucuguna 200 pL olacak sekilde pipetle eklenmistir. 545 nm’de mikroplaka

okuyuculu spektrofotometrede absorbans dl¢timii yapilmustir.
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Asagidaki formiil kullanilarak % hemoliz oran1 hesaplanmuistir;

) [Absorbans(test polimeri) — Absorbans(negatif kontrol)]
%Hemoliz = — x100
[Absorbans(pozitif kontrol)]

2.2.4 Hiicre Kiiltiirii Asamalari

2.2.4.1 Malzemelerin Sterilizasyonu

Hiicre kiiltiirii laboratuvari, deneylere baslamadan ©nce ve deneyin
gerceklesecegi slire boyunca her kullanimdan 6nce UV lamba ile sterilize edilmistir.
Biyogiivenlik kabini, ¢alismalara baslamadan Once en az yarim saat Onceden
calistirilarak kiiltlir ortaminin sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Deneyler siiresince
kullanilan santrifiij tiipleri ve pipet uglari, 121°C’de 20 dk (1.02 atm basingta)
otoklavda sterilize edilmistir. Calisma kabini, deney calismalarina baslamadan 6nce
ve deney asamalarii bitirdikten sonra ¢amasir suyu ile ve % 70’lik etil alkol ile
temizlenmis ve sterilize edilmistir. Kabin igerisine alinacak olan sterilize edilmis

biitiin malzemeler % 70°lik etil alkol ile temizlenerek sterilize edilip kullanilmistir.

2.2.4.2 Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilmak {izere besiyerinin hazirlanmasindan 6nce -20 °C’ de
saklanan fetal bovine serum (FBS) ve penisilin / streptomisin’in 6nceden 37 °C’ye
ayarlanmig  ultrasonik  banyoda  ¢Oziinmesi  gergeklestirilmistir.  Besiyeri
hazirlanmasinda ise 392.5 mL RPMI 1640 mediumun igerisine lenfositlerin biiyiime
faktorii olan 100 mL FBS ilave edilmistir. Bakteriyel kontaminasyonlara karsin 2.5
mL Penisilin / Streptomisin ve hiicre bdliinmesini tesvik eden 5 mL
Phtohemaglutinin besi ortamina eklenmistir ve hazirlanan besiyeri +4 °C’de

saklanmaya hazir hale gelmistir.
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2.2.4.3 Kandan Lenfosit Hiicrelerinin Eldesi

Kandan lenfosit hiicrelerin izolasyonu i¢in, saglikli ve goniillii bireylerden
EDTA’lln vakumlu 3 mL’lik tiiplerle alinan kan 7 mL’lik Ficoll-Paque iizerine
birbirleriyle karismasina izin vermeyecek sekilde ¢ok yavasca birakilmistir. Daha
sonra biitiin tiipler 30 dakika 1500 rpm’de oda sicakliginda santrifiij edilmistir ve
santrifiij sonucunda olusan dort katmandan en {ist katman atilarak hemen altinda
bulunan lenfosit hiicrelerin bulundugu katman pipetlenerek temiz tiiplere
aktarilmistir. Temiz tiiplere alinan lenfosit hiicreleri her bir tiipe 10 mL serum
fizyolojik soliisyonu ile pipetaj yontemiyle yikanmasi gergeklestirilmistir. Tekrardan
10 dakika boyunca 1500 rpm’de oda sicakliginda santrifiij edilmis ve santrifiij
sonunda olusan siipernatant kismi atilip pellet kismi ise hazirlanan 0.5 mL’lik
besiyerlerine ¢oziinmiistiir. Her bir yara ortli malzemesi i¢in hazirlanan 5 mL’lik
besiyerlerine 100 pL hiicre eklenir. Hiicreler belirli sayiya ulagmalart ve strese

girmemeleri i¢in 37 °C’de 24 saat inkiibasyon yapilmistir.

2.2.5 Sitotoksisite Testleri

2.2.5.1 MTS Testi

Bu test (MTS Assay) tetrazolyum maddesinin istenilen hiicrelerin i¢inde
renkli farmazon iiriinline indirgenmesini temsil eder. Bu degisimin metabolik agidan
aktif halde olan hiicrelerdeki mitokondriyal bir enzim olan dehidrogenaz enzimleri
tarafindan sentezlenen NADPH veya NADH sayesinde olustugu bilinmektedir.
Tetrazolium halkasinin canli hiicrelerde parcalanmasi nedeniyle sar1 bir renk olan
MTS, mavi-mor bir renge dontismektedir. 490 nm’de alinan Slgiim sonucunda
tetrazolyum orani ile hiicre orani kiyaslanmaktadir. Birbiriyle esit boyutlarda
hazirlanmis olan nanokompozitler petri kaplari i¢inde bir gece boyunca UV lamba
altinda birakilarak sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Yeni izole edilen lenfositler her
bir nanokompozit iizerine birertane eklenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan

lenfosit ¢ozeltisi i¢cin herhangi bir nanokompozit eklenmesi gergeklesmemistir.
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Tiim ornekler ve kontrol gruplar1 37 °C’de % 5’lik CO; ortaminda 3 giin
boyunca inkiibasyonu gerceklestirilmistir. 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda lenfosit
hiicreleri 96-Well Plate igerisine her bir kuyucuga 100 pL gelecek sekilde
eklenmistir ve tizerlerine 20 pLL MTS reagent eklenip 4 saat boyunca inkiibasyon
stirecine baglanilmistir. Daha sonra da mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile

490 nm’de oda sicakliginda 6l¢tim alinmistir.

