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Kimyasal Olarak Modifiye Edilmis Kitosanin Kuvars Kristal
Mikroterazi Kullanarak Antibiyofilm Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Neslihan Nohut Maslake1 1™

Ozet: Biyomalzemeler iizerinde biiyiime ve hiicresel baglanma ile biyofilm olusumunu engellemek
icin, yeni biyomalzemeler gelistirilebilir. Bu sekilde biyomalzemeler yeni 6zellikler kazanabilir. Bu
calismada, plazma modifiye kitosan (PCh), 5-etoksi-2-metil-benzofuran-3-karboksilik asit (E1) ile
kimyasal olarak modifiye edildi. Kimyasal olarak modifiye edilmis PCh ve PCh-E1 filmlerinin yapilari,
X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), Fotoliiminesans spektroskopisi (PL) ve Fourier doniistimii
kiz1l6tesi spektroskopisi (FTIR) ile incelendi. PCh ve PCh-E1'in elektrospun nanolifleri, destek polimer
polivinil alkol (PVA) varliginda yerinde elektroegirme ve kuvars kristal mikroterazi (QCM)
kullanilarak, QCM elektrot yiizeyinde mikrogram diizeyinde iiretildi. Elektrospun nanoliflerin
morfolojileri ve ¢aplari Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelendi. PVA, PVA/PCh ve
PVA/PCh-El'in ortalama lif ¢aplar1 ve standart sapmalari sirasiyla 280.0 + 58.9, 104.5 + 35.9 ve 99.4
+ 21.9 nm olarak belirlendi. PVA/PCh nanoliflerinden daha ince gapa sahip PVA/PCh-E1 nanolifler
elde edildi. Nanolifler ile kaplanmis QCM elektrot yiizeylerinin Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) karsi antibiyofilm aktiviteleri, QCM ile baglantili bir akis hiicresi kullanilarak
degerlendirildi. PVA/PCh-E1 nanolifleri ile kaplanmis QCM elektrodunda (AF: -13709.5 Hz, Am:
530.3 pg cm™?), PVA/PCh nanolifler ile kaplanmis QCM elektroduna (AF: -14552.7 Hz, Am: 563.5 pg
cm?) gore daha az negatif frekans kaymasi ve kiitle artis1 belirlendi. QCM sonuglari, PVA/PCh-E1
nanoliflerinin, E1 bilesiginin olasi bir katkisi nedeniyle biyofilm olusumunu 6nemli dlgiide azalttigini
gosterdi.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, Kitosan, Elektroegirme, Lif, Kuvars Kristal Mikroterazi.

The Assessment of Antibiofilm Activity of Chemically Modified
Chitosan Using Quartz Crystal Microbalance

Abstract: New biomaterials can be developed to prevent the formation of biofilms on
biomaterials through growth and cellular attachment. In this way, biomaterials can gain new
properties. In this study, the plasma modified-chitosan (PCh) was chemically modified with
5-ethoxy-2-methyl-benzofuran-3-carboxylic acid (E1). The structures of chemically
modified PCh-E1 and PCh films were studied by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS),
Photoluminescence spectroscopy (PL), and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).
Electrospun nanofibers of PCh and PCh-E1 were produced at the microgram level onto the
QCM electrode surface using in situ electrospinning and quartz crystal microbalance (QCM)
in the presence of a support polymer polyvinyl alcohol (PVA). The morphologies and
diameters of electrospun nanofibers were investigated by the Scanning electron microscopy
(SEM). The average fiber diameters and standard deviations of PVA, PVA/PCh, and
PVA/PCh-E1 were determined as 280.0 £ 58.9, 104.5 £ 359, and 99.4 + 21.9 nm,
respectively. Finer diameter PVA/PCh-E1 nanofibers were obtained from the PVA/PCh
nanofibers. Antibiofilm activities against Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) of a
QCM electrode surfaces coated with nanofibers were evaluated using the flow cell associated
with the QCM. When QCM electrode coated with the PVA/PCh-E1 nanofibers was used,
less negative frequency shift and the mass increase in (AF: -13709.5 Hz, Am: 530.3 pg cm™2)
was detected compared to the QCM electrode coated with PVA/PCh nanofibers (AF: -
14552.7 Hz, Am: 563.5 pg cm™2). QCM results showed that PVA/PCh-E1 nanofibers
significantly decrease biofilm formation, due to a possible contribution of E1 compound.
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1. Giris

