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¥ZET

ANTKBAKTERKYEL VE ANTKFUNGAL ¥ZELLKKTE
POLKMERKK NANOMALZEMELERKN SENTEZK,
KARAKTERKZASYONU VE DERK END ! STRKSKNDE
KULLANILABKLKRLKIKNKN ARAKTIRILMASI

GURSOY, Ebru
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Ahmet ASLAN
Temmuz 2019, 71 sayfa

Bu tezde, antibakteriyal ve antifungal 6zelliklere sahip olan ¢ay agaci yagi’nin
(TTO) kontrolli salim1 i¢in yapisinda hidrofobik gruplar bulunan poli(HEMA-MAPA)
nanopolimeri siirfaktansiz emiilsiyon polimerizasyon yontemi ile sentezlendi. TTO’in
zaman ve baslangi¢ konsantrasyonuna karsi maksimum adsorbsiyon kosullar1 belirlendi.
Nanopolimerik malzemenin karakterizasyonu i¢in SEM, FTIR, Zeta-boyut, Zeta-
potansiyel ve EDS 6lctimleri yapildi. Yapilan denemelerde, fenilalanin aminoasitini i¢eren
poli(HEMA-MAPA) nanopolimerine maksimum TTO baglanma kosullar1 belirlendi;
etanol icinde, 25 °C sicaklikta, 45 dakika siire ile 2,5 mg/mL TTO konsantrasyonunda
maksimum 55,44 mg TTO baglanma miktari hesaplandi. Optimum kosullarda TTO
baglanan nanopolimerlerin salim kosullarinin incelenmesi i¢in pH ve sicaklik denemeleri
yapildi. Seliiloz membranlar igerisine konulan nanopolimer ilk dakikalarda yiiksek
hizlarda, daha sonra diisiik hizlarda salim davraniglar1 gerceklestirerek, yiiksek oranlarda
madde salimi gergeklestirdigi goriildii. Gelistirilen nanomalzeme, deri endiistrisinde
kullanilan zararli kimyasallarin yerine gegebilecek, insan sagligin1 olumsuz etkilemeyen
ve dogaya dost bir iriin oldugu disiiniilmektedir. Bu nanomalzemenin deri igine
absorplanmasiyla antibakteriyel ve antifungal deri iiriinleri gelistirilip tekstil sektorii gibi

farkli sektorlere kullanim olanagi saglanabilir.

Anahtar S°zc¢ kler: Cay Agaci Yagi, Nanopolimer, Antimikrobiyal, Kontrollii Salim

Sistemleri
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF POLYMERIC
NANOPARTICLES THAT ANTIBACTERIAL AND
ANTIFUNGAL PROPERTIES AND INVESTIGATION OF
THEIR USABILITY IN LEATHER INDUSTRY

GURSOY, Ebru
Master of Science Thesis, Department of Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ASLAN
July 2019, 71 pages

In this thesis, poly(HEMA-MAPA) nanoparticles that include hydrophobic groups were
synthesized by surfactant free emulsion polymerization method for controlled release of
Tea Tree Oil (TTO). SEM, FTIR, Zeta-size, Zeta-potential and EDS measurements were
performed for the characterization of nanopolymeric material. TTO were optimized
maximum of binding conditions. The effect of time and initial concentration on the
adsorption conditions of TTO under different medium conditions was investigated. In the
experiments, maximum TTO binding conditions were determined in the poly(HEMA-
MAPA) nanoparticle containing phenylalanine amino acids; A maximum of 55,44 mg
TTO binding was calculated under at a concentration of 2,5 mg / mL TTO in ethanole for
45 minutes at 25 °C. pH and temperature experiments were performed to investigate the
release conditions of nanopolymers bound to TTO under optimum conditions. The
nanopolymer put into the cellulose membranes carried out release behaviors at high
speeds in the first minutes and then at low speeds. It was observed that they carried out
high rates of substance release. The nanomaterials developed are thought to be a nature
friendly product that can replace harmful chemicals used in the leather industry and do not
adversely affect human health. Antibacterial and antifungal leather products can be
developed by adsorbing this nanomaterials into the leather and it can be used in different

sectors such as textile sector.

Keywords: Tea Tree Oil , Nanopolymer, Antimicrobial, Controlled Release System
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1. GKRKK

Deri endiistrisinde stoklu calisan firmalar ham deriyi yar1 mamul hale
getirerek deri fabrikasinda bekletmektedirler. Miisteriden gelen talep ve moda
dogrultusunda yar1 mamul bu deriler son mamul {iiriine doniistiiriilmektedir.
Derilerin yart mamul hale doniistliriilmesi sirasinda ve yart mamul halde uzun
stire beklemesi durumunda, deriler mikroorganizmal faaliyete maruz kalip zarar
gorebilmektedirler. Deride meydana gelebilecek olan bu mikroorganizmal
faaliyetin tiim deri fabrikasina bulasmasi durumunda ciddi saglik ve ekonomik
problemler ortaya cikarabilmektedir. Ayrica son zamanlarda tiiketiciler giinliik
yasamda sik kullandiklar1 deri iiriinlerinin antimikrobiyal &zellikte olmasin
istemektedirler. Derilere antimikrobiyal oOzellik kazandirmak igin ¢ogunlukla
DMDTC (Dimethyldithiocarbamate) esasli  bakterisit ve TCMTB (2-
(thiocyanatomethylthio) benzothiazole) esasli fungusit olarak ticari preperatlar
kullanilmaktadir. Bu iirlinlerin ¢evreye ve insan sagligina olan etkileri yogun
tartisma altindadir. Bu yiizden alternatif {riinler {izerinde arastirmalar
yapilmaktadir. Artan ¢evre bilinci ve yasal diizenlemelerden dolay1 deri {iriinlerin
iretiminde kullanilan kimyasal maddelerin biyouyumlu 6zellikte olmast

istenmektedir.

1.1 Nanoteknoloji

Nanoteknolojinin fikir babasi 1965 yilinda fizik alaninda Nobel 6diilii alan
Richard Feynman’dir. 1959 yilinda Amerikan Fizik Cemiyeti’nde yapmis oldugu
"Asagida Daha Cok Yer Var" adli konugmasinda nano Olgekte Ozel liretim
yontemlerinin  gelistirilmesi ile atom ve molekiiler biiylikliikte iiretimin
yapilabilecegini ve bu sayede yeni buluslar olabilecegini sdylemistir. Feynman bu
konusmasinda kii¢iik boyutlarda, yercekimi gibi kanunlarin 6neminin azalacagini,
Van der Waals gibi mikro diizeydeki zayif kuvvetlerin daha Onemli hale

gelecegini dile getirmistir (Ersoz ve ark., 2018)

Disiplinlerarasi arastirmalarin kolaylastirilmasi, son yillarda nanobilim ve
nanoteknoloji alaninda biiytik ilgi gérmiistiir. Nano dl¢ekli bilim ve miihendislik,
farkli bilim ve miihendislik disiplinlerinin birlesmesini saglar. Bu durumda, bu tiir

bir yaklasim, yalnizca nano 6l¢ekli bilim i¢in degil, ayn1 zamanda ortaya ¢ikan bu



teknolojik alanlarin yonetilmesi ve diizenlenmesi igin de 6nemli etkilere sahiptir

(Porter ve Youtie, 2009)

Nanobilim kendi fiziksel, kimyasal veya biyolojik 6zellikleri i¢in bir
nanometrenin biiyiikliigii olan nesnelerin incelenmesi ile ilgilidir. Bir nanometre
metrenin milyarda biridir ve tipik atomlar bir nanometrenin {igte biri kadardir
(Kaur ve Agrawal, 2007). Nanoyapilar yaklasik 10-100 atomluk sistemlere (10
metre) karsilik gelmektedirler (Celep ve Kog, 2007). Bir maddenin ii¢ boyutu da
100 nm’den kii¢iik ise nanopartikiil, quantum dots, nanoshell, nanoring ve mikro
kapstil olarak adlandirilir. Makro boyutta olusmayan 6zelliklerden bazilar1 nano
boyutta ifade edilebilir. Bunun sebebi olarak makro diinyada Olgiilerin siirekli
olup nano diinyada ise siirekli olmamasi ve malzemenin boyutunun kiiglilmesiyle
ylizey alanlarinin hacimlerine oranlarinin artmasidir. Yiizey alan1 ve hacim orani
arttikga, diistik molekiiler agirliga sahip maddeler olusturulabilir (SHN, 2006);
(Hornyak ve ark, 2008).

1.1.1 Polimerik Nanopartik¢ ller

Polimerik nanopartikiiller, diger polimer tasiyicilara nazaran 6nemli bir
iistiinliik saglar, ¢iinkii polimer matrislerinde muazzam degiskenlik nanopartikiil
ozelliklerinin uyarlanmasina izin verir. Ayrica; iretim kolayligi, ylizey
modifikasyonu kolayligi, kapsiilleme verimliligi, yiikk korunumu, yavas veya hizli
polimer bozunumu ve kontrollii ilag salimi gibi avantajlart bulunur (Patel ve
ark.,2017)

Nanopartikiil arastirmasi, biyomedikal, optik ve elektronik alanlardaki ¢ok
cesitli potansiyel uygulamalardan dolay1 su anda yogun bir bilimsel ilgi alanidir.
Nanopartikiiller bu uygulamalarin  bircogunda O6nemli bir rol oynar.
Nanopartikiillere 1ilginin fazla olmasinin nedeni, diger partikiillerden ve
materyallerden ¢ok daha biiyiik ylizey alani gibi benzersiz 6zelliklere sahip
olmasidir. Yiizeyin reaktivitesi, kuantum davraniglarindan kaynaklanir ve bu
davraniglar nanopartikiilleri tahmin edilemez hale getirir. Ciinkii nanopartikiiller
termodinamik kosullar1 ile aninda degisebilen reaktiflerin ve adsorbe edici
bilesiklerin varliginda ylizeylerini degistirerek farkli 6zellikler kazanabilir. Bu

nedenle nanopartikiiller, ilaglar, problar ve proteinler gibi bilesikleri baglayabilen,



adsorbe edebilen ve tasiyabilen genis (islevsel) bir ylizeye sahiptir. Diger yandan,

analoglarina gore kimyasal olarak daha reaktif olabilecek bir yiizeye sahiptir.
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Sekil 1.1 Nanopartikiil tipleri (Mc Carthy et al.,2015)

Polimerik nanopartikiiller (PNP'ler) biyolojik olarak parcalanabilir bir polimerden
olusur. Biyouyumluluk; doku miihendisligi, ilag ve gen taginimi ve yeni agilama
stratejileri gibi potansiyel uygulamalar i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Biyobozunur
polimerlerin  gogu, polisiyanoakrilat, poly (D, L-laktid) gibi sentetik
polyesterlerden veya poli (laktid asit) PLA, poli (laktit-ko-glikolid) gibi
polimerlerden olusur. Arastirmacilar son ¢aligmalarda, sentetik polimerler ile ilgili
bazi toksikolojik problemlerin iistesinden gelmek i¢in kitosan, jelatin ve sodyum
aljinat gibi dogal polimerlere yonelmislerdir. Polimer kimyasi bakis agisiyla
bakildiginda, hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklere uygun yeni polimerler
olusturmak yayginlasacaktir (Abhilash, 2010).

1.1.2 Nanopartikg llerin Uygulama Alanlarg

Floresan biyolojik etiketler
Ilag ve gen salim

Patojenlerin biyolojik tespiti

T T T~ T

Proteinlerin tespiti



DNA yapisinin arastirilmast

Doku miihendisligi

Isitma yoluyla timor yikimi (hipertermi)

Biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin ayrilmasi ve saflagtirilmasi
Kozmetik

Nanosensor (Salata,2004)

Gida bilim ve teknolojisi (Tarhan ve ark.,2010)

To T To To To T T

Nanopartikiiller, tekstil ~materyalleri  {izerinde koku  giderimi,
antimikrobiyal 6zellikli, antifungal 6zellikli ve biyosidal malzemerin kontrollii
salimi amaciyla da kullanilmaktadir. Ciba Specialty Chemicals (CSC) bu amagla
antimikrobiyal 6zellige sahip nanokapstiller ile lifleri modifiye ederek bakterilerin
gelisimini Onledigini ifade etmektedir. Benzer teknolojiler kullanilarak kokulari
absorplamada da basarili olunmaktadir. Nanopartikiil boyutlarinda kiigiilme
oldukga, partikiillerin spesifik ylizey alanlar1 artarak mikroorganizmalar ile olan

temas ytiizeyleri de artmaktadir (Morones ve ark., 2005).

1.2 Kontroll¢, Salém Sistemleri

Arastirmacilar, biyolojik ve tibbi sorunlarin ¢éziilmesine yardimei olmak
icin siirekli olarak yeni kimyasallar aramaktadir. Bu kimyasallar veya ilaglar
genellikle istenen etkileri elde etmek i¢in periyodik olarak uygulanir. Son yillarda,
bu kimyasallarin uygulanma yontemlerine daha fazla énem verilmistir. Istenilen
ilag uygulama modellerini elde etmek i¢in, yavas veya uzun siireli ilag salimi i¢in
yaklagimlar arastirnlmaktadir. Bu yaklasimlarda, ilag kompleksleri, enterik
formiilasyonlar, siispansiyonlar, emiilsiyonlar ve sikistirllmis tabletler
kullanilmaktadir. Bu tiir yontemler, ilaglarin tasiyicilarindan salinmasini
geciktirirken, salim oranlari gevresel kosullardan etkilenir ve tekrarlanabilirlikleri
oldukea diisiiktiir (Langer,1980).

[lag salimini uzatmanm bir araci olarak artan dikkat ¢eken bir yaklasim,
ilaglarin kat1 polimerlere dahil edilmesi olmustur. Bu yontem, ilaglarin kontrolli
bir sekilde uzun siire salinmasina izin verir. Polimer-ilag sistemlerinde, salim hizi
aracinin kendi 6zelliklerine gore belirlenir ve ¢evresel kosullardan etkilenmesi ¢ok

diisiiktiir. Ayrica, polimerik salim sistemleri yiiksek tekrarlanabilirlikle



tasarlanabilir ve bir yildan fazla bir siire boyunca siirekli olarak ila¢ salinan
sistemler de gelistirilebilir. Ideal kontrollii salim sistemi ila¢ seviyelerini belirli bir
terapotik aralikta sabit bir degerde tutar (Langer,1980).

