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Son yillarda, fonksiyonellestirilmis, elektro lif cekimi yontemi ile hazirlanmis nanofiber membranlar ile
antibakteriyel malzeme Uretimi oldukga dikkat cekmektedir. Modifiye edilmis nanofiber membranlarin
Uretiminde polimerik materyaller ile nanopartikillerin kombinasyonu gergeklestiriimektedir. Ag, Cu, Ce,
Zn0 ve TiO; gibi birgok nanopartikaliin kullanimi artmis ve antibakteriyel aktiviteleri tizerine ¢alismalari
hiz kazanmistir. Bu nedenle, bu calismada, elektro lif cekimi teknigi kullanilarak poliviniliden florir
(PVDF) destek tabakasi tizerine gimis nitrat ilavesi ile modifiye nanofiber membranlar hazirlanmistir.
Kitosan (CS), polivinil alkol (PVA), polivinil prolidon (PVP) ve TiO, gibi kimyasallar bu membranlarin
Karakterizasyon; hazirlanmasinda kullanilmistir. Modifiye nanofiber membranlarin karakterizasyonu ise taramali
Membran; Nanofiber  elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilim X-isinlari spektroskopisi (EDS) ve atomik gii¢ mikroskobu
(AFM) teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Karakterizasyon teknikleri, hazirlanan nanofiber
membranlarin nano yapida olduklarini kanitlamistir.  Farkh miktarlarda AgNOs iceren modifiye
nanofiber membranlarin antibakteriyel 6zellikleri, segilen E. coli (25922), S. aureus (ATCC 25923, ATCC
6538) ve P. aeruginosa (ATCC 35032) bakterilerine karsi iki farkli metot kullanilarak (Agar disk difiizyon
ve yayma plak) test edilmistir. Sonug¢ olarak, modifiye nanofiber membranlarin antibakteriyel

aktiviteleri, gimis iyonlarinin ilavesi ile tim bakterilere karsi artmistir.

Anahtar kelimeler
Antibakteriyel;

Preparation, Characterization and Antibacterial Properties of Silver
Nitrate Doped Modified Nanofiber Membranes

Abstract

In recent years, production of antibacterial material using functionalized nanofiber membranes
prepared by electro-spinning method has attracted much attention. In the production of modified
nanofiber membranes, the combination of polymeric materials with nanoparticles has been performed.
The use of many nanoparticles such as Ag, Cu, Ce, ZnO and TiO; has increased and studies on their
antibacterial activities have accelerated. Therefore, in this study, modified nanofiber membranes were
prepared by adding silver nitrate on the polyvinylidene fluoride (PVDF) support layer using
electrospinning technique. Chitosan (CS), poly(vinyl alcohol) (PVA), polyvinyl prolidone (PVP) and TiO,
were used to prepare these membranes. Characterization of the modified nanofiber membranes was
also performed by using scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy
(EDS), and atomic force microscopy (AFM) techniques. The characterization techniques have proven
that the prepared nanofiber membranes are nano-structured. The antibacterial properties of modified
nanofiber membranes containing different amounts of AgNO3; were tested against selected E. coli
(25922), S. aureus (ATCC 25923, ATCC 6538) and P. aeruginosa (ATCC 35032) bacteria by using two
different methods (Agar disc diffusion and Baird Parker agar plate). As a result, the antibacterial
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activities of modified nanofiber membranes increased against all bacteria with the addition of silver

ions.

1. Girig

Son zamanlarda, membrana dayali teknolojiler,
ylksek ayirma verimleri, nispeten disik maliyetler
siklikla
edilmektedir. Membran sistemlerinden biri olan

ve islem kolayligi nedeniyle tercih
polimerik nanofiberler, distk agirlik, yiksek ylizey
alani, yiiksek hava ve su gecirgenligi ve gozenekli
yapisi nedeni ile etkili membran malzemeleri olarak
kullanilmaktadir. Polimerik nanofiberler, elektro lif
cekimi yontemi, cok bilesenli egirme, erime-ifleme,
flag egirme, sablon sentezi, kendi halinde olugsma ve
nanolitografi gibi bircok proses ile
Uretilebilmektedir. Bu teknikler arasinda yer alan,
elektro lif ¢ekimi yontemi, ¢ok sayidaki polimerik
daha

Gretmek icin kullanilan c¢ok yonli bir tekniktir.

materyallerden plrlGzstiz  nanofiberleri
Elektro lif gekimi ydontemi, nanometrik ¢aplara sahip
nanofiberlerin tGretiminde kullanilan basit, etkili ve
yaygin bir yontem olarak bilinmektedir (Gao et al.
2014). Nanofiberler siirekli olarak polimer ¢ozeltisi
Gzerinde olusturulan bir dis elektrik alan yardimi ile
Elektro

yuksek voltajin olusturdugu elektriksel alan ile

Uretilebilmektedir. lif ¢ekimi ydntemi,
ylklenen polimer ¢ozeltisinin, topraklanmis ya da zit
kutup ile ylklenmis vyiizey (toplayici) Uzerinde
daginik bir sekilde nanofiber olusturulmasi esasina
dayanan en yeni ve en etkin nanofiber Uretim
teknigidir. Bu yontemle pek c¢ok polimerden 3 ile
1000 nm arasinda ¢aplara sahip nanofiberlerin elde
edilmesi mimkinddir. Hizla gelisen bu teknik ile elde
edilen fiberlerin 6zelliklerinin iyilestirilmesi igin
bircok modifikasyon yapilabilmektedir. Elektro lif
Uretim islemi 1600°lG yillarda William Gilbert’in
elektro-manyetizmanin sivilar  lzerine etkisini
gbzlemlemesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu gézlem elektro
plskiirtme ve elektro Uretim islemlerinin baslangici

sayllmaktadir (Tucker et al. 2012, Bastiirk 2012).

