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Oz - Polimerik malzeme kullanimmnin giderek artmas1 bir takim atik depolama ve cevresel sorunlari da beraberinde
getirmektedir. Bu nedenle biyomalzemelere olan ilgi giin gegtikge artmaktadir. Bu ¢alismada, sodyum
aljinat/kuarternize karboksimetil seliiloz biyofilmlerin gelistirilmesi ve karakterizasyonu amaglanmigtir. Bu amag igin
ilk olarak kuarternize karboksimetil seliiloz (CMC) sentezlenmis ve farkli oranlarda soydum aljinat ve kuarternize
CMC igeren biyofilmler hazirlanmistir. Hazirlanan biyofilm malzemelerinin antibakteriyel 6zellikleri inhibisyon zonu
(disk difuzyon) yontemi ile belirlendi. Ultraviyole (UV) ve goriiniir bolge spektrofotometresi kullanilarak 190-1100
nm dalga boyu araliginda malzemelerin 151k gegirgenlikleri belirlendi. Ayrica biyofilmlerin jel igerigi soxhlet
ekstraksiyonu yontemi ile belirlendi. Gelistirilen biyofilmlerin antimikrobiyal ozelliklerinin kuarternize CMC
kullanilmasiyla gelistirildigi goriilmektedir. Tiim dalga boylarinda formiilasyonlar igerisinde kuarternize CMC oranin
artmast ile 151k gecirgenliginin azaldigi acik bir sekilde goriilmektedir. Yiiksek jel igerikleri biyofilm
formiilasyonlarinda kullanilan sodyum aljinat ve kuarternize CMC’nin uyum igerisinde, organik ¢oziiciilere karst
kararli bir yapida olduklarini gdstermektedir. Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, Uretilen biyofilmlerin
antimikrobiyal yiizeylere gereksinim duyulan malzemelerde kaplama olarak kullanilabilecegini anlagilmaktadir.
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Research Article

Abstract — The increasing use of polymeric materials brings along some waste storage and environmental problems.
Therefore, the interest in biomaterials is increasing day by day. In this study, it was aimed to develop and characterize
sodium alginate/quaternized carboxymethyl cellulose biofilms. For this purpose, firstly, quaternized carboxymethyl
cellulose (CMC) was synthesized and biofilms containing different ratios of sodium alginate and quaternized CMC
were prepared. The antibacterial properties of the prepared biofilm materials were determined by the zone of inhibition
(disk diffusion) method. The light transmittance of the materials was determined in the wavelength range of 190-1100
nm using ultraviolet (UV) and visible region spectrophotometer. In addition, the gel content of the biofilms was
determined by the soxhlet extraction method. It is seen that the antimicrobial properties of the developed biofilms are
improved by using quaternized CMC. It is clearly seen that the light transmittance decreases with the increase of
quaternized CMC ratio in formulations at all wavelengths. High gel contents indicate that sodium alginate and
quaternized CMC used in biofilm formulations are stable against organic solvents in harmony. When all the results
obtained are evaluated, it is understood that the produced biofilms can be used as coatings on materials that need
antimicrobial surfaces.
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1. Giris

Insanoglu miihendislik siireclerinde farkli malzemelerin imalat1 icin sentetik polimerlere neredeyse tamamen
bagimlidir. Petrol bazli polimerik malzemelerin ¢evreye olan zarari biyopolimerleri oldukca 6nemli hale
getirmektedir. Doku miihendisligi, ilag salinimi, yara iyilestirme gibi bircok saglik uygulamalari igin
biyobozunur ozellige sahip sentetik ve dogal kaynakli biyomalzemeler iizerinde ¢aligmalar
gerceklestirilmektedir (Bedian ve ark. 2017; Babu ve ark., 2013). Aljinik asit ve karboksimetil seliiloz
biyobozunur 6zellige sahip biyopolimerlere 6rnek olarak verilebilir.

Aljinik asitin sodyum tuzu olan sodyum aljinat kahverengi alglerin hiicre duvarlarindan ekstrakte edilmekte
ve dogada bol miktarda bulunmaktadir. Toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi ve suda ¢dziinebilir olmasi en
onemli ozelliklerindendir (Yun ve ark, 2020; Zhang ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2022). Sodyum aljinat
ozellikler gida endiistrisinde stabilizor, kivamlastirici ve jel olusturmak i¢in kullanilir (Yang ve ark., 2011; Sen
ve ark., 2017).