Nanopartikiiller, ila¢ hedefleme, ilag salimi1 konusunda ve tani1 ve tedaviyi
bir araya getirme potansiyelleri ile birlikte biiylik avantajlar saglar. Temel
hedefleri;

e Biyolojik ortamdaki stabilitelerini arttirmak,

e Aktif bilesenlerle biyolojik diizenlemeye aracilik etmek,

e ilag yiiklemesini, hedeflemeyi, tasimayi, salimmi ve biyolojik

engellerle etkilesimi gelistirmektir (Tiwari ve ark.,2012)

1.2.1 Kontroll;, Salém Sistemlerinin Sénéflandérélmasé

Kontrollii salim sistemleri uygulanacak bolgeye, etken maddenin yapisina,
salim mekanizmasina ve sekillerine gore difiizyon kontrollii sistemler, kimyasal
kontrollii sistemler, su ge¢is kontrollii sistemler ve ayarlanabilir kontrolli

sistemler olarak dort baslik altinda simiflandirilir.

1.2.1.1 Dif¢ zyon Kontroll¢, Sistemler

En yaygin kullanilan salim sistemi olan difiizyon kontrollii salim
sistemlerinde etken maddenin salim hizi suda ¢6ziinmeyen polimerden diflizyonu
ile kontrol edilir. Pratikte, ilacin polimerik bir sistemden difiizyonu, ilag salimi
i¢in hiz smirlayict adimdir. Diflizyon kontrollii sistemler membran sistemleri ve
matriks sistemleri olmak iizere iki sekilde hazirlanabilir (Bruck, 1982); (Rathbone
et al.,2008)

Membran sistemlerinde ilag, polimerik bir tabaka ile gevrilidir. Salimin
hizi, ilacin polimerik tabakadan difiizyonuna baglidir. Kapsiil, mikrokapsiil film,
tabaka seklinde hazirlanabilen bu sistemlerin en biiylik avantaji sabit salim hizina
kolaylikla ulasabilmeleridir (Bruck, 1982). Bu sistemlerde etken madde sistemin
merkezinde bulunur (6rnegin, pelet veya tablet). Kabuk, salim oraninit kontrol
eden polimerden olusur. Genel olarak, kaplama bariyeri boyunca ila¢ difiizyonu

salim hizini kontrol eder (Rathbone et al.,2008).
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Sekil 1.2 Membran sistemlerinde kontrollii salim mekanizmas1 (inal, 2007).

Matriks (Monolitik) sistemlerinde etken madde sistem genelinde
(genellikle homojen olarak) dagitilir. Bu tiir sistemlere “mono blok” sistemi de
denir. Kolay iiretilebilirliginden dolay1 en ¢ok tercih edilen sistemler arasinda yer
alir. Bu sistemlerin temel prensibi, etken madde salimi 6nce polimerik matriksin
ylizeye yakin kisimlarinda gerceklesirken sonraki siirecte matriksin ¢

kisimlarinda gergeklesir.

Baslanguc t zgman

Polimerik matriks icerisinde dagitilnns etken madde

Sekil 1.3 Matriks sistemlerinde kontrollii salim mekanizmas1 (Inal, 2007)



1.2.1.2 Kimyasal Kontroll¢, Sistemler

Zincire takili sistemler ve viicutta aginan sistemler olmak {iizere iki tiptir.

Zincire takélé sistemlerde etken madde polimerik yapiya (¢6ziinen veya
¢ozlinmeyen polimer olabilir) kimyasal olarak baglanmistir. Aradaki kimyasal
bagin ¢esitli etkilerle (Su, enzim) kopmasi sonucu etken madde salimi gergeklesir.
Belli bir bolgeye hedeflenen etken madde salimi (doku, organ, hiicre vb.) toksisite
sorununu azaltmak ve ayni zamanda terapotik etkinligi arttirabilmek amaciyla
yapilir. Bu sistemin diger sistemlere gore avantaji polimerik yapimin yaklagik

%380’1ni etken maddenin olusturmasidir.

polimer iskeleti —> polimer iskeleti
UL T T
zaman: 0 S ;1;{:1}-3

Sekil 1.4 Zincire takili sistemlerin kontrollii salim mekanizmasi (Kabas, 2006)

V¢ cutta akénan sistemler biyobozunur malzemelerle birlikte
tasarlanabilir. Etken madde biyobozunur polimer igerisinde dagitilir. Polimer
viicutta bozunmaya basladiktan sonra etken madde salim1 gergeklesir (Dortung,

2002).

1.2.1.3 Su Ge-ik Kontroll¢, Sistemler

Suyun cihaz igine girmesiyle ilag saliminin diizenlendigi sistemler ozmotik
ya da sisebilen sistemler seklinde tasarlanabilir. ilag, ozmatik cihaz igerisinden,
lazerle acilmis bir delikten disartya pompalanir. Sistemin etrafini saran yari-
gecgirgen zar, suyun igeri girisine izin verirken aym zamanda ilacin disari
¢ikmasini engeller. Su, ilacin yarattigi ozmoz ile sisteme taginir. Sistem
icerisindeki hacim artisinin olusturdugu basing ile ilag disar1 pompalanir (Akan,
2008).



Sisebilen sistemlerde ise etken madde, kuru haldeyken camsi gériiniime
sahip olan hidrofilik bir polimer igerisinde dagitilir. Camsi kaliptan etken
maddenin difiizyonu son derece yavas oldugu i¢in salim gergeklesmez. Ancak,
boyle bir sistem sulu ortama yerlestirildiginde, su matrisi sisirir ve boylelikle ilag

kolaylikla polimerden disar1 atilir (Akan, 2008).

1.2.1.4 Ayarlanabilir Kontroll¢, Sistemler

Bu sistemler iki tiptir. Disardan ayarlanabilen sistemler ve kendi
kendine ayarlanabilen sistemlerdir. Disardan ayarlanabilen sistemlerde etken
maddeyi viicuda dagitan ve viicudun herhangi bir bolgesinde bulunabilen mekanik
pompalar bulunur. En O6nemli uygulamalar1 secker hastalar1 {izerinde
goriilmektedir. Kendi kendine ayarlanabilen sistemler ise hem substrata duyarl
hem de ¢evreye duyarl olabilir. Substrata duyarl sistemlerde bir molekiile cevap
olarak etken madde salimi baglar. Cevreye duyarli sistemlerde ise ortam kosullari

degistiginde (sicaklik, pH vb.) etken madde salim1 gergeklesir.

1.2.2 Kontroll¢, Salém Teknolojisi Uygulamalar

A Klinik ve Farmasotik Uygulamalar
A Biyolojik Uygulamalar
A Tarimsal ve Cevresel Uygulamalar (Langer,1980)

1.3 Ham Deri

Deri endiistrisinin temel ham maddesi, dokusu, kimyasal bilisimi ve diger
ozellikleri kendine has olan dogal bir {iriindiir ve hayvanlarin derisinin yiiziilmesi

ile elde edilir.

Hayvanin  sirtindan  yiiziildiigi =~ andan  itibaren  ham  deri,
mikroorganizmalara kars1 direngsiz kalir. Farkli yontemlerle konservelenmis ham
deriler, tabakhanelerde uygulanan farkli islemler sirasinda, mikroorganizmalara
karsi alman Onlemlere ragmen, bu mikroorganizmalar i¢in besin ortami
olusturmaktadir. Ham deri biyolojik materyal olmasindan dolayi, yiiziildiikten
hemen sonra kullanilamamaktadir (Ozcan ve ark., 2003). Ham deriyi bozulmaz

stabil bir forma getirebilmek amaciyla bir dizi kimyasal islemden ge¢cmesi gerekir.



Bu islemler 1slatma, kiregleme, kil giderme, kire¢ giderme, yag giderme,
tabaklama gibi islemleri igerir. Tiim bu adimlar igin, kullanilan kimyasallar
oldukga toksiktir. Bu toksik on islemler nedeniyle, deri endiistrisi ¢evreye zararin

en kot suclularindan biridir (Kamini et al.,1999).

Derinin iretimi ve dagitiminda bakteriyel (genellikle islemin erken
asamalarinda deriler ve postlar i¢in gegerlidir) ve fungal (genellikle tabaklama
gerceklestikten sonra uygulanir) olmak iizere iki tiir biyolojik bozulma ile
karsilasilir. Fungal biyobozunma, deriyi hem tabakhanenin i¢cinde kismen islenmis
durumda iken hem de tamamen bitmis bir {lriin haline getirildikten sonra

etkileyebilir (Hauber and Germann, 1997).

Ham derinin yapisinda %65 su, %33 protein, %1,8 yag, %0,2 mineral
maddeler bulunmaktadir. Ham deri igerdigi bu maddeler ile bakteri ve fungus
tiirleri icin miikemmel bir besi ortamidir (Ozcan ve ark., 2003). Deri islentileri
sirasinda bazen asidik bazen de bazik yapida olan deri materyali bakteri ve
funguslar tarafindan zarar gérmektedir. Normal kosullarda nétr durumda olan deri
1slatma basamaginda bazik pH’lara ¢ekilirken bakteri zararina; pikle, tabaklama
asamalarinda asit pH’lardayken fungus zararina maruz kalmaktadir. Aym
zamanda ham derilerin depolandig1 andaki ve islenti esnasindaki pH, nem ve
sicaklik degerleri bakteri ve funguslarin liremesine zemin hazirlar. Kaliteli deri
eldesi i¢in deri Uretim islemleri sirasinda ve sonraki siireglerde deriyi

mikroorganizma saldirilarindan korumak gerekmektedir (Karaboz ve ark., 2003).
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HAYVAN DERIsi
Su % 65 Mineral maddeler %0,2 Proteinler %33 Yaglar %1,8
Tabaklama Ozellikle kalsiyum Derinin esas Tabaklama stirecinde
SLIIECde o magnezyum bilegikler maddesidir biiyiik bir bolimii
bu}"'_-ﬂ* balimi tabalklama siirecinde deriden uzalklagtihr
uraklastihr. lasmen uzaklagtnhr
Keratin Kolagen

Oz deri
tabakaswun dolu
lifleri mamul deri
haline
doniigtiriltr.

Ust derivi olugturur.
Tabaklamadan tnce
vasg islentilerde

deriden uraklagtinls.

Sekil 1.5 Hayvan derisinin kimyasal yapis1t (MEGEP, 2007)

Deri lizerinde yetisebilecek bir¢ok fungus tiirii vardir, ancak ¢ogu zaman
bir susun varligir digerlerinin goériiniimiinii bastirir. Deri iiretiminde kullanilan
kimyasallarin birgogu kiif gelisimi i¢in besin maddesi gorevi goriir, ornekler
arasinda amonyum tuzlari, fosfatlar, yilizey aktif maddeler, yaglama maddeleri ve
diger organik maddeler bulunur. Fungusitler, kiif olusumunu kontrol etmek veya
daha da iyisi kif olusumunu o6nlemek icin kullanilirlar ve deri endiistrisinde
kullanilanlar iki genis kimyasal aileye girer; fenolikler (CMC, OPP ve TCP
iceren) ve heterosiklikler (TCMTB, OITZ, BMC ve DIMTS'yi igerir). Genel
olarak, fungusitler, funguslara miidahale eder veya bitki dokularinda mantar
gelisimini ve c¢ogalmasin1 Onler. Daha spesifik olarak, fungusitler hiicre
boliinmesine engel olabilir, baz1 enzimlerin aktivitesini inhibe edebilir veya hiicre
zarlarinin islevini degistirebilir. Etkinligin bir 06l¢iisii olarak, fungisitlerin

asagidaki 6zelliklere sahip oldugu kanitlanmalidir:

Yiiksek aktivite
Genis bir antimikrobiyal spektrum
Deri ve proses ¢ozeltileri ile uyumluluk

Deride stabilite

I ITe T T T

Boya atmayan
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A Cevresel olarak kabul edilebilir
A Insanlara ve diger sicak kanli hayvanlara diisiik toksisite

A Maliyet etkinligi (Hauber and Germann, 1997).

1.3.1 Ham Deri Kklenti Basamaklars

Ham derinin yar1 mamul halden mamul deriye doniistiiriilmesi esnasinda

derinin yapisinin bozulmadan farkli islemlerden gegirilir.

1.3.1.1 Pikle Konservasyon

Derinin iizerinde bulunan bakteriler ve mantarlarin yasamsal faaliyetlerini
engellemek ve Oldiirmek amaciyla yapilan bir islemdir. Derinin su miktari
azaltilarak bakteri ve fungus tiirlerinin gelisimi engellenebilir. Pikle
konservasyonun etkisi, bakteri ve mantar gelismesini 6nleyen piklenin kuvvetli

asidik ozellige sahip olmasidir.

Yapilan bir arastirmada, bir gram taze sigir derisinde yaklasik 40 milyar
bakteri oldugu bulunmustur. Bu sayinin tuzlanmis kuru derilerde yaklagik 5
milyara kadar dustiigii goriilmiistiir. Ayrica bu bakterilerin deri proteinlerini

parcalayici etkiye sahip olduklar1 gdsterilmistir (Dikmelik,2013).

1.3.1.2 Islatma- Yumukatma

Ham deriler konservasyon isleminde ¢ok su kaybederek sert ve biikiilebilir
hale gelirler. Derilerin su kaybini geri kazandirip rahat islem yapabilmek amaciyla
yumusatma islemi uygulanir. Bu islemin bir diger amaci deriyi, tizerinde Kirlilik
yaratan kan, diski ve kirlerden arindirmak, derinin {izerinde bulunan dezenfektan
ve konservasyon maddelerini ve tuzda ve suda ¢dziinen bazi proteinleri deriden
uzaklastirarak deriyi mikroorganizma, tuz ve pisliklerden temizlemektir (MEGEP,
2007); (Cengiz,2002).

Bu basamakta kullanilan suyun sicakligt ve pH degeri mikroorganizma
iiremesi yoniinden 6nemlidir. Suyun sicakliginin yiikselmesi bakteri liremesini
hizlandirmaktadir. Suyun sicakligi notr olmalidir. Alkali pH’larda (6zellikle 8-10)
bakteri gelisiminde anormal artiglar meydana gelmektedir (Dikmelik,2013).
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Yumusatma basamaginda derinin bozulmasini 6nlemek icin ¢esitli bakterisitler
kullanilir. Bu bakterisitlerin basinda paraklorofenol (PCP) gelir. Fakat bu
maddenin kanserojen etkisi bulunduktan sonra kullanimi kisitlanarak daha az
toksik etki gosterdigi diistiniilen alternatif maddeler kullanilmaya baslanmistir. Bu

maddeler:
- sodyum dimetil ditiyo karbamad,
-2-tiyosiyanometil tiyobenzo tiyosol (TCMTB),
-N-hidroksimetil-N-metilditiyo carbamad,
-Tetrahidro-3,5-dimetil-2H-1,3,5-tiyadiazin-2-tiyo’dur.