Yiizey ozellikleri, biyomalzemelerin isleyisinde dnemli bir
rol oynamaktadir. Bakterilerin polisakkarit, protein ve
DNA'dan olusan biyofilm adli bir tabaka olusturdugu
bilinmektedir (Marcus vd., 2012; Nohut Maslakci vd.,
2015; Nohut Maslakci vd., 2018). Ozellikle, g¢evresel
etmenlerden korunmak, besin elde etmek ve yeni genetik
ozellikler kazanmak gibi cesitli faktorler
mikroorganizmalarin  biyofilm tabakalarim1 olusturma
nedenleri arasinda yer almaktadir (Giilgor ve Korukluoglu,
2014;  Jamal vd., 2018). Bununla birlikte,
mikroorganizmalar1 dis etkenlerden koruyan bu biyofilm
tabakasi, tibbi uygulamalar, su aritma sistemleri ve siit
iiriinleri isletmeleri gibi birgok alanda ekonomik zararlara
neden olmaktadir (Marcus vd., 2012; Nohut Maslakci vd.,
2015; Nohut Maslakei vd., 2018). Biyofilm tabakasi toprak
ve bitki ekolojisi i¢in atik suya gore avantaj saglarken, gida
ve kagit endiistrisinde olusturdugu kabuklar dezavantaj
saglamaktadir (Shi ve Zhu, 2009; Baumann vd., 2009;
Tiirola vd., 2009; Asri vd., 2018). Dahasi, biyofilm
biyomedikal implantlarla iliskili enfeksiyonlarda oliimciil
sonuglara yol acabilmektedir (Bazaka vd., 2012;
Veerachamy vd., 2014; Nohut Maslakci vd., 2018).
Biyomalzemeler iizerinde bakteriyel biiylime ve hiicresel
baglanma ile olusan bu  biyofilm  tabakasi,
biyomalzemelerin yiizey modifikasyonu ile oOnlenebilir.
Boylelikle biyomateryaller yeni ozellikler kazanabilir
(Bazaka vd., 2012; Nohut Maslakci vd., 2015). Bununla
birlikte, oksijen iceren heterosiklik bilesikler cesitli
biyokimyasal alanlarda kullanilmakta ve ayni1 zamanda ¢ok
6nemli roller oynamaktadir (Kossakowski vd., 2010; Abu-
Hashem vd., 2014). Son yillarda furan ve benzofuran
gruplar1 igeren heterosiklik bilesikler, insektisidal, agri
kesici, anti-kanser, antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antioksidan, antispesifik ve antiinflamatuvar gibi birgok
biyomedikal alanlarda oldukga fazla ilgi gérmiistiir (Iyengar
vd., 1987; Matsuura vd., 1996; Gottesdiener, 1999;
Malmstrém vd., 2001; Zeni vd., 2001; Lopez vd., 2002;
Dalvie vd., 2002; Meotti vd., 2003; Goncales vd., 2005;
Kossakowski vd., 2010; Abu-Hashem vd., 2014;
Khodarahmi vd., 2015). Ayrica, furan ve furanon gruplari
iceren ¢esitli bilesiklerin bakterilerin biyofilm olusturma
yetenegi  lizerinde engelleyici etkilerinin  oldugu
¢alismalarda bulunmustur (Lonn vd., 2012; Nohut Maslakci
vd., 2017; Nohut Maslakci vd., 2018). Son yillarda toksik
olmayan, biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilen
dogal bir polimer olan kitosan ve tiirevlerinin bakteriler
iizerindeki etkileri, QCM ve yiiksek performansh
kromatografi (HPLC) gibi ¢esitli teknikler kullanilarak
arastirilmistir (Nune vd., 2010; Nohut Maslakci vd., 2015;
Nohut Maslakei vd., 2018). Ozellikle kitosan bazlh
nanolifler, dis uygulamalar1 i¢in nanokompozitler, doku
miihendisligi, tibbi implantlar, kontrollii ilag salimi, yara
sargilari, filtreleme ve biyosensorler gibi biyoteknolojik ve
biyomedikal uygulamalarda oldukca fazla dikkat ¢ekmistir
(Pillai ve Sharma, 2009; Sun ve Li, 2011; Zou vd., 2012).
Ayrica ylizey hacim orani oldukg¢a yiliksek olan kitosan
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liflerinin, biyofilm olusumuna neden olan bakteri
hiicrelerinin lif ylizeyine yapigmasin sagladigi ve
dolayisiyla bakterilerin etkilerini azalttigi bilinmektedir
(Abrigo vd., 2015; Nohut Maslakci vd., 2015). Bununla
birlikte, sentetik polimer bazli nanoliflerde bakteri hiicre
tanima modellerinin olmamasi, biyomedikal ve sensor
uygulamalarmi  kisitlamistir (Kim vd., 2017). Ayrica,
bakteri hiicreleri ve lifler arasindaki etkilesimi anlamaya
calisan QCM tekniginin kullanildig1 ¢ok az sayida ¢alisma
vardir (Nohut Maslakcei vd., 2015; Kim vd., 2017).