Nanofiberler, genis serbest ylizey alanlari, ¢oklu
ylzey modifikasyonlari ve listiin mekanik 6zellikler

gibi kendilerine 06zgl fizikokimyasal 06zellikleri

© Afyon Kocatepe Universitesi

nedeniyle son yillarda blylk ilgi gormektedirler.
2001),
elektronik ve biyomedikal aletler (Zhang et al. 2005),

Nanofiberler, biyosensér (Kwoun et al

doku muhendisligi (Laurencin et al. 1999), implant
malzemeler (Fujihara et al. 2003), yara bandi (Zhang
et al. 2007, Zhang et al. 2010) ve medikal tekstil
materyallerini (Ignatova et al. 2013) iceren birgok tip
uygulamasinda (Huang et al. 2003, Teo and
Ramakrishna 2006, Burger et al. 2006, Lu and Ding
2008) siklikla kullanilmaktadir. Elektro lif ¢ekimi
yontemi ile Gretilen nanofiberler ile ylizeyleri daha
islevsel olan nanofiber membranlar
hazirlanabilmektedir (Zeytuncu 2014).

membranlara,

Nanofiber nanopartikillerin

eklenmesi ile membranlarin ylzey 6zellikleri
iyilesmekte, membranlarin kirlenme kapasiteleri
azalmakta ve antimikrobiyal yetenekleri
artmaktadir. Calismamizda, elektro lif cekimi teknigi
(PVDF) destek

tabakasi Uzerine glimis nitrat ilavesi ile birlikte

kullanilarak poliviniliden florir

kitosan (CS), polivinil alkol (PVA), Polivinil prolidon
(PVP) (TiO2)
modifiye nanofiber membranlar hazirlanmistir.

ve titanyum dioksit kullanilarak

nanopartikiller (AgNPs), diger

nanomateryallere gore insan hiicrelerine gosterdigi

Gumus
disik toksisite ve mikemmel antibakteriyel
Ozellikleri nedeniyle biyomedikal ve klinik alanlarda
genis bir uygulama alani bulmaktadir (Fabrega et al.
2009, Liang et al. 2016). GUms, cok eski tarihlerden
bu yana yaralarin ve yaniklarin tedavisinde de
kullanilmistir. Bu nedenle, glimiis nanopartikillerin
bir membranin secici tabakasina tutturularak ya da
membran ylzeyine asilanarak yapilan bir¢ok ¢alisma
rapor edilmistir (Yuan et al. 2010, Hong and Jeong
2011, Mahapatra et al. 2012, Tian et al. 2013,
Abdelgawad et al. 2014).

PVA, cesitli membranlarin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir.

kompozit

PVA, vyiksek kimyasal dirence, iyi mekanik
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ozelliklere, OH gruplarina ve hidrojen bagi
olusturma yetenegine sahip olan yar kristalli ve
suda ¢6zlinebilen sentetik bir polimerdir (Ohkawa et

al. 2004, Jia et al. 2007, Zhang et al. 2007).

Kitin,
polimerlerden biridir.
kabuklari,
deasetilasyonu ile elde

tabiatta yaygin olan en o6nemli dogal
Baslica kaynaklari ise deniz
karides ve vyengeclerdir. CS, kitinin
edilmektedir.  CS,
biyouyumlu, antibakteriyel, antifungal 06zelikte
olmasi ve toksik o6zellik gostermemesi sebebiyle
medikal uygulamalarda ¢ok kullanilan dogal bir
polimerdir. CS, gesitli bakteri ve mantarlara karsi
CS’In

molekiler

antibakteriyel  aktivite gdstermektedir.

antibakteriyel etkisinin esas nedeni
agirligi ve konsantrasyonudur. Glinimizde, CS
nanofiberleri kapsamli bir sekilde arastirilmakta ve
elektro lif c¢ekimi yontemi ile CS iceren cesitli
nanofiber trlnleri sentezlenmistir (Lim and Hudson

2003, Rinaudo 2006, Pokhrel et al. 2015).

CS ve gumisin tek baslarina sahip olduklar
antibakteriyel 0Ozelligin kompozit olusturduktan
sonra daha da artmasi s6z konusudur (Hang et al.
2010, Zhang et al. 2012). Nitekim, Adipzadeh vd.
(2014)’ de vyaptiklari ¢alismada, 70/30 oraninda
CS/PVA homojen karisimina AgNOs eklemisler ve bu
karisimi homojen olana kadar karistirdiktan sonra
elektro lif c¢ekimi ybntemiyle nanofiberler
Uretmislerdir. Uretilen bu nanofiberlerin yapilari ve
ozellikleri taramal elektron mikroskobu (SEM) ile ve
kimyasal yapisinda glimis nanopartikil olusumu ise
Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopi ile
CS/PVA

ozellikleri,

incelenmistir. nanofiberlerinin

antibakteriyel antibakteriyel  test
yontemleri kullanilarak Escherichia coli iceren fosfat
tampon ¢ozeltisi icinde incelenmistir. Antibakteriyel
AgNO; ile  CS/PVA

nanoliflerinin antibakteriyel filtrasyon verimliliginin

test sonuglari, eklenmesi

onemli Olglide arttigini gostermistir (Adibzadeh et
al. 2014).
Beypinar (2014), yapmis oldugu calismada, elektro

lif cekimi yontemiyle, PVA sulu c¢o6zeltisinden
nanofiber membranlar hazirlamistir.  Degisik
miktarlarda akrilli polietilenimin  (PEI) iceren

¢Ozeltiler PVA c¢ozeltisiyle karistirilmistir. UV ve

elektro lif c¢ekimi yonteminin es zamanl

akrilli PEl esash

nanofiberler elde edilmistir. Nanofiberlerin kimyasal

kullanilmasiyla c¢apraz bagl

yaplilari FTIR ile karakterize edilmistir.