2.2.6 Antibakteriyel Aktivite Testi (Adherence Test)

Antibakteriyel aktivite analizini gerc¢eklestirmek igin gram-negatif olan
Escherichia coli ve gram-pozitif olan Staphylococcus aureus bakterileri
kullanilmistir. Stok kiiltiirler besiyerine ekilerek iiremeleri saglanmistir. 37 °C’de 24
saat inkiibasyonu gerceklestirilmis ve sonra da bakteri kolonileri belirlenerek
hesaplama yapilmistir. Adherence testiyle sentezlenen nanokompozitlerin E. coli ve
S. aureus bakterilerine karsi yapiskanligint incelemek ic¢in kullanilmigtir. Yapilan
calismada E. coli ve S. aureus standart suslari kullanilmistir. Mueller-Hinton agar
(MHA) ve Mueller-Hinton broth (MHB) medyum olarak kullanilmistir. E. coli ve S.
aureus bakterileri Mueller-Hinton broth (MHB)’a ekilmistir. Nanokompozitler
mikroorganizma siispansiyonlart igerisine eklenmis ve 37°C’de 2 saat ve 3 saat,
sirastyla inkiibe edilmistir. Nanokompozitler siispansiyondan ¢ikartilmis ve fosfat
buffer soliisyonu (PBS) ile yapigmayan mikroorganizmalar1 ayirmak i¢in yikanmistir.
Bu islemden sonra yapismayan mikroorganizmalari ayirmak i¢in, nanokompozitler
steril PBS iceren ayr tiiplere aktarilmis ve 2 dakika boyunca vortekslenmistir. Her
bir siispansiyondan bir seri diliisyon yapilmistir ve silispansiyonlardan 10 pL
Mueller-Hinton agar (MHA)’a ekilmistir. Ekimden sonra 37°C’de gece boyunca
inkiibasyon edilmistir ve koloniler sayilmistir. Steril nanokompozitler negatif kontrol
olarak kullanilmistir ve bakteriyel kiiltiir slispansiyonlari pozitif kontrol olarak

kullanilmastir [37].
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3. BULGULAR

3.1  Nanokompozitlerin Sentezi

Bu ¢alismada, erime noktasi diisiik olan PVA ve PEO tercih edildigi icin

eritme yontemi yerine ¢oziici ortaminda etkilestirme yontemi kullanilarak

nanokompozitlerin sentezi gerceklestirilmistir.

Elde edilen nano boyuta ogiitiilmiis kitinin boyutunun o6l¢iimii igin ise

Zetasizer Malvern Nano SZ-90 partikiil analiz cihazi kullanilmis ve grafik Sekil

3.1°de gosterilmistir.

Tofunluga gére boyut dadlimi

20

I|133,? nm
=11 T

I
40

¥ ogunluk (%)

20 |1

0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (r.nm]

Sekil 3.1: Kitinin partikiil boyutu dagilimi.
(Coziici ortaminda  etkilestirme yOntemine gbre nanokompozitleri
sentezlerken uygun olan bir ¢oziicii se¢ilmelidir. Coziicii olarak saf su kullanilmistir.
Tercih edilen ¢o6ziicii ile polimerler ¢oziilmiis ve yine ayni ¢oziicii ile belirli
oranlarda (% 1, % 2,5 ve % 5) kitin disperse edilmistir. Tablo 3.1’de elde edilen

nanokompozitlerin kiitlece oranlar1 verilmistir. Farkli erlenlerde hazirlanan polimer

sollisyonlar1 ve homojenizasyon yontemleriyle disperse edilmis kitin soliisyonlari

magnetik karistiricida belirli bir stire etkilestirilmistir.
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Kitin soliisyonu dnce ultrasonik banyoda daha sonra da magnetik karistiricida
belirli siirelerde tutularak ve bu islemlerin tekrarlanmasi sayesinde homojenize
edilmistir. Polimer ¢6ziindiikten ve kitin disperse olduktan sonra, kitin ¢ozeltisi
polimer c¢ozeltisi igerisine aktarilmis ve en az 24 saat magnetik karistiricida
bekletilmigtir. Daha sonra ¢ozelti uygun teflon petri kaplarina alinmis ve
¢oziiclitamamen uzaklasincaya kadar ilk 6nce kurutmali etiivde 24 saat daha sonra 24
saat vakumlu etiivde bekletilmistir. Coziicii tamamen uzaklastiktan sonra da film

seklinde nanokompozitler elde edilmistir.

Tablo 3.1: PVA/kitin, PEO/kitin ve PVA/PEO/kitin nanokompozitlerinin oranlar.

Nanokompozit Kitin PVA PEO PVA/PEO
icerisindeki
takviye edici

malzeme yiizdesi

% 1 0,001 g 0999g  0999g 0,999 g
% 2,5 0,025 g 0975¢g 09759 0,975
%5 0,05g 0950g  0950g 0,950

3.2  Nanokompozitlerin Karakterizasyonu

PVA ve PEO polimeri ve farkli oranlardaki kitin takviye malzemesi
kullanilarak ~ PVA/kitin, PEO/kitin  ve  PVA/PEO/kitin  nanokompozitleri
sentezlenmistir. Sentezi yapilan nanokompozitler FTIR-ATR, SEM ve optik temas
acist ile karakterize edilmistir. Bu bolimde karakterizasyon analizlerinden elde

edilen bulgular yer almaktadir.