Yumusatma basamaginda temel hedef bakterilerdir ve bu kimyasallar

bakteriler tizerinde etkilidir (Dikmelik,2013).

1.3.1.3 K&l Giderme ve Kire-leme

Deriler uygun kosullarda yumusatildiktan sonra, diger islem olan kil giderme
ve kiregleme islemi baglatilir. Bu islemde amag; kil ve yiinlerin alinarak deri
yiizeyini temizlemektir. Alkali bir ortamda sisme sonucu deri materyalinin [if
yapisin1 agarak, sekilsiz proteinler deriden uzaklastirillir (Cengiz,2002). Deri
tizerindeki killarin giderilmesinde kullanilan kimyasallar; kireg, kalsiyum stilfiir,

sodyum siilfiir amonyak gibi maddelerdir (Dikmelik, 2013).

1.3.1.4 Kire- Giderme

Bu islemde ama¢ kimyasal yolla baglanan kireci uzaklastirmak, deriye
yumusaklik kazandirmak ve proteinleri uzaklagtirmaktir. Fiziksel kire¢ giderme,
kimyasal gire¢ giderme, asitlerle kire¢ giderme, tuzlarla kire¢ giderme yontemleri

bulunur.

1.3.1.5 Pikle

Bu islem derilerin tabaklamaya hazirlanmasi ve korunmasi amaciyla yapilir.
Deri bu basamakta asit ve bazlarla etkilestirilir. Deri uygun pH’a (pH 3) getirilir.
Pikle derilerde fungus gelisimi tehlike arz eder. Yiiksek tuz ve asidik ortam varligi

fungus gelisimini kismi olarak engellemektedir. Bu sebeple, bu basamakta
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fungusit kullanimi tercih edilmektedir. Bu basamakta kullanilan fungusit

maddeler:

e TCMTBIJ2-(tiyo-siyanatometil-tiyo) -1,3-benzo-tiyazol)];
e OP(orto-fenil fenol);
e OIT(2-n-oktil-4-izotiyazolin-3-1) ve

e di-iyodometil-p-tolilsiilfon’dur.

Son yillarda artan ¢evre bilinciyle bu tiir maddelerin kullanimi1 ¢evreye ve
insana toksik etki gostermeleri nedeniyle kisitlanmaktadir. Alternatif madde

arayist devam etmektedir (Dikmelik,2013)

1.3.1.6 Tabaklama

Deri tabaklama, kirlilik kontrolii agisindan 6nemli bir endiistriyel faaliyettir.
Neredeyse tiim atik tiirleri, tiretim kosullarina ve ¢alisma kosullarina gore genis

bir ¢esitlilik gosterir (Tiinay et al.,1999).

Amag, derinin bozulmaz stabil bir forma gelmesini saglamaktir. Bozulma
potansiyeli olan deri, tabaklamada kullanilan maddeler yardimiyla bakterilere,
funguslara, suya, 1stya karst dayanikli hale gelir. Tabaklama islemlerinde reaktif
kollajen grubuyla capraz baglanabilen organik veya inorganik malzemeler
kullanilir (Kuria et al.,2016). Bitkisel tabaklamada bitkisel tanenler; mineral
tabaklamada krom, titanyum vb gibi mineral kokenli tanenler; sentetik
tabaklamada fenol, naftalin, iire bazli maddeler kullanilir. Diinya ¢apinda %90’lik
oranla en ¢ok kullanilan tabakama maddesi krom tuzlaridir. Tabaklama isleminde
sicaklik 30-37 °C, pH ise 3,5-4,5 arasinda olmalidir (Rutland, 1990).

1.3.1.7 N°tralizasyon

Notralizasyon isleminin amaci; derinin pH’mi kullanilan kimyasalarin pH
derecesine yaklastirmaktir. Derileri sonraki asamalara hazirlamak igin
tabaklanmis derideki serbest asitler uzaklastirilir. PH normal olarak nétr noktaya
yiikselmediginden, gercekte deasidifikasyondur. Asirt noétralizasyon, gevsek
tanecikler ve bos saplarla sonuglanir; 6te yandan, ¢ok diisiik pH, istenmeyen krom

atilimina neden olur (Buljan ve Kral, 2015).
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Bu islemde kullanilan kimyasal maddeler; sodyum formiyat, sodyum karbonat,

kalsiyum formiyat, boraks, sodyum silikat ve nétral sistanlar olarak siralanabilir

(Cengiz, 2002).

Notralizasyon islemi genellikle 5.0-5.5 pH dereceleri arasinda yapilir. Fakat bu

deger farkli deri tipleri i¢in degisiklik gosterebilir (Doganay ve ark.,2013).
1.3.1.8 Retenaj

Deriye retenaj maddeleri baglayarak derinin lif yapismi ve bosluklarini
doldurup deriye saglamlik, elastik 6zellik ve yirtilma direnci kazandirilir. Retanaj
prosesinde akrilat, sintan, regineler, bitkisel tabaklama ekstraktlar1 ve aldehit gibi
farkli kimyasallar kullanilabilir (Colak,2017). Literatiirde mevcut ¢esitli retanaj
ajanlar1 vardir. Bitkiler, sentetik tabaklama ajanlar1 (sistanlar), formaldehit ve
akrilik tipi materyaller, retanaj isleminde Onemli bir rol oynar (Jaisankar ve
ark.,2010); (Kanagaraj ve ark., 2015). Ozellikleri saglamada kullanislh olan fenol /
formaldehit kaynaklarindan sentetik olarak hazirlanan retanaj maddeleri kullanilir.
Bu ajanlar, isleme sirasinda deri tarafindan tamamen alinmayan ve atik su i¢inde
kirletici madde olarak iiretilen bir¢ok tanen olmayan veya tanen olan madde icerir
(Zhang ve ark.,2011). Sentetik tabaklama maddelerini (sintanlar) secerken,
derilere verdigi Ozelliklerin yani sira, g¢evresel performansimi goz Oniinde
bulundurmak o6nemlidir. Biyolojik olarak parcalanamaz, spesifik ve masrath
tersiyer islem gerektiren maddeleri se¢gmekten kagiilmalidir (Michael ve

ark.,2015); (Buljan ve Kral, 2015).

1.3.1.9 Boyama

Derilerin dis etkilerden korunmasi ve giizel bir goriiniim saglanmast i¢in renkli

héle getirilmesi islemine “boyama”; kullanilan maddelere “boya” adi verilir.

Burada amag; azoboyar maddeler, direk boyalar, metal kompleks, asit boya
maddeleri, katyonik boya maddeleri gibi boyar maddeler kullanarak istenilen deri
rengini elde etmektir. Asit ve anyonik boyalar kullanilacak ise diisiik pH tercih
edilir. Clinkii asit boyalar zayif asit gibi davranarak derinin amino gruplarina

hidrojen bagi ile baglanirlar.
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Boyama isleminde sicaklik da 6nemli bir parametredir. Diizglin gériiniimlii bir
boya, daha iyi niifuz ve agik renk yiizey isteniyor ise diisiik sicaklik (alt sinir 40
°C, diizgiin olmayan yiizey ve koyu renk isteniyorsa yiiksek sicaklik (iist sinir 50

°C) segilir.

Mavwi
/ Kursuni  Menekse
Yesil

/v

Zeytin Mor

/ Kahve Bordo

Sar — —_— Al

Sekil 1.6 Deri boyamada yararlanilan sematik renk tiggeni (Dikmelik,2013)
1.3.1.10 Finisaj (Deri Bitirme Kklemleri)
Bu islem diger tiim islemlerden ge¢mis derinin makyajini yapmak olarak

tanimlanabilir. Bu islemin tamamlanmasiyla deri, satisa uygun hale getirilir.

Derinin kalitesi yiikseltilir ve deri daha albenili hale getirilir.



Sekil 1.7 Finisaj dairesi ve askida kuruyan sigir derileri (Dikmelik, 2013)

Finisaj maddeleri olarak; pigmentler, binderler, nitroseliiloz ve laklar,

solventler ve seyrelticiler, capraz baglayicilar, matlastiricilar, dondurucular,

vakslar ve florlu bilesikler kullanilir.
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Sekil 1.8 Deri isleme basamaklar1 (Thanikaivelan ve ark.,2004)
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Protein igerikli bir materyal olan ham deri mikroorganizmalar karsisinda
kolayca bozunabilmektedir (Harmancioglu ve ark, 1993). Ham derinin bozulmaz
stabil bir forma getirilebilmesi amaciyla farkli proseslerde ¢esitli kimyasallara tabi
tutulmaktadir. Bu {iretim basamaklarinda derilere antimikrobiyal o6zellik
kazandirmak icin ¢esitli ajanlar kullanilmaktadir. Ancak bu kimyasal maddelerin
bazilarinin insan saglig1 ve ¢evreye olan zararli etkilerinin olmasi, bazilarmin ise
mikroorganizmalar {izerinde istenilen etkinliginin yeterli olmamas1 gibi sorunlar
ile karsilagilmaktadir. Bu problemlerden otiirii antimikrobiyal deri iiretiminde
farkli teknolojilerin ve kimyasal maddelerin kullanilabilirligi arastirilmaktadir
(Bayramoglu ve ark, 2009). Diinya {izerinde mikroorganizmalar1 6ldiiren binlerce
kimyasal madde bulunmasma karsin deri endistrisinde  kullanilacak
antimikrobiyal maddeler sinirli sayidadir. En yaygin kullanilan kimyasallar;
quarterner amonyum bilesikleri, oksitleyici bilesikler, karbamatlar, peroksitler,
metal iyonlari, triklosan esash iriinlerdir (Cuadros ve ark., 2012). Klorlu
fenollerin insan saghgma ve c¢evreye olan zararlarindan dolayr kullanimi
yasaklanmistir (TFL Eco Guideline, 2017). Mevcut siipheler ve tartigmalar yaygin
sekilde kullanilan 6zellikle 2-(Tiyosiyanometiltiyo)benzotiyazol (TCMTB)nin ve
diger biyosidalerin kullaniminda da devam etmektedir. Giiniimiizde biyobozunur
iriinlere olan talepten dolay1 kitosan (Ocak ve ark., 2015) ve esansiyel yaglar gibi

dogal tirtinlerin kullanilabilirligini giindeme getirmistir.

1.3 Esansiyel Yajlar

Giiglii bir koku ile karakterize edilen esansiyel yaglar, aromatik bitkilerin
cicek, tomurcuk, tohum, yaprak, dal, kabuk, bitki, aga¢c, meyve ve kok
kisimlarindan genellikle su buhart destilasyonu veya farkli ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak elde edilen dogal, karmasik bilesiklerdir. Ugucu veya
eterik yaglar olarakta adlandirilir. (Burt.S,2004); (Bakkalali.S ve ark.,2008).
Ucucu, kolayca kristallesebilen lipit ve genellikle renksiz veya acik sar1 yagimsi
stvilar olup, yagda veya suyun yogunlugundan daha diisiik bir yogunluga sahip
organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Bilesenleri membrandz dokulardan veya diger
bitki komponentlerinden fiziksel olarak ayrilabilen lipofilik ve oldukca ugucu
ikincil bitki metabolitleridir (Bilia, A. R ve ark.,2014); (Bayaz, M. 2014).
Lipofilik oldugu i¢in, bu yaglar tipik olarak hiicre ge¢irgenliginin artmasina, hiicre

ici bilesenlerin uzaklagmasina ve enzimlerin etkisini kaybetmesine neden olacak
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sekilde membran yapilarina entegre olur. (Serra et al., 2018). Esansiyel yaglar
kullanim yerine gore farkli proseslerle tiretilir. Buhar destilasyonu, ugucu yaglarin
ticari izolasyonunda kullanilan en yaygmn yontemdir. Bakterisidal, fungusidal,
gida katki maddesi ve farmasotik amagli kullanimlarda daha ¢ok mekanik
ekstraksiyon ve buhar destilasyonu yontemi kullanilirken; parfiimeri endiistrisi
icin kullanilacak esanslar elde edilirken ¢oziicii ekstraksiyon yontemi veya
stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon yontemi kullanilir (Bayaz, M., 2014);
(Rao, J. et al., 2019)). Esansiyel yag eldesinde kullanilan yontemler Sekil 1.6’da

verilmistir.
| Esansiyvel Yag Eldesinde Kullamilan Yéntemler I
1. Damitma (Destilasyon) Yéntemi 2. Ekstraksiyon Yintemi Presleme Yontemi
Bilesenleri kaynama noktalarmdali Ugucu vagin bir piziich iperisinde Uriiniin bez torba igerisinde hidrolik pres
farklardan vararlanarak avirma islemidic ¢oziindiiriilersk almmas: islemdir. altinda sikalmastyla uguen yaglar alnr.
2. Suile damtma a. GBziicii ekstraksiyonu
b. Su buharinda damtma b. Siiperlaitik st ekstraksivonu
e. Valum altnda damstma c. Mikrodalga vardimiyla ekstraksiyon

d. Sdagtindnug ¢éziict ekstraksivonu
. Kati faz mikro ekstraksivon

f. Gok yvonla ekstraksivon

Sekil 1.9 Esansiyel yag eldesinde kullanilan yontemler (Bayaz, M. 2014).

