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Anahtar Kelimeler Oz
Antibakteriyel, Nano kompozit yapisi agst bir olusum gosteren bakteriyel seliilloz (BS), son
Bakteriyel seliiloz, zamanlarda biyomedikal alanlarda kullanimi artmis hafif, toksik olmayan su tutma
Gtimiis, kapasitesi oldukea yiiksek, biyouyumlu ve ekolojik olmasi yoniiyle olduk¢a avantajli
Nanokompozit. bir materyaldir. Bu c¢alisma, sirke bakterileri tarafindan iiretilen BS nin giimiisii

nanoboyutta absorbe ederek antibakteriyel bir etki gostermesine ornek teskil
etmektedir. iki farkli metodla olusturulan giimiis/bakteriyel seliilloz Ag/BS
nanokompozit agar difiizyon yontemi ile antibakteriyellik testleri ve su tutma
kapasiteleri belirlenmistir. Antibakteriyellik testi patojen 6zellik gosteren 4 farkl
bakteri kiiltiiri ile yapilmistir. Ag/BS nanokompozit tiim patojen bakterilere karsi
antibakteriyel inhibisyon zon olusumu gdstermis, 6zellikle E. coli bakterisine karsi
daha kuvvetli etki gostermistir.

NANO SILVER PARTICULATE / BACTERIAL CELLULOSE (AG/BS)
PRODUCTION BY DIFFERENT METHODS AND DETERMINATION OF
ANTIBACTERIAL CHARACTERISTICS

Keywords Abstract

Antibacterial, Bacterial cellulose (BC), which has a nano composite structure formation, is a highly
Bacterial cellulose, advantageous material in terms of its high biocompatibility and ecological
Silver, properties. This study demonstrates that BC produced by vinegar bacteria has an
Nanocomposites. antibacterial effect by absorbing the silver in the nanoscale. Ag/BC nanocomposite

agar diffusion method was used to determine antibacteriality and water retention
capacity. Antibacteriality test was performed with 4 different bacterial cultures
showing pathogenic properties. Ag-BC Nanocomposite showed antibacterial
inhibition zone against all pathogenic bacteria, especially showed stronger effect
against E. coli bacteria.
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1. Giris

Bakteriyel seliiloz (BS) genellikle asetik asit
bakterileri tarafindan fermantasyon sonucu
tiretilen ii¢ boyutlu, agsi yapiya sahip nanofiber
yapidadir(Colt vd. 1994; Pal vd., 2017).

BS iretimindeki kolaylik ve ¢evre dostu olmasi
dolayisiyla kagit, gida ve medikal endiistride
oldukca genis bir alanda kullanilmaktadir. Yiiksek
hidrofilik 6zellik gosteren BS esnek ve antitoksik

olmakla birlikte biyouyumluluga

biyo¢oziiniirliige sahip nanobiyopolimerdir ( Shi

vd., 2014).
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BS’nin ayn1 zamanda ila¢ tasiyict ve yara orti
materyali olarak, doku miihendisliginde doku
iskelesi ve yapay damarlar gibi biyomedikal
uygulama alanlar1 da mevcuttur (Keshk vd., 2014;
Zang vd., 2015). BS'nin bir baska avantaji da ¢esitli
nanomateryallerle bir araya gelerek
fonksiyonelliginin artmasini saglayan ¢cok miktarda
yuzey hidroksil grubuna sahip olmasidir. Bu alanda
literatiirde yeni calismalar yer almaya baslamistir.
BC, nanofibroz ag ve yiiksek su tutma kapasitesi ile
yuksek gozenekliligi sayesinde dogal yara sargi
malzemesi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle,
yara iyilesmesinde uygulanabilir ve ikincil
enfeksiyondan ka¢inmak icin, BS'yi bir miktar
antimikrobiyal ajanla daha islevsel hale getirmek
gerekmektedir. BS'nin 6zellikle 1slak formda,
istenen sekilde {lretilmeye uygun hale getiren
kaliplanabilirlik ~ 6zelligi  bircok uygulamada
kullanilabilmesini saglamaktadir (Wu vd., 2016;
Kucinska vd., 2015).