3.2.1 FTIR-ATR Analiz Sonuclari

Kitin ile sentezlenen nanokompozitlere ait FTIR-ATR spektrumlari sirasi ile
Sekil 3.5, 3.6 ve 3.7°de verilmistir. Nanokompozitlerin FTIR-ATR analizleri

26



degerlendirilirken kullamilan polimerin spekturumu baz almmustir. Orneklere ait

karakteristik pikler spektrumlar lizerinde belirtilmistir.
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Sekil 3.2: Kitinin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.3: PVA’nin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.4: PEO’in FTIR-ATR spektrumu.
PEO + Saf su
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Sekil 3.5: PEO matriks ve PEO/Kitin nanokompozitlerin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.6: PVA matriks ve PVA/Kitin nanokompozitlerin FTIR-ATR spektrumu.

PEQ +PVA + Safsu
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Sekil 3.7: PEO/PVA matriks ve PEO/PVA/Kitin nanokompozitlerin FTIR-ATR spektrumu.
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3.2.2 Sem Analizi

Sekil 3.8’de PEO/kitin (%5), Sekil 3.9°da PVA/kitin (%5),Sekil 3.10°da
PEO/PVA/kitin (%5) nanokompozitlerine ait, Sekil 3.11°de kitine, Sekil 3.12°de ise
nano boyuta getirilmis kitine ait taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri

verilmigtir.

EHT = 20.00 kV Signal A = SE1
WD = 85 mm Mag= 1.00KX

Sekil 3.8: PEO/kitin (%5) nanokompozitinin SEM goriintiisii.

EHT = 20.00 kV Signal A = SE1
WD = 9.0 mm Mag= 1.00 KX

Sekil 3.9: PVA/kitin (%5) nanokompozitinin SEM goriintiisii.
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EHT =20.00 kV Signal A = SE1
WD = 8.5 mm Mag= 200KX

EHT =20.00 kV Signal A = SE1
WD = 9.0 mm Mag= 1.00KX

Sekil 3.11: Kitinin SEM goriintiisii.
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et
EHT =20.00 kV Signal A = SE1
WD = 9.0 mm Mag= 2.00KX

Sekil 3.12: Nano boyuttaki kitinin SEM goriintiisii.

3.2.3 Optik Temas Acis1 Analizi

Polimerler ile PEO/kitin, PVA/Kitin ve PEO/PVA/kitin nanokompozitlerinin
(%1, %2.5 ve %>5) temas acis1 0lgltimleri Tablo 3.2°de ve Sekil 3.13, 3.14, 3.15, 3.16,
3.17 ve 3.18’deverilmistir. Saf polimerler ve nanokompozitler bulundurduklar yiizey

gruplarina gore farkli temas acilar1 gostermislerdir.

Tablo 3.2: PVA, PEO, PEO/PVA polimerlerin ve nanokompozitlerin optik temas agis1 degerleri.

Ornekler Temas acisi (°)
PVA 67.82
PVAVKitin (%1) 65.17
PVA/Kitin (%2.5) 66.35
PVA/Kitin (%5) 65.65
PEO 80.11
PEO/Kitin (%1) 77.92
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Tablo 3.2: (devam).

PEO/Kitin (%2.5) 75.11
PEO/Kitin (%65) 75.56
PEO/PVA 75.50
PEO/PVA/Kitin (%1) 89.85
PEO/PVA/Kitin (%2.5) 87.11
PEO/PVA/Kitin (%5) 83.61

Sekil 3.13: PEQ'ye ait temas acis1 gorintiisii.
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(@ (b) (©)

Sekil 3.14: PEO/Kitin (%1) (a), PEO/kitin (%2.5) (b), PEO/kitin (%5) (c) nanokompozitlerine ait
temas acgis1 goruntiisii.

Sekil 3.15: PVA'e ait temas agis1 goriintiisii.
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(@) (®) ©
L3 L3 l

Sekil 3.16: PVA/Kitin (%1) (a), PVA/kitin (%2.5) (b), PVA/Kitin (%5) (c) nanokompozitlerine ait
temas agis1 gorintiisil.

Sekil 3.17: PEO/PVA'e ait temas agis1 goriintiisii.
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(@) (b) ©

B B-=D-

Sekil 3.18: PEO/PVA/kitin (%1) (a), PEO/PVA/Kitin (%2,5) (b), PEO/PVA/Kitin (%5) (c)
nanokompozitlerine ait temas agis1 goriintiisii.

3.3 Sitotoksisite Testi

Yapilan ¢alismalar ile sentezlenen PEO/kitin, PVA/kitin ve PEO/PV A/kitin
nanokompozitlerinin hiicreler igerisinde herhangi bir toksik etkilerinin olup

olmadigint MTS testi ile gerceklestirilen analizlerle aydinlatilmistir.

3.3.1 MTS Testi

Sentezledigimiz nanokompozitler ile inkiibe edilmis lenfosit hiicrelerinin
belirledigimiz oranlarla inkiibasyon siirelerinden sonra gergeklestirilen MTS testi ile

490 nm’de verdikleri absorbans verileri belirlenmistir.

3.3.1.1 Kitin Konsantrasyonuna Goére MTS Testi Sonuclari

Farklt konsantrasyonlardaki kitin doldu maddesinin MTS testine ait
absorbans verileriSekil 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24, 3.25, 3.26, 3.27, 3.28, 3.29

ve 3.30’dagdsterilmistir.
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Sekil 3.19: Nanokompozitlerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.

