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IC ORTAM HAVASINDAN BiYOAEROSOL GIDERIMI ICIN ENZIM
KATKILI ANTIBAKTERIYEL NANOLIF FILTRELERIN
GELISTIRILMESI

OZET

Giliniimiizde insanlar vaktinin biiyiikk bir kismin1 i¢ mekanlarda gecirmektedirler.
Isyerleri, okullar, toplu tasima ulasim araglar1 gibi i¢ mekanlarda taze hava
sirkiilasyonu azalmaktadir ve i¢ ortamda bulunan kirleticilerle temas oram
artmaktadir. I¢ ortam havasindaki biyoaerosollerin kolayca tasinmasi ve insanlarla
temas etmesiyle birlikte i¢ ortam havasiyla alakali astim, alerji, enfeksiyon gibi insan
saglig1 lizerinde cesitli rahatsizliklar goriilebilmektedir. Biyoaerosol, aerosol haline
gelmis hiicrelere, viriislere, polenlere veya sporlara verilen genel isimdir.
Biyoaerosollerin 6nemi, yasanan COVID-19 pandemisiyle birlikte tum dlnyaca
deneyimlenmistir. I¢ ortamdaki partikiil madde giderimi i¢in yaygmlikla filtrasyon
sistemleri kullanilmis ve gelistirilmistir fakat biyoaerosol giderimine o6zel filtre
dizaynlari, etki mekanizmasi ve filtre performansi arasindaki iligkiler agisindan
uygulamalar ve calismalar kisith kalmustir. I¢ ortam hava kalitesi uygun filtre segimi
ile tasarlanmis sistemlerle 1yilestirilebilir.

Bu tez ¢alismasiin konusu, strdurulebilir filtrasyon performansi i¢in biyoaerosol
giderimi saglayan nanolif yapili yenilikci bir antibakteriyel hava filtresi gelistirmektir.
Antibakteriyel nanolif hava filtresi tiretiminde, iki temel metodoloji uygulanmistir (i)
Ticari poliakrilonitril (PAN) polimerinin, grafen nanoplatelet (GNP) katkisi ile
elektroegirme yontemi ile Uretimi ve (ii) Antibakteriyel 6zellik kazandirmasi
hedeflenen glukoz oksidaz (GOx) enzimi igin farkli immobilizasyon tekniklerinin
uygulanmasi. Tez ¢alismasi nanolif filtre Gretimi, enzim immobilizasyonu, SEM,
FTIR, CLSM, su buhart gecirgenlik degeri gibi karakterizasyon, yapisal analiz,
dogrulama ve test faaliyetlerinin yanisira antibakteriyel etkinlik testlerini icermektedir.

Tez galismasinin ana hedefleri (i) Nanolif Gretim yontemlerini uygulamak, (i) Enzim
immobilizasyon tekniklerini arastrmak ve uygulamak, (iii) Uretilen filtrelere
karakterizasyon ve performans testlerinin yani sira antibakteriyel testleri de
uygulayarak antibakteriyel hava filtrelerinin fizibilitesini arastirmak ve (iv)
Biyoaerosol giderimi yaparak i¢ ortam hava kalitesini iyilestiren ve insan sagligini
koruyan yeni bir antibakteriyel hava filtresi iirlinii olusturmaktir.
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DEVELOPMENT OF ENZYME-DOPED ANTIBACTERIAL NANOFIBER
FILTERS FOR BIOAEROSOL REMOVAL FROM INDOOR AIR

SUMMARY

Nowadays, people spend most of their time indoors. As fresh air circulation
decreases in indoor environments such as workplaces, schools, and public
transportation, the likelihood of contact with pollutants in the indoor environment
Increases.

Indoor air pollutants such as particulate matter (PMzs, PM1yo, etc.), volatile organic
compounds (VOC), and microorganisms have significant adverse effects on
human health such as sick-building syndrome (SBS), building-related illness
(BRI), irritation, respiratory tract infections, and even cancer. Indoor air pollutants
can be emitted from a variety of sources. These pollutant sources can be related to
the fabric of the buildings, construction materials, activities of the building
occupants, and heating systems.

Bioaerosols are airborne particles originating from biological sources and include
living and dead organisms such as algae, archaea, bacteria, fungal spores, plant
pollen, and fragments of plant debris. With the widespread recognition of the
potential hazard of biological agents, interest in bioaerosol exposure has increased,
and exposure to bioaerosols, especially in indoor environments, can have
significant effects on human health. Indoor sources of bioaerosols can generally
occur through human emissions such as coughing, sneezing, speaking, or
breathing, direct particle scattering of exfoliated skin cells and hair, and these
significantly affect airborne bacterial populations.

As the bioaerosols in the indoor air are easily transported and come into contact
with people, various health problems such as asthma, allergies and infections
related to indoor air can occur. Bioaerosol is the generic name given to aerosolized
cells, viruses, pollen, or spores. The importance of bioaerosols has been
experienced all over the world during the COVID-19 pandemic.

Filtration systems have been widely used and developed for the removal of
particulate matter in the indoor environment, but applications and studies have
been limited in terms of filter designs specifically for bioaerosol removal, the
relationship between the mechanism of action, and filter performance. Indoor air
quality can be improved with systems designed with appropriate filter selection.

There has been increased interest in electrospinning as an innovative technique to
produce nanofiber assemblies in an easy and customizable manner. The
electrospinning process is notable for its versatility and wide applicability, utilizing
a wide variety of materials. Electrospun nanofibers draw attention to their
extraordinary properties such as small fiber diameter, large specific surface area,
high porosity, functionalization suitability to active interfaces, and the ability to
add antibacterial agents at the nanoscale.
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Natural polymers, synthetic polymers, and polymer blends, carbon and metal
oxides are some of the most commonly studied materials in electrospinning.
Polyacrylonitrile (PAN) is one of the widely used polymeric materials for
filtration, thanks to its high mechanical properties, good solvent resistance, thermal
stability, and easy fiber production by electrospinning.

Among nanomaterials, especially graphene-based nanomaterials are seen as
promising fillers for the development of high-performance materials. Graphene-
supported electrospun polymers have been the focus of attention in a variety of
applications, such as energy storage, photocatalysis, tissue engineering, water
purification, and antibacterial materials. Graphene is a two-dimensional (2D)
honeycomb-like monolayer composed of tight carbon atoms with unique thermal,
mechanical, and electronic properties. Graphene nanoplatelets (GNP) are
composed of multiple layers of graphene and retain the excellent properties of
graphene while also having a lower production cost than graphene. GNP can be
used as a reinforcing filler without compromising the long-term performance of
nanocomposites. The inclusion of GNPs improves the mechanical, thermal
conductivity, thermal stability, gas permeability, and dielectric properties of
polymers.

Enzymes are important as environmentally friendly agents to control biofilm
formation without creating toxic or harmful effects on the surrounding
environments. Some oxidoreductases, such as glucose oxidase, hexose oxidase,
and xanthine oxidoreductase, can be used to produce hydrogen peroxide (H20>)
from natural substrates as a potent natural oxidant. H.O> is a frequently used
biocide in various applications and has no significant toxic effects due to its
spontaneous action and subsequent complete decomposition into water and
oxygen. Glucose oxidase (GOx), as one of the antibacterial enzymes, has a
catalytic feature to oxidize B-D-glucose to gluconic acid and H20.. Glucose
oxidase enzyme is of great interest due to its wide applications in chemical,
pharmaceutical, food, beverage, clinical chemistry, biotechnology, and other
industries. Glucose oxidase enzyme reaction;

Glucose + 0, + H,0 Glucose Oxidase Gluconic Acid + H,0,

For the immobilization of the GOx enzyme, which is intended to provide
antibacterial properties, two different techniques were applied to filters 1) cross-
linking method and ii) modifications plus enzyme loading by diffusion method.
These two techniques were applied in two ways i) chemical (with glutaraldehyde)
and ii) physical (without glutaraldehyde).

Escherichia coli DH10B, a representative bacterial strain of indoor air
microorganisms, was selected to test the antibacterial properties of PAN and PAN-
GNP nanofiber filters with immobilized GOx enzyme. In laboratory studies,
attention was paid to the low risk of the selected species in terms of biosecurity.
Moreover, the Escherichia coli DH10B strain is also highly efficient for DNA
cloning.

The subject of this thesis is to develop an innovative antibacterial air filter with
nanofibers that provides sustainable filtration performance by removing
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bioaerosols. Two basic methodologies have been applied in the production of
antibacterial nanofiber air filters (i) fabrication of polyacrylonitrile polymer
(PAN)/graphene nanoplatelet (GNP) nanofiber by electrospinning method and (i)
application of different enzyme immobilization techniques for glucose oxidase
(GOx), which is aimed to provide antibacterial properties. The thesis study
includes the production of nanofiber filters, enzyme immobilization,
characterization, structural analysis, verification, and testing activities such as
SEM, FTIR, CLSM, water vapor permeability value, as well as antibacterial
activity tests.

The main objectives of the thesis study are (i) to apply nanofiber fabrication
methods, (ii) to research and apply enzyme immobilization techniques, (iii) to
investigate the feasibility of antibacterial air filters by applying antibacterial tests
as well as characterization and performance tests to the produced filters and (iv) to
create a new antibacterial air filter product that improves indoor air quality and
protects human health by removing bioaerosols.

The results of the study show that GNP addition to PAN polymer increased the
antibacterial property and retention capability. Also, the GOx-doped PAN/GNP
nanofiber filter has drawn attention to its antibacterial properties by successfully
removing bioaerosols from the air.

The findings of the study show that the GOx enzyme can be immobilized to
electrospun nanofibers to remove bioaerosol from indoor air.