Nanofiberlerin termal ozellikleri de
termogravimetrik analiz (TGA)
(DSC) ile

Nanofiberlerin yiizey morfolojileri ve ortalama fiber

ve diferansiyel

taramali  kalorimetri incelenmistir.

caplari ise SEM ile aydinlatilmistir (Beypinar 2014).

Yapilan literatlir taramasi sonucunda 06zellikle

elektro lif ¢ekimi yontemi kullanilarak CS ve Ag
ilaveli nanofiber membran calismalarina
calismada ise,

calismalardan farkli ve onlara ilave olarak, elektro lif

rastlanilmistir.  Bu mevcut
cekimi yontemi kullanilarak PVDF destek tabakasi
Uzerine glimis nitrat ilavesi ve CS, PVA, TiO,, PVP
gibi kimyasallarin kullanimi ile modifiye nanofiber
membranlar hazirlanmis ve karakterize edilmistir.
Hazirlanan modifiye nanofiber membranlarin
antibakteriyel 6zellikleri de Escherichia coli (E. coli),
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) bakterilerine karsi test
edilmistir. E. coli ve P. aeruginosa, gram negatif
bakteri grubuna girmektedir. E. coli, bircok omurgal
canlinin ince ve kalin bagirsaginda yasamaktadir.
Bagirsakta yasadigi icin, E. coli 'nin ¢evresel sularda
varligi diski kirlenmesinin bir belirtisidir. E. coli,
sindirim sistemi, Uriner sistem enfeksiyonlar gibi
rahatsizliklara sebep olabilmektedir (Omerovic et al.
2017). P. aeruginosa ise yaygin olarak toprak ve
suda bulunmaktadir. Nemli ortamlarda kolaylikla
cogalabilmektedir. immun sistemi zayif olan
konakgilarda yaygin olarak enfeksiyonlara sebep
olabilmektedir. Kronik akciger enfeksiyonu basta
olmak tizere pek ¢cok enfeksiyonun ortaya ¢cikmasina
sebep oldugu goriilmektedir (Siriken ve 0z 2017). S.
aureus gram pozitif bakteri grubuna girmektedir. S.
aureus dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Burun
ve bogaz boslugunda, insan ve hayvan diskisinda,
apseli yaralarda bulunabilmektedir. Bulasiciligi daha
¢ok insan kaynakh olarak gortilmektedir. S. aureus,
pnémoni, eklem enfeksiyonlari, endokardit,
apse/ciban ve diger cilt enfeksiyonlar gibi bircok
rahatsizliga sebep bilinmektedir

(Gulbandilar 2009).

olabildigi
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2. Materyal ve Metot
2.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler Cizelge
1./de verilmistir. Tim kimyasal maddeler Merck,
Carlo Erba ve Fluka firmalarindan temin edilmis ve
analitik safliktadir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve

formulleri
Kimyasal Madde Formiilii
Polivinil alkol (PVA) (C2H40)n
Kitosan (CS) Cs6H103N9039
Gilmds nitrat AgNOs
Polivinil prolidon (PVP) (CeHsNO)n
Titanyum dioksit TiO2
Asetik asit CH3COOH
Dimetil formamid (DMF) C3H/NO
Dietanolamin C4H11NO2
Polietilen glikol (PEG) HO(C2H40)nH
Hidroklorik asit HCI
Tetra-n-butil ortotitanat CieH3604Ti
Etanol C:HsOH

Membranlarin hazirlanmasinda kullanilan membran
destek tabakasi PVDFdir. Bu destek tabakalari,
yuksek sicakliklara ve kimyasallara karsi dayanikhdir.
Modifiye
kullanilan membran destek tabakasi PVDF, Millipore

nanofiber membranlari hazirlamada

firmasindan temin edilmistir. Cizelge 2’ de orijinal
PVDF destek tabakasinin 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 2. Orijinal PVDF destek tabakasinin 6zellikleri

Membran Orijinal PVDF
Gozenek Capi 0.22 um ve 0.45 um
Kalinhg: 0.11 um
Yapisi Hidrofil
Gegirgenlik %70

Membran Tiri Poliviniliden flortr

2.2 Nanofiber membranlarin hazirlanmasi

katkih
membranlarin hazirlanmasinda farkli

GUmdis  nitrat modifiye  nanofiber
oranlarda
¢Ozeltiler hazirlanmis ve bu c¢ozelti karisimlari ile
PVDF destek

Uretilmistir. Bu c¢ozelti

nanofiberler, tabakasi Uzerine

karisimlari  asagida

verilmistir.

a) Ag-CS nanofiber membran tretimi (AKN2): Ag-CS
nanofiber membran dretimi, Adibzadeh vd. (2014)
tarafindan yapilan ¢alismadan yararlanilarak ve bazi
modifikasyonlar  vyapilarak gerceklestirilmistir
(Adibzadeh et al. 2014). 20 mL saf su igerisine 2 g
PVA alinarak ¢ozilmistir. Ayri bir beherde de
%3’lik 1 g CS alinarak 20 mL %2’lik asetik asit
¢Ozeltisi icerisinde ¢ozlinmesi saglanmistir. Bir
sonraki asamada, iki ¢ozelti toplam hacmi 10 mL (3
mL CS + 7 mL PVA) olacak sekilde karistiriimis ve
icine 0.2 g AgNOs ilave edilmistir. Cozelti homojen
oluncaya kadar karistirilmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti
karisimi 10 ml’lik siringaya cekilerek elektro lif
cekimi diizenegine yerlestirilmistir. 0.1 mL/h sabit
akis hizi ve 5 dk sire ile nanofiberler 0.45 um’ lik
capa sahip PVDF destek

Uretilmistir.