Ozellikle giimiisiin (Ag) iyonik halde ya da
oksitlenmis nanopartikiiller seklinde ¢ok iyi bir
antibakteriyel malzeme oldugu bilinmektedir (Lee
vd., 2007; Rieger, 2016). Genis bir spektrum 6zelligi
gostermektedir. Glinlimiizde nano giimis, giicli
antibakteriyel aktiviteleri nedeniyle cerrahi
atiklarin yani sira hastane atik sularma karsi
dezenfektan gibi bircok alanda kullanilmaktadir
(Lansdown vd.,2010; You vd., 2012; Ge vd., 2014;
Paladini vd. 2015). Gimisiin diger mikrobiyal
ajanlara gore avantajli en 6nemli 6zelliklerinden
biri, mikroorganizmalara karsi daha yiksek
toksisiteye sahip ve memeli hiicrelerine daha diisiik
toksisiteye sahip olmasidir (Bao vd., 2015). Yara
iyilesmesi uygulamalarinda, glimiisiin toksik
etkisini gostermemesi i¢in hiicre metabolizmasina
karismayacak sekilde hem saglam hem de gecirgen
bir destegin icinde tutulmasi gerekmektedir.
Dolayisiyla pamuklu tekstil iiriinleri gibi yaygin
yara-tedavi edici materyallerle karsilastirildiginda,
yuksek gozeneklilik ve su gecirgenligi 6zelliklerine
sahip olan BS bu yoniiyle daha avantajlidir
(Maneerung, 2008). Bu nedenle, antimikrobiyal
tedaviler icin Ag/BS kompozit materyallerin
tiretilmesine yonelik artan bir ilgi vardir (Ifuku vd.,
2009; Yang vd., 2012; Li vd., 2015).

BS, 6nemli miktarda yiizey hidroksil grubu icerdigi
icin, Ag+ iyonlari, kimyasal baglanma yoluyla BS
nanofibrillere kolayca baglanabilmektedir. Ag/BS
nanokompozitleri hazirlamak igin farkli yontemler
bulunmaktadir. Ancak bunlarin ¢ogu, uzun siireli bir
sentez silirecine ve olusan kompozit malzemenin
sentezi sirasinda zararlh kimyasallara ihtiyag
duymaktadir. UV radyasyon altinda fotokimyasal
indirgeme, zararli kimyasallar gerektirmeyen
seliilozik  matriksdeki Ag nanopartikiillerini
iretmek icin en c¢evreci ve hizli indirgeme
prosediirlerinden biridir (Pinto vd., 2009; Basuny,
2015).

Trietanolamin (TEA) / C6H15N03 yapisinda alkil ve
alkol grubu iceren otomotivden tarima kadar genis
kullanim alanina sahip bir kimyasaldir (Sohoni vd.
1991; Weissermel ve Arpe, 2008; Yakuphanoglu ve
Okur, 2010). TEA, BS ile AgNO3’iin sulu ortamda BS
ile olusturacagr kompozitte stabilizatéor ve
indirgeyici ajan olarak kullanilmaktadir. BS gibi
ultra ince agst bir yap1 iizerinde Kkiiresel
parcaciklarin daha iyi dagimasini saglar. Bu
nedenle, Ag ve Ag oksitlerin bir karisimi, diisitk TEA
icerigi sayesinde elde edilmektedir (Barud vd,
2008).

Bu makalede, UV 1s1k radyasyonu kullanilarak
fotokimyasal indirgeme islemi ile farkl iki yontem
kullanilarak Ag/BS nanokompozit iiretimi ve
tiretilen bu malzemelerin su tutma kapasiteleri ve
antibakteriyel o6zelliklerinin belirlenerek
karsilastirmalar1 yapilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bakteriyel Seliiloz Sentezi:

BS {retimi icin evsel iiriin olan elma sirkesinden
asetik asit bakterileri izole edilmistir. BS tlretimi
icin  Hestrin-Schramm  (H&S)  besi  yeri
kullanilmistir. Kiiltiirler BS sentezi i¢gin 25-28°C‘de
10 gin izole ortamda kiiltire olmalar igin
bekletilmistir. BS gozle goriiliir bir biyofilm tabakasi
olustuktan sonra yiizeyden yavasca steril
ortamlarda alinmistir. BS’nin hiicresizlestirme
islemi 1 M NaOH c¢ozeltisinde 50 °C 4 saat inkiibe
edilerek yapilmistir. Birka¢ kez saf su yikandiktan
sonra 45 ©°Clik etiivde 48 saat kurumaya
birakilmistir.