The advantages of GOx-doped PAN/GNP nanofiber filters in antibacterial
applications are that the GOx and glucose reaction can kill bacteria in an
environmentally friendly way without causing toxic effects. On the other hand,
different antibacterial tests applied to the produced nanofibers gave mutually
supportive results and highlighted the success of the filters.
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci antibakteriyel nanolif filtrelerin optimum parametrelerle
iiretimini ve antibakteriyel 6zelligi ile i¢ ortam havasindan biyoaerosol giderimindeki
etkisini gostermektir. Siirdiiriilebilir filtrasyon performansi i¢in biyoaerosol giderimi

saglayan nanolif yapili antibakteriyel hava filtresi gelistirmek hedeflenmistir.

Antibakteriyel filtre tretiminde, iki temel metodoloji uygulanmistir (i) Ticari
poliakrilonitril (PAN) polimerinin, grafen nanoplatelet (GNP) katkisi ile elektroegirme
yontemi ile Gretimi ve (ii) Antibakteriyel 6zellik kazandirmasi hedeflenen glukoz
oksidaz (GOx) enzimi i¢in farkli immobilizasyonu tekniklerinin uygulanmasi. Tez
calismas1 nanolif filtre Uretimi, enzim immobilizasyonu, SEM, FTIR, CLSM, su
buhar1 gegirgenlik degeri gibi karakterizasyon, yapisal analiz, dogrulama ve test
faaliyetlerinin yanisira antibakteriyel etkinlik testlerini igermektedir. Tez ¢alismasinin
ana hedefleri (i) Nanolif tretim yontemlerini uygulamak, (i) Enzim immobilizasyon
tekniklerini arastirmak ve uygulamak, (iii) Uretilen filtrelere karakterizasyon ve
performans testlerinin yani1 sira antibakteriyel etkinlik testleri de uygulayarak
antibakteriyel hava filtrelerinin fizibilitesini arastirmak ve (iv) Biyoaerosol giderimi
yaparak i¢ ortam hava kalitesini iyilestiren ve insan sagligini koruyan yeni bir

antibakteriyel hava filtresi {irlinii olusturmaktir.

1.2 Tezin Anlam ve Onemi

Ic ortam havasindan biyoaerosol giderimi iizerine c¢alismalar oldukca azdir. Aym
zamanda biyoaerosollerin insan saglig1 tizerinde 6nemli etkileri bulunmaktadir. Bu tez
calismasinda ilk defa glukoz oksidaz (GOx) enziminin i¢ ortam hava filtrasyonunda
kullanilmak tizere nanolife entegrasyonu ¢alisilmistir. GOX enziminin biyosensor ve
gida paketlemesi iizerine ¢alismalar1 yaygin olsada hava filtrelerinde uygulamalari
mevcut degildir. Bu tez kapsaminda i¢ ortam hava filtrasyonunda kullanilmak
amaciyla Uretilen GOx immobilize edilmis GNP katkili nanolif filtrelerin

antibakteriyel davranislar1 ve filtre performansi ilk defa incelenmistir. Bu ¢alisma



antibakteriyel i¢ ortam hava filtrelerinin gelistirilmesi ve benzer ¢alismalarda fikir

saglamasi i¢in Onem tagimaktadir. Sekil 1.1‘de tezde calisilan nanoliflerin Uretim

semasinin 6zeti gorulmektedir.
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Sekil 1.1 : Tez galismasinin 6zet nanolif Gretim semas.



2. LITERATUR

2.1 i¢c Ortam Hava Kalitesi Onemi ve Standartlar

Insanlar zamanlarinin 6nemli bir kismini ev, okul, ofis, araba, ugak gibi ic mekanlarda
gecirmektedir ve son yasanan koronoviriis hastaligi (COVID-19) salgin ile, i¢ ortam

hava kalitesinin insan sagligi tizerindeki etkileri géz oniine serilmistir.

I¢ ortam hava kirleticileri partikiil madde (PMzs, PM1o, vb.), ugucu organik bilesikler
(UOB) ve mikroorganizmalar gibi bina sakinlerinin saghigi iizerinde hasta bina
sendromu (SBS), tahris, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve hatta kanser gibi 6nemli

olumsuz etkilere sahiptir (G. Wei vd., 2022).

I¢c ortam hava kirliligi siklikla kimyasal kirleticiler iizerinde yogunlasmistir fakat i¢
ortamlarda ¢ok c¢esitli biyolojik materyaller bulundugundan, solunan biyolojik
partikiillerin saglik iizerindeki etkileri de ©nem arz etmektedir. I¢ ortam hava
kirleticileri cesitli kaynaklardan yayilabilir. Bu kirletici kaynaklart binalarin dokusu,
insaat malzemeleri, bina sakinlerinin faaliyetleri, 1sitma sistemleri ile iliskili olabilir.
Su, hava veya toprak yoluyla disaridan s1izma da 6nemli bir kirletici kaynagi olabilir.
Bina tasarimlarinda kullanilan yalitim ve sentetik yap1 malzemelerinin kullanilmasi
konfor saglasada havadaki kirleticilerin kolayca firetildigi ve disariya oranla daha
yiiksek konsantrasyonlarda birikebildigi bir ortam olusturur. Hasta bina sendromu
(SBS), bina sakinlerinin bir binada geg¢irilen zamanla baglantil1 gibi goriinen, ancak
belirli bir hastalik veya nedenin tanimlanamadigi akut saglik ve konfor etkileri
yasadig1 durumlar1 tanimlar. Bina ile ilgili hastalik (BRI) terimi, teshis edilebilir bir
hastaligin belirti ve semptomlarini tanimlanr ve dogrudan i¢ ortamdaki bina
Kirleticilerine atfedilebilir, ancak BRI aksine SBS bir hastalik degildir ve bir fenomeni
tanimlar. Genellikle cilt, solunum sistemi, mukoz membran sikayetleri, bas agrisi,
halsizlik ve konsantrasyon bozuklugu gibi genel belirtilerin rapor edildigi durumlar
SBS olarak tarif edilmektedir. Ayrica, bina terk edildikten sonra semptomlar azalir
veya kaybolur. SBS salginlar1 genellikle modern enerji verimli hava gecgirmez

binalarda, 06zellikle mekanik 1sitma, havalandirma ve iklimlendirme (HVAC)



sistemleriyle hizmet verilen binalarda daha yaygindir. Boylece, SBS i¢ ortam hava

kalitesi sorunlartyla iligkilendirilir (Jones, 1999).

I¢ ortam hava kalitesini iyilestirmek, insan sagiligin1 korumak ve hava filtre kalitesini
belli bir diizeyde tutmak igin bazi standartlar Uluslararasi Standartlar Teskilat1 (ISO),
Ic Ortam Hava Kalitesi Standartlari Amerikan Isitma Sogutma ve Havalandirma
Miihendisleri Birligi (ASHRAE), Avrupa Standartlar Komitesi (CEN) gibi

kuruluglarca gelistirilmistir.

ISO’nun genel havalandirma sistemlerinde kullanilan hava filtreleri ile ilgili 1SO
16890 Genel Havalandirma icin Hava Filtreleri standardi mevcuttur. 1SO 16890
standardi filtre performansini PM1 0, PM25ve PM1o boyutlarina gore siniflandirir. Ote
yandan, ISO 29463 Havadaki Partikiilleri Gidermek I¢in Yiiksek Verimli Filtreler ve
Filtre Ortam1 standardi EPA, HEPA, ULPA gibi yiiksek verimlilige sahip filtrelerini

tanimlar.

ASHRAE 62.1-2019: Kabul Edilebilir i¢ Hava Kalitesi icin Havalandirma standardi,
insanlarin solunum yaptigl alanda kisi basina gerekli olan minimum havalandirma
miktarlarin1 tanimlar ve bu miktar1 belirlerken kisinin bulundugu ortama bagl olarak
endiistriyel varsayimlarda bulunur (ASHRAE, 2019). Ayrica, ASHRAE 55-2017:
Yasam Alanlar I¢in Isil Cevresel Sartlar standardi, ortamlarda ayarlanmasi gereken

sicaklik ve nem igin kabul edilir sartlar1 belirler (ASHRAE, 2017).

CEN tarafindan sunulan CR 1752, 2002: Binalarmm Havalandirmasi: I¢ Ortam igin
Tasarim Kriterleri standardi binalarda havalandirma ve iklimlendirme sistemlerinin
tasarimi, devreye alinmasi, isletilmesi ve kontrolii i¢in i¢ ortam kalitesini agiklayan

yontem ve kurallar aciklar.

2.2 i¢ Ortam Havasi ve Biyoaerosoller

Biyoaerosoller, biyolojik kaynaklardan kaynaklanan havadaki parc¢aciklardir ve algler,
arkealar, bakteriler, mantar sporlari, bitki polenleri ve bitki kalintilarinin pargalari gibi
canli ve Olii organizmalar1 igermektedir (Matthias-Maser vd., 1995). Biyolojik
ajanlarin potansiyel tehlikesinin yaygin olarak taninmasiyla birlikte, biyoaerosol
maruziyetine olan ilgi artmis ve Ozellikle i¢ ortamlarda biyoaerosol maruziyetinin

insan saglig1 iizerinde 6nemli etkileri olabilmektedir.



I¢ ortam biyoaerosol kaynaklar1 genel olarak 6ksiirme, hapsirma, konusma veya nefes
alma gibi insan emisyonlari, pul pul dokiilmiis deri hiicrelerinin ve sa¢in dogrudan
partikiil sagilmasi yoluyla olusabilir ve bunlar havadaki bakteri popiilasyonlarini
onemli bir sekilde etkiler (Gollakota vd., 2021). Cizelge 2.1‘de biyoaerosollerin

boyutlarini ve kaynaklarini gosteren 6zet gorilmektedir.

Cizelge 2.1 : Biyoaerosollerin boyutlari ve kaynaklari (Gollakota vd., 2021).