Bitkilerin ikincil metabolitleri olan esansiyel yaglar; antibakteriyal,
antifungal, antiviral, antitoksijenik insektisidal ve sitotoksik aktivitelere sahip
olmalar1 sebebiyle farmakoloji, tibbi ve klinik mikrobiyoloji, fitopatoloji, gida
koruma gibi ¢esitli alanlarda calisilmaktadir (Zaouali. Y ve ark.,2010). Bugiine
kadar yapilan ¢aligmalarda ugucu yaglarda 2000°den fazla bu o6zelliklere sahip
kimyasal bilesenlerin bulundugu belirtilmistir. Tipik olarak, ugucu yaglar
terpenler, terpenoidler (oksijenli terpenler) ve fenoller gibi farkli bilesenler igeren
karmasik karigimlardir. Aymi bitki tiirlerinden elde edilen esansiyel yag
numunelerinin kimyasal bilesimi; cografi alan, habitat, hasat zamani, ekstraksiyon
yontemi ve saklama kosullarina bagh olarak degiskenlik gosterebilir (Bayaz, M.
2014); (Rao, J. et al., 2019).
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Sekil 1.10 Esansiyel yaglarin kimyasal kompozisyonu (Bakkali et al., 2008)

Karmagik yapiya sahip olan esansiyel yaglarin ana bilesenleri tipik
olarak sistemin biiyiikk kismini olusturur, diger bilesenler ise sadece az
miktarda bulunur. Ornegin, karvakrol (% 30) ve timol (% 27), Origanum
onites (Izmir kekigi) esansiyel yaginm; linanol (%68), Coriandrum
sativum (kisnis) esansiyel yagmin; 1-8 Sineol (%50), Cinnamomum
camphora (tar¢in) esansiyel yagmin, terpinen-4-ol (%40), Melaleuca
alternifolia (cay agaci) esansiyel yaginin temel bilesenleridir. Genel

olarak, bu ana bilesenler esansiyel yaglarin biyolojik 6zelliklerini belirler.
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Esansiyel yaglarin ve kimyasal bilesenlerinin gram-pozitif ve gram-negatif
bakteriler dahil olmak {iizere bircok patojene karst genis spektrumlu
antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Bir dizi rapor,
ugucu bir yagin antimikrobiyal aktivitesinin, ana bilesenleriyle ve bazi
kiiciik bilesenlerle etkilesimleriyle yakindan ilgili oldugunu gostermistir
(Rao, J. et al., 2019); (Bakkali.F ve ark., 2008).

Antimikrobiyal 6zelliklere sahip yaygin olarak bildirilen esansiyel
yaglara karanfil yag1 (B-karyofilen, 6jenol), kekik yag: (karvakrol, timol),
cay agaci yag (terpinen-4-ol), nane yag1 (geraniol, geranil asetat, linalol),
feslegen yagi (1,8-sineol, geraniol, linalol), adagayi (kafur, a-thujone,
viridiflorol), limon otu (geranial) Ornekleri verilebilir. Bu esansiyel
yaglarin E. coli, S. aureus, C. albicans, B. cereus, S. Typhimurium gibi
organizmalara karsi etkili olduklar1 gosterilmistir. Yiiksek antimikrobiyal
etkinlik gdsteren Dbilesenlerin ¢ogu fenolleri, ardindan oksijenli
terpenoidleri icermektedir. Terpenler ve B-mycene, a-thujone ve geranil
asetat gibi ketonlar ve esterler gibi esansiyel yaglardaki diger bilesenler
fenol ve terpenoidlerden daha zayif antimikrobiyal aktivite gostermektedir

(Rao, J. etal., 2019).

Y

Limonen Mirsen o-pinen - pinen ﬁ karyofilen

/IM/K/\ JL\ Neril asetat
Geranil azetat ):\r\wl//lﬁ\
1-8 sineol Linanol Terpinen 4-ol Sinamaldehit GEIEI]J.} ol Nerol (

S f‘\/‘j‘i /I -~ )\[\H
‘,_\:.ﬁ,»\|/ g P

Gjenol Karvakrol

Terpenoids

| Phenols |

Sekil 1.11 Esansiyel yaglarin antimikrobiyal bilesenlerinin kimyasal yapisi

Antibakteriyal etki: Esansiyel yaglarin en c¢ok arastirilan 6zelligi

antibakteriyal aktivitelerinin olmasidir. Bu aktivitelerinin yaglarin hidrofobik
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Ozellikleri, kimyasal yapilar1 ve esansiyel yag igindeki konsantrasyonlar: ilgili
oldugu distniilmektedir. (Farag, R.S.,1989). Farkli bilesenler farkli
mekanizmalarla calisabilir ve gram-pozitif bakteriler, gram-negatif bakteriler,
mayalar veya Kkiifler gibi farkli tiir mikroplart hedefleyebilir, ¢iinkii bu
mikroorganizmalarin hiicre zarlar1 birbirinden farklidirlar. Hiicre zarn yag asidi
profilini degistirmek, sitoplazmik zara zarar vermek ve proton-motive kuvvetini
azaltmak dahil, temel yaglarin antimikrobiyal aktivitesi i¢in cesitli etki

mekanizmalari vardir.

Ugucu yaglarin temel bileseni olan terpenler, hiicre ¢eperini hasara
ugratarak ¢eper bitiinliigiini bozar. Etki mekanizmasi, antimikrobiyal
aktivitelerinin solunum ve diger enerjiye bagh islemleri onleme yeteneklerine
baglandig1 hiicre zar1 seviyesinde meydana gelir. Terpenler, hidrofobik 6zellige
sahip olmasi nedeniyle hiicre zarinda bulunan lipitlerin bir arada toplanmasina ve
dolayisiyla zarin gecirgenliginin artmasina neden olur. Sonucunda hiicrenin dogal
yapis1t bozulur ve hiicre igeriginin koagiilsayonu meydana gelir. Antibakteriyal
bilesenler, hiicre duvarinda bulunan proteinleri de etkileyebilirler (Silva NCC ve

Fernandes JA.,2010).

Terpenlere benzer sekilde, fenollerin temel etki mekanizmasi,
mikroorganizmalarin sitoplazmik membraninda yapisal ve fonksiyonel hasarlara
neden olmakti. Ayrica, hidroksil grubu, ATPase, histidin dekarboksilaz, amilaz ve
proteaz gibi mikrobiyal enzimlerin etkisizlestirilmesinde kilit bir role sahiptir
(Oussalah et al., 2006). ATPazin inhibisyonu, bozulan hiicresel solunum

nedeniyle hiicre 6liimii i¢in 6nemlidir.

Pek ¢ok arastirmaci, esansiyel yaglarin etki mekanizmalarini, bakteri
hiicresi dis zarlarindan ve sitoplazmik zarlardan hiicre i¢ine niifuz ederek hiicre
yapilarin1 pargalama ve bunlar1 ¢evreleyen esansiyel yaglara daha gegirgen hale
getirme yetenekleri ile iligkilendirdi. Esansiyel yaglar, 6zellikle fenollerin bazi
kimyasal bilesenleri, proton degistirici olarak islev gorerek benzersiz etki
mekanizmalarina sahiptirler, bdylece sitoplazmik membran boyunca, 6zellikle
penetrasyonlar1 diger bilesenler tarafindan desteklendiginde, pH gradyanim

diisiiriirler. Proton Motive Giigiin ¢okmesi ve ATP'nin tiikenmesi sonunda hiicre
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Oliimiine yol agarlar. Sonug¢ olarak, demir sizintis1 ve hiicre i¢i hiicre bilesenleri

kayb1 gozlenir (Rao, J. et al., 2019).

Gram-negatif bakterilerin, hiicre ¢eperinin dis zarindaki hidrofilik
lipopolisakarit tabakasi tarafindan olusturulan fiziksel bariyer sayesinde, gram-
pozitif baktrilerden esansiyel yaglara karsi daha yiiksek tolerans gostermesi
beklenmektedir. Boylece, gram negatif bakterilerdeki ugucu yaglarin etki
mekanizmasinin gram pozitif bakterilerden farkli olabilecegi diisiiniilebilir.
Yapilan bir ¢alisma, karanfil ve kekik yaglarinin ve bunlarin temel bilesenlerinin
(6jenol ve karvakrol) gram negatif bakterilerin (E. coli) hiicre zarlarina gram
pozitif bakterilerinkinden (Bacillus subtilis) daha etkili sekilde zarar verebildikleri
gostermistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise, ¢ay agaci yaginin solunumu inhibe
ettigini, bakteriyel sitoplazmik membranin gec¢irgenligini arttirdigini ve aym
zamanda hem gram-pozitif bakterilerde (S. aureus) hem de gram-negatif
bakterilerde (E. coli) potasyum iyonu sizintisina neden oldugunu gostermistir
(Cox et al., 2000).

Biitiin bu bilgilerden yola ¢ikarak esansiyel yaglar i¢in etki bdlgesinin
genellikle hiicre zar1 oldugu sdylenebilir. Bu bolgedeki hiicresel fonksiyonlardaki
degisiklikleri izlemek i¢in hiicre zar1 gecirgenligi (6rnegin, hiicre zarinin yag asidi
profili ve metabolik aktivitesi), hiicre zar1 biitiinligli ve hiicresel bilesenlerin
salilnmas1 incelenmelidir (Rao, J. et al., 2019). Son yapilan ¢alismalar
dogrultusunda antibiyotiklere diren¢li patojenik mikroorganizmalarin ugucu
yaglarin varliginda yasayamadigi saptanmistir. Hatta mutasyonla dahi rezistans
kazanamadigi belirtilmistir. Bunun nedeni; bakterilerin genetik sisteminin ugucu
yaglarin sahip oldugu fazla sayida antibakteriyal molekiillere karsi savunma

mutasyonu yapabilecek yapiya sahip olmamasidir (Baser,2009).

Antifungal etki: Esansiyel yaglarin antifungal etkileri, esansiyel yagin
elde edildigi bitkinin cinsine, kullanim miktarina ve fungus tiirtine gore degisiklik
gostermektedir. Etkili bicimde gozlenen antifungal ozellik, esansiyel yagin
icerdigi bilesenlerin 6zelliklernden kaynaklanir. Bazi ugucu yaglarda bulunan
fenolik OH grubu, yiiksek inhibe edici 6zellige sahiptir (Farag ve ark. 1989).
Ornegin arastirmacilar, ¢ay agacinin temel bileseni olan terpinen 4-ol’iin

antifungal 6zellik gosterdigini bulmuslardir (Syed ve ark., 1999). Literatiirde
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antifungal etkiye sahip ucgucu yaglarin diisiik konsantrasyonlarinda bile fungisidal
etki gosterdikleri belirtilmis ve yapilan diger ¢alismalar ile karsilagtirildiginda

benzer sonuglar bulunmustur (Kogak ve Boyraz, 2006).
1.4.1.¢ay Ajacé Yaje (TTO)

Cay agaci olarak bilinen Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) Avusturalya
'da genel bir yayilis gosterir. Melaleuca alternifolia bitkisinin yapraklarindan ve
u¢ dallarindan ¢ay agaci yagi (Tea Tree Oil, TTO) elde etmek igin buhar
distilasyonu yontemi kullanilir. TTO ugucu bir yagdir ve Avusturalya 'da uzun
yillardir antiseptik olarak kullanilmaktadir (Murray,1991). TTO, cogunlugu
monoterpen ve ilgili alkoller olan yaklasik 100 bilesen icerir. Minimum %30
terpinen-4-ol igerigine ve maksimum % 15'lik 1,8 sineol igerigine sahiptir.
Terpinen-4-ol, 6nemli bir TTO bilesenidir ve gii¢lii antimikrobiyal 6zellik gosterir
(Hammer et al., 2006). TTO’nun antimikrobiyal etkiye sahip olmasi yapilan
calismalar1 siklastirmis ve ticari olarak 6nem kazanmasini saglamistir (Southwell,
I. ve Lowe, R.,1999). TTO geleneksel tipta antiseptik 6zellik basta olmak iizere
cesitli sebeplerle kullanilan bir yagdir (Murray,1991), (Halcon, L., Milkus,2004).
TTO’nun yiiksek dozlarda alinmas1 halinde potansiyel olarak toksik etkiler ortaya
cikabilir. Lokal uygulamada, yiiksek konsantrasyonlarda, deri tahrisi, alerjik
kontakt dermatit, sistemik kontakt dermatit gibi ters etkilere sebep olabilir.
Yapilan bir ¢aligmada % 10 konsantrasyonda kullanilan TTO’nun mupirosin

antibiyotigi ile kiyaslanabilir 6lgiide S. aureus'a kars1 etki oldugu gosterilmistir.

Glniimiize dek yapilan aragtirmalarda Cay agaci yagi’nin basta Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteriler olmak iizere birgok bakteri tiiriine karsi
antimikrobiyal etkisi oldugu bulunmustur (Halcon, L ve Milkus, B.A.,2004).,
(Hammer et al., 2006).

Bakterilerin  hidrofobik yapilar ile etkilesimleri hidrokarbonlarin
antimikrobiyal etkilerinde kilit rol oynar. Etki mekanizmasina iliskin varsayimlar
TTO bilesenlerinin yapisina dayanmaktadir (Carson et al., 2002). TTO’nun
solunum enzimlerini veya hiicre i¢i metabolik olaylar1 dogrudan inhibe etme
olasilig1 gozardi edilemez. Ayn1 zamanda TTO’nun hiicre zar yapisini degistirtigi
ortaya konmustur. TTO minimum engelleyici seviyelerde E. coli'de hiicresel

potasyum sizintisina neden olmaktadir. Bu etkiler TTO’nun, E. coli, S. aureus ve
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C. albicans organizmalarinin hiicre membran yapisina zarar verdigini ve bu
mikroorganizmalarin gelisimini durdugunu gosterir. Terpinen-4-ol bilesiginin
diger TTO bilesiklerine kiyasla en etkili oldugu bulunmustur. Bakterilerin
sitoplazmik membranlar1 ve mayanin plazma ve mitokondriyal membranlar1, H”,
K*, Na* ve Ca* gibi kiiciik iyonlarin gegisine engel olur ve hiicre ve organellerin,
farkl bilesiklerin giris ve ¢ikisin1 kontrol etmesine izin verir. Hiicre zarlarinin bu
gegirgenlik bariyeri rolii, hiicrenin enerji durumunun korunmasi, diger membranla
baglantili enerji iletim siiregleri, ¢dziinen madde taginmasi, metabolizmanin
diizenlenmesi ve turgor basincinin kontrol edilmesi de dahil olmak iizere bircok

hiicresel fonksiyonun ayrilmaz bir pargasidir (Cox ve ark., 2000).