tabakasi Uzerinde

b) Ag-TiO, nanofiber membran Uretimi (ATN1 ve
ATN2): Ag-TiO,
Adibzadeh vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismadan

nanofiber membran {retimi,
yararlanilarak ve bazi modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirilmistir (Adibzadeh et al. 2014). ilk
olarak, TiO; ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun icin 3.6
mL tetra-n butil ortotitanat cam behere alinmis ve
Gzerine 100 mL etanol ve 2.4 mL dietanol amin ilave
Manyetik
kanstirildiktan sonra Uzerine 0.24 mL polietilen

edilmistir. karistincida 1 saat
glikol damla damla ilave edilerek 1 saat daha
kanstiriimistir. Baska bir beherde ise 100 mL %99’luk
etanol icerisinde 10 g PVP ¢6zilmustir. Toplam TiO,
ve PVP miktari 17 mL olacak sekilde bu iki ¢ozelti
karistinlmistir.  Bir sonraki asamada, hazirlanan
¢ozelti karisimi igcine 6 mL DMF iginde 0.34 g AgNOs
(%2) cozilerek ilave edilmistir (14 mL PVP + 3 mL
TiOz + 0.34 g AgNO; (%2)). ATN1 ve ATN2 modifiye
nanofiber membranlar ayni sekilde hazirlanmistir.
ATN1 icin 0.22 um PVDF destek tabakasi, ATN2 icin
ise 0.45 um PVDF destek tabakasi kullaniimistir.
Hazirlanan bu ¢ozelti karisimi 10 mL’lik siringaya
elektro  Ilif
yerlestirilmistir. 0.1 mL/h sabit akis hizi ve 5 dk sure

cekilerek cekimi  dlzenegine

ile nanofiberler PVDF destek tabakalari Gzerinde
Uretilmistir.
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2.3 Deney diizenegi

Elektro lif cekimi deneyleri, Sileyman Demirel
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Fizik B6Iimdi,
Glnes Enerjisi Arastirma Laboratuvarinda mevcut
olan top syringe pump top-5300 model elektro lif
cekimi cihazi ile yapilmigtir.  Yiksek voltajh glic

kaynagi ise Gamma ES30 marka DC gui¢ kaynagidir.
2.4 Kullanilan cihazlar
2.4.1 Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Uretilen nanofiberlerin morfolojik &zelliklerinin
belirlenmesi icin SEM kullanilmistir. TUm analizler
FEI QUANTA FEG 250 model SEM cihazi ile
gerceklestirilmistir. Malzemelerin ylzey

morfolojilerinin  incelenmesi yaninda element
analizi de Enerji Dagihmli X-lsini Spektroskopisi (EDS)
ile yapilmistir. Hazirlanan modifiye membranlarin
SEM ve EDS ol¢limleri nanofiberlerin yogun bir
sekilde biriktigi 7.07 cm? c¢apa

membranlarin orta kismindan

sahip olan
alinarak
gerceklestirilmistir.

2.4.2 Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Hazirlanan modifiye nanofiber membranlarin yiizey
ozellikleri, ez-AFM Nanomagnetics model AFM
cihazi ile gerceklestirilmistir.

2.5 Antibakteriyel élgiimler igin kullanilan
malzemeler

Calismada kullanilan E. coli (25922), S. aureus (ATCC
25923) ve P. aeruginosa (ATCC 35032) test
bakterileri Universitesi, Fen

Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimiu Mikrobiyoloji

Adnan Menderes

Anabilim Dal’'ndan temin edilmistir. Yayma plak
metodu deneyleri ise Afyon Kocatepe Universitesi,
Muhendislik Fakdltesi, Gida
boliminde gerceklestirilmistir.

Mdihendisligi
Bakterilerin
aktiflestirilmesi icin Nutrient agar (Merck) ve
antibakteriyel etki testlerinde de Caso Soy Broth

(Merck) besiyerleri kullaniimistir.

2.6 Antibakteriyel élgiimler icin kullanilan
metotlar

Hazirlanan modifiye nanofiberlerin antibakteriyel
Ozellik gosterip gostermediginin tespiti icin Agar disk
difizyon metodu ve Yayma plak metodu olmak
Uzere iki metot denenmistir.

2.6.1 Agar disk difiizyon metodu

Agar disk difiizyon metodu kullanilarak hazirlanan
nanofiber membranlarin antibakteriyel ozellikleri
test edilmistir. Agar disk difiizyon metodu, Biswas
vd. (2014)
yararlanilarak ve bazi modifikasyonlar yapilarak

tarafindan  yapilan  ¢alismadan

gerceklestirilmistir (Biswas et al. 2014).

Test edilecek mikroorganizma Miller Hinton agar
Uzerinde aktiflestirildikten sonra bir lop alinarak 5
mL Caso broth’a ekilmistir. 37°C'de 180 rpm’de 0.5
McFarland standardina ulasincaya kadar inkiibasyon
yapilmistir. %0.85 w/v NaCl ile 1-1.5x10’ hiicre
bakteri  slspansiyonu

bakteri
100 pL eklenerek drigalski

iceren hazirlanmstir.

Hazirlanan sispansiyonundan  petri

kaplarina spatill
yardimiyla Miller Hinton agar lzerine yayilmistir. 15
dk agarin Gzerinin kurumasi beklenmistir. Bu islemin
ardindan, 6 mm g¢apinda hazirlanmis membran agar
Gzerine yerlestirilmistir. Bu islemden sonra petri
kaplari diz bir sekilde 37°C'de 24 saat inklbe
edilmistir.  Zon

olusturup  olusturmadiklari

belirlenmistir.
2.6.2 Yayma plak metodu

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) bakterilerinin
sayisl, yayma plak yontemiyle Baird Parker agar
Oncelikle
kullanilacak bakteri olan Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) bakterileri nutrient broth icerisinde 24
saat 37°C'de
mikroorganizmadan, her bir numune yiizeyine cm?
de 106 kob/mL bakteri olacak sekilde asilama
yapildiktan sonra steril pipet ile ylizeye homojen bir

kullanilarak  yapilmistir. analizlerde

cogaltilmistir. Cogaltilan

sekilde yayilmistir. Numuneler deneme diizeyine
uygun slre ve ortamlarda bekletildikten sonra her
bir numuneden steril swap yardimi ile ylizeyden
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ornekler alinmis ve swaplar iglerinde steril 10 mL
ringer bulunan tipler igerisine aktariimistir. Bu
tlplerden seri diliisyonlar hazirlandiktan sonra her
dilisyondan cift paralel olacak sekilde baird parker
agara ekim yapilmis ve steril bir drigalski spatdla
yardimi ile homojen bir sekilde yayilmistir.