Organizma Boyut (um) Kaynak
Viris <0,1-3 Influanza
Mikoplazma 1-5 M. Pndmoni
Klamidya 1-5 Chlamydia psittasi
Riketsiya 1-5 Coxiella burnetii
Bakteri 1-5 Mikrokok luteus
Bakteri 0,5-5 Bacillus cereus, Thermoactinomyces
Algler 5-10 Klorokok
Damarsiz bitkiler 15-30 Yosunlar
Damarli bitkiler 15-30 Lycopodium egrelti otlar1
Damarl1 bitkiler 10-50 Agaglar, otlar, yabani otlar
Eklembacaklilar - Hamambdcegi, toz, akar
Hayvanlar - Kedi, kopek, fare
Mantarlar 1,5-100 Mantarlar, aspergillus

Biyoaerosoller iizerine epidemiyolojik calismalar olduk¢a azdir ve bu nedenle
biyoaerosollerle ilgili bilgi eksikligi vardir. Biyoaerosoller yoluyla biyolojik
bulagmalarin 6neminin dikkate alinmamasi influenza, SARS ve COVID-19 gibi ciddi

epidemiyolojik viral salginlara da neden olmustur (Gollakota vd., 2021).

Jeong vd. (2022), i¢ ortamlarda biyoaerosol maruziyetinin neden oldugu zarari en aza
indirmek i¢in ulusal ve uluslararasi kuruluslarin 6nerdigi kabul edilebilir biyoaerosol

konsantrasyon degerlerini derlemistir;

- Kore Cumhuriyeti Cevre Bakanligi tibbi kurumlar, saglik tesisleri ve gunduz
bakim merkezleri gibi ¢ok amagh tesislerde bakteri biyoaerosollerini 800
kob/m® ve mantar biyoaerosollerini 500 kob/m? ile sinirlandirmistir (KME,

2021).

- Cin Hastahk Kontrol ve Onleme Merkezleri konutlardaki bakteriyel
biyoaerosol konsantrasyonunu 2500 kob/m?® ile simirlandirmistir (Guo vd.,
2020).



- Amerikan Hukamet Endastriyel Hijyenistleri Konferansi (ACGIH) mantar
biyoaerosol konsantrasyon esigini 1000 kob/m? olarak belirtmistir (ACGIH,
1989).

- Diinya Saghk Orgutu (WHO), konutlar igin maksimum 500 kob/m® mantar
biyoaerosolunin kabul edilebilir oldugunu tavsiye etmistir (WHO, 1988).

Mevcut standart ve tavsiyelerin  biyoaerosollerin  boyutlarindan  ziyade
konsantrasyonuna odaklandigi goriilmektedir. Biyoaerosollerin buyuklukleri, saglik
riskiyle oldukga iliskilidir ve solunabilen PM1g ve PMys siniflarina dahildir (S. Bin
Jeong vd., 2022). Bu nedenle, biyoaerosol konsantrasyon limitlerini igeren standartlar
kontaminasyon seviyelerini tahmin etmek i¢in faydalidir, ancak saglik riski izerindeki
etkisini degerlendirmek igin biyoaerosol boyutlarina odaklanan ¢alismalara da ihtiyag

vardir.

Zheng & Yao, (2017) i¢ ortam havasindaki biyoaerosol partikiil boyutlarini arastirmak
i¢cin bir otel odasindan alinan numuneleri test ettiklerinde 0,5 ile 10 um arasindaki

boyutlarda biyoaerosol partikiillerinin oldugunu raporlamistir (Zheng & Yao, 2017).

Ote yandan, Jeong vd. (2022) yaptig1 ¢alismada, biyoaerosol boyut dagilimini farkls i¢
ortamlardan farkli durumlarda aldigi numuneler iizerinde incelemistir. Nispeten kiiciik
mikroorganizmalarin kisin i¢ ortam havasinda daha bol oldugunu bildirmistir. Ayni
zamanda, cok sayida kiiltiirlenebilir bakteri ve mantar biyoaerosollerinin 3,3 pm ve
daha kiiglik boyutta oldugu tespit edilmistir. 1,1 um’den daha kiguk bakteriyel
biyoaerosoller de gdzlenmistir. Bu kiiciikk biyoaerosoller dogrudan solunabilir ve

solunum yollarinda birikebilir (S. Bin Jeong vd., 2022).

Son zamanlarda, ¢arpic1 diizeyde partikiil madde (PM) kirliligi ve neden olduklar
hastaliklar neticesinde yiiksek filtrasyon verimliligi ve antibakteriyel aktiviteye sahip
filtre malzemeleri ile ilgili arastirmalara ilgi artmistir (Bortolassi vd., 2019). Cao vd.
(2014) PM kaynakli hava kirliliginin etkili oldugu Pekin’de ger¢eklestirdikleri
caligmada, solunum yolu hastaliklarinin ve alerjilerin bulasmasindan sorumlu olan
PM’deki  solunabilir =~ mikroorganizmalarin  %80’den  fazlasin1  bakterilerin
olusturdugunu bildirmistir (Cao vd., 2014). Bu da bakterisidal (6lddrtcu) 6zelliklere
sahip hava filtrelerini cazip hale getirmektedir.

Ek olarak, gida, ilag ve biyoteknoloji endiistrileri i¢in havadaki kirleticiler, tehlikeli

biyolojik ajanlar ve alerjenler {izerinde kontrol saglanmasi 6nem arz etmektedir



(Barhate & Ramakrishna, 2007). Temiz oda teknolojisi ile Griin kontaminasyonunu
kontrol etmek ve azaltmak hedeflenir ve genellikle havadaki istenmeyen partikdlleri
gidermek icin nanolif filtreler kullanilir (Bortolassi vd., 2019). Boylece, ic
ortamlardaki biyoaerosolleri gidermek icin filtrasyon yonteminin tercih edildigi ve

etkili verim elde etmek i¢in nanolif filtrelerin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir.

2.3 Elektroegirme Yontemi ile Uretilmis Nanolifler ve Uygulamalar

Geleneksel fiber, cam elyaf, meltblown ve spunbond fiber gibi filtreler hava
filtrasyonunda sik¢a kullanilmaktadir, ancak bunlar fiber ¢ap1 ve biiyiik gozenek

boyutu nedeniyle ince partikiillerde diisiik filtreleme verimliligi gostermektedir (Z.

Wang vd., 2016).

Kolay ve ozellestirilebilir bir sekilde nanolif diizenekleri {iretmek i¢in yenilik¢i bir
teknik olarak elektroegirmeye ilgi artmistir. Elektroegirme prosesi ¢ok yonli ve ¢cok
cesitli malzemelerden yararlanarak genis Olcekte uygulanabilir olmasiyla dikkat
cekmektedir (Apetrei & Camurlu, 2020). Elektroegirme, ¢esitli nanoliflerin
tiretilebilmesine olanak saglayan en basit yontemlerdendir. Elektroegrilmis
nanoliflerin gi¢lendirme, filtrasyon, kataliz, biyomedikal ve farmasétik uygulamalar,
elektronik ve optik cihazlar, tekstil gibi bircok agidan potansiyel uygulamalar
mevcuttur (Song vd., 2019; Z.-G. Wang vd., 2009). Elektroegirilmis nanolif filtrelerin
iyi derecede mekanik Ozellikler ve termal kararlilik gosterdigi ¢alismalarla
desteklenmistir. Elektroegirilmis nanolifler kiigiik fiber ¢api, genis spesifik yiizey
alani, yiiksek gozeneklilik, aktif araylizlere islevsellestirme uygunlugu ve
antibakteriyel ajanlarin nano olgekte eklenebilmesi gibi olaganiistii 6zellekileriye

dikkat cekmektedir (Bortolassi vd., 2019; Apetrei & Camurlu, 2020).

Verimli bir filtre tiretmek i¢in ¢ozelti konsantrasyonu, akis hizi, toplayicidan igneye
olan mesafe, voltaj ve siire parametreleri gibi elektroegirmenin optimum iiretim

kosullarini saglamak oldukga 6nemlidir (Bortolassi vd., 2019).

Dogal polimerler, sentetik polimerler ve polimer karisimlari, karbon ve metal oksitler
elektroegirmede en sik calisilan malzemelerden bazilaridir (Agarwal vd., 2013).
Polimer konsantrasyonunun degistirilmesi, ¢ozelti viskozitesini degistirebilir ve daha
yiiksek viskozite fiberlerde polimer boncuklanmasini azaltir. Yiizey gerilimi fiberlerde

boncuklanmaya sebep olur ve azalan yuzey gerilimi boncuklanmayi azaltir (Fong vd.,



1999). Li & Gong (2015) ¢alismasinda, poliakrilonitril (PAN) hava filtrelerinin fiber
caplart 200 nm’den 1 pm’ye yiikseldiginde verimliligin %98’den %48’¢ diistiigun
raporlamistir (X. Li & Gong, 2015). Boylece, kiicuk fiber ¢caplarinin daha iyi filtrasyon
verimliligi sagladigi anlasilmaktadir. Poliakrilonitril (PAN) yiksek mekanik
ozellikleri, bagaril1 ¢oziicii direnci, termal kararliligi, elektroegirme yoluyla kolay fiber
tiretimi sayesinde filtrasyon i¢in yaygin olarak kullanilan polimerik malzemelerdendir
(Bortolassi vd., 2019). Genellikle, nanolifli membranlar ince partikaller igin yuksek
filtrasyon verimliligi saglar fakat asir1 basing diisiisiine de sahiptir (Z. Wang vd.,
2016). Ayrica, direncli ve gecirgen fiberli filtre elde etmek icin nanolifleri biriktirmek
icin uygun bir destek tabaka se¢imi de dnem arz etmektedir (Bortolassi vd., 2019).