TTO’nun antigunfal etki mekanizmasinin ise solunumu doza bagiml bir
sekilde inhibe etmesi ve hiicre membran gegirgenligini degistirmesi ile
gerceklestirdigi  diisliniilmektedir. Maya hiicrelerinde ve izole edilmis
mitokondrilerde, a-pinen ve B-pinen bilesikleri hiicresel biitiinliigii tahrip eder,
solunum ve iyon tasima islemlerini inhibe eder ve membran gecirgenligini arttirir.
TTO buharlarinin ayrica fungal biiylimeyi inhibe ettigi ve sporiilasyonu etkiledigi
gosterilmistir.  TTO’nun  yapilan ¢alismalar  dogrultusunda  geleneksel
antibiyotiklere kars1 gosterilen direng benzeri bir direng olusturmadigi

diistintilmektedir (Carson, C., F., vd., 2006); (Cox ve ark., 2000).

oA

Terpinen 4-ol ¥- terpinen Sineol - terpinen

OH

p-simen - terpineol limonen

Sekil 1.12 Cay agac1 yaginin temel bilesenleri (Sanchez-Navarro et al.,2011)
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No Bilesen Yo

1 Terpinen-4-ol =30
2 y-Terpinene 10-28
3 u-Terpinene 5-13
4 1.8 Cineole =15
5 Terpinolene 1.5-5
6 p-Cymene 0.5-12
7 (-pinene 1-6
8 u-Terpineol 1.5-8
9 Aromadendrene 12-7
10 | 6-Cadinene 12-8
11 Limonene 0.5-4
12 | Sabinene 1z-3.5
13 | Globulol 12-3
14 | Viridiflorol 1z-1.5

Sekil 1.13 Cay agac1 yagi bileselerinin yilizdelik verileri (ISO 4730, 1996)

Bu tez calismasinda antimikrobiyal o6zelligi bilinen cay agaci yaginin,
hidrofobik karakterdeki nanopolimer ile birlestirilerek toksik olmayan,
biyouyumlulugu yiiksek bir iiriin haline getirilmesi amaglandi. Antimikrobiyal
ajan olarak cay agact yagmin nanomalzeme ile birlestirmesindeki amag,
nanomalzemenin yilizey alanmin fazla olmasi, deriye daha iyi penetrasyon
saglamas1 ve uzun sureli salim gibi avantajlar barindirmasidir. Antibakteriyel ve
antifungal Ozellik ise ¢ay agaci bitkisinden elde edilen esansiyel yagin aktif
bilesenleri aracilig1 ile saglanacaktir. Esansiyel yaglar, icerigindeki uzun karbon
zincirli aktif bilesenler sayesinde hidrofobik Ozelliktedirler. Bu 6zellikten
yararlanarak tez kapsaminda ¢ay agaci yagina afinite gosterecek fenilalanin
fonksiyonel uclu, biyouyumlu ve toksisitesi olmayan nanomalzeme sentezi

tasarlanmustir.

Calismanin ilk basamaginda yapisinda fenilalanin grubu bulunan
poli(HEMA-MAPA) nanopolimeri sentezlenecektir. Sentezlenen

nanopolimerlerin  karakterizasyon  basamagmin ardindan  antimikrobiyal
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ozellikteki cay agacit yaginmin adsorpsiyon ¢alismalar1 gerceklestirilecek ve
baglanma optimizasyonu saglanacaktir. Bu basamagin basariyla gerceklesmesinin
ardindan salim ¢alismalar1 yapilacaktir. Salim ¢aligmalarindan elde edilen

verilerle salim kinetikleri aydinlatilacaktir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

Potasyum persiilfat (KPS), Polivinil alkol (PVA), 2-Hidroksietil metakrilat
(HEMA), etilenglikol dimetakrilat (EGDMA), cay agacit yag (TTO), diger

kimyasal ve ¢ozgenler Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.

2.2 Cihazlar ve Sistemler

Calismada kullanilan cihazlar; Hassas terazi (Denver Instrument, SI-234A),
Manyetik karistirici (IKA, RCT basic), Acili karistirict (Stuart Rotator SB3),
Ultrasonik banyo (Bandelinsonorex), Su banyosu (Memmert), Ultra Santrifiij
(Beckman Coulter Avanti J-E, E.U Fen Fakiiltesi Biyokimya Boliimii), Sogutmali
Santrifiij (Beckman Coulter, K2015R) Spektrofotometre (Perkin Elmer Lambda
35), Fourier dontisiimlii kiz1l 6tesi spektroskopisi (FTIR) (Perkin Elmer Spectrum
Two, E.U Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi), Zeta boyut dl¢iim cihazi ve Zeta Sizer (Malvern Instruments
Nanoseries Zeta Sizer, (E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii), Taramali elektron
mikroskobu (SEM) (Thermo Scientific Apreo S, E.U Merkezi Arastirma Test ve

Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi)

2.3 Komonomer MAPANéN Sentezlenmesi

N-Metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) komonomerinin sentezi i¢in uygulanan
yontem kisaca sOyledir: 5 g L-fenilalanin metil esteri ve 0,2 g sodyum nitrit
(NaNO2); 30 ml, %5 lik (w/v) potasyum karbonat (K2CO3) soliisyonunda
¢oziildii. Karisim damlatma hunisi yerlestirilmis, 100 ml lik yuvarlak dipli 3
boyunlu cam siseye (flaska) aktarildi. Reaksiyon ortami buz banyosunda 0°C ye
sogutuldu ve nitrojen atmosferi altinda manyetik karistiriciyla karistirild.
Metakriloil kloriir (6 mL) damlatma hunisine yerlestirildi ve 10 dak i¢inde damla
damla reaksiyon karigimina eklendi. Reaksiyon ortami buz banyosundan alindi ve
reaksiyon 2 saat boyunca oda sicakliginda gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasinda
pH 3’e ayarlandi ve {iriin 50 mL kloroform ile ekstrakte edildi. Faz ayirimindan
sonra organik faz magnezyum siilfatla kurutuldu ve kloroform evaporatorde
ucuruldu. Uriin MAPA (N-metakriloil-L-fenilalanin) eter-siklohekzan karisiminda
kristallendirildikten sonra etanolde ¢oziildii (Uygun, A., D., vd. 2009).
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2.4 poliHEMA-MAPA) Nanopolimerlerinin Sentezi

Congur vd., 2013 yayinindan modifiye edilerek HEMA-MAPA nanopolimeri
sentezlendi. Nanopolimerin sentezi igin polivinil alkol diizenleyici olarak,
hidroeksietil metakrilat ve etilen glikol dimetakrilat monomer olarak, potasyum
persiilfat ise baslatic1 olarak kullanildi. Stirfaktansiz emiilsiyon polimerizasyonu
ile 0,6 mL Hidroksietil metakrilat monomeri, 0,3 mL Etilen glikol dimetakrilat,
0,1mL N-metakriloil-L-fenilalanin komonomeri reaktérde karistirldi. 0,275 g
polivinil alkol 25 mL distile suda 1sitilarak ve 0,44 mg/mL potasyum persiilfat 45
mL distile suda ¢oziildiikten sonra reaktore ilave edildi. Polimerizasyon Oncesi
coziinmeyen oksijenin uzaklastirilabilmesi i¢in 1-2 dk azot gazindan gegirilir.
Calkalamali su banyosunda 70 °C sicaklikta 5 saat polimerizasyon islemi
gerceklestirildi. Ardindan polimer 14100 g devirde 20dk santrifiijlendi. Ust faz
uzaklagtirilarak baglanmayan monomer kalintilarimin uzaklastirilmasi amaciyla
polimer 2 kez etanol ile 2 kez de distile su ile yikandi. Bu islemler sonunda
polimer 70 mL distile su ile siispanse edilerek kullanima hazir hale getirildi
(Congur, G., vd.., 2013).

L Stabilizasyon cozetltisi
1. Adim « z
/1 Baglatlm

Monomer + HEMA + Capraz Baglayici

2. Adim
/) Stabilizator Baslatici

Monomer ‘ HEMA + Capraz baglayic

Sekil 2.1 poli(HEMA- MAPA) nanopolimer sentezinin sekilsel gosterimi

3.Adim

4. Adim
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2.5 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerlerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen poliHEMA-MAPA) nanopolimerinin karakterizasyon
caligmalarinda nanoyapilarin kiiresel morfolojisi ve boyutu SEM; nanokiirelerin
boyutu Zeta-Sizer; yapiya MAPA‘nin katildigi FTIR yontemleri ile belirlendi.
Ayrica polimerin spesifik yiizey alaninin hesaplanmasi i¢in nanopolimerin Kuru

kiitle tayini yapilip mL‘deki kuru polimer kiitlesi mg cinsinden hesaplandi.

2.5.1 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin FTIR (Fourier Transform
Infrared Spektrofotometre) ©l-¢m¢,

poli(HEMA-MAPA) ve poli(HEMA) nanopolimerlerinin FTIR spektrumu,
FTIR spektrofotometresi (Perkin Elmer Spectrum Two) kullanilarak elde edildi.
Bunun i¢in kurutulmus nanopolimerler (2 mg), KBr (98 mg) ile homojen olarak
karistirilip tablet haline getirilerek ve 4000-450 cm-1 dalga sayis1 araliginda FTIR
spektrumu gekildi. Bu sayede monomerlerin yapiya katilip katilmadig: belirlendi.
(Akgol vd., 2002).

2.5.2 poliHEMA-MAPA) Nanopolimerinin EDS (Enerji Dispersiv
Spektrum) ¥l-;m¢,

Sentezlenen  poli(HEMA-MAPA)  nanopolimerlerin, MAPA  igeriginin
belirlenmesi i¢in, EDS analizi yapildi. EDS analizi taramali elektron mikroskobu
(Thermo Scientific Apreo S) kullanilarak gerceklestirildi. Elementlerin
enerjilerinden faydalanarak MAPA yapisinda bulunan azot kantitatif olarak tayin
edildi.

2.5.3 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen polimerlerin zeta boyut analizi Nano Zetasizer (Malvern
Instruments Nanoseries Zeta Sizer) ile analiz edildi. Bu amagla zeta boyut analiz
cihazina 1 mL seyreltik nanopolimer ¢6zeltisi konuldu ve boyut 6lgiimii yapildi.
Ayni zamanda polidispersite index (PDI) degeri de 6lciilerek pargaciklarin boyut
biiyiikliigii dagilimi ortaya kondu (Oztiirk vd., 2007).
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2.5.4 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin SEM (Taramalé Elektron
Mikroskobu) *I-¢mleri

Polimerler etiivde kurutulduktan sonra havanda doéviilerek toz haline getirildi.
Polimerin iletkenligini arttirmak amaciyla yiizeye altin kaplama yapildi ve bu
sekilde SEM analizi yapildi. Polimerlerin SEM dlgiimleri taramali elektron
mikroskobu (Thermo Scientific Apreo S) kullanilarak gergeklestirildi. SEM
sonuglari, nanopolimerin yiizey morfolojileri ve boyutu hakkinda bilgi sagladi
(Akgol vd., 2002).

2.5.5 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin Kuru Kgtle Tayini

poli(HEMA-MAPA) nanopolimerinin kuru polimer kiitlesini hesaplamak igin,
daras1 alinan ependorf tiiplerine 0,50 - 0,75 - 1,00 ve 1,25 mL nanopolimer
cozeltisinden eklendi. Ependorf tiipleri 50°C‘deki etiive konularak polimerin
kurumasi i¢in 1 giin beklendi. Son kiitleden ependorf tiiplerinin daralari
cikartilarak kuru polimer kiitlesi belirlendi. Kiitle-hacim grafigi ¢izilerek birim

hacim (mL) basina diisen g polimer miktar1 hesaplandi.

2.5.6 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin Y¢zey Alanénén

Hesaplanmasé

Sentezlenen poli(HEMA-MAPA) nanopolimerinin yiizey alaninin bulunmasi
icin 1 mL siispansiyondaki partikiil sayisin1 veren agagidaki esitlikten (Leigh B.
Bangs, Uniform Latex particles, Seragen Diagnostics Inc., Third Edition, 1987,

Indianapolis) yararlanildi
N=6x10"xS/mx psxd

Burada N, 1 mL siispansiyondaki nanopartikiil sayisi; S, % kati; d, ¢ap (um);

ps, polimer yogunlugunu (g/mL) gostermektedir.

Nanopolimerlere ait ¢izilen kuru kiitle standart grafiginden yararlanilarak mL
stispansiyondaki mg nanopartikiil sayis1 hesaplandi. Elde edilen bu verilerle

birlikte asagida kiirenin yiizey alanin1 veren esitligi de kullanarak, sentezlenen
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poli(HEMA-MAPA) nanopolimerlerinin spesifik yiizey alani m%g cinsinden

hesapland:.
Kiirenin yiizey alan1 =4 x © X r2
Burada m, 3.14; r, nanopartikiil yarigapini (m) gostermektedir.
2.6 Cay AJact Yaje ¢z n¢rl¢y¢ ve Standart Grafijgi

Cay agac1 yagi (TTO)’ nun sudaki ¢oziintirliigii az miktarda oldugu i¢in EtOH,
MetOH gibi organik solventler denenerek bu solventlerde kolayca ¢oziindigii
gozlemlendi. TTO ¢ozeltisinin belirli bir konsantrasyonunda spektrum taramasi
gergeklestirildi. En uygun absorbans 260 nm’de gozlendi. Bu veriler
dogrultusunda farkli konsantrasyonlarda UV-Vis spektrofotometrede 260 nm’de

okumalar gerceklestirildi ve standart grafigi olusturuldu.

2.7 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerine TTO Adsorpsiyon
Kokullarénén Belirlenmesi

Sentezlenen nanopolimerlere antimikrobiyal ajanin optimum baglanma
kosullarim1 saptamak amaci ile pH, konsantrasyon, sicaklik ve zaman sistem
parametrelerine ait denemeler yapildi. Bu denemeler tutarliligin saptanmasi igin
ikili ya da ticlii tekrarli olarak yapildi. Adsorpsiyon denemelerinde kullanilmak
iizere 0,2 mg/mL konsantrasyonda TTO c¢ozeltisi etanolde hazirlandi.
Denemelerin ardindan yapilan spektrofotometrik analiz verileriyle adsorpsiyon

kapasite degeri (Q); g polimer basina adsorplanan mg TTO miktar1 hesaplandi.