Bu calismada PCh, E1 ile kimyasal olarak modifiye edildi.
Elde edilen PCh ve PCh-El'in kimyasal yapilart XPS, PL
ve FTIR ile karakterize edildi. Modifiye edilmis kitosanin
nanolifleri, destek polimer (PVA) varliginda yerinde
elektroegirme ve QCM teknigi kullanilarak, QCM elektrot
iizerinde  biriktirildi. PVA/PCh ve PVA/PCh-El
nanoliflerinin SEM gorintiileri alinarak lif morfolojisi ve
lif boyutlart incelendi. Liflerle kapli QCM elektrot
yiizeylerinin P. aeruginosa karsi antibiyofilm aktivitesi,
QCM ile baglantili bir akig hiicresi kullanilarak zamana
bagli olarak incelendi. QCM sonuglari, PVA/PCh-E1
nanoliflerinin ELl'in olasi1 bir katkisi nedeniyle biyofilm
olusumunu 6nemli dl¢iide azalttigin1 gosterdi.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

5-etoksi-2-metil-benzofuran-3-karboksilik asit (C12H1204),
N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid  hidrokloriir
(EDC, CgH17N3.HCI, saflik >% 98), N-hidroksisiiksinimid
(NHS, C4HsNOs, saflik>% 97), hidrazin (N2Ha4, % 98),
poli(vinil alkol), kitosan diisik molekiiller agirhik
(deasetilasyon derecesi>% 75) Sigma-Aldrich'ten satin
alindi. Sigma-Aldrich'ten alindigr gibi susuz metanol
(CH30H,% 99.8) ve asetik asit (glasiyal) (C2H102,% 100)
kullanildi.

Bu calismada, kitosanin serbest amino gruplarinin islevini
artirmak ve E1 ile molekiiler baglantiy1 saglayabilmek i¢in
radyo frekans (RF) hidrazin plazma ile modifiye edilmis
kitosan tozlar1 tercih edilmistir (Uygun vd., 2011). Altin
kapli kuvars kristal elektrotlar (5 MHz), QCM
calismalarinda kullanilmak tizere segcildi. Elektroegirme
isleminden oOnce, elektrot yiizeyleri literatiirde belirtildigi
gibi piranha ¢ozeltisi (3/1 (v/v) oraminda HSO4/ % 30°Tuk
H20,) kullanilarak temizlendi (Channasanon vd., 2007;
Nohut Maslakei vd., 2015). Biyofilm ¢alismalari i¢in Gram-
negatif bir bakteri olan P. aeruginosa ATCC 27853 susu
secildi. P. aeruginosa bir gece boyunca 35 °C'de
Luria—Bertani (LB) s1v1 besi yeri (Miller) igerisinde inkiibe
edildi.



Bilge International Journal of Science and Technology Research, 2020, 4 (Special Issue), 13-21

2.2. Karakterizasyon

PCh ve PCH-EIl filmlerinin yapilart Fourier doniisimi
kizil6tesi spektroskopi kullanilarak incelendi. Kizilotesi
spektrumlar, PerkinElmer Spectrum BX FTIR sistemi
(Beaconsfield, Buckinghamshire, HP91QA, Ingiltere)
iizerinde oda sicakliginda preslenmis KBr peletlerinde 400
ve 4000 cm™ arasindaki bolgede kaydedildi. PCh ve PCH-
E1l filmlerinin X-1511 fotoelektron spektrumlart (XPS),
monokromath AlKa-X 1sin1 kaynagi kullanilarak bir PHI-
5000 Versaprobe yontemi ile 45 ag1 ve 30 A derinlikte elde
edildi. PCh ve PCh-El1 filmlerinin ve E1 nanopartikiillerinin
fotoliiminesans spektrumlart (PL), bir Shimadzu RF
5301PC spektroflorofotometre ile incelendi. PCH ve PCH-
E1 nanoliflerinin morfolojileri Quanta 250 SEM, Phillips
XL-30S FEG model taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak analiz edildi.