Bununla birlikte, daha iyi malzemeler Uretmek igin, inorganik malzemelerin (TiO,
SiO2, ZnO ve Ag nanopargaciklari gibi g¢esitli nanomalzemeler) polimer nanoliflere
eklenmesi ile karistk matrisli  nanolifler veya kompozitlerin  Gretimi
gerceklestirilmistir. Bunlar, nanoliflerin filtrasyon verimliligini artirirken, gelismis
antimikrobiyal 6zelliklerle birlikte kimyasal, mekanik ve termal stabilitelerini artirarak
on plana ¢ikmaktadir (Russo vd., 2022). TiOz, ZnO ve Ag, hem gram-pozitif hem de
gram-negatif bakterileri inaktive eden polimerik nanoliflerin hazirlanmasinda

kullanilan fotoaktif nanopartikiiller olarak kabul edilir (Russo vd., 2022).

Son zamanlarda, Vanangamudi vd. (2015a), %99,5’e varan mikemmel antibakteriyel
etkinlige sahip poliviniliden florir (PVDF) ve Ag—Al>O3 bazli yeni kompozit nanolif
tasarlamistir (Vanangamudi vd., 2015a). Salam vd. (2021), yeni bir antiviral kigisel
koruyucu ekipman icin bir PAN/ZnO elektrospun hibrit nanolife viroblock (VB,
giimiis ve lipid vezikiillerin kombinasyonu) ajanini ekledi. Viroblock, hem antiviral
hem de antibakteriyel bir madde olarak islev géren beyaz viskoz bir sividir. %5 VB
yukli PAN/ZnO nanolifleri Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerine karsi sirastyla 992,59 ve %88,64 antibakteriyel etkinlik gostermistir
(Salam vd., 2021). Gelismis oksidasyon siiregleri, 6zellikle fotokataliz, sadece ucuz
bir yari iletken fotokatalizor (6rnegin TiO2) ve bir 151k kaynagi (giines veya yapay bir
UV) gerektirdiginden, en uygun ¢evre temizleme teknolojilerinden kabul edilmistir

(Tan vd., 2021).

Ote yandan, adsorpsiyon islemi, ugucu organik bilesiklerin (UOB) giderilmesinde
kullanilan en yaygin ve ideal teknolojidir. Elektrospun nanolifler, bu Kirleticiler igin

miikkemmel ve etkili bir {i¢ boyutlu filtre ortamidir (Buyukada-Kesici vd., 2021).



PAN gibi klasik polimerlere dayali kompozit nanoliflerin hazirlanmasi ile UOB’lere
kars1 adsorpsiyon kapasitesinin gelistirilmesi miimkiindir. Polidimetilsiloksan
(PDMS) ve poliimid (PI), havadan veya N:’den aseton, toluen ve ksilen gibi
UOB’lerin ¢ikarilmasi igin tipik nanolif malzemeleridir (Russo vd., 2022). Rebollar-
Perez vd. (2011), hava akimlarindan UOB’leri ¢ikarmak i¢in bir cihaz insa ederek,
buhar gegirgenligi icin PDMS/a-aliimina nanoliflerin uygulamasini aragtirmistir ve
nanolifin UOB igerigini %95’ ¢ kadar azaltabildigini kanitlamistir (Rebollar-Perez vd.,
2011).

Ornegin, Buyukada-Kesici vd. (2021) elektroegirme ile iirettikleri seliiloz nanokristal
(CNC)-poliamid 6 (PA-6) kompozit nanofiber filtrelerin yapisal ve mekanik 6zellikleri
ile UOB adsorpsiyon performanslarini toluen zerinden incelendi. Sonu¢ olarak,
agirlikca %17 PA-6 ve agirlikca %1,5 CNC igeren nanofiber filtre, %50’lik en iyi
toluen adsorpsiyon verimini ve iyilestirilmis mekanik Ozellikleri gostermistir

(Buyukada-Kesici vd., 2021).

Ayrica, polimer membranlar, enzimlerin immobilizasyonu/baglanmasi igin tasiyici
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Vasileva vd., 2006). Nanomalzemeler, genis
spesifik ylizey alani, kiigiik kiitle transfer direnci, biiyiikk enzim yiikleme kabiliyeti,
yiizey modifikasyonu gibi bir¢ok avantaji nedeniyle enzim immobilizasyonu alaninda
ilgi ¢ekmistir (Z.-G. Wang vd., 2009). Nanoyapili malzemeler, yiiksek verimli
immobilizasyon i¢in genis spesifik ylizey alanlar1 saglayabilen ve ayni zamanda

enzimleri stabilize edebilen son derece yiiksek ylizey alani-hacim oranlar1 nedeniyle

diger desteklerden one ¢ikmaktadir (Z.-G. Wang vd., 2009).

Bir enzim, Kkatalitik islevi olan bir tiir proteindir (D. Li vd., 2019). Enzimin c¢evresel
kosullara (pH, sicaklik, metal iyonlari, organik ¢oziicliler) karsi ¢ok hassas hale getirir
ve kararsizliga neden olur. Cevre kosullarindaki degisiklikler, serbest enzimlerde
aktivite kaybina neden olabilir. Ayrica, serbest enzimler bir reaksiyondan sonra geri
doniistiiriilemezler ve pratik uygulamalar1 kisitlayan tekrar kullanimlart yoktur. Enzim
immobilizasyon tekniklerinin yiikselisi, enzimlerin kararliligi ve yeniden kullanimini
gelistirebilir ve ayrica maliyetin diisiiriilmesi, ¢cevrenin korunmasi, otomatik siirekli

tiretim ve diger bir¢ok acidan faydalar saglayabilir (Hanefeld vd., 2009).

Biyo-tabanli sensorler genellikle enzimlerin bir ylzey Gzerinde immobilize edilmesi

ile Gretilir ve elektrospinning teknolojisi umut vadetmektedir (litani vd., 2022).



Ornegin, G. Jeong vd. (2019) elektroegirme yoluyla iiretilen azot katkili cok boyutlu
karbon nanoliflerin yiizeyine protein immobilize ederek bir kortizol biyosensori

gelistirdi ve kortizoliin saptanmasina olanak sagladi (G. Jeong vd., 2019).

Q. Wang vd. (2013), lakkaz enzimini adsorpsiyon yontemi ile elektroegrilmis nanolif
yiizeye basarili bir sekilde immobilize etmistir. Nanolifin ¢apina bagl olarak yiizey
alaninda %20 ile %40’a varan 6nemli bir artis gozlemlenmistir (Q. Wang vd., 2013).

S.-F. Li vd. (2007), elektroegirme ile 300 nm’nin altinda tek tip fiber ¢apina sahip
PAN nanolifli membranlar hazirladi. Lipaz enzimi, PAN nanoliflere kovalent olarak
immobilize edildi. Lipaz immobilizasyonundan sonra, nanolif ¢ap1 ve morfolojinin
onemli Olglide degismedigi gozlemlendi. Nanolifte enzim yiklemesi %2,1’e (w/w)
kadar ulasabilirken, immobilize enzim %81,3 ile yiiksek aktivitesini hala korudu (S.-

F. Li vd., 2007).

Fazel vd. (2016), glutaraldehit ile capraz baglama yoluyla bayir turpu peroksidazi
(HRP) enzimini immobilize etmek igin elektroegrilmis polivinil alkol (PVA)/sigir
serum albimini (BSA) biyokompozit membranlari kullandi. Enzim yiiklemesi
%27,3’e (w/w) kadar ulasti. Gluteraldehit buhar1 ile capraz baglamadan sonra
elektrospun  PVA/BSA nanolifli membranlarda immobilize edilmis HRP’nin
aktivitesi, test edilen en yuksek hidrojen peroksit konsantrasyonundaki serbest
enzimin %50 'sinin tizerinde oldugu goriildii. Sabitlenmis HRP, 11 tekrar kullanim

dongiisiinden sonra baslangig aktivitesinin %73’ tinii korumustur (Fazel vd., 2016).

Vasileva vd. (2006) yaptigi ¢alismada, kovalent olarak immobilize edilen glukoz
oksidazin (GOx), PAN ve metilmetakrilat-diklorofenilmaleimid (MMA-DCPMI)
kopolimerinden Uretilen ultrafiltrasyon membranlar iizerindeki davranigini
incelenmistir. Deney sonuglarinda, PAN ve kopolimer MMA-DCPMI karisimindan
hazirlanan ultrafiltrasyon membranlarinin, GOx immobilizasyonu i¢in uygun oldugu
goriilmiistiir. Calisma sonucunda, baglanmis enzimin aktivitesinin serbest enzime gore
daha ytiksek, kararli ve dis etkenlere (sicaklik, pH, vb.) kars1 daha toleransli oldugu
goriilmiistir. GOx enziminin immobilize edilmesi ile baglh enzimin yiiksek
erigilebilirligi ve yeniden kullanilabilirligi saglanirken tekrarlanan kullanimlarda
enzim sizintisi olmaz. Enzim immobilizasyonu igin akrilonitril (AN) ile diger vinil
monomerlerin kopolimerlerine dayali membranlar, tasiyicilar olarak oldukca

kullanighdir. AN kopolimeri, uygun fonksiyonel grup icermedigi i¢in modifiye
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edilmeden enzim immobilizasyonuna uygun degildir. Kullanim kolayliklarini artirmak
icin genellikle bu membranlara ek bir modifikasyon uygulanmasi gereklidir (Vasileva
vd., 2006).

2.4 Grafen Nanoplatelet ve Uygulamalari

Polimer nanokompozitler son zamanlarda bir¢ok avantajli 6zelligiyle ilgi gormektedir.
Nano katki malzemeleri tipik olarak 100 nm’nin altinda oldugundan, bir polimer
matrise dahil edildiklerinde hacim basina ultra genis yiizey alan1 saglarlar (Badia vd.,
2021).