Karboksimetil seliilloz (CMC), seliillozun anyonik ve suda ¢6ziinebilir bir tiirevidir. CMC ve seliiloz arasindaki
molekiiler olarak tek fark selilloz yapisinda bulunan bazi hidroksil gruplarindaki hidrojen atomlarmin yerine
anyonik karboksimetil gruplarinin bulunmasidir. Yapisinda p-1,4-glikosidik baglar bulunur (Rahman ve ark.,
2021). CMC krem, losyon ve dis macunu gibi iriinlerde baglayici, kivamlastirict ve stabilizatér olarak
kullanilmaktadir. Ayrica tekstil, boya, yapistirici, kagit, seramik ve gida gibi bir ¢ok endustride Ustlin
ozellikleri nedeniyle kullanim alani bulmaktadir (Benchabane ve Bekkour, 2008). Bu iistiin 6zellikleri arasinda
suda ¢oziinebilir olmasi, yapisabilir olmasi, pH’a duyarli olmasi, toksik olmamasi ve jel olusturabilmesi
sayilabilir (Javanbakht ve Shaabani, 2019).

Kuarternize gruplarin antimikrobiyal aktivite gosterdigi ile ilgili literatiirde birgok calisma bildirilmistir.
Kitosan bunlarin en onemli Ornekleri arasinda gosterilebilir. Kitosanin dogasi geregi kimyasal yapisinda
bunulan amin gruplarindaki protonlar nedeniyle dogal antimikrobiyal ajan olarak kullanilmaktadir (Tan ve
ark., 2013). Ayrica kitosan asetik asitte ¢oziindiiglinde katyonik bir polielektrolit haline gelmektedir (Luo ve
Wang, 2014). Bu sekilde gerceklestirilen kuarternize islemleriyle kitosanin antimikrobiyal Ozelligi
gelistirilebilmektedir.

Yu ve ark. (2012) ahsap malzeme ylizeyine 2-(dimetilamino)etil metakrilat agilamis ve yiizeyi alkil halojentir
ile muamele ederek ahsap yiizeyinde kuarternize gruplar olusturmuslardir. Onlar elde edilen ahsap
malzemelerin Escherichia coli’ye karsi etkili oldugunu ve hastane ve rehabilitasyon merkezleri gibi 6zel
uygulamalarda antimikrobiyal performansa sahip hijyenik ahsap yiizey olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Bagka bir ¢calismada, He ve ark. (2022) kuarterner amonyum metakrilat bilesikleri sentezlemis
bunlar1 dental reginelere ilave ederek dental regine kompozitler elde etmislerdir. Onlar elde edilen dental regine
kompozitlerin antimikrobiyal 6zellige sahip oldugunu bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada, Yin ve ark. (2018)
kuaternize karboksimetil kitosan sentezlemis ve bunu PV A ve bakir iyonlariyla karigtirarak polimerik filmler
elde etmislerdir. Onlar elde edilen filmlerin Escherichia coli’ye kars1 %699.92 ve Staphylococcus aureus’a karsi
%98.30 oraninda etkili oldugunu, ambalajlama ve biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Ramakrishnan ve Kulandhaivelu (2021) sodyum aljinat ve CMC kullanarak gida ambalaj materyali olarak
biyopolimer film gelistirmislerdir. Gelistirilen biyofilmlerin kalinligi, nem igerigi, yiizey morfolojisi, nem
bariyeri oOzelligi, optik Ozelligi ve mekanik oOzelligi incelenmistir. Ancak elde edilen biyofilmlerin
antimikrobiyal 6zellikleri ile ilgili bir ¢alisma gergeklestirilmemistir. Han ve ark. (2018) ise sodyum aljinat,
CMC ve tarcin esansiyel yagi kullanarak biyofilm hazirlamiglar ve targin esansiyel yagi ile biyofilmlere
antimikrobiyal 6zellik kazandirdiklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada; ilk olarak CMC kuarternize edildi ve
farkli oranlarda soydum aljinat ve kuarternize CMC igeren biyofilmler hazirlandi. CMC’nin kuarternize
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edilmesiyle biyofilmlere antimikrobiyal 0&zellik kazandirilmas: hedeflendi. Hazirlanan biyofilmlerin
antimikrobiyal aktiviteleri, 151k gegirgenlikleri ve jel igerikleri incelendi.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Bu c¢alismada karboksimetil seliilloz (CMC) olarak diisiik viskoziteli (50-200 cP, %4 H,O’da ve 25 °C’de)
karboksimetil seliiloz sodyum tuzu, sodyum aljinat olarak ise kahverengi alglerden elde edilen aljinik asit
sodyum tuzu kullanilmigtir. CMC, soydum aljinat, soydum hidroksit ve glisidiltrimetilamonyum klor(r
(GTMAC) Sigma Aldrich’ten satin alinmustir.