OH
o HN
(0] 0
H;&/O + H3C\/O Ny—CH,
NH, o
n
PCh E1l

2.3. PCh-E1'in Kimyasal Modifikasyonu

Ilk olarak, E1 (10 mg), metanol (2.5 mL) igerisinde ¢oziildii.
RF hidrazin plazma ile modifiyeli kitosan (PCh) filmler
literatiirde belirtildigi gibi hazirland1 (Nohut Maslakei vd.,
2015). Daha sonra bu ¢ozelti, baslangi¢c malzemesi olarak
bir PCh film (44.3 mg, kullanilan film boyutu: 1.5x1.5 cm?),
EDC (12 mg) ve NHS (2.8 mg) karisimi igeren bir siseye
konuldu (Hoven vd., 2007; Nohut Maslakci vd., 2018).
Cozelti, manyetik bir karistirici yardimiyla oda sicakliginda
72 saat karigtirildi. Modifiye edilmis PCh-E1 filmleri, iki
kez metanol ile yikand1 ve daha sonra 3 giin boyunca bir
vakum altinda kurutuldu. PCh ve El'in kimyasal olarak
modifiye edilmis iriinii ig¢in Onerilen reaksiyon
mekanizmast Sekil 1'de verilmistir. PCh ve PCh-E1
filmlerinin kalinlig1 sirastyla yaklasik 0.143 ve 0.140 mm
olarak belirlendi.

OH
EDC, NHS o %o
HO
CH;O0H, 72 saat,
Oda sicakhg: HN o /n
HSC\/O y—CHjs
o]
PCh-E1

Sekil 1. PCh-E1 igin 6nerilen reaksiyon mekanizmasi

2.4. PCh ve PCh-E1 Nanoliflerinin Hazirlanmasi

PCh filmi (¢Oziiniirlik siiresi: 10 giin) ve PCh-E1 filmi
(¢cOzliniirliik siiresi: 6 giin), agirlikca %2 konsantrasyonda
homojen ¢ozeltiler hazirlamak i¢in oda sicakliginda
manyetik bir karigtirict ile agirlikga %2’°lik asetik asit
¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii. Reolojik ve disik
elektroegirme Ozelliklerinden dolay1 kitosandan lif elde
etmek oldukg¢a zordur (Ohkawa vd., 2006; Klossner vd.,
2008). Bu nedenle, PVA, lif {iretimi i¢in destek polimer
olarak secilmistir (Charernsriwilaiwat vd., 2010; Uygun
vd., 2011). Agirlikca %10 PVA ¢ozeltisi saf suda, 24 saat
igcinde 70 °C'de hazirlandi. PCh ve PCh-E1 ¢ozeltileri ile
PVA ¢ozeltisi 1:1 (v/v) hacim oranlarinda hazirlanarak, 4
saat boyunca oda sicakliginda karistirildi. PVA/PCh ve
PVA/PCh-E1 kodlarinda iki polimer ¢ozeltisi hazirlandi.

Lif iretimi i¢in ¢alismada ev yapimi bir elektroegirme
sistemi kullanildi. Polimer ¢ozeltileri, 0-30 kV araliginda
yiksek voltajli dogru akim (DC) donistiiriici giic
kaynagina (EMCO 4300) bagli 2 mL'lik bir sirgaya
yerlestirildi. Elektroegirme parametreleri siringa besleme
hizi: 10 pL/saat, uygulanan elektrik potansiyeli: 22 °C'de 24
kV ve igne ucu ile topraklanmis QCM elektrot yiizeyi
arasindaki mesafe: 10 cm olacak sekilde optimize edildi.
Igne ucundan sabit miktarda ¢ozelti vermek igin bir siringa
pompasi (New Era Pump System Inc., ABD) kullanildu.
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2.5. QCM-Elektroegirme Calismasi

Arastirma kuvars kristal mikroterazi (RQCM) (Maxtek
Inficon, ABD) 5 MHz AT-cut kuvars kristal cihazi, QCM
elektrot ylizeyinin nanolif kaplamasi sirasinda zamanin bir
fonksiyonu olarak kiitle ve frekans degisikliklerinin yerinde
izlenmesi i¢in ve daha sonra P. aeruginosa biyofilm
olusumunu ger¢cek zamanli olarak degerlendirmek igin
kullanildi.

PVA/PCh ve PVA/PCh-E1 nanolifleri, 20 dakika siireyle
yerinde elektroegirme-QCM islemleri sirasinda dikey
olarak konumlandirilmis bir QCM elektrot ylizeyi iizerinde
biriktirildi. Caligmalar 3 kez tekrarlandi. QCM elektrot
yiizeyinde biriken liflerin kiitle-frekans iligkisi, asagida
aciklanan Sauerbrey denklemi ile belirlendi (Denklem 1)
(Sauerbrey, 1959):