Nano malzemeler arasinda, nanokarbonlar ve 6zellikle grafen bazli nano malzemeler
yiiksek performansli malzemelerin gelistirilmesi i¢in umut verici dolgu maddeleri
olarak goOrilmektedir. Grafen katkili elektroegrilmis polimerler Ornegin enerji
depolama, fotokataliz, doku miihendisligi, su aritma ve antibakteriyel malzemeler gibi

cesitli uygulamalarda ilgi odagi olmustur (Scaffaro & Lopresti, 2018).

Grafen, benzersiz termal, mekanik ve elektronik Ozelliklere sahip, siki karbon
atomlarindan olusan iki boyutlu (2B) petek benzeri bir tek katmandir (Geim, 2009).
Grafen nanoplateletler (GNP), ¢ok sayida grafen katmanindan olusur ve grafenin
miikkemmel 6zelliklerini korurken, grafenden daha diisiik {iretim maliyetine de sahiptir
(M. Li vd., 2022). GNP, nanokompozitlerin uzun vadeli performansindan 6diin
vermeden takviye dolgu maddesi olarak kullanilabilir. GNP’lerin dahil edilmesi,
polimerlerin mekanik, termal iletkenlik, termal kararlilik, gaz gecirgenligi ve

dielektrik gibi 6zelliklerini iyilestirir (Badia vd., 2021).

Scaffaro & Lopresti (2018) calismasinda elektroegirme ile tiretilmis GNP katkili filtre
tizerine arastirma yapmistir. GNP’ lerin pekistirici etkisi, elektroegrilmis polilaktik asit
(PLA) membranlari iizerinde degerlendirilmistir. Agirlikga %0,125, %0,25 ve %0,5
GNP iceren kompozit membranlarin fiber morfolojisinin oldukca duzgiin ve dizenli
oldugu gozlemlenmistir. Ote yandan, agirlikca %1 GNP iceren membranda GNP
yumrularinin varligi gézlemlenmistir. Bu GNP oraninin nanolif yapiyr énemli dl¢tide
etkileyebilecegini gostermistir. Ayrica, GNP katkisi, fiber ¢aplarinda bir miktar artisa
sebebiyet vermistir. Bu artis, GNP’nin ¢ozelti viskozitesini artirmasi ve ¢Ozlcl
buharlagma kinetigi tizerindeki etkisi ile alakalidir. Cekme testleri sonucu, PLA’ya

GNP eklenmesinin, malzemelerin elastik 6zelliklerinde 6nemli bir iyilesmeye yol
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actigt  gorlilmistiir. BOylece, GNP’ler elektroegrilmis nanolif malzemenin
mukavemetini artirabilir. Termogravimetrik analiz (TGA) 6lgtimleri sonucu, PLA’ya
GNP eklenmesinin daha iyi bir termal kararlilik sagladig: da goriilmiistiir (Scaffaro &
Lopresti, 2018).

Nanoyapili ajanlarin  kiigiik parcacik boyutlar1 sayesinde hiicre zarlarindan
penetrasyonu kolaylagtirarak hlicre ici slrecleri etkiledigi ve bu durumun
antibakteriyel etki ile sonucglandigi raporlanmistir (Park vd., 2013). Bu durum, GNP

katkili nanolif filtrelerin antibakteriyel etki gosterme o6zelligine dikkat ¢ekebilir.

Ote yandan, solunum koruma ve i¢ hava temizleme sz konusu oldugunda nanolifli
filtrelerin  antibakteriyel o6zellik gostermesi olduk¢a 0Onem kazanmaktadir
(Vanangamudi vd., 2015b). Hu vd. (2010) yaptigi c¢alismada, grafen bazli nano
kagitlarin diisiik maliyetle tiretilebilecegini, ayrica minimum sitotoksisite gostererek
E.coli bakterilerinin biiyimesini etkili bir sekilde o6nleyen biyouyumlu bir
nanomalzeme oldugunu raporlamistir. Sitotoksik maddeler, hiicreye toksik sekilde etki
edip hiicreyi 6ldiren ya da fonksiyonunu durduran maddelerdir. Oncelikle, grafen
bazli nano kagitlarin, hiicresel alimi ve sitotoksisitesi bir memeli hiicre hattt A549 ile
degerlendirilmistir. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ¢alismalari, grafenin
sitoplazmanin endozomunun i¢inde oldugunu gostermis ve endositoz yoluyla A549

hlcreleri icinde 6ziimsenebilecegi ileri stiriilmistiir (Hu vd., 2010).

Ote yandan, Hu vd. (2010), E.coli DH5A hiicrelerinin grafen ile etkilesimi arastirarak
antibakteriyel aktivitesini degerlendirmistir. Grafenin E.coli DH5A hucresinin
metabolik aktivitesini etkili bir sekilde diisiirmesi, E.coli’ye kars1 giiglii bir inhibisyon
kabiliyetinin oldugunu distindiirmistiir. Grafen ile muamele edilen E.coli’nin
mikrobiyal canlilig1 koloni sayma yontemiyle 6l¢iilmiis ve anlamli bir sekilde grafenin
E.coli biiylimesini neredeyse tamamen baskiladig1 ve %98,5’e varan canlilik kaybina
yol actig1 bulunmustur. TEM analizleri, E.coli’nin hiicre biitiinligiinii biiyiik olciide
kaybettigini, hiicre zarinin ciddi sekilde tahrip oldugunu ve sitoplazmanin disari
aktigini ortaya ¢ikarmistir. Grafen bazli kagitlarin antibakteriyel aktivitesi, havadaki
bakteriler taklit edilerek E. coli DH5A hiicreleri kagit Gzerine ekilmis ve Uizerine Luria
Bertani (LB) biiylime ortami (%1,5 agar ile) yayilip 37 °C derecede bir gece
inkibasyonundan sonra, grafen kagitta herhangi bir hicre blylmesi
gbzlemlenmemistir. Bu grafen kagidin antibakteriyel etkisini ima etmistir. EK olarak,

SEM analizleri grafen bazli kagit tizerindeki E.coli hiicre zarlarmin biitiinliigiini
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kaybettigini dogrulamig ve grafen bazli kagidin bakteri 6ldiirme etkisini gostermistir

(Hu vd., 2010).

Rago vd. (2015), grafen bazli malzemelerin bakterilere kars sitotoksisite etkisi {izerine
bir ¢alisma yapmis ve GNP’lerin antibakteriyel ajanlar olarak kullanilmasini
incelemistir. GNP’lerin antibakteriyel aktivitesi dis ¢iiriiklerinde baslica etkili
mikrobiyolojik ajan olan Streptococcus mutans’a karsi, yetiskin ve cocuklardan alinan
tikdrik ve plaka numuneleri ile test edilmistir. Sonuclar, GNP’lerin S.mutans
hiicreleri tizerindeki 61diirme etkisinin hem yan boyuta hem de kalinligina bagli olarak,
daha diisiik kalinlikta ve daha kiigiik boyutlu GNP’lerin daha gucli antibakteriyel
aktivite sergiledigini gostermistir. Taramali elektron mikroskobu (TEM) analizi
sonuglarinda, GNP’lerin hiicrelerle giiglii bir sekilde etkilesime girdigi goriilmiistiir.
SEM analizleri, bakteri hucrelerinin ¢ogunun hiicresel biitiinliiklerini kaybederek
nanoplatelet yiizeyinde burustugunu gostermis ve GNP’nin bakteri ylzeyinde ciddi
mekanik hasarlara neden olduguna dair kanit olusturmustur. Bakteri hicreleri ve
GNP’ler arasinda iki farkli mekanik etkilesimin hiicre O6liimiine neden oldugu
varsayllmistir. Ilki, hiicre yakalama ve bunun sonucunda sarma ve biiziilmedir.
Ikincisi, yumusak hiicre duvarmin GNP nanomalzemenin sert keskin kenarlari ile
dogrudan etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Sonug¢ olarak, GNP’lerin S.mutans’lar1
ve dolayisiyla dis ¢iiriiklerini kontrol etmek icin dis malzemeleri olarak oldukca etkili

olabilecekleri ileri surilmistiir (Rago vd., 2015).

Borges vd. (2020) ¢alismasinda, tibbi bir cihaz olan kateter Uretiminde sik¢a kullanilan
bir polimer olan poliuretan (PU) icine dahil edilen GNP’lerin antibakteriyel
potansiyelini arastirmistir. PU ve GNP ile elde edilen kompozit materyalin, Kateter
iliskili enfeksiyondan sorumlu olan Staphylococcus epidermidis’e kars1 antibakteriyel
etkisi arastirilmigtir. Deney sonucunda, PU-GNP kompozit yuzeyin S.epidermidis’e
kars1 hem c¢iiriime Onleyici (bakteriyel yapismada %70 azalma) hem de bakterisidal

aktivite (%70 bakteri 6liimii) sergiledigi raporlanmistir (Borges vd., 2020).

2.5 Glukoz Oksidaz (GOx) Enzimi ve Uygulamalari

Bakteriyel enfeksiyona ve biyolojik kirlenmeye neden olan bakteriyel kontaminasyon,
insan saglig1 ve endiistri sorunlarina neden oldugu i¢in zorlu ve 6nemli konulardan biri
olmustur. Bakteriler de dahil olmak {izere suda yasayan organizmalarin islak

yuzeylerde birikmesi olan biyolojik kirlilik, gemi direnci, boru tikanmasi ve azalan
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membran akisi gibi cesitli endiistri sorunlarina neden olur (Lee vd., 2020). Ornegin,
patojenik bakterilerin insan viicudu {izerinde veya i¢inde ¢ogalmasinin neden oldugu
bakteriyel enfeksiyon, tetanoz, tifo ve difteri gibi ¢esitli hastaliklara neden olan
bakteriyel kontaminasyonla ilgili sorunlarin bariz bir 6rnegidir (Serra vd., 2015).
Fenolik ve kuaterner amonyum bilesikleri gibi kimyasal maddeler, endiistriyel ve tibbi
alanlarda herhangi bir malzemeyi dezenfekte etmek igin sikga kullanilmaktadir. Fakat,
bu tiir kimyasal maddeler genellikle toksik olduklar1 ve yavas bir oranda bozunduklari
icin insan ve ekosistem (zerinde olumsuz etkilere sahiptir. Bdylece, bakteriyel
kontaminasyonu engellemek icgin etkili ve toksik olmayan alternatif stratejiler

gelistirmek onem arz etmektedir (Lee vd., 2020).