Analizlerde  kullanilacak  besiyeri  otoklavda
121°C'de, 1 atmosfer basin¢ altinda 20 dakika
boyunca sterilize edildikten sonra oda sicakligina
kadar sogutulmustur. Bu sekilde her ekim yapilacak
numune icin 3’er adet karanlik, aydinlik ve UV isikta
bakilmak Gzere dillisyon hazirlanmistir. Besiyerinin
numuneyi emmesi beklendikten sonra besiyerleri 24
saat 37°C'de etlvde inkubasyona birakilmistir.
inkubasyon sonrasinda 0.5 mm’den daha biiyiik
etrafi beyaz zonlu siyah renkli koloniler sayilarak
drneklerin cm? sindeki bakteri sayisi Esitlik (1)’e gére
hesaplanmistir (Nickerson and Sinskey 1974, Depkes
1989, Halkman ve Yiicel 2005).

N = C/[Vx(n; + 0.1xn;,)xd] (1)

Burada;

N: Ornegin 1 g ya da 1 mL’sindeki mikroorganizma
sayisl

C: Sayimi yapilan tim petri kaplarindaki koloni
sayisinin toplami

V: Sayimi yapilan petri kaplarina aktarilan hacim
(mL)

Sekil 1. Orijinal PVDF destek tabakalarinin S

ni: ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan
petri kabi adedi

na: ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim
yapilan petri kabi adedi

d: Sayimin yapildigi ardisik iki seyreltiden daha
konsantre olanin seyrelme orani

3. Bulgular
3.1 SEM élgiimleri

Orijinal PVDF destek tabakalarinin SEM goriintileri
Sekil 1’de verilmistir. Hazirlanan tiim modifiye
nanofiber membranlarin (AKN2, ATN1, ATN2) SEM
gorintileri ise Sekil 2’de verilmistir. SEM
gorintilerinden gorilebilecegi gibi orijinal PVDF
destek tabakalarina kiyasla diger modifiye nanofiber
membranlarin morfolojik yapilari farklidir. Orijinal
PVDF destek tabakalarinda gozenekli bir yapi
gorilmektedir. AKN2, ATN1 ve ATN2 nanofiber
membranlarda ise fiber vyapilar net olarak
gozlenmektedir. Sekil 2 (a-c)’de her {i¢ nanofiber
membran  igin birinci  SEM

gorintilerinden elde edilen nanofiberlerin yaricap

verilen ve

degerleri goriilmektedir.

EM gorantdleri (a) 0.22 um Orijinal PVDF (b) 0.45 um Orijinal PVDF
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OB

Sekil 2. Gimus nitrat katkili modifiye nanofiber membranlarin SEM gérintileri (a) AKN2 (b) ATN1 (c) ATN2

3.2. EDS Olgiimleri

AKN2, ATN1 ve ATN2 modifiye nanofiber
membranlari i¢in elde edilen SEM-EDS sonuglari
Sekil 3 (a-c)’ de ve Cizelge 3’te verilmistir. Sekil 3'te
nanofiber membranlara Ag iyonunun dabhil edildigi
gorilmektedir. Cizelge 3’ten de gorildiglu gibi
AKN2, ATN1 ve ATN2 modifiye
membranlari igin sirasiyla, yaklasik olarak %2.20, %
0.38 ve %0.34 oraninda Ag iyonu membran yapisina
(6lglim alinan alan kapsaminda) dahil edilmistir.

nanofiber

= ©

00 17 24 51 68 85 102 118 135 153 17|

Lsec 500 16Cms  5550key  Det Octane Pro Det

eeal (b)
608
c
532
456
Ag
28D)|
Ag
304
Ag
228|
a
152| Agﬂg
Ag
76|
A
o i e o _
oe 17 34 51 68 85 102 s 135 153 1]
Lsec 97 40Cos  2980key  Det Octane Pro Det
160K
F
o (c)
128K
112K
0.96K|
050K
ok € 9
Ag
048K s
032¢ Agag
A
0.16K| N
Ag
000k LR .
o 17 34 51 68 85 102 s 135 153 17|
Lsec 498 33Cots  2980key  Det Octane Pro Det | |

Sekil 3. GuUmis nitrat katkili modifiye nanofiber
membranlarin EDS spektrumu (a) AKN2 (b) ATN1 (c) ATN2
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Cizelge 3. Hazirlanan nanofiber membranlarin atom miktarlari

Membran Element Agirik  Atomik Net Error Kratio Z R A F
Kodu % % Int. %
CK 47.16 58.23 505.38 6.64 0.2644 1.0606 0.9817 0.5287  0.0000
OK 13.18 12.22 13449 1998 0.0363 1.0087 1.0007 10.2728 1.0000
AkN2 F K 37.46  29.25 586.98 8.41 0.1192 30.9353 1.0088 0.3403 1.0000
AglL 2.20 0.30 30.34 16.32 0.0168 0.6596 1.2409 1.1175 1.0379
CK 47.99 58.37 60.38 8.65 0.2205 1.0459 0.9849 0.4392 1.0000
ATN1 OK 13.07 11.94 16.51 14.71 0.0199 1.0071 1.0046 0.1511 1.0000
FK 38.56 29.65 78.75 10.76 0.0602 0.9385 1.0133 0.1664 1.0000
AglL 0.38 0.05 3.38 40.75 0.0038 0.7212 1.2886 1.3302 1.0536
CK 42.88 53.85 64.93 8.97 0.1807 1.0560 0.9829 0.3991 1.0000
ATN2 OK 6.80 6.41 12.39 15.41 0.0114 1.0170 1.0027 0.1646 1.0000
FK 49.98 39.69 173.55 9.64 0.1012 0.9477 1.0114 0.2137 1.0000
AglL 0.34 0.05 3.96 48.11 0.0034 0.7285 1.2870 1.3089 1.0514
3.3. AFM Olgiimleri 3.4. Agar Disk Difiizyon ve Yayma Plak Ol¢iim