AF = -2Fg> Am/[A(up)*?] Denklem (1)
burada AF, rezonans frekansindaki kaymadir (AF = F—F)
(Hz), Am (ug), kiitle degisimi ve A (cm?), kristal yiizey
alanidir. Kristalin temel frekansi (Fo) 5 MHz'dir. p, kuvarsin
yogunlugudur (2.648 g cm™®). p kuvarsin kayma modiiliidiir
(2.947x10' g cm™ 's?). Yerinde QCM elektroegirme

caligmast sirasinda, QCM elektrodunda biriken lif
orneklerinin  rezonans  frekansim1  (F)  disiirdigi
gozlenmistir.
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2.6. QCM ile Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi

QCM biyofilm deneylerinde lif kapl altin kaplamali 5 MHz
AT-kesimli  kuvars  kristali QCM  elektrodunun
yerlestirildigi bir akig hiicresi (Inficon Maxtek, FC-550)
kullanildi. Calismada, lifler ile kaplanmis yiizeylerdeki
molekiiler adsorpsiyon ve etkilesimleri ger¢cek zamanli
olarak degerlendirmek icin QCM kullanildi. Birim alan
basma adsorbe edilen kiitle (ug cm?) degerlendirilirken,
kuvars kristalinin salinim frekansindaki (AF) degisiklikler
o6lciildii. Boylece adsorbe edilen kiitlenin yapisal 6zellikleri
hakkinda yeni bilgiler elde edildi. Akis hiicresi, i¢cinden
stvinin beslendigi bir giris ve ¢ikistan olusmakta ve QCM
elektrot, iist ve alt tarafi arasinda yaklasik 0.3419 cm?!lik bir
alanla etkinlestirilmistir. Kuvars kristal elektrodun rezonans
frekans degisimi, elektrotun {ist ve alt ylizeylerinin {ist iiste
binmesi ile elde edildi. Elektrot yilizeyinde biriken kiitle
literatiirde belirtildigi gibi izlendi (Nohut Maslakci vd.,
2015). Kristaller, QCM g¢alismalarinda kullanilmadan 6nce
en az 5 dakika boyunca piranha ¢ozeltisi (3/1 (v/v)
oraninda HySO4/ % 30’luk H20) ile temizlendi, saf su ile
duruland1 ve son olarak bir azot gaz akisi ile kurutuldu
(Channasanon vd., 2007). Bu temizleme islemi iki kez
tekrarlandiktan  sonra, QCM elektrotlar1  yerinde
elektroegirme teknigi ile kaplandi. Lif kapli elektrotlar akis
hiicresine yerlestirildi. 50 cm uzunlugunda ve 1.5 mm i¢
capa sahip bir kilcal boru araciligiyla, Luria-Bertani (LB)
suyu (100 mL) akis hiicresi iginde, peristaltik bir pompa
(Instech, model P720 peristaltik pompa) yardimi ile kapali
bir dongii iginde 63 pL dk™lik bir akis hizinda siirekli
olarak pompalandi.

Tim deneyler oda sicakliginda gergeklestirildi. PVA/PCh
ve PVA/PCh-E1 nanolif numunelerinin her biri igin ¢
kopya gergeklestirildi. Calismada model organizma olarak
secilen P. aeruginosa biyofilm olusumunu baglatmak i¢in
tercih edildi. QCM-biyofilm ¢alismalarima baslamadan
once P. aeruginosa hiicreleri, LB broth'ta 35 °C'de 24 saat
kiiltirlendi. 24  saatin  sonunda, P. aeruginosa
siispansiyonunun optik yogunlugu (ODsgo) 0.1'e ayarlandi,
bu yaklasik 2.108-5.108 CFU mL e karsilik gelmektedir
(Nohut Maslakci vd., 2015). Daha sonra optik yogunlugu
600 nm'de belirlenen P. aeruginosa kiiltiirii, 100 ml Luria-
Bertani (LB) besi ortamina ilave edildi ve akis hiicresi
icerisinden gegcirildi.

16

3. Bulgular ve Tartisma

3.1.  Modifiye
Karakterizasyonu

PCh ve PCh-E1 Filmlerinin

PCh, PCh-El filmlerinin FTIR spektrumlar1 Sekil 2'de
gosterilmektedir. PCh filminin karakteristik bantlar1, 3434
cm™de -OH, 2943 cm™de -CH, 1666 cm™’de karbonil
grubunun C=0 gerilmesi (amid 1), 1598 cm™*de -NH
deformasyonu, 1424 cm™'de -CH, gerilme titresimi, 1382
cm'de metil grubunun C—H gerilmesi, 1260 cm'de birincil
amino grubu (-NHz) ve 1026 cm™¥de C-O gerilmesine
atfedildi (Nohut Maslakci vd., 2018). PCh-E1 filmi igin
gdzlen 3434, 2928, 1636 ve 1169 cm™’deki karakteristik
pikler sirast ile -OH, -CH, C=0 (karbonil grubu (amid 1)),
CH=N ve C-O gerilme bantlarina aittir. Bu karakteristik
bantlar, elde edilen modifiye yapilarin hem PCh hem de E1
icerdigini kanitlamaktadir.