Enzimler, iliman kosullar altinda ¢esitli mekanizmalarla yiiksek 6zgiilliige sahip bir
antibakteriyel ajan olarak kullanilabilirler, 6rnegin substratlarin oksidasyonu ile reaktif
oksijen tiirlerinin iretilmesi, bakteri hiicre duvarlarimin bozulmasi ve hiicreden
hiicreye iletisimin engellenmesi. Glukoz oksidaz, heksoz oksidaz ve ksantin
oksidorediiktaz gibi bazi oksidorediiktazlar, dogal substratlardan gii¢lii bir dogal
oksidan olarak hidrojen peroksit (H20) iiretmek igin kullanilabilir. H2O», ¢esitli
uygulamalarda sik¢a kullanilan bir biyosittir ve spontan etkisi ve ardindan tamamen
su ve oksijene ayrismasi nedeniyle onemli bir toksik etkisi yoktur (Lee vd., 2020).
Glukoz oksidaz (GOx), antibakteriyel enzimlerden biri olarak, B-D-glukozu, glukonik
asit ve HoO2’ye okside etmek igin katalitik bir 6zellige sahiptir (Dubey vd., 2017).

Glukoz + 0, + H,0 Glukoz Oksidaz Glukonik Asit + H,0, (1)

Glukoz oksidaz enzimi, kimya, ilag, yiyecek, icecek, klinik kimya, biyoteknoloji ve
diger endiistrilerdeki genis uygulamalart nedeniyle biiyiikk ilgi gormektedir.
Biyosensorlerde glukoz oksidazin yeni uygulamalariyla 6nemi artmistir (Bankar vd.,
2009). Ayrica, bakteriyel blyltme icin besinleri (oksijen ve glukoz) azaltarak H2O>
dogal antibakteriyel maddesini iiretme avantajindan dolay1, GOx gida proseslerinde ve
pansuman gibi biyomedikal islemlerde sik¢a uygulanmaktadir (Lee vd., 2020).
Ozellikle, GOx Kkatalizli glukoz oksidasyonundan dretilen H2O’in antibakteriyel
mekanizmasinin, reaktif oksijen tiirlerinin saldirisiyla hiicre duvari yapisinin hasarini
icerdigi raporlanmistir (Lee vd., 2020). GOX, yaygin kullanimi ve biyolojik sivilardaki
glukoz konsantrasyonunun belirlenmesi igin tibbi teshiste bir reaktif olarak

kullanilmas1 nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir (Vasileva vd., 2006).
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Seker hastaligi kiiresel bir saglik sorunudur ve Clark & Lyons (1962)‘un glukoz tayini
icin enzimatik elektrot kavrammi ilk kez tanitmasindan bu yana glukoz
biyoalgiliyicilar en ¢ok c¢alisilan ve ticari olarak temin edilebilen analitik cihazlardan
olmustur. Bir enzimatik elektrotun genel amaci, spesifik analitin konsantrasyonuna
esdeger bir elektrik sinyali elde etmektir. Genel olarak, biyomolekil (6rn. enzim)
yuksek diizeyde secicilik sergiler. Glukoz biyoalgilayicilari, glukoz tespiti igin stirekli
olarak gelistirilmektedir. Ayrica, iletken polimerler, karbon nanoelementler, metal
nanopartikiller dahil olmak tizere biyoalgilayicilarin performansini iyilestirmek igin
yeni malzemeler arastirilmaktadir. Bu baglamda, nanoyapili malzemelerin gelismesi

buyuk 6neme sahiptir (Apetrei & Camurlu, 2020).

Ayrica, nanolif tabanli biyoalgilayicilar, hassas algilama ve teshis cihazlarinin
gelistirilmesinde umut vaat ectmektedirler.  Elektrot yiizeyli  nanolifler,
biyomolekiillerin immobilizasyonu ig¢in gelistirilmis yiizey alanli platformlar
saglayarak ¢ok yonliiliige izin verir ve yliksek biyoalgilayict verimliligine yol agan
transdiiksiyon stirecini gelistirebilir. Algilayici yapiminda nanoliflerin kullanimi gaz
algilama uygulamalariyla baslamis ve biyo-cihazlarin gelisimiyle devam etmistir
(Apetrei & Camurlu, 2020). Nanolif tabanli biyoalgilayicilarin gelistirilmesindeki
onemli husus, biyoreseptoriin islevselligini korumasidir (Putzbach & Ronkainen,
2013).

Immobilizasyon, siirekli katalitik islem icin enzim molekiillerinin kat1 bir destege
yerlestirilmesi anlamima gelir. Enzim molekiillerinin yerlestirilmesi, kovalent
baglanmalar1 veya suda ¢éziinmeyen islevsellestirilmis polimerlere adsorpsiyonlart ile
yapilabilir (Bayramoglu vd., 2010). Enzim immobilizasyonunda kullanilan nano
destek seciminde yiiksek yiizey alani, yiiksek gozeneklilik, mekanik ve kimyasal
kararlilik ve kimyasal modifikasyon i¢in yiizey islevselligi baslica gdz Oniinde
bulundurulmasi gereken hususlardir (Manuel vd., 2015). Polianilin asili destek,
enzimlerin immobilizasyonu i¢in iletken polimer matrisi olarak siklikla
kullanilmaktadir (Owino vd., 2008). PAN membranlari, makromolekiillerin
immobilizasyonu i¢in fonksiyonel gruplara sahip degildir. Bu nedenle, ylzey
Ozelliklerini degistirmek i¢in membran yiizeyi fonksiyonel polimerlerle asilanarak
genellikle modifiye edillir. Ayrica, bir protein olarak GOx’un, karmasik ii¢ boyutlu
yapisinin yani sira giiclii molekiil kuvvetleri nedeniyle tek basina nanoliflere

elektroegrilmesi imkansizdir (Ge vd., 2012). Bu nedenle GOx enzimi, nanoliflere
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genellikle immobilizasyon teknigi ile baglanir. GOx enzimi immobilizasyonu igin
iletken polimer polianilin, polietilenimin-asili poli filmler, poli(glisidil metakrilat)-
Si(1 1 1) hibritleri, politretan film, seliloz asetat- poli(metilmetakrilat) membran ve
iletken kopolimerler gibi farkli polimerik destek malzemeleri kullanilmistir

(Bayramoglu vd., 2010).

Bayramoglu vd. (2010) calismasinda, PAN membran {izerinde polianilinin as1
polimerizasyonu kullanilarak iletken PAN/PANI kompozit membran hazirlamistir.
Kompozit membranin asilanmis PANI zincirleri, GOX enziminin immobilizasyonu
i¢in kullanilmistir. Serbest ve immobilize enzimler ig¢in optimum pH, sicaklik, kinetik
parametreler ve depolama stabiliteleri arastiriimistir. Immobilize edilmis GOx enzimin
aktivitesi 20°C dereceden 35°C dereceye kadar artmaya devam ettigi, 35°C ile 45°C
arasindaki sicakliklarda optimum bir reaksiyon gosterdigi goriilmiistiir. EK olarak,
serbest ve immobilize GOx’lar, 4°C derecede fosfat tampon ¢ozeltisi iginde saklanarak
raf Omri tespiti igin aktivite 6lctimleri sonucunda immobilize glukoz oksidazin,
serbest enzime kiyasla yiiksek depolama kararliligi gostererek ylksek raf omri

sagladig1 raporlanmistir (Bayramoglu vd., 2010).

Immobilize enzimlerin  biyoteknolojik  siireclerdeki  basarisi,  biyokatalitik
membranlarin performansini artirmaya yonelik temel aragtirmalara ilgiyi artirmistir.
Immobilize enzimin énemli bir dzelligi depolama kararhiligidir. GOx immobilize
edilmis ve serbest enzimin iceren filtrelerin, belirli araliklarla enzim aktivitesi
ol¢iildiigiinde, immobilize enzim aktivitesinin, serbest enzimin aktivitesine gore daha

kararl1 oldugu gozlemlenmistir (Vasileva vd., 2006).

Yizeysel biyokirlenme birgok yerde meydana gelebilir, halk sagligi ve endiistriyel
operasyonlart derinden etkileyebilir (T. Wei vd., 2019). Filtrasyon gergeklestikge,
membran yiizeyinde biyokirlenme olusur ve gecirgenlikte diislise neden olur. Ayrica,
membran yiizeylerindeki biyokirlenme, enerji tiiketimini arttirir ve sistemin erken
kapanmasina neden olur. Biyokirlenme, hiicre dis1 polimerik maddeler gibi yapiskan
biyomolekiiller salgilayan ve hiicre birikimi, kolonizasyon ve olgunlasma yasam
dongusund takip ederek bir "biyofilm" olusumuyla baslar. Biyofilm bir kez olustuktan
sonra, yapisindaki yapiskan hiicre dis1 polimerik maddeler nedeniyle, geleneksel

islemler kullanilarak uzaklastiritlmasi olduk¢a zordur (Kim vd., 2021).
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GOx, membran ytizeyindeki bakteri hicrelerini yerinde etkisiz hale getiren hidrojen
peroksit (H202) tretmek icin glukoz oksidasyonunu katalize eder. Glukozun toksik
olmayisi, sert kimyasallar gerektirmeden ¢evre agisindan giivenli bir ¢caligma saglar.
GOx katalizli glukoz oksidasyonunun biyosidal mekanizmasi iyi tanimlanmistir ve
patojen yok etme, gida giivenligi ve ylizey kaplamada uygulanmaktadir. Enzimler,
cevredeki ortamlar iizerinde toksik veya zararli etkiler olusturmadan biyofilm

olusumunu kontrol etmek i¢in ¢evre dostu ajanlardan biri olarak énem tasimaktadir

(Kim vd., 2021).