2.2. Kuarternize Karboksimetil Selilozun Sentezi

Kuarternize CMC, Simkovic ve ark.’nm (2023) yéntemi modifiye edilerek sentezlenmistir. 5 g CMC, 3,25 g
GTMAC, 1,5 mL 1 M NaOH ve 1,625 g destile su bir beherde karistirilmistir. Karigim 5 saat 60°C’lik su
banyosunda bekletildi. Siire sonunda karisima 100 mL etil alkol eklenerek kuarternize CMC ¢oktiriilmiistiir.
Kuarternize CMC siiziildii ve 3 kez etil alkol ile yikanarak reaksiyona girmeyen GTMAC ve soydum hidroksit
ortamda uzaklastirildi. Kuarternize CMC 50°C’lik etlivde 24 saat kurutularak elde edildi.

2.3. Soydum Aljinat/Kuarternize CMC Biyofilmlerin Hazirlanmasi

Tablo 1’de belirtilen oranlarda soydum aljinat ve kuarternize CMC bir beherde tartildi ve 50 mL destile su ile
karigtirllarak ¢6ziindiiriilmiistiir. Elde edilen homojen ¢ozelti bir petri kabina dokiilerek 50°C’lik etiivde 24
saat bekletilerek kurutulmustur. Soydum aljinat/kuarternize CMC biyofilmler petri kabindan ayrilarak elde
edildi (Sekil 1.).

Tablo 1
Soydum aljinat/kuarternize CMC filmlerin formdilasyonu
Numune Sodyum aljinat (g) Karboksimetil seltilloz (g)

F1 3 -
F2 2 1
F3 1 2

Sekil 1. Soydum aljinat/kuarternize CMC biyofilmler

2.4. Karakterizasyon
2.5. Antimikrobiyal Aktivite

Hazirlanan biyofilmlerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in inhibisyon zonu metodu kullanildi.
Yontemde gram negatif bir bakteri olan E. Coli ve gram pozitif bir bakteri olan S. Aureus patojenleri kullanild.
Oncelikle bakteri kiiltiirleri Tryptic Soy Broth’ta (TSB) 24 saat 37 °C’de inkiibe edilerek aktiflestirildi.
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Aktiflesmis kiiltiirlerden 0,1 mL alinarak Mueller-Hinton agar igeren petrilere yayma plak yéntemiyle ekim
yapildi. Hazirlanan biyofilmlerden 6 mm ¢apinda numuneler kesilerek petrilere yerlestirildi. Petriler 24 saat
37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda numuneler etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin gapi 6lgtldi.

2.6. Isik Gegirgenligi
Hazirlanan biyofilmlerin 151k gecirgenlikleri ultraviyole (UV) ve gorunir bolge spektrofotometresi

kullanilarak gergeklestirildi. Ol¢iim 190-1100 nm dalga boyu araliginda PG T80+ marka UV ve gériiniir bolge
spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirildi.

2.7. Jel igerigi

Hazirlanan biyofilmlerin jel icerigi soxhlet ekstraksiyonu yontemi ile belirlendi. Tartilan biyofilmler soxhlet
aparatindaki kartusa yerlestirildi ve 6 saat aseton ile ekstraksiyon yapild1. Siire sonunda biyofilmler etiivde 24
saat 50 °C’de kurutulduktan sonra tekrar tartildi. Numunelerin %;jel igerikleri asagidaki esitlikten hesaplandi.

%Jel igerigi = my/mo X 100
mo: Baslangigta biyofilmin agirlig
m;: Ekstraksiyon sonrasi biyofilmin agirligi
3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Biyofilmlerin antimikrobiyal aktivitesi

Elde edilen biyofilmlerin antimikrobiyal aktiviteleri, gram negatif bir bakteri olan E. Coli ve gram pozitif bir
bakteri olan S. Aureus patojenlerine kars1 olugturturmus olduklar inhibisyon zonlar1 dlgiilerek belirlendi. Elde
edilen sonuglar Tablo 2’de gosterilmistir. Biyo malzemeler bakteriler i¢in besin kaynagi olmasi nedeniyle biyo
malzemelerden Uretilen biyofilmlerin yliksek oranda antimikrobiyal 6zellik gostermesi beklenemez (Van H ve
Michiels, 2010). Ancak bu ¢alismada CMC kuarternize edilerek elde edilen biyofilmlere antimikrobiyal 6zellik
kazandirilmas1 amaglanmaktadir. Kuarternize fonksiyonel grup iceren bilesiklerin antimikrobiyal 6zellik
gosterdigi ile ilgili literatiirde caligmalar mevcuttur (El-Refaie ve ark., 2023). Elde edilen sonuclar
incelendiginde, formiilasyonlarda kuarternize CMC oraninin artmasiyla antimikrobiyal aktivitenin arttig1 agik
bir sekilde goriilmektedir. Yalnizca sodyum aljinat iceren F 1 numunesinin inhibisyon zonunun mikrobiyal yiik
agisindan oldukga temiz oldugu, kuarternize CMC igeren F2 ve F3 numunelerinin inhibisyon zonlarininin ise
kismen mikrobiyal yiik igermesine ragmen zon ¢aplarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Sonug olarak,
elde edilen biofilmlerin kuarternize CMC kullanilmasiyla antimikrobiyal &zelliklerinin gelistirildigi
goralmektedir.