754
704
65 4
60 4

55 ——PCh-E1
——PCh

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

% Gegirgenlik

Dalga sayisi (cm'1)

Sekil 2. PCh ve PCh-E1 filmlerinin FTIR spektrumlari

XPS, Cis, Nis ve Oy hatlarinin davranisini gézlemleyerek
kimyasal bilesimleri analiz etmek i¢in kullanilmistir (Sekil
3). PCh filmi igin Cys (285 eV), Nis (402 eV) ve Oy (530
eV) sinyalleri goriiliirken, E1’in baglanmasi ile Cis, N1s Ve
Og;s sinyalleri sirasiyla 288, 402 ve 533 eV'de gozlenmistir.
285 eV'deki Cis zirvesi, PCh'deki C-C ve C-H kimyasal
baglarina atfedilirken, 286 eV'deki Ci;s zirvesi, PCh-E1'deki
C-O veya C-O-C kimyasal baglarina atfedilmistir (Nohut
Maslakci vd., 2015). Bununla birlikte, PCh-E1 igin,
safsizliklardan dolay1 201 eV ve 154-103 eV'de goriilen
baglanma enerjilerinin, sirast ile Cl ve Si piklerine ait
oldugu goézlenmistir. C-O (285 eV) kimyasal bagindaki
artis, PCh'nin oksijeni C-OH seklinde yapiya dahil ettigini
gostermistir (Nohut Maslakei vd., 2015). PCh-E1 filminin
karbon atomu konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak,
286 eV'de gozlenen Cys pik yogunlugunda da bir azalma
gozlenmigtir. Ayrica, PCh-E1 filminin atomik oksijen
degeri, E1°den dolay1 artmistir (Tablo 1).
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Sekil 3. PCh ve PCh-E1 filmlerinin XPS spektrumlari

Tablo 1. PCh ve PCh-El filmlerinin atomik degerleri

Ornek % Atom
Cls Ols le Sin C|2p
PCh 67.5 27.0 5.4 - -
PCh-E1 61.4 28.0 5.6 4.7 0.3

350 nm'lik bir uyarma dalga boyunda alinan E1, PCh ve
PCh-E1’in fotoliiminesans spektrumlarinda sirasi ile 445,
430 ve 428 nm'de emisyon pikleri gdzlenmistir (Sekil 4)
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Floresans Siddeti (a.u.)

(Mi, 2005; Kumar vd., 2010). PCh-E1 spektrumu, Sekil 4'te
gosterildigi gibi, maksimum emisyonda kirmiziya kayma
gostermistir. PCh zincirine bagli E1 bilesigi, modifiye
edilmis PCh-E1'in maksimum emisyon dalga boyunda bir
kirmiziya kaymasina neden olabilir. Bununla birlikte,
emisyon dalga boyu, ikame edici yan gruplarin elektronik
konjuge yapilarindan 6nemli o6lgiide etkilenir (Nohut
Maslakci vd., 2015; Nohut Maslakci vd., 2018). Ayrica,
elektronik etkiye bagli olarak dalga boyundaki degisiklikler
kirmiziya kaymaya neden olabilir (Nohut Maslakei vd.,
2015; Nohut Maslakci vd., 2018).

T
500

600

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4. 350 nm'lik bir uyarma dalga boyunda (a) E1, (b) PCh ve (c) PCh-E1'in PL spektrumlari
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3.2. PVA/PCh ve PVA/PCh-E1 Nanoliflerinin QCM
Olgiimleri

QCM celektrot yiizeyinde toplanan PVA/PCh ve PVA/PCh-
E1 nanoliflerin Am ve AF degerleri, zamanin bir fonksiyonu
olarak QCM teknigi ile belirlenmistir (Sekil 5a-b).
PVA/PCh-E1 nanoliflerinin QCM ©6l¢iimlerinin, PVA/PCh
nanoliflere gore nispeten daha yiiksek bir frekans
kaymasina sahip oldugu gozlendi. Elektroegirme islemine
20 dakika devam edildi. Tablo 2'de verilen verilere
dayanarak, QCM elektrot yiizeyinde 20 dakika siireyle

(a) 500

— PVA/PCh-E1
PVAIPCh

400 -

3004

o

Am (ng cm )

2004

100

Zaman (dakika)

(b)

AF (Hz)