Ote yandan, Lee vd. (2020) etkili bir antibakteriyel ajan olarak manyetik
nanopartikiller ile gomuli GOx-bakir hibrit nanogiceklerin medikal sargi bezinde
uygulanmasi iizerine bir ¢alisma yapmistir. ‘"MNP-GOx NF’ler olarak adlandirilan,
bakteriyel dekontaminasyon icin etkili bu ajan, amin islevli manyetik nanopartikiil
(NH2-MNP) gomuli bir GOx-bakir hibrit nanogigeklerdir. MNP-GOx NF’ler, GOx
katalizli glukoz oksidasyonundan H:O: (Ureterek etkili antibakteriyel aktivite
goOstermistir. Bakteri hiicrelerinin MNP-GOx NF’ler ile 3 saatlik muamelesinden sonra
Staphylococcus aureus ve E.coli’nin %99,9’u 6ldiiriilmiistiir. Bu, MNP-GOx NF’lerin
muamelesine karst gram-pozitif S. aureus’un, gram-negatif E.coli’den daha
savunmasiz oldugunu gostermistir. MNP-GOx NF’ler, sekiz kez yinelenen bakteri
Oldiirme i¢in manyetik ayirma yoluyla geri doniistiiriilen kullanimlardan sonra bile
bakterisidal aktivitenin %97’sini koruyabilmistir. Son olarak, antibakteriyel gazli
bezlerin imalati icin MNP-GOx NF’ler kullanilabilecegi ve biyosensorler, biyoyakit
hiicreleri ve biyoddniisiimiin yan1 sira bakteriyel dekontaminasyondaki uygulamalari

icin blyuk bir potansiyel olusturdugu ileri stiriilmiistiir (Lee vd., 2020).

Ge vd. (2012)‘nin yaptig1 ¢alismada, gida paketlemesinde kullanmak ve gida raf
Omriinii uzatmak i¢in GOx immobilize kompozit membran konsepti denenmistir. Bu
calisma ile, PVA/CS/cay ekstresi elektroegrilmis nanolif membrana, GOx immobilize
edilmesiyle yeni bir gida paketleme malzemesi elde edilmistir. immobilize enzimin
optimal aktivitesi, serbest enziminkine gbére %68’in iizerinde oldugu gorilmiistiir.
Oksijen konsantrasyonu %1’den az oldugunda mikroorganizmalarin biiyiimesi ve
cogalmasi 6nemli 6l¢iide inhibe edilmis ve boylece gidanin raf dmrii uzamistir. GOx
ile immobilize edilen elektroegrilmis membran, test edilen numunelere %73 oraninda
deoksidasyon uyguladigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile GOx immobilize kompozit

membranlarin gida muhafazasi i¢in kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Ge vd., 2012).
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Oksijen gidalarin bozulmasinda 6nemli bir faktordiir, bu nedenle ambalajdaki oksijeni
cikarmak gidalarin raf dmriinii uzatmak i¢in 6nemlidir ve GOx glukoz ve oksijenin

reaksiyonunu katalize ederek oksijeni basariyla uzaklastir (Ge vd., 2012).

Onceki ¢alismalarda GOx dogrudan gidaya eklenmistir, Ge vd. (2012)‘nin
calismasinda ise kitosan ve cay ekstrakti ile bir araya getirilen GOXx, elektroegrilmis
membran iizerinde immobilize edilerek denenmistir ve etkili oldugu deneyler
sonucunda gozlemlenmistir. Elektroegrilmis membranlardaki immobilize GOX’un
deoksidizasyonda etkili oldugu ve diisiik oksijen kosullarinda mikroplarin biiytimesini

engelledigi anlagilmistir (Ge vd., 2012).

Apetrei & Camurlu, (2020) ¢alismasinda, glukozun amperometrik tespiti i¢in, GOx
capraz baglanmasi ve biyoalgilama matrisleri olarak elektroegrilmis kompozit
nanoliflerin gelistirilmesi iizerine bir konsept sunmustur. Poliakrilonitril (PAN) ve
katyonik kil (montmorillonite (Mt)) bazli kompozit elektroegrilmis nanolifler iiretmis
ve glukoz oksidaz (GOx) enzimini ¢apraz baglanma yontemiyle immobilize etmistir.
Boylece, glukoz biyoalgiyicilarinin gelistirilmesi konsepti tizerine odaklanmustir.
PAN/Mt kompozit nanolif, kil mineralinin biyouyumlu 6zellikleri ve elektroegrilmis
nanoliflerin genis yiizey alan1 nedeniyle gelismis biyosensor performansina olanak
saglamistir.  Son olarak, PAN/Mt biyosensorlerinin  gercek numunelerde
uygulanabilirligi, iki meyve suyunda glukoz igerigi olgiilerek test edilmis ve basarili

sonuglar ortaya koymusrur (Apetrei & Camurlu, 2020).

Lee vd. (2020) yapmis oldugu ¢alismada, GOx immobilize nanokompozitlerin Sekiz
kez geri donistiiriildiikten sonra bile ilk bakterisidal aktivitesinin %97’sini
korudugunu goézlemlemistir. Ayrica, immobilize GOx aktivitesinin, H2O> Uretmek
tizere glukoz oksidasyonunu siirdiirmek i¢in yeterince kararli oldugunu ortaya
koymustur (Lee vd., 2020). Bayramoglu vd. (2010) immobilize edilmis GOx
enziminin operasyonel kararliligini calismasinda Olgiilmiistir. GOx immobilize
PAN/PANI membraninin 20 tekrar calismanin sonunda baglangi¢ aktivitesinin
yaklagik %63 ’iinii korudugunu raporlamistir (Bayramoglu vd., 2010). Ek olarak, Rauf
vd. (2006) calismasinda, immobilize GOx enzimi, 35 tekrar ¢alismanin ardindan ilk
aktivitenin %33’iinii koruyarak iyilestirilmis operasyonel kararlilik gosterdigini ve bir
aylik saklama siiresinin ardindan aktivitenin %94’{inii korudugunu raporlanmistir
(Rauf vd., 2006). Bu yulksek operasyonel istikrar, pratik uygulamalarda operasyonel

maliyeti 6nemli 6lcide azaltabilir (Bayramoglu vd., 2010).
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3. MATERYAL METOT

3.1 Kullanmilan Kimyasallar ve Malzemeler

Nanolif filtre tretimi, nanolif filtrelere enzim immobilizasyonu, antibakteriyel etkinlik

testleri ve filtre analizlerinde kullanilan kimyasal maddelerin adlari, markalar1 ve

kodlar1 Cizelge 3.1°‘de mevcuttur.

Cizelge 3.1 : Deneylerde kullanilan kimyasal ve materyal adlari, markalar1 ve

kodlart.
Kimyasal/Materyal Adi Marka Kod
Agar Sigma-Aldrich CAS 91079-40-2
Destek Tabakasi Mogul PET-17 g/m®
Dimetil Sulfoksit Merck 1.02952.2500
D(+)-Glukoz Merck 1.08337.1000
Gliserol Fisher BioReagents CAS 56-81-5
Glukoz Oksidaz (GOx) Sigma-Aldrich G-7141
Glutaraldehit Solusyonu (%25) Sigma-Aldrich CAS 111-30-8
Grafen Nanoplatelet (GNP) Ozel Uretim 190.000 U
Hidrojen Peroksit - CAS 7722-84-1
Metil Alkol Sigma-Aldrich CAS 67-56-1
Sodium Chloride (NaCl) Fisher BioReagents BP358-1
N, N-Dimetilformamid (DMF) Merck 1.03034.2500
Poliakrilonitril (PAN) Sigma-Aldrich 25014-41-9
Propidyum lyodirtn, SYTO13 ThermoScientific L7012
Sodyum Fosfat Monobazik Dihidrat Sigma-Aldrich 13472-35-0
Tryptone Sigma-Aldrich T7293-250G
Tween 80 - CAS 9005-65-6
Yeast Extract Biolife 18P019

I. Lee vd. (2020) ve Kim vd. (2021) makalelerinin incelenmesi dogrultusunda GOx

enzimin 190.000 U aktivitesi de dikkate alindiginda 6 pg/mL GOx solisyon

konsantrasyonu ve GOx soliisyonunun glukoz parcalama kapasitesi hesaba katilarak

%0,5 w/v glukoz oran1 deneylerde kullanilmistir.

19



3.2 Nanolif Filtre Uretimi icin Saf Polimer ve Nanokompozit Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Nanolif filtre Uretiminde poliakrilonitril (PAN) polimeri ve grafen nanoplatelet (GNP)
kullanilmistir. PAN polimeri ve GNP toz seklindedir. PAN’in molekiil agirlig
150.000 g/mol’dir. GNP, NANOGRAFEN Co.’dan temin edilmistir. Atik lastikten
uretilen GNP, siyah renklidir ve X-1s11 fotoelektron spektroskopisi (XPS) elementel
analizine gore yapisindaki C oran1 %87, O oranm1 %9, Fe oran1 %0,5 ve diger elementler

oram %3,5’tir. GNP yiizey alan1 100-130 m?/g’dur.

PAN polimerinin ve GNP’nin c¢ozicusi olarak N, N-Dimetilformamid (DMF)
kimyasali kullanilmigtir. Saf PAN polimer ¢ozeltisi agirlikga %12 oraninda PAN
icermektedir. Nanokompozit PAN-GNP ¢ozeltisi agirlikca %12 oraninda PAN ve
agirhikga %0,5 oraninda GNP igermektedir. Hazirlanan saf PAN ve PAN-GNP

nanokompozit ¢ozeltileri elektroegirme yontemiyle nanolif tiretiminde kullanilmistir.