Orijinal PVDF destek tabakasinin ve hazirlanan
modifiye nanofiber membranlarin (AKN2, ATN1 ve
ATN2) AFM gorintileri Sekil 4’ te verilmistir. Sekil
4(a-d)’'den de gorildigi gibi orijinal PVDF destek
tabakasi ve AKN2, ATN1 ve ATN2 modifiye nanofiber
membranlarin ylzey morfolojileri farkhidir. Orijinal
PVDF'nin ylzeyinde yikseklikler ve c¢okintiler
AKN2, ATN1 ve ATN2 nanofiber
membranlarinin yiizeyi daha diiz ve homojendir.

bulunurken,

Ayrica ¢okiintllerde kaybolmustur. Orijinal PVDF ye
gore hazirlanan modifiye nanofiber membranlarin
ylzeylerindeki bu  ¢oklntilerin  kaybolmasi
nanofiber yapinin olustugunun gostergelerinden
biridir.

(a) (b) 1]

00

Sekil 4. Gimus nitrat katkih
membranlarin AFM gorintdleri (a) Orijinal PVDF destek
tabakasi, (b) AKN2, (c) ATN1, (d) ATN2.

modifiye nanofiber

Sonuglari

AKN2, ATN1 ve ATN2 modifiye nanofiber
membranlarinin antibakteriyel 6zellikleri ilk olarak
agar disk difizyon metodu ile incelenmistir.
Hazirlanan modifiye nanofiber membranlarin S.
aureus, P. aeruginose ve E. coli bakterilerine karsi
zon caplari 6lctlmustdr. Cizelge 4’ten de gorildugi
gibi AKN2, ATN1 ve ATN2 membranlarinin diger
bakterilere gbére S. aureus'a karsi daha iyi
antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.
Bakteri sayimi (S. aureus) ise yayma plak metodu
kullanilarak AKN2 ve ATN1 modifiye nanofiber
membranlar i¢in yapilmistir. Sonuglar Cizelge 5'te
verilmistir. Cizelge 5’ten de goruldigi gibi AKN2 ve
ATN1 membranlarin kullanildigi ortamdaki bakteri
aydinhk ve uv de
gore AKN2

modifiye nanofiber membrani eklenen bitin S.

sayimi karanlik,

gercgeklestirilmistir. Bu sonuglara
aureus bakterilerini yok ederken ATN1 membrani
ise bu bakterilerin sayisini azaltmistir.

AgNOs; katkili modifiye nanofiber membranlarin
mikroorganizmalar (zerinde gosterdigi ©nerilen
inhibitor bakteri

negatif yikli olmasi ve pozitif yikli CS' in bu hiicre

mekanizmasi, hiicre zarlarinin
zarlari ile etkilesime gecerek bakterilerin hiicre zari
gecirgenligini etkileyebilmesi ve degistirebilmesi
durum, bakterilerin

seklindedir. Bu dogal

bilesenlerine ve hiicre zarlarina zarar vermekte ve
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sonugta bakterinin 6limine yol agmaktadir (Xu et
al. 2007).

Cizelge 4. Modifiye nanofiber membranlarin zon gaplari

E. coli 25922 E. coli 25922
kodu Zon ¢api mm Zon ¢capi mm
(108 cfumL*1cm?) (10% cfu mL?,

Membran

S. aureus ATCC 25923
Zon ¢api mm
(2.1x107 cfu mL?,

P. aeruginosa ATCC 35032
Zon ¢api mm
(107 cfu mL,

6.06 mm ¢ap) 6.06 mm ¢ap) 6.06 mm ¢ap)
AKN2 2.81 Cok az 9 9
ATN1 3.16 - 10 7
ATN2 1.13 - 8 Cok az

Cizelge 5. AKN2 ve ATN1 membranlarinin bakterisidal 6zellikleri

Bakteri Sayimi (kob (cm?)?)

Karanhk uv Aydinhk
Eklenen Bakteri Sayisi 4.5x10°
AKN2 0 0 0
ATN1 9x10? 1.1x10? 1.4x10°

4. Sonug

Bu calismada, elektro lif cekimi yontemi kullanilarak
PVDF destek tabakasi Gizerine glimus nitrat ilavesi ile
modifiye nanofiber membranlarin hazirlanmasi

amaglanmistir.  Yapilan  literatir  taramalari
sonucunda elektro lif ¢ekimi yontemi kullanilarak
PVDF destek tabakasi lzerine CS, TiO, ve AgNO;
ilaveli nanofiber membran ¢alismalarina bizim
bilgimiz dahilinde rastlaniimamistir. Bu ¢alismada,
elektro lif cekimi yontemi kullanilarak PVDF destek
tabakasi lizerine glimis nitrat ilavesi ile modifiye
nanofiber membranlar hazirlanmis ve karakterize
edilmistir.  Bu anlamda vyeni tlir nanofiber
membranlar hazirlanmis ve antibakteriyel 6zellikleri
incelenmistir.

nanofiber membranlarin

Hazirlanan modifiye

morfolojisi SEM ile aydinlatilmis ve nanofiber
yapinin PVDF destek tabakasi lizerinde olustugu
gosterilmistir. Nanofiber membranlarin elemental
analizi ise EDS teknigi ile arastirilmis ve yaklasik

olarak %2.20, % 0.38 ve %0.34 oranlarinda Ag

iyonunun membran vyapisina ilave edildigi
gorilmistiir.  Membranlarin  ylizeyine eklenen
fonksiyonel gruplarin yogunluklari ve yapinin

olusturdugu pirizlilik de AFM ile arastiriimistir.
Orijinal PVDF ylizeyinin yikselti ve ¢oklintiilere

sahip bir yapida oldugu gorilmustir. AKN2, ATN1 ve
ATN2
¢okuntiler kaybolmus ve daha diiz, homojen bir
Modifiye
ylzeylerindeki

nanofiber membranlarin ylzeyinde ise

yapl goralmastir. nanofiber
membranlarin ¢okiintulerin

kaybolmasi, nanofiber yapinin  olusmasindan

kaynaklanmaktadir.