-10000 <

-12000 4

biriken lifler daha sonra biyofilm galigmalar1 i¢in kullanildi.
Kiitle degisimi, elektrot yiizeyinde biriken liflerin tipine ve
liflerde bulunan yapilarin molekiiler agirligina bagli olarak
degisti. 20 dakika boyunca, PVA/PCh-E1 nanoliflerin
kiitlesinin (477.1 pg cm2), PVA/PCh nanoliflerin kiitlesine
(246.3 ug cm) kiyasla daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil
5a ve Tablo 2). Nanolifler yiiksek bir spesifik yiizey alanina
ve gozeneklilige sahip olabilmektedir. Bu durum, daha fazla
bakterinin yapigmasi i¢in genis bir baglanti alan1 saglayarak
daha yiiksek bir hassasiyet saglamaktadir (Wang vd., 2010).

-2000 -

-4000

-6000 -

-8000 -

| —— PVAIPCh-E1

PVAIPCh
14000 - : : : .

0 5 10 15 20

Zaman (dakika)

Sekil 5. PVA/PCh ve PVA/PCh-E1 nanoliflerin QCM elektrot yiizeylerinde olusumu sirasinda zamanin bir fonksiyonu olarak

kiitle (a) ve frekans (b) degisimi

Tablo 2. QCM elektrot yiizeyinde birakilan nanoliflerin
zamanin bir fonksiyonu olarak kiitle ve frekanstaki
degisikliklerin 6lglilmesi

Ornek AF (H2) Am (ug cm™)
PVA/PCh nanolifler -6365.4 246.3
PVA/PCh-E1 -12346.7 477.1
nanolifler

3.3. SEM Sonuglari

Saf PVA, PVA/PCh ve PVA/PCh-E1 nanoliflerinin ayn
elektroegirme parametrelerinde elde edilen SEM
goriintiileri Sekil 6°da gosterilmektedir.

PVA, PCh ¢ozeltisinin nispeten zayif egrilebilirligi ve
reolojik Ozelliklerinden dolayr PCh’in nanoliflerini elde
edebilmek i¢in destek polimer olarak se¢ilmistir (Zhou vd.,
2006; Nohut Maslakci vd., 2015). PVA'nin kitosan
karigimina dahil edilmesi, PCh'nin islenebilirliginde bir
artiga, gerilme mukavemetinde bir azalmaya, nem
iceriginde bir artiga ve karisimdaki PCh agindaki kristallikte
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bir azalmaya neden olmustur (Zhou vd., 2006; Nohut
Maslakci vd., 2015). Bu sekilde, homojen ¢6zeltideki PCh
igerigi ile daha ince liflerin iiretildigi gozlemlendi. Ancak
lifler daha kirllgan hale geldi (Gholipour vd., 2009).
Nanolifler iretilmis olmasmna ragmen, PCh ve PCh-El
cozeltilerinin  yliksek  viskoziteleri  nedeniyle  lif
yiizeylerinde boncuk olusumu gézlenmistir (Gholipour vd.,
2009). Bununla birlikte, Sekil 6b ve c'de gorildiigi gibi,
PVA/PCh-E1 nanolifleri, PVA/PCh nanoliflerinden daha az
boncuk olusumuna ve daha ince lif yapilarina sahiptir.
Gelistirilen kitosan nanolifleri, homojenlik, gdzeneklilik ve
kalinlik gibi ¢esitli 6zellikler elde etmek igin E1 bilesigi ile
daha da modifiye edilebilir. PVA, PVA/PCh ve PVA/PCh-
El'in ortalama lif ¢aplar1 ve standart sapmalar1 sirasiyla
280.0 £ 58.9, 104.5 =+ 359 ve 994 + 21.9 nm olarak
belirlendi. Onceki ¢aligmalarda, mikro boyutlu liflerin, 1if
haritalarina hiicre girisine izin verdigi goriiliirken, daha
kiiciik 1if ¢aplarma sahip lif haritalarinin ise yalmizca lif
yiizeyinde hiicrelerin ¢ogalmasina izin verdigi gozlenmistir
(Eichhorn ve Sampson, 2010; Matsumoto ve Tanioka,
2011; Kargar vd., 2012; Mortimer vd., 2016). Sonug olarak,
bu c¢alisma PVA/PCh-E1 bazli nanoliflerin daha ince gapli
oldugunu ve bakteriyel inhibisyonda daha etkili oldugunu
gostermistir. Bu durum, PVA/PCh-E1 nanoliflerinin sahip
oldugu yiiksek yiizey alanina atfedilebilir.
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Sekil 6. PVA (a), PVA/PCh (b) ve PVA/PCh-E1 (c) nanoliflerinin SEM goriintiileri