= N
- [l [N [l

Absorbans (490 nm)

o
w1

Negatif Kontrol PEO PEO %1 Kitin | PEO %2.5 Kitin | PEO %5 Kitin
1 1,200981538 1,773662071 2,126431409 2,565669549

Sekil 3.20: PEO nanokompozitlerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.
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Absorbans (490 nm)
o o o 9
N SN (o] [ee] |l

o

o)
Negatif Kontrol PVA PVA %1 Kitin PV|'<Ai ti/:>]2.5 PVA %5 Kitin
1 1,075017527 1,699579341 1,556087871 1,568590792

Sekil 3.21: PVA nanokompozitlerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.

2,5

15

Absorbans (490nm)

0,5

. PEO/PVA %1 | PEO/PVA %2.5 | PEO/PVA %5
Negatif Kontrol PEO/PVA Kitin Kitin Kitin
1 1,604580509 1,827296097 1,50420659 2,1741061

Sekil 3.22: PEO/PVA nanokompozitlerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans

verileri.
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Sekil 3.23: Nanokompozitlerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.

2,5
2
€
e
S 15
N
[%2]
e
<
2 1
(@]
[72]
Re]
<
0,5
0 PEO %2.5
Negatif Kontrol PEO PEO %1 Kitin Kiti; ' PEO %5 Kitin
1 1,366955777 2,209658422 2,252703716 1,851697184

Sekil 3.24: PEO nanokompozitlerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.
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Absorbans (490 nm)
o o o o = = [ -
O v B ® Wk v B O ® N

o)
Negatif Kontrol PVA PVA %1 Kitin Pvlﬁi ti/1?12l5 PVA %5 Kitin
1 1,02880394 1,646214798 1,492986401 1,808330656

Sekil 3.25: PVA nanokompozitlerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.

2,5

1,5

Absorbans (490 nm)

0,5

. PEO/PVA %1 | PEO/PVA %2.5 | PEO/PVA %5
Negatif Kontrol PEO/PVA Kitin Kitin Kitin
1 1,291787129 1,641610451 2,133954385 2,347039298

Sekil 3.26: PEO/PVA nanokompozitlerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans

verileri.
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Sekil 3.27: Nanokompozitlerin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.

Absorbans (490 nm)
I N w
= (8] N (8] w (8]

o
3

PEO %2.5
Kitin
|Seri 1 1 1,061927945 1,977507303 2,132327167 3,757740993

Negatif Kontrol PEO PEO %1 Kitin PEO %5 Kitin

Sekil 3.28: PEO nanokompozitlerin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.
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ko=
N

Absorbans (490nm)
-

0,8
0,6
0,4
0,2
0 . o, PVA %2.5 -,
Negatif Kontrol PVA PVA %1 Kitin Kitin PVA %5 Kitin
|Seri 1 1 1,297468354 1,552093476 1,371178189 1,865433301

Sekil 3.29: PVA nanokompozitlerin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans verileri.

25

15

Absorbans (490 nm)

05

0, 0] o)
Negatif Kontrol PEO/PVA PEO/P.\(A %1 | PEO/ PVA %2.5 PEO/ PVA %5
Kitin Kitin Kitin
1 1,113729309 1,99902629 1,71781889 2,225024343

Sekil 3.30: PEO/PVA nanokompozitleri 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbans

verileri.
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3.4  Hemouyumluluk Analizi

Nanokompozitlere ve polimerlere ait hemouyumluluk degerleri Tablo 3.3, 3.4

ve 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.3: PEO ve PEO/kitin nanokompozit 6rneklerinin hesaplanan % hemoliz degerleri.

PEO PEO/kitin PEO/kitin PEO/kitin
(%1) (%2.5) (%5)
% Hemoliz 0.08 0.01 0.02 0.01

Tablo 3.4: PVAve PVA/kitin nanokompozit 6rneklerinin hesaplanan % hemoliz degerleri.

PVA PV A/Kitin PV A/Kitin PV A/Kitin
(%1) (%2.5) (%5)
% Hemoliz 5.01 10.31 9.51 5.08

Tablo 3.5: PEO/PVA ve PEO/PV A/kitin nanokompozit drneklerinin hesaplanan % hemoliz degerleri.

PEO/PVA PEO/PVAJKitin_ PEO/PVAJKitin_ PEO/PVA/Kitin
(%1) (%2.5) (%5)

% Hemoliz 23.32 0.01 25.33 17.60

3.5  Antibakteriyel Aktivite Testi

Nanokompozitlerin gram-negatif olan Escherichia coli ve gram-pozitif olan
Staphylococcus aureus bakterilerine karsi olan antibakteriyel aktivitelerine ait
fotograflart Sekil 3.31°de, grafikleri ise Sekil 3.32 ve 3.33’de verilmistir.
Nanokompozitlerin her iki bakteri tiiriine karsi antibakteriyel ozellik gosterdigi

sekiller incelenerek anlasilmaktadir.
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(@ (b)

Sekil 3.31: PVA/Kitin (%5) nanokompozitinin E. coli (a) ve S. aureus’a (b) kars antibakteriyel
aktiviteleri ve her iki bakteri tiiriine ait kontrol drnekleri.
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Sekil 3.32: PVA/Kitin ve PEO/PVA/kitin nanokompozitlerinin S. aureus'a karsi % antibakteriyel
aktivite oranlari.
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Sekil 3.33: PVA/Kitin ve PEO/PVA/kitin nanokompozitlerinin E. coli'ye kars1 % antibakteriyel
aktivite oranlari.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1  Nanokompozitlerin Karakterizasyonu