Modifiye nanofiber membranlarin antibakteriyel
Ozellikleri ilk olarak agar disk difizyon metodu ile
arastirilmistir. Bakteri sayimi ise yayma plak metodu
kullanilarak yapilmistir. Deney sonuglari
incelendiginde, AKN2, ATN1 ve ATN2 nanofiber
membranlarin 6zellikle S. aureus basta olmak lizere
E. coli ve P. aeruginosa bakterilerine antibakteriyel
etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu arastirmadan
elde edilen bulgular E. coli (25922), S. aureus (ATCC
25923, ATCC 6538) ve P. aeruginosa (ATCC 35032)'a

bagh enfeksiyonlarda, c¢alismamizda hazirlanan

nanofiber membranlarin tedavi amach
kullanilabilecegini duslindirmektedir. Bunun
yanisira, hazirlanan modifiye nanofiber

membranlarin biyouyumluluk ¢alismalari yapilarak,
yara bandi, sargl bezi vb. medikal uygulamalari
Uzerine arastirmalar da yapilabilir.

65



Giimiis Nitrat Katkili Modifiye Nanofiber Membranlarin Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve Antibakteriyel Ozellikleri, Ozcan vd.

Kaynaklar

Abdelgawad, A.M., Hudson, S.M., Rojas, O.J., 2014.
Antimicrobial wound dressing nanofiber mats from
multicomponent (Chitosan/Silver-Nps/Polyvinyl
Alcohol) systems. Carbohydrate Polymers, 100, 166-
178.

Adibzadeh, S., Bazgir, S., Katbab, A.A., 2014. Fabrication
and characterization of chitosan/poly(vinyl alcohol)
electrospun nanofibrous membranes containing
silver nanoparticles for antibacterial water filtration.
Iranian Polymer Journal, 23, 645-654.

Au, H.T., Pham, LN., Vu, T.H.T.,, Park, J.S., 2012.
Fabrication of an antibacterial non-woven mat of a
poly(lactic acid)/chitosan blend by electrospinning.
Macromolecular Research, 20, 51-58.

Bastuirk, E., 2012. Capraz bagh PVA/B nanofiberlerin
elektrospin yontemi ile hazirlanmasi ve
karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Marmara
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi, istanbul, 132.

Beypinar, F., 2014. Polietilenimin esasli nanofiberlerin
hazirlanmasi ve karbon dioksit gazi gecirgenliginin
incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Marmara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisd, istanbul, 67.

Biswas, C., Zuo, X., Chen, S.C., Schibeci, S.D., Forwood,
J.K., Jolliffe, K.A., Sorrell, T.C., Djordjevic, J.T., 2014.
Functional disruption of yeast metacaspase, Mcal,
leads to miltefosine resistance and inability to
mediate miltefosine-induced apoptotic effects.
Fungal Genetics and Biology, 67, 71-81.

Burger, C., Hsiao, B.S., Chu, B., 2006. Nanofibrous
materials and their applications. Annual Review of
Materials Research, 36, 333-368.

Depkes, R.l.,, 1989. Materia Medika Indonesia, Jilid V.
Jakarta: Departemen Kesehatan Republik Indonesia.
Halaman, 549-553.

Fabrega, J., Fawcett, S.R., Renshaw, J.C., Lead, J.R., 2009.
Silver nanoparticle impact on bacterial growth: effect
of pH, concentration, and organic matter.
Environmental Science & Technology, 43, 7285-7290.

Fujihara, K., Huang, ZM., Ramakrishna, S.,
Satknanantham, K., Hamada, H., 2003. Performance
study of braided carbon/PEEK  composite
compression bone plates. Biomaterials, 24(15), 2661-
2667.

Gao, Y., Truong, Y.B., Zhu, Y., Kyratzis, I.L., 2014.
Electrospun antibacterial nanofibers: production,
activity, and in vivo applications. Journal of Applied
Polymer Science, 131(18), 1-13.

Gulbandilar, A., 2009. Kitahya vyoresinde burun
mukozasindaki Staphylococcus aureus tasiyiciliginin
ve antibiyotik duyarhhginin arastirilmasi. Dumlupinar
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi (Journal of
Scientific Reports-A), 18, 1-6.

Halkman, B.D.H., Yiicel, K.P., 2005. Gidalarda Radyasyon
Uygulamalarinin Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri,
Gida, 30(6), 409-416.

Hang, A.T., Tae, B., Park, J.S., 2010. Non-woven mats of
poly(vinyl alcohol)/chitosan blends containing silver
nanoparticles: Fabrication and characterization.
Carbohydrate Polymers, 82, 472-479.

Hong, H.F., Jeong, S., 2011. Effect of nano sized silver on
electrospun nylon-6-fiber. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology,11(1), 372-376.

Huang, Z.M., Zhang, Y.Z., Kotaki, M., Ramakrishna, S.,
2003. A review on polymer nanofibers by electro-
spinning applications in nanocomposites. Composites
Science and Technology, 63, 2223- 2253.

Ignatova, M., Rashkov, I., Manolova, N., 2013. Drug-
loaded electrospun materials in wound-dressing
applications and in local cancer treatment. Expert
Opinion on Drug Delivery, 10, 469- 483.