2.7.1 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerine TTO Adsorpsiyonunda
Zaman Etkisi

200 pL poliHEMA-MAPA) nanopolimeri ve 800 pL EtOH kullanilarak
hazirlanan TTO ¢ozeltisi ile olusan 1 mL’lik 6rnekler oda sicakliginda orbital
karistiricida 20 rpm hizinda 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 dakika karistirilarak
adsorbsiyon saglandi. Karistiriciddan alinan ornekler 20 dakika 14100 g’de
santrifiijlendi. Ust fazin 260 nm’de absorbans degeri dlgiilerek baglanmadan kalan

TTO miktart belirlendi. Baslangic madde miktarindan yola ¢ikilarak baglanan
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etken madde konsantrasyonu saptandi. Q degeri, gram nanopolimer basina

adsorblanan TTO miktar1 olarak asagida belirtilen formiil yardimiyla hesaplandi.
Q=[(Co-C)*V]/m (1)

Burada, Q, nanopolimere adsorplanan TTO miktarin1 (mg/g), CO ve C ortamdaki
TTO baslangic ve sonu¢ derisimlerini (mg/mL), V kullanilan ¢6zelti hacmini

(mL) ve m kullanilan polimerin kuru agirligini (g) ifade etmektedir.

2.7.2 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerine TTO Adsorpsiyonunda
Konsantrasyon EtkKisi

Optimum TTO konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 0,15-20 mg/mL
aralifinda degisen TTO miktarlar1 kullanilarak 25°C oda sicakliginda orbital
karistiricida 45 dakika karistirilarak adsorbsiyon saglandi. Karistiricidan alian
ornekler 20 dakika 14100 g’de santrifiijlendi. Ust fazin 260 nm’de absorbans
degeri Olciilerek baglanmadan kalan TTO miktar1 belirlendi. Baslangi¢ madde
miktarindan yola ¢ikilarak baglanan TTO konsantrasyonu saptandi. Q degeri,
gram polimer basma adsorblanan TTO miktar1 (1)’deki esitlik kullanilarak
hesaplandi.

2.8 Adsorpsiyon Kzotermleri ve Kinetikleri

Adsorbe eden ve edilen maddelerin yapisi, yiizey o6zellikleri, yigin derigimi,
islem sicakligi ve basincina bagli olarak kati bir madde tarafindan adsorblanan
akigkan madde miktar1 degisebilir. Bu adsorbsiyon verileri ‘adsorbsiyon izotermi’
kavramini ifade eder (Gregg ve Sing, 1982). Adsorpsiyon dengesi, adsorpsiyon
izotermi olarak bilinen bagmtilarla ifade edilir. Cozeltideki derisim (C) ile
adsorblayict maddenin birim agirligi basina tuttugu madde miktar1 (q) arasindaki

iligkiler ‘adsorpsiyon’ izotermi olarak adlandirilir (Sengiil ve Kiigiikgiil, 1990).

Langmiur adsorbsiyon modeli: Amerikali bilim adami Irving Langmuir
tarafindan 1916'da ifade edilmistir. Bu adsorbsiyon modeli adsorbanin dis yiizeyi
tizerinde tek tabakali bir adsorbat olusumunu Kantitatif olarak tanimlar ve bundan
sonra bagka bir adsorpsiyon ger¢eklesmez (Ahalya et al. 2005). Langmuir
izotermi, sonlu sayida ayn1 bolgeyi igeren bir yiizeye tek tabakali adsorpsiyon i¢in

gecerlidir. Bu adsorbsiyon modeli adsorpsiyonun tiim bolgelerde esit ve homojen
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oldugunu gosterir (Dada ve ark., 2012). Langmuir adsorpsiyon modeli séyle

tanimlanir:
Q=Qmak.b.Cd/(1+bCd) (2)
Q= Uzaklastirilan molekiil miktar1 (mg/g),
Cd = Adsorbatin denge konsantrasyonu (mg / L)
Qmak = maksimum tek katmanli adsorbsiyon kapasitesi (mg / g)

b = Langmuir izoterm sabiti (mL/mg).

Bu denklem dogrusallastirildiginda;

1/Q=[1/(Qmax)]*+ [1/(Qmak.b)] (1/Cq)  (2.1)

esitligi elde edilir. Grafik [1/Cq]‘ye karsilik [1/Q] olarak olusturuldugunda
dogrunun y eksenini kesim noktasi [1/Qmak] degerini, dogrunun egimi ise 1/Qmak.b
degerini verir. Elde edilen sonuclara gore gerekli hesaplamalar yapilarak b ve

Qmax degerleri belirlenir

Langmuir izoterminin temel Kkarakteristigini olusturan denge sabiti, (RL)

asagidaki eistlikle hesaplanir (Weber ve Chakkravorti,1974).
RL=1/1+KLCo (3)

K., Langmuir sabiti ve Cy baslangi¢ etken madde derisimini (ppm) ifade eder
(Weber ve Chakkravorti, 1974).

RL degeri adsorpsiyon karakteristigi Tablo 1’de ifade edilmektedir (Weber ve
Chakkravorti, 1974).
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R degerleri Izoterm tipleri
R.>=1 Istemsiz
R.=1 Lineer

0<R <1 istemli

R.=0 Tersinmez

Tablo 1. RL degerleri ve izoterm tipleri

Freundlich adsorbsiyon modeli heterojen yiizeyler iizerinde ¢ok tabakali
adsorpsiyonu tanimlar. Bu modele goére baglanma alanlar1 esit ve bagimsiz

degildir. Bu izoterm asagidaki esitlik ile ifade edilir (Smith.,1981)
Q = Kf. Ce'" (4)
Esitligin lineerlestirilmis formu asagidaki sekilde ifade edilebilir:
logQ = logKEg + (1/n). logCe 4.2)

Burada KF; adsorpsiyon kapasitesi, n ise adsorpsiyon siddeti ile ilgili Freundlich
sabitleridir. Ce: denge anindaki etken madde konsantrasyonu (mg/mL), Q: gram

nanopolimer basina baglanan etken madde miktaridir (mg/g).

Grafigi logCe’ye karsi logQe’ya gore olusturdugumuz zaman, dogrunun y eksenini
kesim noktast (logKg) degerini, dogrunun egimi ise (1/n) degerini verir. Elde
edilen sonuglara gore gerekli hesaplamalar yapilarak K¢ ve n degerleri belirlenir
(Freundlich, 1906). (1/n) <1 oldugunda normal Langmuir izotermine uymaktadir.
(1/m)> 1 oldugu zaman ise kooperatif adsorpsiyonu ifade eder (Altimisik vd,
2010).

2.9 TTO Bajlé poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin Salém
Kokullarénén Optimizasyonu

Adsorbsiyon denemelerinde belirlenen optimum kosullar géz 6ntine alinarak
TTO bagl poli(HEMA-MAPA) nanopolimerleri hazirlandi. Nanopartikiiller

belirlenen salim ortaminda dagitilarak diyaliz membranlarina aktarildi ve farkli
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pH ve sicaklik degerlerinde salim ortamina birakilarak 1 hafta siire boyunca salim

gergeklestirildi.
2.9.1 TTO bajlé poliHEMA-MAPA) Nanopolimerlerinden TTO

Saléménda pH ve Sécaklék Etkisi

Deri liretim basamaklar1 géz oniine alindiinda, tabaklama basamagi i¢in pH
4, 32 °C; retenaj basamag: icin pH 5, 35 °C, 1slatma-yumusatma basamag: icin pH
7, 25 °C ve boyama islemi basamagi igin pH 5, 50 °C ortamlarinda TTO salimi
incelendi. Salim ortamindan 1 hafta boyunca belirli zamanlarda 500 pL 6rnekler
alinip yerine taze ortam eklenerek salim miktarlar1 izlendi. Alinan 6rnekler UV-

Vis spektrofotometrede 260 nm’de okunarak TTO konsantrasyonlar1 belirlendi.
2.10 Salém Kinetigi
TTO salim mekanizmas1 asagidaki matematiksel model kullanilarak incelenmistir:
M¢/M,, = kt" (5)

M. t aninda salinan etken madde miktar1 (mg), M.: denge aninda salinan etken

madde miktari(mg), t: zaman (dakika), k: Peppas sabiti, n: salim derecesi ‘dir.

Salim derecesi (n), salim mekanizmasina veya a adsorbentin morfolojisine

baghdir.

Yukaridaki esitligin her iki tarafinin logaritmasi alindiginda,
log M/M.,= n.(log t) + log k (5.1)

denklemi elde edilir.

log(M¢/M.,) degerine karsi log t grafigi ¢izilir.Dogrunun egimi n’i verir. Dogrunun
y eksenini kestigi deger log k’yi verir. n degeri 0,5’den kiiciik ise Non-Fickian
diflizyon modeline uygun oldugu anlasilir. Bu degerlerin hesaplanmas: ile etken
maddenin salim mekanizmasi belirlenebilir (Nikolaos, 1985; Siepmann ve Peppas,

2011).



36

2.11 Antimikrobiyal Testler

TTO’nun, TTO yiikli poli(HEMA-MAPA) nanopolimerlerinin ve deri
ornekleri  ile  muamele edilmis TTO  yikli  poli(HEMA-MAPA)
nanopolimerlerinin antimikrobiyal etkinlikleri test edildi. Bu testler i¢in Ege
Universitesi Fen Fakiiltesi EGEMIKAL Analiz Laboratuvari’'nda yapildi.
TTO’nun etki gdsterecegi araligi belirlemek amaciyla Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIC) testleri yapildi. Konsantrasyon c¢alisma araligi 1953,1 -
500000 ppm olarak belirlendi. Mueller Hinton Broth besiyeri kullanilarak ¢alisma
gerceklestirildi. Pozitif kontrol olarak Gentamycin kullanildi. Test organizmalari
olarak Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae ve Candida
albicans secildi ve 10° bakteri konsantrasyonunda testler gerceklestirildi. Bu
organizmalarin  se¢ilmesinin  nedeni, deri {iretiminde sik karsilasilan

mikroorganizmalar olmasindan ileri gelmektedir.
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3. TARTIKMA VE SONU¢

3.1 Karakterizasyon ¢alékmalaré

3.1.1 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerlerinin Sentezi

Sekil 3.1 Polimer sentezi 6ncesi ve sonrast goriiniim

Polimer sentezi Oncesi seffaf olan karisim polimerlesme olduktan sonra siit

benzeri, saydam bir goriiniim almistir.

3.1.2 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerlerinin Karakterizasyonu

Siirfaktansiz ~ emiilsiyon polimerizasyon yontemi ile sentezlenen
poli(HEMA-MAPA) nanopolimerinin  karakterizasyon  ¢aligsmalarinda
nanoyapilarin kiiresel morfolojisi ve boyutu SEM; nanokiirelerin boyutu Zeta-
Sizer; yaptya MAPA ‘nin katildig1 FTIR; polimerdeki MAPA igerigi elemental

analiz yontemleri ile belirlendi.

S # e
SR -
c H c H G
/5 / Y
0 Yo d “NH o 6 o
?Hz /CH_<\ FHz
0
CHy OH Gy
OH OH
HEMA 2-Metakrilamidolenilalanin

Sekil 3.2 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin Kimyasal Yapisi
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Infrared Spektrofotometre) ©l-¢m¢,
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Sekil 3.3 (A) poli(HEMA) ve (B) poli(HEMA-MAPA) nanopolimerlerine ait FT-IR

Spektrumlari

Sekil 3.3’de, poli(HEMA) ve poli(HEMA-MAPA) nanopolimerlerinin —OH

gruplarinin gerilme titresimleri 3400-3500 cm-1 araliginda goriilmektedir. Bu aralikta

poli(HEMA-MAPA) nanoyapilarinin  yaptigt

pikin poliHEMA) nanoyapilarinin

gosterdigi pike gore daha genis olmasinin nedeni, poli(HEMA-MAPA) yapisindaki —NH

gerilme titresimlerinin bu aralik igerisinde titresim gostermesinden kaynaklanabilir. 1700

cm-1 civarinda gozlenen —C=0 gerilme titresiminin poli(HEMA-MAPA) yapilarinda
daha keskin olmasinin sebebi poli(HEMA-MAPA) yapisindaki ekstra -C=0 gruplarindan

ileri gelebilir.




39

3.1.4 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin EDS (Enerji Dispersiv
Spektrum) ¥l-¢,m¢,

UK
6.57K
5.84K
511K
438K
365K
‘
219K
|
148K
0.73K
| B
J ]' N
0.00K
0.00 100 200 300 4.00 5.00 6.00 7.00 800 9,00
Status: Idle CPS:6016  DT:113 Lsec 121 OCnis 0,000 kel Det: Octane Elect Super

Sekil 3.4 poli(HEMA-MAPA) nanopolimerlerine ait EDS analiz sonuglar1

Element AJérlek % Atomik %

CK 60,01 66,45
N K 2,62 2,49
O K 37,36 31,06

Tablo 2. poli(HEMA-MAPA) nanopolimerlerinin kantitatif EDS analiz sonuglari

HEMA monomeri ve polimerizasyonda kullanilan diger kimyasal

maddelerin  yapisinda azot bulunmadigindan, poli(HEMA-MAPA)

nanopolimerinin EDS analizi ile bulunmus olan azot sadece polimerik

yapiya katilmis olan MAPA komonomerinden kaynaklanmaktadir.
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3.1.4 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin Zeta Boyut Analizi

Size (d.nm): % Number: St Dev {d.nm};
Z-Average (d.nm): 2609 Peak 1: 2090 100.0 5847
Pdl: 0.215 Peak 2 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,951 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Number

30
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£ :
= 01
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0 H i H

0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)
Record 52 ebru-polimer 1 Record 53: ebru-polmer 2 —— Record 54: ebru-polimer 3|

Sekil 3.5 poli(HEMA-MAPA) nanopolimerinin boyut analizi

Zeta boyut analizi sonucunda (sekil) ortalama partikiil boyutunun 260,9
nm; polidispersite degerinin (PDI) 0,215 oldugu belirlendi. Polidispersite
degerinin 0,215 gibi diisiik bir degere sahip olmasi nanopolimerlerinin boyut
dagilimimin belirli bir alanda oldugunu gostermektedir. Bu degerler SEM

sonuglariyla karsilastirildiginda Zeta boyut ve SEM sonuglarinin tutarl oldugu

gozlendi.
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3.1.5 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin SEM (Taramalé

Elektron Mikroskobu) ¥l1-¢mleri

16/2 H pot usecase ma W det  modk t um 10/ H P ase et
PM 2000 kV 8.0 Standard 100000x 9.5mm ETD SE EGE MATA PM_20.00kV 8.0 Standard 100000x 9.5mm ETD SE

Sekil 3.6 poliHEMA-MAPA) Nanopolimerinin SEM goriintiileri

Taramali electron mikroskobu (SEM) gorintiilerine gore poli(HEMA-
MAPA) nanopolimerin homojen dagilim gosterdigi, morfolojik yapisinin
kiiresel sekilde oldugu ve boyutlarinin Zeta boyut analiz sonuglar1 ile uyumlu

oldugu gozlendi.