4.1.1 PVAI/Kitin ve PEO/KIitin ve PVA/PEO/Kitin Nanokompozitlerinin
FTIR-ATR Sonuc¢lar

FTIR-ATR spektroskopisi, sivi, kat1 ve gaz halde olan maddelerin kimyasal
yapilarinin analizi icin kullanilan karakterizasyon yontemidir. 4000 cm™ ve 650 cm™
dalga sayilar1 arasinda ol¢iim yapan bu cihazdan, hizli ve oldukga yiiksek bir
¢Oziiniirlikte spektrumlar elde edebilir. FTIR-ATR spektrumlar1 ile maddelerin

fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi islemleri gerceklestirilir.

Sekil 3.1’de kitine ait FTIR-ATR spektrumu verilmektedir. Literatiir
incelendiginde, Caridea kitinin karakteristik olan 3422 cm™deki band1 -NH ve —OH
gruplarmin gerilme titresimlerine atfedilmektedir. 2876 cm™deki band ise alifatik C-
H gerilme titresimlerine aittir. Kitinin 1653 cm™ deki karakteristik band karbonil C =
O gerilmesine atfedilmektedir. 1375 cm™ deki keskin band ise CHz grubunun egilme
titresimlerine karsihk gelmektedir. 1552 cm™ deki band ise amid grubundaki N-H
titresimlerine karsilik gelmektedir. 1067 cm ™V deki titresim bandlan kitin halkasmnin

icindeki C-O-C gruplarinin varligini géstermektedir [38].

— CH3_
OH O
L NH
o O HO —
HO O o)
NH
B CHs In

Sekil 4.1: Kitinin kimyasal yapist.
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Tablo 4.1: Caridea kitinin standart kitine kiyasla fonksiyonel gruplari [39].

Grup Standart kitin (cm ™) Caridea kitin (cm ™)
OH 3448 3422

N-H esnemesi 3300-3250 3258

C-H esnemesi 2891,1 2876

C = O esnemesi 1680-1660 1653

N-H biikiilmesi 1560-1530 1552

CH3 1419,5 1375

C-0-C 1072,3 1067

N-H 750-650 687

Sekil 3.4’te verilen FTIR-ATR spektrumu PEO/Kitin nanokompozit
olusumuna aittir. FTIR-ATR ile nanokompozit olusumunu agiklamak i¢in polimerin
IR spektrumu referans alinir. Nanokompozit IR spektrumundan beklenen saf
polimerdeki bazi bantlarin kaymasi veya yeni bag olusumunu destekleyen yeni
piklerin  gbzlenmesidir. Ayrica nanokompozitte dolgu maddesinin IR
spektrumlarindan elde edilen piklerinin yer almamasi gerekir. Ciinkii nanokompozit
IR spektrumunda dolgu maddesine ait pikin ¢ikmasi, polimer matriks igerisinde
Kitinin y1gin  halinde kaldigini, disperse olmadigimi ve homojen bir dagilma
gerceklesmedigini agiklar. Bu spektrumlardan gorilldiigii gibi 3422 cm™ de kitine ait
olan -OH fonksiyonel grubunun nanokompozit spektrumlarinda var olmadigi ve
titresimlerdeki birkag cm™lik kaymalar polimer matris-dolgu maddesi arasidaki
etkilesimin kanit1 olarak kabul edilmektedir. Bunun nedeni de matriksin ortamdaki
miktarinin ¢ok fazla olmast ve dolgu maddesinin (kitin) ¢cok az olmasidir. Ayrica
3258 cm™’deki kitine ait olan N-H gerilme bandmin da var olmadigini
gostermektedir. 2882 cm™deki C-H gerilmesini, 1466 cm™ CH; ve CH, egilme
titresimlerini ve 1279 cm™ ¢ikan band ise C-N fonksiyonel gruplarinin gerilme

titresimlerini gostermektedir.
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Sekil 3.5’te PVA/kitin nanokompozitlerine ait FTIR-ATR spektrumlari
verilmektedir.  Bu spektrumlardan goriildiigi lizere nankompozitlerin FTIR-ATR
spekrumlar1 PVA matriksine benzemekle birlikte bir takim kaymalar goriilmektedir.
Bu bantlardaki kaymalar PV A ile kitin arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir.
Ozellikle OH- bandinda yiiksek oranda bir kayma mevcuttur ve artan dolgu maddesi
miktar1 ile artmaktadir. Bu durum etkilesim mekanizmasiin bu fonksiyonel grup

tizerinden gerceklestigini diislindiirtmektedir.

Sekil 3.6, PEO/PVA/kitin nanokompozitlerinin FTIR-ATR spektrumlarini
gostermektedir. Bu nanokompozit olusumunda es deger oranda iki farkli polimer
matriksi  kullanilmigtir. Spektrumlar dikkatli incelendiginde yine kaymanin
gerceklestigini ve bu kaymanin gerceklestigi bandin 3280 cm™de ¢ikan OH-
fonksiyonel grubu fizerinden oldugu agiktir. Matriksin iki farkli polimerden
olusturulmus  olmasi  matriks-dolgu  maddesi  etkilesim  mekanizmasini

degistirmemistir.