3.1. Ag/BS Nanokompozit iiretimi I.Yontem

Bu yontemde giimiis iyonlarinin indirgenerek BS’ye
baglanmasi islemi Pal ve arkadaslarinin (2017)
yontemine benzer bir sekilde yapilmistir. %50
Solvent %50 saf su oraminda 102M AgNO3
(Promega-USA) c¢ozeltisi hazirlanmistir Uretimi
gerceklestirilen BS karanlik bir ortamda 24 saat bu
cozeltide bekletilmistir. Bu islem sonrasinda
¢ozeltiden ¢ikarilan BS, 15 dakika siiresince Steril
Kabinde (Brau Lab-Class II, Turkey) bulunan UV 151k
altinda (200-280 nm) bekletildikten sonra %30’lik
etanol su ¢ozeltisinde birka¢ kez yikanma islemi
tekrarlanmistir. 121°C etiivde 10 dakika kurutma
islemi yapildiktan sonra ve daha sonraki islemlerde
kullanilmak iizere saf su icerisinde 4°C de
beklemeye birakilmistir.

3.2. Ag/BS Nanokompozit iiretimi I.Yontem

Bu yontem uygulamasi Barud (2011) yaptig
calismada giimiis iyonlarinin indirgenerek BS'ye
baglanmasi isleminde kullanilan yénteme benzer
sekilde yapilmistir.
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Uygulanan [. yontemden farkli olarak saf su
kullanilarak hazirlanan 102 M AgNO3 c¢ozeltisi
icerine  10/1 ml oraninda Trietanolamin
(Tekkim/Tiirkiye) ilave edilmistir.

Bu c¢ozelti icerisine BS koyularak karanlik bir
ortamda 24 saat bekletildikten sonra % 30°’luk alkol
su ¢ozeltisiyle birkac kez yikanmis ve 80°C etiivde 2
saat siire ile kurutulmustur. Son islem basamaginda
(Brau Lab-Class II, Turkey) bulunan UV 1s1k alinda
(200-280 nm) 5 dakika maruz birakilarak 4°C’de
saklanmistir.

3.3. Agar Difiizyon Yéntemi ile Antibakteriyellik
Testi

Farkli  yontemlerle elde edilen  Ag/BS
nanokompozitlerinin antibakteriyel 6zeliklerinin
belirlenmesi amaciyla Agar diflizyon yontemi
kullanilmistir. 4 farkll patojen bakteri kiltiirt
kullanilarak  ekim yapilmis ve Ag/BSnin
antibakteriyellik diizeyleri inhibisyon zonu él¢timu
ile test edilmistir. Kullanilan besi yerleri ve
bakteriler Tablo 1’de gosterilmistir. Bu bakteriler
%71’lik 6n zenginlestirme sonrasi %.0,1’lik
konsantrasyonlarda seyreltilerek ekim yapilmistir.

Tablo 1. Antibakteriyel testleri i¢in kullanilan
bakteriler ve besiyerleri.

Escherichia | Pseudomonassp |Stapyhlococu | Enterococcu
coli p. s aerous s faecalis
(0X0ID (0X0ID (0X0ID (0x0iD
LOT:60273 LOT:602593) [LOT:743844) | LOT:60243
6) 8)
EMB Agar Pseudomonas NutrientAg Brain-
(©MERCK) AgarBase ar HeartAgar
(©MERCK) (OMERCK) | (©MERCK)

Spesifik agarlarin lizerine ayni oOlgtilerde iki farkl
yontemle elde edilmis Ag/BS Nanokompozitleri
yerlestirilerek 37°C'de etiivde 1 giin inkiibasyona
birakildiktan sonra olusan inhibisyon zonlarin
Olglimleri  kumpas  yardimiyla  yapilmistir.
Antibakteriyellik testleri 3 kez tekrar edilerek zon
kalinliklarinin ortalamasi alinmistir.