Tablo 2
Biyofilmlerin inhibisyon zonlari

Numune E. Coli (mm) S. Aureus (mm)

Fi1 11 11
F2 15 13
F3 16 14

3.2. Biyofilmlerin 151k gecirgenligi

Isik gegirgenligi polimerik film malzemeleri igin olduk¢a &nemli bir kriterdir. Ornegin, 151k ile bozulan
gidalarin ambalajlanmasinda kullanilan polimerik filmlerin opak olmasi tercih edilirken, 151k ile bozulmayan
gidalarin ambalajlanmasinda {riiniin tiiketici tarafindan goriinebilmesi i¢in 151k geciren seffaf polimerik
filmlerin kullanilmasi tercih edilmektedir. Elde edilen biyofilmlerin farkli dalga boylarindaki 1s1k
gecirgenlikleri Tablo 3’te, 1s1k gegirgenlik spektrumlari ise Sekil 2°de gériilmektedir. Sonuglar incelendiginde,
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tim dalga boylarinda formiilasyonlar igerisinde kuarternize CMC oranin artmasi ile 151k gegirgenliginin
azaldig1 agik bir sekilde goriilmektedir. Elde edilen sonuglara paralel olarak CMC’nin 151k gegirgenligini
azalttig1 Ramakrishnan ve Kulandhaivelu (2021) tarafindan da bildirilmistir.

Tablo 3
Biyofilmlerin 151k gegirgenlikleri

Numune 400nm T (%) 500nm T (%) 600nm T (%) 700nm T (%)

F1 69 80 85 87
F2 38 49 56 63
F3 27 30 32 36
100,000
W A
|
W
75,000
50,000
25,000
0000
190,00 400,00 £00.00 200,00 1000,00 110000

Wwiavelength(nm)

Sekil 2. Biyofilmlerin 151k gegirgenlik spektrumlari

3.3. Biyofilmlerin jel icerigi

Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile yapilan biyofilmlerin jel igerigi testinin sonuglar1 Tablo 4’de gosterilmistir.
Tiim biyofilmlerin jel oranlarinin yiiksek oldugu belirlendi. Bu degerler F1 i¢in %89,01, F2 i¢in %90,54, F3
icin %386,82 olarak hesaplandi. Elde edilen yiiksek jel icerikleri biyofilm formiilasyonlarinda kullanilan
sodyum aljinat ve kuarternize CMC’nin uyum igerisinde, organik c¢oziiciilere karsi kararli bir yapida
olduklarini géstermektedir.

Tablo 4
Biyofilmlerin jel icerikleri

Numune Jel igerikleri (%)

F1 89,01
F2 90,54
F3 86,82
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4. Sonuclar

Bu c¢alismada, sodyum aljinat/kuarternize karboksimetil seliilloz biyofilmlerin gelistirilmesi ve
karakterizasyonu amaglandi. Bu amag i¢in ilk olarak kuarternize karboksimetil seltiloz (CMC) sentezlendi ve
farkli oranlarda soydum aljinat ve kuarternize CMC igeren biyofilmler hazirlandi. Antimikrobiyal test
sonuglar biyofilmler igerisinde sentezlenen kuarternize CMC oranin artmasiyla antimikrobiyal aktivitenin
arttigim1 gosterdi. Isik gegirgenligi test sonuglar1 kuarternize CMC’nin biyofilmlere opaklik kazandirdigin
gosterdi. Ayrica tiim numunelerin jel igeriklerinin %86-90 araliginda oldugu tespit edildi. Elde edilen tim
sonuglar dretilen biyofilmlerin antimikrobiyal yiizeylere gereksinim duyulan malzemelerde kaplama olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica biyofilmlerin antimikrobiyal gida ambalaj materyali olarak
kullanilabilmesi i¢in yeni arastirilmalarin gerceklestirilmesi 6nerilmektedir.
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