4.1.2 PVA/Kitin ve PEO/Kitin ve PVA/PEO/Kitin Nanokompozitlerinin
SEM Analizleri

Elektron mikroskoplari, bir elektron kaynagindan salinan elektronlarin
numune ile etkilesimleri sonucunda elde edilen bulgularin, algilayicilar tarafindan
islenerek goriintlinlin olusmasini saglarlar. Giliniimiizde SEM’in bir c¢ok alanda
goriintli ve numune analizi yapmak iizere kullanilmaya devam edilmektedir [39].
Yiiksek ¢oziiniirliikte ve ¢esitli yakinlastirmalarda goriintii alir. Bu ¢alismada 10 kV
potansiyelde, ¢esitli yakinlagtirma degerlerinde kitin ve nanokompozitlerin

morfolojileri aragtirilmigtir.

Sekil 15 ve 16’da yaklasik olarak 6000 kat yakinlastirma oranlarinda elde
edilmis kitin 6rneklerine ait SEM fotografi gosterilmektedir. Goriintii kitinin plakali

yapisini dogrulamaktadir.

SEM goriintiileri, matriks igerisinde takviye edici malzemelerinin dagilimi

hakkinda kesin olan sonuglar vermektedir.
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PVA/kitin ~ (%5), PEO/kitin  (%5) ve PVA/PEO/kitin  (%5)
nanokompozitlerine ait SEM goriintiileri Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9°da verilmistir.
Fotograflardan da goriildiigii gibi kitin PVA, PEO ve PVA/PEO matrikslerinde
homojen olarak dagilmistir. Gorilintiideki aydinlik boliimler kitini, koyu bolgeler
polimerleri gostermektedir. Sonu¢ olarak PVA, PEO ve PVA/PEO ve kitin ile
hazirlanan nanokompozitler SEM goriintiilerinden takviye edici malzemenin polimer

icerisinde homojen olarak dagildigi goriilmektedir.

4.1.3 PVA/Kitin ve PEO/Kitin ve PVA/PEO/Kitin Nanokompozitlerinin
Optik Temaz Acis1 Analizleri

Coziiciiniin kat1 pellet {izerindeki davranisisonucu temas acist Olgiilerek
hesaplanan bir yontemdir. Sivinin kati1 pellet ile temas etme derecesi 8<90° ise
hidrofilik 6zellikte, 8>90° ise de hidrofobik 6zellikte bir 6rnek oldugu tespit edilir
[40]. PVA, PEO ve PVA/PEQ’ya ait temas agilari Tablo 3.1°de verilmektedir. Bu
veriler incelendiginde dl¢timlerin 65.17° ile 89.85° arasinda degisiklik gosterdikleri
saptanmigtir. Nanokompozitlere eklenen kitin orani arttiginda, temas agilarinin
degistigi goriilmiistiir. Buradan ¢ikarilan sonuca gore nanokompozitlerin saf PVA,
saf PEO’e gore hidrofobik 6zelliklerininazaldigive saf PVA/PEO’e gore kitin miktari
hidrofobik 6zelligin artmasina sebep olmustur. En yiiksek hidrofobik 6zellik gdsteren
nanokompozit PVA/PEO/kitin (%]1) 6rneginde gdzlenmistir. Ancak PVA/PEO/kitin
nanokompozitlerindeki kitin orani arttifinda hidrofobik 6zellik %1 kitin oran1 igeren
Ornege gore biraz distiigi gorilmiistir. Ayrica, saf PVA/PEO kompozitindeki iki
polimer arasindaki kimyasal etkilesim saf PVA ve saf PEO’e gore hidrofobik 6zelligi
arttirdigr Tablo 3.1°de goriilmektedir. Hidrofobiklik, sentezlenen malzemede suda
hemen ¢Oziinmeyip kolay dagilmadigindan yara Orti malzemesi olarak

kullani1ldiginda istenilen bir 6zellik degildir.
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4.2  Nanokompozitlerin Sitotoksisite Testi

Yapilan c¢alismada, sentezlenen nanokompozitler saglikli ve goniillii
bireylerden alinan kandan izole edilerek elde edilmis lenfosit hiicreleri ile belirlenen
bir zaman araliginda etkilesime sokulmustur. Boylece elimizdeki hiicrelerin canlilig
belirlendikten sonra hiicrelerin yasam periyodunda herhangi bir degisimin olup

olmadig: arastirtlmistir.