3.4. Su Tutma Kapasitelerinin Belirlenmesi

Su tutma kapasitesini belirlemek i¢in kuru haldeki
orneklerden 1 cm? kesilerek tartilmistir. 1 ml distile
suyun icinde 2 dakika oda sicakliinda agzi kapali
olarak bekletilmistir. Daha sonra santrifiijlenmis ve
tlm suyu alinarak ve tekrar tartilmistir. Su tutma
kapasitesi belirlemek icin asagida yer alan
hesaplamadan yararlanilmistir.

Su tutma kapasitesi= (son agirlik - ilk agirlik/son
agirhik) x 100 islemi kullanilmistir.

4. Arastirma Bulgulari

4.1. Agar Difiizyon Yontemi ile Elde Edilen
Antibakteriyellik Test Sonuglari

Iki farkli  yontemle olusturulan  Ag/BS
Nanokompozitleri 4 farkl patojen bakteri kiiltiirii
icin elde edilen Antibakteriyellik test sonuglari
Tablo 2 ve Tablo 3’de gdsterilmistir. Test sonuglari
degerlendirildiginde her iki yontemde de en genis
inhibisyon zonunun Escherichia coli bakteri
kiltiiriinde oldugu, en kiiciik inhibisyon zonunun
Staphylococus aerous bakteri kiiltiiriinde oldugu
tespit edilmistir. . yontemde elde edilen Ag-BS
Nanokompozitleri uygulamasinda en yiiksek
inhibisyon zonu 3,61 mm ile Escherichia coli bakteri
kiltiirtinde oldugu en kii¢iik inhibisyon zonu 1,06
mm ile Stapyhlococus aerous bakteri kiiltiiriinde
oldugu belirlenmistir.

Tablo 2. Yontem I ile tiretilen Ag/BS antibakteriyel
test zon inhibisyon zon 6l¢iimleri.

Pseudomona | Escherichia | Enterococcusfa | Staphyloco
SSSp. coli ecalis ccus aerous
2,21 mm 3,41 mm 1,17 mm 0,6 mm
0,84 mm 3,70 mm 2,88 mm 1,49 mm
2,60 mm 3,71 mm 3,09 mm 1,09 mm
Ort. 1,88 mm | Ort. Ort. 2,38 mm Ort. 1,06
3,61mm mm

Tablo 3. Yontem Il ile tiretilen Ag/BS
antibakteriyel test inhibisyon zon 6lgtimleri.

Pseudomonas | Escherichia | Enterococcus | Staphylococus

spp- coli faecalis aerous

0,1mm 2,83mm 1,22mm 1,04mm

1,43mm 2,83mm 2,18mm 2,42mm

1,49mm 2,14mm 1,57mm 1,14mm

ort. 1.46mm | O Ort.1,57mm | Ort. 1,53 mm
2,60mm

Ag/BS Nanokompozitlerin II. ydntemde elde edilen
sonuglari ise en yiiksek inhibisyon zonu 2,60 mm ile
Escherichia coli bakteri kiiltiirtinde oldugu en kii¢iik
inhibisyon zonu 1,46 mm ile Pseudomonas spp.,
bakteri kiiltiiriinde oldugu belirlenmistir.

Farkli iki yontemle elde edilen Ag/BS
nanokompozitlerin antibakteriyellik test sonuglari
karsilastirildiginda I. yontemin daha iyi sonug
verdigi tesbit edilmistir (Sekil 1-2 ve Sekil 3-4).
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Sekil 1. Agar difiizyon yontemi ile l.Yontem ile elde
edilen Ag/BS nanokompozitin antibakteriyelliginin
test edilmesi. Soldan saga; Ppseudomanasssp. E.coli.