3.1.6 poliHEMA-MAPA) Nanopolimerinin Kuru K¢ tle Tayini

1,2
w 1 o
g y = 0184X ..-"..
Z 0.8 wy I nidpp
506 o ®
=
304 R
€ -
802 ¢
o
S 0
z 0 5 . 1 15
Hacim (mL)

Sekil 3.7 poli(HEMA-MAPA) nanopolimerinin kuru kiitle grafigi
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Cizilen grafigin korelasyon katsayisi 0,991 olarak bulundu. Tim
deneylerde kullanilan sivi nanopolimerin mg cinsinden miktarina ulasabilmek
icin bu grafikteki veriler kullanildi. Sentezlenen nanopolimerin yogunlugunun

0,84 mg/mL oldugu ¢izilen kuru kiitle grafiginden yola ¢ikarak hesaplandi.

3.1.7 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerinin Spesifik Y¢zey Alang

poliHEMA-MAPA) nanokiirelerin ¢aplart 260 nm olarak belirlenmis,
spesifik yiizey alani asagidaki estlikler kullanilarak 2810,36 m?/g olarak

hesaplanmustir.
N=6x10°xS/nx psxd
N =6x10"x10/ (3,14 x 0,977 x (0,26)°)
N=1,1131 x 10° 1 mL’deki partikiil say1s1
Kiirenin yiizey alan1 = 4 x 7 x 1°
=4 x 3,14 x (130 x 10%)?
=2,1226 x 10 m’
mL deki kuru polimer kiitlesi = 0,00084 g
Spesifik yiizey alan1 = [(N x A) / mL deki kuru polimer kiitlesi (g)]

=[(1,1131 x 10™) x (2,1226 x 10™*%)] / 0,00084 g

= 2810,36 m?/g spesifik yiizey alani
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3.2 TTObNuN -°z¢n¢rlg ¢ ve standart grafigi

0,9 e

0,8 oo
o y=00009x &

’ wy I' nigyoy ..
0,6 .

05 _
04 .
03 e

0 o

Absorbans

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.8 TTO’nun standart grafigi (ortam: EtOH; Abs: 260 nm)

TTO’nun ¢éziinmesi i¢in EtOH 1 en uygun solvent olarak belirlendi. TTO
¢ozeltisi EtOH iginde oda sicakliginda ¢oziildii ve farkli konsantrasyonlarda
UV-Vis spektrofotometrede 260 nm’de okumalar gercgeklestirilerek ve standart
grafigi olusturuldu.

Denklemi y=0,0009x ve R? = 0,9838 olan grafik Sekil 3.8’de
gosterilmistir. Tiim deney asamalarinda TTO miktarini saptamak amac1 ile bu

grafikteki veriler kullanildi.

3.2.1 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerine TTO Adsorpsiyon
Kokullarénén Belirlenmesi

Sentezlenen nanopolimerlere antimikrobiyal ajanin  optimum
baglanma kosullarin1 saptamak amaci ile pH, konsantrasyon, sicaklik ve
zaman sistem parametrelerine ait denemeler yapildi. Bu denemeler
tutarliligin saptanmasi icin ikili ya da Ttgli tekrarli olarak yapildi.
Adsorpsiyon  denemelerinde  kullanilmak  iizere 0,2 mg/mL
konsantrasyonda TTO ¢6zeltisi etanolde hazirlandi. Denemelerin ardindan
yapilan spektrofotometrik analiz verileriyle adsorpsiyon kapasite degeri

(Q); g polimer basina adsorplanan mg TTO miktar1 hesaplandi.
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3.2.2 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerine TTO Adsorpsiyonunda

Zaman Etkisi

200 pL poliHEMA-MAPA) nanopolimeri ve 800 pL EtOH
kullanilarak hazirlanan 200 ppm TTO ¢ozeltisi ile olusan 1 mL’lik
ornekler oda sicakliginda orbital karigtiricida 20 rpm hizinda 5, 10, 15, 30,
45, 60, 90, 120 dakika karistirilarak adsorbsiyon saglandi. Karistiricidan
alman ornekler 20 dakika 14100 g’de santrifiijlendi. Ust fazin 260 nm’de
absorbans degeri Olgiilerek baglanmadan kalan TTO miktar1 belirlendi.
Baslangic madde miktarindan yola c¢ikilarak baglanan etken madde
konsantrasyonu saptandi. Q degeri, gram nanopolimer basina adsorblanan

TTO miktar1 hesaplandi (Esitlik 1) ve grafige gecildi (Sekil 3.9).

Elde edilen Q degerleri zamanla artarak belli bir noktada doygunluga
ulasti. 45 dakika sonunda gram nanopolimer basina maksimum 20,54 mg

baglanma goriildii. Optimum baglanma siiresi 45 dakika olarak belirlendi.

21
2 205

= —e
£

= 20

s

§ 19,5

5 —e—P(HEMA- MAPA) np
E 19

c

©

S 185

2

@ 18

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

Zaman (dk)

Sekil 3.9 Optimum zaman grafigi (EtOH; T= 25 °C; C=0,2 mg/mL)

Zaman etkisi calismalarinin ardindan ulagilan verilere gore adsorbsiyon

kinetigi hesaplamalar1 yapildi. Elde edilen bu veriler TTO adsorpsiyon hizim

tanimlamak icin kullanilmaktadir.
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Sekil 3.10 Optimum zaman grafigi (HEMA nanopolimeri) (EtOH; T=25 °C;
C=0,2 mg/mL)
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Sekil 3.11 poli(HEMA-MAPA) nanopolimerine TTO adsorpsiyonu i¢in elde edilen

grafikler
mRSISOSRSy {lySii] RIENTE2Y HIRSISOSRSY lySil] RIINTE 2y
modeli modeli
Qa(mg/g) | ku(dk™) R? Qa(mg/g) | Kz(9/mg.dk) R?
0,904 0,9194 0,6702 20,41 12,003 1

Tablo.3  poli(HEMA-MAPA) nanopolimerine TTO adsorbsiyonunun birinci ve ikinci
dereceden kinetik sabitleri

Sekil 3.11°de poli(HEMA-MAPA) nanopolimerine TTO adsorpsiyonunun

birinci ve ikinci dereceden kinetik grafikleri goriilmektedir. Tablo 3’de de bu
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grafiklerdeki verilerden elde edilen hiz sabitleri goriilmektedir. Sekil 3.10 ve
Tablo 3’te gosterilen korelasyon katsayilarina bakildiginda ikinci dereceden
Kinetik i¢in bulunan katsaymin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum
haricinde deneysel Qg degerlerinin, ikinci dereceden kinetik i¢in bulunan Qg
degerlerine daha yakin bulunmasi poliHEMA-MAPA) nanopolimerine TTO
adsorpsiyonunun ikinci dereceden kinetige uygun oldugunu gostermektedir.
Ikinci dereceden kinetik modelinde, sicaklik artistyla adsorbsiyonun artis
gostermesi ve TTO c¢oziiniirliigiiniin  artmas1 ile kimyasal adsorbsiyon
olabilecegi gosterilir. Kimsayasal adsorbsiyonda, adsorbsiyon tek tabakali ve

tersinmezdir.

3.2.3 poli(HEMA-MAPA) Nanopolimerine TTO Adsorpsiyonunda
Baklangé- Konsantrasyon Etkisi

Optimum TTO konsantrasyonunun belirlenmesi amactyla 0,15-5 mg/mL
araliginda degisen TTO miktarlar1 kullanilarak 25°C oda sicakliginda orbital
karistiricidda 45 dakika karistirilarak adsorbsiyon saglandi. Karistiricidan
alman &rnekler 20 dakika 14100 g’de santrifiijlendi. Ust fazin 260 nm’de
absorbans degeri Olgiilerek baglanmadan kalan TTO miktar1 belirlendi.
Baglangi¢ madde miktarindan yola c¢ikilarak baglanan TTO konsantrasyonu
saptandi. Q degeri, gram polimer basina adsorblanan TTO miktar1 (1)’ deki
esitlik kullanilarak hesaplandi. Oda sicakliginda (25 °C), 45 dakika sonunda

gram nanopolimer basina maksimum 55,44 mg baglanma goriildii.
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Sekil 3.12 Optimum baslangi¢ konsantrasyon grafigi ( EtOH; T= 25 °C; t= 45
dk)

3.3 Adsorbsiyon Kzotermleri

Baslangi¢ konsantrasyonu ve sicaklik etkisi verilerine gore Langmuir ve

Freundlich izoterm hesaplamalar1 yapildi.

Langmuir izotermi i¢in, elde edilen dogrunun y ekseninin kesim noktasi
[1/(Qmax.b)] degerini, dogrunun egimi ise [1/ Qmax] degerini verdiginden

gerekli hesaplamalar yapilarak b ve Qmax degerleri belirlendi.

Freundlich izotermi igin, grafikteki dogrunun y eksenini kesim noktasi
(logKg) degerini, dogrunun egimi ise (1/n) degerini verdiginden gerekli

hesaplamalar yapildi. Kr ve n degerleri belirlendi.

Langmuir igin ¢izilen grafikten y = 0,0243x -0,0007 denklemi elde edildi.
R?=0,9972 olarak bulundu (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 Langmuir izotermi (EtOH; T= 25 °C; t=45 dakika)

Ln C¢’ye karsi In Q. grafigi cizildiginde egim 1/n’i verirken, elde edilen
denklemin kesim noktas1 log K degerini verir. Tiim katsayilar Tablo 4’de

gosterilmistir.

Freundlich izotermi i¢in ¢izilen grafikten y = 0,7511x + 3,2968 denklemi

elde edildi. R?=0,7635 olarak bulundu (Sekil 3.14).
10
9 Corsiiceazses e
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Sekil 3.14 Freundlich Izotermi (EtOH; T= 25 °C; t=45 dakika)



Tablo.4 Langmuir ve Freundlich Izoterm katsayilari
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LANGMUKR KZOTERMK

FREUNDLKCH KZOTERMK

Qmax KL Rp R’ Ke n 1/n R®
(mg/g) |(L/mg) (mg/g)
41,15 0,029 0,024 |0,9972 | 1980,6 1,33 0,7511 |0,7635

Her iki denklemin korelasyon katsayilarina (RZ) bakildiginda baglanmanin
Langmuir izotermine uygun oldugu goriilmektedir. Ayrica deneysel Q
degerinin Qnax degerine yakin olmasi da baglanmanin Langmuir izotermine

uygunlugunu kanitlamaktadir.

3.4 TTO K-eren poli(HEMA-MAPA) Polimerinden TTO Salémg

Deri iiretim basamaklar1 goz 6niine alindiginda, tabaklama basamag: igin
pH 4, 32 °C; retenaj basamagi icin pH 5, 35 °C, 1slatma-yumusatma basamagi
i¢in pH 7, 25 °C ve boyama islemi basamag icin pH 5, 50 °C ortamlarinda
TTO salimi incelendi. Bu amagla TTO bagli 200 pL. nanopolimer diyaliz
membranlari igerisine konularak uygun pH ve sicaklik ortaminda 1 hafta
boyunca belirli zamanlarda 500 uL 6rnekler alinip yerine taze ortam eklendi.
Alinan 6rnekler UV-Vis spektrofotometrede 260 nm’de okunarak salinan TTO
miktarlar1 ve kiimiilatif TTO miktarlar1 belirlendi. Ardindan grafige gegirildi.
Salim grafiklerine bakildiginda calisilan farkli pH ve sicaklik degerlerinde

diizgiin salimlar gozlendi.

Deri islentisi sirasinda ya da kismi olarak islenmis derilerin firmalarin
istekleri dogrultusunda son firiine doniistiirilmeden Once bekletilmeleri
sirasinda bakteriyel ve/veya fungal olusumlarin 6nlenmesi i¢in kullanilacak
olan antibakteriyel ve antifungal Ozelliklere sahip TTO’nun ortama yaptigi
salimin karakterize edilmesi gerekmektedir. Her basamak i¢in belirlenen pH
ve sicaklik degerlerinde alinan verilerin, deri {iretim siireglerinde kullanima

uygun oldugu belirlendi.
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Gram nanopolimer basina salinan mg TTO miktar1 ve kiimiilatif salim
miktar1 ve ilk 6 saat boyunca kiimiilatif TTO salim miktar1 sirayla
gosterilmistir. pH 7, 25 °C kosullarinda ilk 60 dakikada 27,6 mg, 7. giin
sonunda 59,55 mg TTO salimi; pH 4, 32 °C’de ilk 60 dakikada 41,90 mg, 7.
giin sonunda 51,14 mg TTO salimi; pH 5, 35 °C’de ilk 60 dakikada 17,35 mg,
7. giin sonunda 23,95 mg ve pH 5, 50 °C’de ilk 60 dakikada 20,14 mg, 7. giin
sonunda 36,14 mg TTO salimi1 ger¢eklesmistir. TTO yiiklii nanopolimerlerden
7 giin sonunda pH 7, 25 °C’de %99 salim, pH 4, 32 °C’de %85 salim, pH 5, 35
°C’de %40 salim ve pH 5, 50 °C’de %60 salim gerceklestigi hesaplanmustr.
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Sekil 3.15 TTO saliminda pH ve sicaklik etkisi [A: mg/g kiimiilatif salim
degerleri, B: ilk 6 saatte kiimiilatif salim degerleri (mg/g)]

3.5 Salim Kinetigi

TTO salim mekanizmas: asagidaki matematiksel model kullanilarak

incelenmistir:
M¢M,, = ktn (6)

M;: t aninda saliman etken madde miktar1 (mg), M.: denge aninda salinan
etken madde miktari(mg), t: zaman (dakika), k: Peppas sabiti, n: salim

derecesi “dir.

Salim derecesi (n), salim mekanizmasina veya adsorbentin morfolojisine

baglidir.
Yukaridaki esitligin her iki tarafinin logaritmasi alindiginda,
log M{/M..=n.(log t) + log k (6.1)

denklemi elde edilir.