Sekil 3.7, 3.11 ve 3.15’te sentezlenen nanokompozitlerin lenfosit hiicreleri ile
inkiibasyon periyodlar1 sonucunda gergeklestirilen MTS testi sonucunda elde edilmis
absorbans verileri gosterilmistir. PVA/kitin, PEO/kitin ve PVA/PEO/kitin
nanokompozitleri ile etkilesime sokulmus hiicrelerde, tiim nanokompozitlerin 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon periyod sonucunda kitin yiizde oraninin (%1, %2.5 ve %5)
artmas1 ile dogru orantili olarak yasamhiligin da arttig1 gozlenmistir. Ozellikle PEO
%2.5 ve %5 ve ayrica PEO/PVA %S5 kitin katkili nanokompozitlerin etkisi ile
hiicrelerdeki canliligin énemli oranda devam ettigi goriilmiistiir. Orneklerimiz negatif
kontrol ile karsilastirildiginda, absorbans verilerinde 6nemli bir artis goriilmektedir.
PVA’nin ve 72. saatteki PEO’nun negatif kontrol kontrol ile hemen hemen ayni1 olan
grafik degerlerine bakilarak gostermis oldugu az da olsa toksisitesinin kitin takviyesi
ile giderildigi nanokompozitlerin durumundan anlagilmaktadir. Caligmalarda elde
edilen sonuglara gore, nanokompozitlerin hiicrelere sitotoksik etkisinin olmadig:
anlagilmistir. Ve bdylece de PEO/kitin, PVAJ/kitin  ve PEO/PVA/Kitin
nanokompozitlerinin  biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecegi sonucuna
ulagilmistir. Bu calismalarda varilan sonuglar literatliirde yer alan ¢alismalar ile
uygunluk gostermektedir. Ornegin, Sanford ve arkadaslar1 kitinin kimyasal
yapisindan dolayr uygulanabilirligin daha fazla oldugunu ve bunun nedeninin ise
molekiiler yapisinin yiliksek molekiiler agirlikli polimer oldugundan ve amino
gruplariin kimyasal reaksiyonlar ve asitlerle tuz olusumu i¢in hazir olan dogrusal
bir poliamin olmasindan kaynaklandigini séylemislerdir [41]. Fan L ve arkadaslar
gama radyasyonunu kullanarak PEO/PVA/kitin hidrojellerleri hazirlamislardir.
Hidrojellerin kimyasal yapilarin1 FTIR-ATR kullanarak karakteize etmisler ve sonug
olarak PEO/PVA/kitin’in hidrojen baglar1 yardimiyla birbirlerine baglandiklarini ve

muhtesem bir sekilde uyumluluk gosterdigini kanitlamiglardir.
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Bu yapilan hidrojellerin de iyi sisme 6zelliklerinin, su buharlasma orani ve
mekanik 6zelliklerin de iyi oldugunu gdstermislerdir [34]. Jankovic ve arkadaslari ise
polimer nanofiberlerin mekanik 6zelliklerinden yararlanip kompoizyonu olarak da
bilinen fiber boyutunu degistirerek Yaung’un modiillerini atomik giic mikroskobu
kullanarak ag¢iklamiglardir ve tek materyal olarak da PVA, PEO ve kompozit
nanofiber olarak da PVA/hiyaliironik asit ve PEO/kitin kullanmiglardir. Sulu
ortamlardaki erozyona karsi gosterdikleri direncin olduk¢a fazla oldugunu
kanitlamislardir ve kemik, tendon ve kikirdak dokular i¢in yapilacak olan
uygulamalarinda yapt  miihendisliginde  kullanilirhi§inin =~ uygun  oldugunu
gostermislerdir. Ayrica PVA (6 GPa) ve PEO (3 GPa) olan nanofiberlerin de daha
elastik olduklarini ve bunlarin da deri ve doku hasar1 iskelesine en uygun olduklarini
gostermiglerdir [42]. Khoo ve arkadaslart da hidrofilik olan PVA, PEO ve PVP
polimerleriyle kitin karigimlari yapmiglar ve oral diseti dagitim sistemleri igin
denekler aragtirmiglardir. Denek olarak kullanilan kdpeklerdeki ¢alismalardan elde
edilen kitin harmani dagitim sistemleri tarafindan saglanan biyoyararlanimin,
ozellikle yiiksek molekiiler agirlikli hidrofilik polimerleri iceren harmanlar i¢in, tek
basina kitin bazli olanlarla karsilastirilabilir oldugunu gostermistir. Diferansiyel
taramali kalorimetri ve dinamik mekanik termal analiz sonuglari ve FTIR-ATR ve
¢ekme testi sonuclari, PEO/kitin ve PVP/kitin karisimlarinin ve incelenen tiim
karisim oranlarinda yanlis olduguna dair kanit gosterirken, sadece PVA/kitin
karisiminin (20:80) orami hari¢ (50:50) ve (80:20) oranlarindaki karigimlarin kanit
olarak gosterilebilecegini ispatlamistir. Calismada ayrica, kitin karisimlarinin sadece
kitinin tek basma oldugundan daha {istiin oldugunu belirtilmistir. Bu 06zellikler
arasinda da yumusatma ozelliginde artis, tahrisi azaltici, daha iyi film kalitesi, daha
fazla esneklik ve daha fazla ¢oziinme yer almaktadir. Kitinin farkli hidrofilik
polimerler ile karigimlart bu nedenlerden dolayr oral mukozal dagitim sistemlerinde

formiilasyon i¢in umut verici aday olabilir [35].
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4.3  Nanokompozitlerin Hemouyumluluk Testi Sonug¢lar:

Nanokompozit drneklerinin hemoliz testi sonucunda 545 nm’de elde edilen
absorbans verileri ile hsaplanmis % Hemoliz oranlar1 Tablo 3, 4 ve 5’te verilmistir.
Shanthini G. ve arkadaslari, malzemelerin neden olduklar1 hemoliz oranlar1 % 5’ten
kiigiik ise olduk¢a hemouyumlu oldugunu, % 10’a kadar ise hemouyumlu oldugunu
ve % 20’den fazla ise hemouyumlu olmayanlar olarak siiflandirmislardir [43].
Tablo 3.2’deki verilere gore tiim PEO/kitin nanokompozitlerinin % hemoliz degerleri
% 5’ten kiigiik oldugu i¢in hemouyumlu malzemeler sinifina dahil edilebilirler.
Tablo 3.3’teki verilere bakildiginda % hemoliz degerleri agisindan PV A/kitin (%1),
PVA/Kitin (%2.5) ve PVAJKitin (%5) olan nanokompozitler olduk¢a hemouyumlu
malzemeler sinifina dahil edilebilirler. Tablo 3.4’e bakildiginda ise % hemoliz
degerleri acisindan PEO/PVA/kitin (%1),PEO/PVA/kitin (%2.5), PEO/PVA/kitin
(%5) olduk¢a hemouyumlu oldugundan hemouyumlu malzemeler sinifina dahil
edilebilirler. Elde edilen sonuglar literatiir incelendiginde daha onceki galismalar ile
uyum igerisindedir. PEO, biyomedikal uygulamalarda kullanilan ve toksik olmayan
bir polimerdir ve in vitro ortamlarda insan gobek damar endotel hiicrelerinde
(HUVECs) ve insan gobek arter diiz kas hiicrelerinde (HUASMCs) kullanildig:
bilinmektedir [44]. Ortama kitin eklenmesinin polimerin bu 6zelliklerine herhangi bir
zarar vermedigi, hemoliz degerlerine bakildiginda da polimer gibi nanokompozitlerin
de hemouyumlu oldugu goriilmektedir. Bu durum sentezlenen nanokompozitlerin
viicut igerisinde kullanilabilecegini kanitlamaktadir. Membranlardaki protein
absorbsiyonu membranlarin hemouyumlulugunu degerlendirmede Onemli bir
faktordiir [45, 46]. Membran yiizeyi ve protein arasindaki hidrofobik etkilesim ylizey
protein absorbsiyonunda oldukga biiyiik etkisi olabilir [47]. PVA/kitin etkilesiminde
kabul edilebilir protein absorbsiyonu olmustur ve etkileri membran yiizeyi, hidrofilik

polimer, siklik, ¢ozlicii ortami ve protein tipi arasindadir [48].
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4.4  Nanokompozitlerin Antibakteriyel Aktivite Sonuglari

Nanokompozitlerin bakterisit etkileri E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi
test edilmistir. Her iki bakteri tiirtine kars1 %1, %2.5 ve %5 oranlarinda kitin igeren
nanokompozitlerin antibakteriyel aktivite tayinleri Sekil 3.31 ve 3.32°de
gosterilmistir. Farkli oranlardaki nanokompozitlerin iki bakteri tiirliniin gelisimini
engelledigi gozlenmistir. Nanokompozitlerin antibakteriyel aktivitesi E. coli ve S.
aureus bakterilerine kars1 %1, %2.5 ve %5 oranlarindaki biitiin nanokompozitlerin
cok etkili olduklar1 ve bakteri gelisimini %95 ve tizeri oranda durdurdugu Sekil 3.30,
3.31 ve 3.32’de goriilmektedir. Gutha Y. ve arkadaslar1 kitin ve hidrofilik
polimerlerden PVA ile gelistirdikleri ¢inko oksit bilye caligmalarinda yaptiklari
antibakteriyel E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi inhibisyon zonu olusumunu
tespit etmislerdir. Yapilan kompozit ile tek basina olan kitinden daha fazla bir zon
olusumu goriilmiistir. Fare derisi lizerinde yaptiklari deneylerle yara kaplama
denemelerinde kullanilan kompozit sayesinde giiclii bir antibakteriyel 6zellik, yara
tyilestirme etkisi, hemouyumluluk ve biyouyumluluk oldugunu ispatlamislardir. Elde
edilen sonug ise sentezlenen kompozitin antibakteriyel uygulamalarda kullanilmasin
desteklemektedir [48]. Antibakteriyel bir 6zellige sahip olan kitinin sentezlenen
nanokompozitlerde bu 6zelligini devam ettirdigi ve hem gram pozitif hem de gram
negatif bakterilerine karst olduk¢a etkili antibakteriyel aktivite gdsterdigi
goriilmiistiir. Ayrica, sonuglarin literatlirdeki caligmalar ile olan uyumlar

calismamizin dogrulugunu ispatlamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Temas Agis1 ve SEM goriintiileri, kitin partikiillerin PEO, PVA ve PEO/PVA
polimerleri igerisinde homojen bir sekilde disperse oldugunu ve nanokompozit

olusumunun meydana geldigini gostermektedir.

2. FTIR-ATR cihazindan elde dilen nanokompozitlere ait spektrumlar kitinin IR
spektrumu ile kiyaslandiginda matriks ile takviye edici malzeme arasinda bir
etkilesme oldugu yeni piklerin olusumu ve baz1 bantlardaki kaymalardan

gbzlenmistir.

3. PEO/kitin, PVA/kitin ve PEO/PVA/kitin % hemoliz degerleri % 5 degerlerinden
distiktiir. Buna bagli olarak bu c¢alismada sentezlenen tiim nanokompozitler

olduk¢a hemouyumludur ve hemouyumlu malzemeler sinifina dahil edilebilirler.

4. In vitro olarak degerlendirdigimiz bu g¢alismada PEO, PVA ve PEO/PVA
polimerlerinin ~ kullanmildigi ~ PEO/kitin, PVA/kitin  ve PEO/PVA/kitin
nanokompozitlerinin biyouyumlu oldugu ve kiiltiir ortamlarindaki hiicrelerde

hicbir toksik etkisinin bulunmadigi sonucuna varilmaistir.

5. Antibakteriyel aktivite sonucuna gore nanokompozitlerin bakteriler iizerindeki
etkileri olusturduklar1 zonlar ile belirlenmistir. E. coli ve S. aureus bakterileri

tizerindeki etkileri oldukga 1yi oldugu gozlenmistir.
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