Sekil 2. Agar diflizyon yontemi ile I. Yontem ile
elde edilen Ag/BS nanokompozitin
antibakteriyelliginin test edilmesi. Soldan saga; E.
Fecalis, Stapyhlococus aerous.

Sekil 3. Agar diflizyon yontemi ile 1. Yontem ile
elde edilen Ag/BS nanokompozitin
antibakteriyelligin test edilmesi. Soldan saga;
Pseudomonas spp., E.coli,

Sekil 4. Agar difiizyon yontemi ile II. Yontem ile
elde edilen Ag/BS nanokompozitin
antibakteriyelligin test edilmesi. Soldan saga; E.
fecalis, Staphylococus spp

4.2. Su tutma kapasiteleri

Su tutma kapasiteleri 6l¢iimleri; L.yontemle tiretilen
Ag/BS nanokompoziti %73, II. Yontemde %74
kapasiteye birbirlerine yakin degerlere sahip
olduklar tespit edilmistir.

5. Sonug ve Tartisma

BS’nin nano 6rgii yapist bakterilerin bulunduklari
ortamdan  ayrilmalart  saglayan  stoplazmik
uzantilar sayesinde meydana gelmektedir. BS grift
yapist sayesinde mikro ve makro yapili bir
malzemeyi nano seviyede tutarak kompozit
yapisina katarak esas islevini gesitlendirmektedir.
Calismamizda antibakteriyel ajan olarak
biyomedikal = uygulamalarda yaygin  olarak
kullanilan giimiis materyali bu sayede nano yapiya
indirgenerek islevi artirlmistir. Boylece nano
yapida glimiis iyonunun BS ile kompozisyonu ile
glimis iyonu hiicresel toksisitesi de bertaraf
edilmistir.

Palvd., (2017) Kombugya ¢ayindan tirettikleri BS ile
elde ettikleri Ag/BS nin antibakteriyelligini E. coli
bakterisi ile test etmis, bu ¢alismaya benzer sekilde
6,5 mm antimikrobiyal zon goézlemlemistir. Buna
benzer sekilde Barud vd. (2011) BS (Fibrocel-
Produtos Biotecnologicos, LTDA-Brazil) ile
urettikleri Ag/BS de E. coli, Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-27853), Escherichia coli (ATCC 25922) ve
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterilerleri
ile test etikleri ve yeterli antibakteriyellik
sagladiklarini ifade etmislerdir.

Antibakteriyellik testleri sonucunda iki yontemden
etanol ile uygulama yapilan ilk yontemin daha iyi
sonuglar vermesi Trietanolamin ¢alismalarda
kullanimina gerek kalmamasi agisindan 6nemlidir.
Trietanolamin kimyasal yapisi sebebiyle (Sohoni vd.
1991; Weissermel ve Arpe, 2008; Yakuphanoglu ve
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Okur, 2010) cesitli irritasyonlar ve zehirlenmelere
sebep olabilecek bir bilesiktir. Bu nedenle Yontem I.
daha ekonomik ve daha ekolojik bir yontem olarak
daha avantajlidir.

Yapilan c¢alismalarda hastane kontaminasyonuna
sebep olan dzellikle Pseudomanas spp., ve E. fecalis
gibi bakterilerinin liremesinin engellenmis olmasi
Ag/BS nanokompozit'in herhangi bir cerrahi
operasyon sonrasi steril ortamin korunabilmesi icin
oldukga uygun oldugu gorillmiistur.

Ag/BS Nanokompozit tiim patojen bakterilere karsi
antibakteriyel etki gostermis ozellikle E. coli
bakterisine kars1 daha kuvvetli etki gdstermistir. E.
coli bakterisi bulasma ihtimali yiiksek olan
alanlarda bu yontemle yapilacak biyomedikal
uygulamalarin; hem cihazlarin filtrelenmesi gibi
sistemlerde hem de dogrudan yara ortii materyali
olarak kullanilmasinda uygun oldugu
diistintilmektedir.
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