3.4. QCM-Biyofilm Cahsmalari

Kuvars kristal mikroterazi (QCM), hiicre yiizeyi
etkilesimlerini degerlendirmek icin bir piezoelektrik kuvars
sensOriine  baglanan  bir  kiitlenin  frekansindaki
degisikliklerin gercek zamanli izlenmesini saglar (Marcus
vd., 2012; Nohut Maslakci vd., 2018). P. aeruginosa'nin
biyofilm olusumu, sabit bir bakteri ortaminda PVA/PCh ve
PVA/PCh-E1 nanolifleri ile kaplanmis QCM elektrot
yiizeyleri i¢in degerlendirildi (Sekil 7). 800 dakikadaki
negatif frekans kaymalari, Sauerbrey denklemini takiben bir
ylizeye bakteri kiitlesinin eklenmesi ile iligkilendirilmistir.
QCM elektrodu iizerindeki negatif frekans kaymalari,
elektrot yiizeyine yapigan bakteri kiitlesinde bir artisa
karsilik  gelmektedir. P. aeruginosa kiltirii akis
hiicresinden  gecirilirken, 1lif kapli QCM elektrot
ylizeylerinde 800 dakika boyunca kiitle ve frekans
degisiklikleri belirlendi. AF, elektrot yiizeyindeki kiitlenin
artmastyla azaldi. PVA/PCh nanoliflerle kaplanmis QCM
elektrotunda maksimum negatif frekans kaymasi (AF:
—14552.7 Hz, Am: 563.5 ug cm™ ) gdzlendi. PVA/PCh-E1
nanolifler ile kaplanmig QCM elektrodu kullanildiginda,
PVA/PCh ile kaplanmig QCM elektroduna kiyasla daha az
negatif frekans kaymasi ve kiitle artis1 (AF: -13709.5 Hz,
Am: 530.3 ug cm™) gdzlendi. PVA/PCh ve PVA/PCh-E1
nanolifler ile kaplanmig elektrot yiizeylerine 800 dakika
boyunca yapisan P. aeruginosa'nin ortalama kiitleleri ve
standart sapmalari sirasiyla 515.8 + 47.6 ve 527.3 £3.0 pug
cm~2 olarak belirlendi (Sekil 7). Elde edilen sonuglar 6nceki
caligmalarla tutarli olup, PVA/PCh-E1 nanolifleri ile
kaplanmig QCM elektrodu, tercih edilen bir biyofilm
olusumu sergiledi. QCM-biyofilm deneyleri, PVA/PCh-E1
nanoliflerle kaplanmis QCM elektrodunun, PVA/PCh
nanoliflerle kapli QCM elektrotuna kiyasla P. aeruginosa
hiicrelerini 6nemli 6l¢iide engelledigini gdsterdi.
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Sekil 7. PVA/PCh ve PVA/PCh-EI1 nanoliflerle kaplanmig
elektrot yiizeylerinde P. aeruginosa'nin biyofilm olusumu
sirasindaki zamana kars kiitle degisimi

4. Sonug¢

Bu galigmada PCh, P. aeruginosa'nin biyofilm olusumuna
kars1 biyolojik aktivitesini gelistirmek i¢in E1 ile kimyasal
olarak modifiye edildi. XPS, PL ve FTIR analizleri ile E1'in
kimyasal reaksiyonlarla PCh film yiizeyine basariyla
modifiye edildigini dogruladi. PVA/PCh ve PVA/PCh-E1
nanolifleri, yerinde elektroegirme-QCM teknigi ile QCM
elektrot ylizeylerine homojen bir sekilde biriktirildi.
Nanolifler ile kapli elektrotlarin biyofilm olusumu
tizerindeki etkisi QCM ile incelendi. PVA/PCh-E1
nanolifler ile kaplanmig QCM elektrodun ortalama kiitlesi
ve standart sapmasmnm (Am: 527.3 + 3.0 pg cm?),
PVA/PCh nanolifler ile kapli QCM elektrodunkinden (Am:
515.8 £ 47.6 pg cm?) daha diisiik oldugu belirlendi. Bu
durum PVA/PCh-E1 nanoliflerinin biyofilm olusumunu
daha iyi engelledigini gosterdi. Sonug olarak, PVA/PCh-E1
nanoliflerle kaplanmis QCM elektrot yiizeyi, PCh
nanoliflerden daha iyi bir performans sergilemistir. Elde
edilen PVA/PCh-E1 nanolifler, biyomedikal uygulamalar
icin potansiyel adaylar olarak diisiiniilebilir.
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