Jia, Y.T., Gong, J., Gu, X.H., Kim, H.Y., Dong, J., Shen, X.Y.,
2007. Fabrication and characterization of poly(vinyl
alcohol)/chitosan blend nanofibers produced by
electrospinning method. Carbohydrate Polymers, 67,
403-409.

Kwoun, S.J., Lec, R.M., Han, B., Ko, F.K., 2001. Polymer
nanofiber thin films for biosensor applications. In:
Proceedings of the IEEE 27th Annual Northeast
Bioengineering Conference, 9— 10.

Laurencin, C.T., Ambrosio, A.M.A., Borden, M.D., Cooper
Jr, JLA., 1999. Tissue engineering: orthopedic
applications.  Annual Review of Biomedical
Engineering, 1, 19-46.

Liang, D., Lu, Z., Yang, H., Gao, J., Chen, R., 2016. Novel
asymmetric  wettable  AgNPs/Chitosan  wound
dressing: In Vitro and In Vivo evaluation. ACS Applied
Materials & Interfaces, 8(6), 3958-3968.

Lim, S.H., Hudson, S.M., 2003. Review of chitosan and its
derivatives as antimicrobial agents and their uses as
textile chemicals. Journal of Macromolecular Science:
Part C: Polymer Reviews, C43, 223-269.

Lu, P., Ding, B., 2008. Applications of electrospun fibers.
Recent Patents on Nanotechnology, 2, 169-182.

66



Giimiis Nitrat Katkili Modifiye Nanofiber Membranlarin Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve Antibakteriyel Ozellikleri, Ozcan vd.

Mahapatra, A., Garg, N., Nayak, B.P., Mishra, B.G., Hota,
G., 2012. Studies on the synthesis of electrospun PAN-
Ag composite nanofibers for antibacterial application.
Journal of Applied Polymer Science, 124(2), 1178-
1185.

Nickerson, J.T., Sinskey, A.J., 1974. Microbiology of Foods
And Food Processing, American Elsevier Publishing
Co., Inc. New York, 18(4): 471.

Ohkawa, K., Cha, D.l., Kim, H., Nishida, A., Yamamoto, H.,
2004. Electrospinning of chitosan. Macromolecular
Rapid Communications, 25, 1600-1605.

Omerovic, M., Miistak, H.K., Kaya, i.B., 2017. Escherichia
coli patotiplerinin virtlens faktorleri. Etlik Veteriner
Mikrobiyoloji Dergisi, 28(1), 1-6.

Pokhrel, S., Yadav, P.N., Adhikari, R., 2015. Applications of
chitin and chitosan in industry and medical science: A
Review. Nepal Academy of Science and Technology,
16, 99-104.

Rinaudo, M., 2006. Chitin and chitosan: Properties and
applications. Progress in Polymer Science, 31, 603-
632.

Siriken, B., Oz, V., 2017. Pseudomonas aeruginosa:
ozellikleri ve quorum sensing mekanizmasi. Gida ve
Yem Bilimi Teknolojisi Dergisi, 18, 42-52.

Teo, W.E.,, Ramakrishna, S., 2006. A Review on
electrospinning design and nanofibre assemblies.
Nanotechnology, 17, R89-R106.

Tian, L., Wang, P., Zhao, Z, Ji, J., 2013. Antimicrobial
activity of electrospun poly(butylenes succinate) fiber
mats containing PVP-capped silver nanoparticles.
Applied Biochemistry and Biotechnology, 171(7),
1890-1899.

Tucker, N., Stanger, J.J., Staiger, M.P., Razzaq, H.,
Hofman, K., 2012. The history of the science and
technology of electrospinning from 1600 to 1995.
Journal of Engineered Fibers and Fabrics, 7, 63-73.

Xu, H., Ma, L., Shi, H., Gao, C., Han, C., 2007. Chitosan-
hyaluronic acid hybrid film as a novel wound dressing:
in vitro and in vivo studies. Polymers for Advanced
Technologies, 18, 869-875.

Yuan, J., Geng, J., Xing, Z., Shen, J., Kang, K., Byun, H.,
2010. Electrospinning of antibacterial poly(vinylidene
fluoride) nanofibers containing silver nanoparticles.
Journal of Applied Polymer Science, 116(2), 668-672.

Zahedi, P., Rezaeian, |., Ranaei-Siadat S.O., Jafari, S.H.,
Supaphol, P., 2010. A Review on wound dressings with
an emphasis on electrospun nanofibrous polymeric

bandages. Polymers for Advanced Technologies, 21,
77-95.

Zeytuncu, B., 2014. Elektrospinning teknigi ve UV
Isimasinin eszamanl olarak uygulanmasi ile nanofiber
membranlarin hazirlanmasi ve kiymetli metallerin
adsorpsiyonunda uygulanmasi. Doktora Tezi, istanbul
Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, istanbul,
172.

Zhang, Y.Z., Lim, C.T., Ramakrishna, S., Huang, Z.M., 2005.
Recent development of polymer nanofibers for
biomedical and biotechnological applications. Journal
of Materials Science: Materials in Medicine, 16, 933-
946.

Zhang, Y., Huang, X., Duan, B., Wu, L., Li, S., Yuan, X., 2007.
Preparation of electrospun chitosan/poly(vinyl
alcohol) membranes. Colloid and Polymer Science,
285, 855-863.

Zhang, W., Xing, M.M.Q., Maibach, H.l, 2010.
Nanofibrous materials for wound care. Cutaneous and
Ocular Toxicology, 29, 143-152.

Zhang, L., Bai, X., Tian, H., Zhong, L., Ma, C., Zhou, Y.,
Chen, S., Li, D., 2012. Synthesis of antibacterial film
CTS/PVP/TiO2/Ag for drinking water system.
Carbohydrate Polymers, 89, 1060-1066.

67