Salim denemelerinden elde edilen veriler ile her salim parametresi i¢in ayr1

ayr1 1log(M¢/M.)’ye kars1 log t grafikleri ¢izildi. Elde edilen dogrularin
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denklemlerinden yola ¢ikarak R? degeri, n degeri ve log k degerleri

hesaplandi. Tablo 5’de hesaplanan bu katsayilar verilmistir. Fick diflizyonu

meydana gelirse levha, silindir, kiire formlar1 i¢in n degeri 0,45-0,5 araliginda

olmaktadir. Eger Non-Fickian difiizyonuna uyan bir mekanizma ise n degeri

0,5’den diisiik olur. (Nikolaos, 1985; Siepmann ve Peppas, 2011).
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Sekil.3.16 Farkli pH ve Sicakliklarda Salim Kinetigi Grafikleri

Tablo. 5 Farkli pH ve Sicaklik Degerleri igin Hesaplanan Salim Kinetik Katsay1lari

0,3504 0,11

0,1217 0,47 0,9809  0,2609 0,002

0,9801

0,984
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Sekil 3.16 ve Tablo 5°de de goriildiigii gibi, gozlenen farkli pH ve sicaklik
degerlerinin herbirinde salim kinetikleri i¢in yiiksek korelasyon katsayilari elde
edilmistir. Yine herbir pH ve sicaklik degeri icin salim davraniglarinin Non-
Fickian difiizyon modeline uygunluk gosterdigi elde edilen Peppas sabitinden ve

salim derecesinden anlasilmaktadir.

2.11 Antimikrobiyal Testler

TTO’nun minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) testi i¢in 1953,1 —
500.000 ppm konsantrasyon araliginda degerler denendi. Test sonucunda TTO’ya
kars1 en yiiksel direnci gosteren mikroorganizma B. subtilis olup MIC degeri
3906,3 ppm olarak belirlendi. En diisiik direnci gosteren mikroorganizmalar ise S.
typhimurim ve P. Aeruginosa oldu. MIC degerleri 62,500 ppm olarak belirlendi.
K. pneumoniae’nin MIC degeri 7812,5; S. aureus, E. Coli ve C. albicans

organizmalarinin MIC degerleri 31.250 olarak belirlendi.



A) Bakteriler i-in Minimum Knhibisyon
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Konsantrasyonu
Analiz Tarihi: 20.03.2019 Analiz Metodu: CLSI-MO07-A9
Test Kokullaré: 37°C Kullangélan besiyeri: Mueller Hinton
Broth
¢alékélan Konsantrasyon araléje: 1953,1 - 500000 ppm
P|N
Kuyucuk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0z | eg
500 | 250 | 125 625|312 | 156 | 781 | 390 | 195 | _ +
Organizma Konsantrasyon* 000 | 000 | 000 | 00 | 50 | 25 | 25 63 | 31
1.paralel - - - - - + |+
S.aureus
2.paralel - - - - - + + + + | - |+
. 1.paralel - - - - - + + + + | -]+
E.coli
2.paralel - - - - - + + + + | -]+
o 1.paralel - - - - + + + + | -]+
S.typhimurium
2.paralel - - - - + + + + | -]+
. 1.paralel - - - - - + + + + | -]+
P.aeruginosa
2.paralel - - - - - + + + + | -]+
- 1.paralel - - - - - - - - + | -+
B.subtilis
2.paralel - - - - - - - - + | -1+
. 1.paralel - - - - - - - + + | -]+
K.pneumoniae
1.paralel - - - - - - - + + | -]+
. 1.paralel - - - - - + + | -]+
C. albicans
1.paralel - - - - - + + | -]+
*Birim: mg/kg

Poz: Pozitif kontrol (Mueller Hinton Broth+organizma+Gentamycin)
Neg: Negatif kontrol (Mueller Hinton Broth+organizma)

(+): Ureme Var, (-): Ureme Yok

Mikroorganizma

Baklangé- Sayést

Minimum inhibisyon

Konsantrasyonu
Staphylococcus aureus ATCC 6538 2,0x10° 31250 ppm
Esherichia coli ATCC 10536 35x10° 31250 ppm
Salmonella typhimurium ATCC 14028 2,2x 108 62500 ppm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 3,7 x10° 31250 ppm
Bacillus subtilis ATCC 10x 10° 3906,3 ppm
Klebsiella pneumoniae ATCC 18 10° 7812,5 ppm
Candida albicans ATCC 10231 2,0 x 10° 31250 ppm

Tablo.6 Cay Agac1 Yagmin Minimum Inhibisyon Konsantrastonu Test Sonuglar1
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4. DEJERLENDKRME

Esansiyel yaglar, aromatik bitkilerin ¢igcek, tomurcuk, tohum, yaprak, dal,
kabuk, bitki, aga¢, meyve ve kok bolgelerinden ¢cogunlukla su buhar destilasyonu
yontemi veya farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen dogal,
karmasik bilesiklerdir. Gilinlimiizde tibbi bitkilerin ve bu bitkilere ait ugucu
yaglarin etken maddelerinin degerlendirilmesi hem bilimsel hem de ekonomik
yonden olduk¢a oOnemlidir. Elde edilen sonuglar, bitkilerin ucucu yaglarinin
antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerinin oldugunu gostermektedir (Celik ve
ark.,2007). Ugucu yaglar, oda sicakliginda, genellikle sivi halde olup, ugucu
ozellige sahiptir. Ucucu olmalar1 sebebiyle stabil bir sekilde durmalari sorun teskil
etmektedir. Bu sorunun Oniine ge¢mek i¢in ugucu yaglarin bir katman ile
kaplanarak veya spesifik bir nanopolimere aktif uglarindan baglanarak
ucuculuklariin geciktirilmesi ve bilesenlerinin korunmasina yonelik ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu g¢alismalarla ugucu yaglarin stabilite gosterdikleri ve
etkinliklerini artirdiklar1 ortaya konmustur (Gokbulut,2018). Nanoteknolojinin en
bliyiik avantaji yliksek yiizey alanina sahip olmasidir. Bu avantaja sahip olan
nanopolimerik malzemeler etken madde ile birlestirildiginde az miktarda spesifik

nanopolimer ile ¢cok miktarda etken maddenin etki gosterecegi diistiniilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda biyouyumlulugu yiiksek nanopolimerlerin
gelistirilmesi ve antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri bilinen ¢ay agaci yaginin
(TTO) birlestirilmesi yoluyla deri sektoriinde kullanilmak iizere nanoteknolojik
bir iirlin elde edilmesi planlanmistir. Boylece dogal bir {iriin olan esansiyel
yaglarin nanoteknolojinin getirdigi avantajlarla birlikte sunuldugu bir sistem
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bunun yaninda hem kullanilan antibakteriyel ve
antifungal ajan acgisindan hem de kullanilan nanomalzeme agisindan cevreye ve
insan sagligina dost, 6zgiin bir iiriin agiga ¢ikacagi diisiiniilerek nanopolimer
sentezlendmistir. Bu nanomalzemenin karakterizasyonu yapilip, etken maddenin
nanopolimere baglanma kosullart optimize edilmistir. Etken maddenin baglh
oldugu nanopolimerden uygun kosullarda etken maddenin salim c¢alismalari

yapilarak salim karakteristikleri belirlenmistir.
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Bu c¢alismada Melaleuca alternifolia bitkisinden buhar distilasyonu ile
edilen cay agaciyagi antibakteriyel ve antifungal ajan olarak kullanilmistir.
Yapilan arastirmalar yagin kimyasal kompozisyonunun genis spektrumlu
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Murray,1991). Bu sebeple
deri iiretim proseslerinde kullanilan zararli kimyasallarin yerine biyouyumlulugu
yiksek ve c¢evreye dost alternatif bir {iirlin potansiyeli olan TTO baglh
nanoteknolojik malzeme sentezlenmistir. Bu maddenin kimyasal yapist goz oniine
alindiginda yapisinda fenilalanin fonksiyonel grubu bulunan poli(HEMA-MAPA)

nanopolimeri sentezlenmistir.

Calismanin ilk basamaginda sentezlenen nanopolimerin karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. SEM ve Zeta-boyut analizi sonucunda homojen, es
boyutlu 260 nm boyutunda poli(HEMA-MAPA) nanopolimerlerinin sentezlendigi

gosterilmistir.

Nanopolimerin karakterizasyon calismalarindan biri olan spesifik yiizey
alan1 hesaplanmstir. Spesifik yiizey alan1 2810,3557 m?%/ g gibi oldukga yiiksek bir

deger olarak bulunmustur.

Hidrofobik yapiya sahip olan TTO su igerisinde ¢oziinmediginden dolay1
organik bir ¢oziicii olan etil alkol icerisinde yiiksek ¢oziiniirliikk gostermistir.

Deneyler TTO etanolde ¢oziilerek yapilmustir.

Sentezlenen poli(HEMA-MAPA) nanopolimeri ile TTO’nun baglanma
kosullarinin belirlenmesi i¢in Oncelikle zaman ve baglangic konsantrasyonu

denemeleri ile baglanma miktarlar1 belirlenmistir.

Optimum zaman denemesindeki sonuglara gore ilk 45 dakikadan sonra
baglanmanin sabit kaldigi, maksimum baglanmanin 45 dakikada oldugu
gbzlenmistir. Zaman verileri ile kinetik hesaplamalar1 yapilmistir. Elde edilen hiz
sabitleri Tablo 3°de goriilmektedir. Ikinci dereceden kinetik igin bulunan
korelasyon katsayist, birinci dereceden kinetik i¢in bulunan degerden daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica deneysel Qg degerlerinin, ikinci dereceden kinetik igin
bulunan Qg degerlerine daha yakin bulunmasi poli(HEMA-MAPA)
nanopolimerine TTO adsorpsiyonunun ikinci dereceden kinetige uygun oldugunu

gostermistir.
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TTO’nun farkli konsantrasyonlari baglanma miktarmi etkiledigi igin
baslangi¢ konsantrasyon denemeleri yapilmistir. Deneme sonuglarina gore
ortamdaki TTO konsantrasyonu arttikca gram nanopolimer basina adsorplanan
TTO artmaktadir. Bu artis 2,5 mg/mL konsantrasyona kadar devam etmektedir ve
bu konsantrasyondan sonra sabit bir degere ulasmaktadir. 45 dakika sonunda, 2,5
mg/mL Kkonsantrasyonda maksimum 55,44 mg baglanma goriilmiistir. Az
miktarda nanopolimer ile yiiksek miktarda etken madde kullanilmas1 saglanmistir.
Bu denemedeki veriler dogrultusunda poli(HEMA-MAPA) nanopolimerine TTO
adsorbsiyon karakteristiklerini belirlemek amaciyla adsorpsiyon izotermleri
hesaplanmistir. Langmuir ve Freundlich izotermleri i¢in ayr1 grafik ve katsayi
degerleri hesaplanmustir. Quax, KL ve R? degerlerine bakildigi zaman baglanmanin
Freundlich izotermine uygun olmadigi, Langmuir izotermine uygun oldugu
bulunmustur. Lagmuir izotermine gore tek tabakali bir adsorpsiyon ger¢eklesir,
baglanma tiim bolgelerde esit ve homojendir. Lagmuir izoterm hesaplarina gore
bulunan Qmax degeri (41,15 mg/g) deneysel Qmax (55,44 mg/g) degerlerine yakin
olmasi bu adsorbsiyon tiiriiniin Langmuir izoterm modeline uygun oldugunu

kanitlamaktadir.

Optimum kosullarda TTO yiiklii nanopartikiillerin salim kosullariin
incelenmesi icin farkli pH ve sicaklik denemeleri yapilmustir. Deri {iretim
basamaklar1 goz dniine alindiginda, tabaklama basamagi i¢in pH 4, 32 °C; retenaj
basamag i¢in pH 5, 35 °C, 1slatma-yumusatma basamagi icin pH 7, 25 °C ve
boyama islemi basamagi i¢in pH 5, 50 °C ortamlarinda TTO salimi incelenmistir.
TTO yiiklii politHEMA-MAPA) nanopartikiilleri belirlenen pH ve sicakliklarda
diizgiin salim profilleri géstermistir. Bu sebeple farkli deri iiretim basamaklarinda

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Kontrollii salim mekanizmalarin1 aydinlatmak i¢in salim kinetikleri
hesaplanmistir. Biitiin salim denemeleri (pH ve sicaklik) i¢in n degeri (difiizyon
derecesi) n<0.5 oldugu icin diflizyon mekanizmasi non-Fick difiizyonuna
uymaktadir (Singhvi and Singh, 2011).

Bu tez ¢aligmasinda literatiirde var olan esansiyel yag calismalarindan
farkli olarak enkapsiilasyon metodu kullanilmamistir. Genis yiizey alani sayesinde

yiiksek adsorbsiyon kapasitesine sahip ve uzun siireli salim imkani sunan
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biyouyumlu nanopolimerler gelistirilip  kullanilmistir.  Esansiyel yaglar,
icerigindeki uzun karbon zincirli aktif bilesenler sayesinde hidrofobik
ozelliktedirler. Bu 0Ozellikten yararlanarak tez kapsaminda TTO’ya afinite
gosterecek fenilalanin fonksiyonel uclu, biyouyumlu ve toksisitesi olmayan
nanopolimer sentezi tasarlanmistir. Bu afinite etkilesimleri sayesinde aktif bilesen
yiiklenmis nanopolimerler olusturulmustur ve ardindan uzun siireli salim
calismalari yapilmistir. Calismanin basarili ile sonuglanmast durumunda
ekonomik, uzun salim imkan1 veren, toksisitesi olmayan, biyouyumlu,

antibakteriyel ve antifungal iiriinler elde edilmis olacaktir.

Bu calismada ilk kez FDA onayl bir yap1 olan HEMA tiirevli nanopolimer
kullanim1 ile deri endiistrisinde antibakteriyel ve antifungal amagla kullanilan
biyouyumlu nanoteknolojik bir iiriin gelistirilmistir. Boylece deri endiistrisinde
antibakteriyel ve antifungal amagla kullanilan toksik kimyasallarin yerine toksisite
sorunu gostermeyen nanopolimerler bir alternatif olarak Onerilmektedir.
Nanopolimer teknolojisi kullanilarak ¢evre ile dost antimikrobiyal bir iiriin eldesi
ile ililke ekonomisine de katki saglanilacagi diistiniilmektedir. Gelistirilen
biyouyumlulugu yiiksek antibakteriyel ve antifungal 6zellikteki nanopolimerlerin
deri ve tekstil endiistrisinde kullanimi literatiirde yer almayan bir konudur.
Gelistirilen nanomalzemenin deri i¢ine absorplanmasiyla antibakteriyel ve
antifungal deri trlinleri gelistirilip tekstil sektorii gibi farkli sektorlere kullanim

olanag1 saglanabilir.
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