Liuvd. (2012), ham grafenden elde edilmis genisleyebilir grafenin DMF soliisyonunda
sonikasyon islemine tabi tutulmasi ile pul pul dokulen, tek katmanli ve stabil
grafenlerin basarili bir sekilde elde edilebilecegini dogrulamistir. Deney sonuglari,
yaklasik 3 nm kalinliktaki genisleyebilir grafenden, yaklagik 1,2 nm kalinligindaki tek
tabakali grafenin elde edildigini gostermistir. (Liu vd., 2012).

3.2.1 Saf PAN polimer ¢ozeltisinin hazirlanmasi

PAN polimeri cam numune sisesinin igerisineki 30 mL DMF ¢oziiciisiinde agirlikga
%12 olacak sekilde hassas terazide tartilmistir. DMF yogunlugu 0,944 g/mL’dir ve
asagidaki denklemler dogrultusunda agirlikca %12 PAN orani elde edebilmek i¢in
3,86 g PAN hassas terazide tartilmistir.

Hacim X Yogunluk = Kiitle (2)
gr _
30 mL DMF x 0'944E = 28,32 gr (3)
PAN _ 12
PAN + 28,32 gr 100 ()
PAN kitlesi = 3,86 gr (5)
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Cozelti oda sicakliginda bir gece boyunca manyetik karistiricida hazirlanmistir. Sekil

3.1%de saf polimer ¢ozeltisinin hazirlanma agsamalar1 goriilmektedir.

a)Hassas terazide tartim b) DMF | c¢) Manyetik karigtiric
uzerinde PAN cozeltisi

Sekil 3.1 : Saf PAN ¢0zelti hazirlama asamasi.

3.2.2 PAN-GNP nanokompozit ¢ézeltisinin hazirlanmasi

PAN polimeri cam numune sisesinin igerisineki 30 mL DMF c¢oziiclisiinde agirlik¢a
%12 olacak sekilde hassas terazide tartilmistir. DMF yogunlugu 0,944 g/mL’dir ve
asagidaki denklemler dogrultusunda agirlikca %12 PAN orani elde edebilmek icin
3,86 g PAN hassas terazide tartilmistir. Cam numune sigesinin icerisineki 30 mL DMF
cozilicisiinde agirlikca %0,5 GNP elde edebilmek igin asagidaki denklemler
dogrultusunda 0,1609 g GNP hassas terazide tartilmistir.

PAN + DMF = 3,86 g + 28,32 g = 32,18 g (6)
0,5
3218 g X 755 = 0,1609 g GNP (7)

Daha sonra GNP ve DMF ¢ozeltisi Hielscher marka UP200St model sonikasyon cihazi
ile %30 amplitude degerinde 20 dak. siireyle dispersiye edilmistir. Scaffaro &
Lopresti, (2018) c¢aligmasinda, sonikasyondan once GNP’lerin incelenmis SEM
gorlntiileri analizinde farkli boyutlara sahip diizensiz agregalar gozlemlemistir
(Scaffaro & Lopresti, 2018). Sonikasyon islemi stabil ve tek katmanli GNP elde etmek
icin faydalidir.

Sonikasyon ardindan, agirlik¢a %12 olacak sekilde hassas terazide tartilan 3,86 g PAN

polimeri nanoeklenti dispersiyonuna eklenerek, oda sicakliginda bir gece boyunca
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manyetik karigtirictda  hazirlanmistir.  Sekil  3.2‘de PAN-GNP  nanokompozit

¢ozeltisinin hazirlanma asamalar1 goriilmektedir.

GNP
il 2).08 2024

a) GNP b) PAN-GNP nanokompozit ¢ozeltisi
Sekil 3.2 : PAN-GNP ¢0zelti hazirlama asamasi.

3.3 Nanolif Filtrelerin Elektroegirme Yontemi ile Uretimi

Elektroegirme yontemi ile saf PAN ve PAN-GNP kompozit nanolif filtrelerin tretimi,
laboratuvar ortaminda Sekil 3.3‘te gorllen Inovenso NS Plus model elektroegirme
cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyler esnasinda kullanilmis olan
elektroegirme cihazinin toparlayici tipi tambur (drum) kolektordiir. Tamburlu
kolektorler, araliksiz nanolif iiretimi igin en sik kullanilan kolektor tipidir (Babu vd.,
2023).

Sekil 3.3 : Inovenso NS plus model elektroegirme cihazi.
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PAN nanolif filtre Gretimi icin agirlikca %12’lik saf PAN polimer c¢ozeltisi
kullanilmigtir. PAN-GNP nanolif tretimi igin ise agirlikga %12’lik PAN ve %0,5’lik
GNP igeren nanokompozit ¢ozelti kullanilmigtir. PAN polimeri ve GNP ¢ozeltileri igin
%100 polietilen terephthalattir (PET) ve 17 g/m® birim agirliga sahip Mogul-Polyester

Spunbond marka destek tabakasi kullanilmistir.

Elektroegirme parametreleri diizgiin ¢apli ve boncuksuz fiberler elde etmek icin
optimize edilmistir. Besleme hiz1 0,7 mL/sa, voltaj 15 kV, kolektér donme hiz1 100
rpm ve ug-kolektor arast mesafe 20 cm olarak ayarlanmistir. Nanolif filtre Gretim
asamasinda besleme hizi, voltaj, kolektér donme hizi ve ug-kolektdr arasi mesafe
parametreleri sabit tutulup, optimizasyon parametresi olarak elektroegirme siiresi
calisilmig ve tiretim siiresi 15, 30 ve 45 dak. olarak uygunlanmistir. Cizelge 3.2 ‘de
elektroegirme prosesinde kullanilan parametreler ve iretilen filtrelerin kodlari

gorilmektedir.

Cizelge 3.2 : Elektroegirme parametreleri.

Uretilen Nanolif  Besleme Hizz  Voltaj  Kolektor Donme  Uretim Siiresi

Filtre Kodu (mL/sa) (kV) Hizi1 (rpm) (dak.)
PAN15 0,7 15 100 15
PAN30 0,7 15 100 30
PAN45 0,7 15 100 45

PAN-GNP15 0,7 15 100 15
PAN-GNP30 0,7 15 100 30
PAN-GNP45 0,7 15 100 45

Elektroegirme cihazinda igne ucu ile kolektdr arasindaki mesafe tabla oynatilarak
optimum mesafe olarak belirlenen 20 cm’e ayarlanmistir. Uygun 6lgiilerde kesilmis
destek tabakasi aliminyum folyo lizerine yapistirilmistir. Kolektor yiizeyi temizlenmis
ve aliiminyum folyo {izerindeki destek tabakasi herhangi bir piiriiz ve hava boslugu
kalmayacak sekilde kolektor iizerine yerlestirilmistir. Elektroegirme cihazindaki
siringa igerisindeki ¢Ozelti borular vasitasi ile igne ucuna ulasir. Burada borular
icerisinde hava boslugu kalmamasina dikkat edilmistir. Ayrica, homojen bir tiretimin
gerceklesmesi icin igne ucunda damlacik olusmadigina emin olunur. Diizenek
hazirlandiginda elektroegirme cihazinin kapagi kapatilarak calistirilir. Burada is
saglig1 ve giivenligi agisindan, cihazda voltaj bulundugu i¢in kapak kapatildiktan sonra
calistirllmas1 6nem arz etmektedir. Elektroegirme cihazi calistirildiginda igne

ucundaki ¢ozelti sirekli pompalanarak beslenir ve voltaj sayesinde Taylor konisi
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olusturarak homojen bir sekilde kolektor tzerinde nanolif tabakayr olusturur. Sekil
3.4te elektroegirme yontemi ile nanolif filtre iretilirken kullanilan duzenek ve

parametreler gérilmektedir.

- Uc-kolektor mesafesi:
Igne ucu 20 cm

Voltaj: 15 kV 9% Kolektor: 100 rpm

Cozelti besleme | = y/ — Besleme hizi:
siringast 0,7 mL/sa

Sekil 3.4 : Elektroegirme cihaz1 diizenegi ve parametreleri.

Saf PAN ve PAN-GNP nanokompozit c¢ozeltilerinden 0retilen nanolif filtrelerin
kodlari, tiretim siireleri, igerikleri ve kullanilan destek tabakasi bilgisi Cizelge 3.3 ve

Cizelge 3.4°te gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 : Saf PAN polimer ¢ozeltisinden tiretilmis nanolif filtrelerin 6zellikleri
ve isimlendirmeleri.

Nanolif PAN Polimeri Uretim Sdiresi
Filtre Kodu (Agirlikca) Destek Tabakast (dak)
PAN15 % 12 PET-17 g/m® 15
PAN30 % 12 PET-17 g/m® 30
PANA45 % 12 PET-17 g/m? 45

Cizelge 3.4 : PAN-GNP nanokompozit ¢6zeltisinden iiretilmis nanolif filtrelerin
oOzellikleri ve isimlendirmeleri.

Nanolif PAN Polimeri GNP Destek Uretim Siiresi
Filtre Kodu (Agirlikga) (Agirlikga) Tabakasi (dak.)
PAN-GNP15 % 12 % 0,5 PET-17 g/m3 15
PAN-GNP30 % 12 % 0,5 PET-17 g/m® 30
PAN-GNP45 % 12 % 0,5 PET-17 g/m3 45
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Sekil 3.5te elektroegrilmis PAN ve PAN-GNP nanolif filtreler gortilmektedir.

Vﬂi‘;-: - - - % '\ TM ‘ : B T \
PAN-GNP filtre X g A5 B ey

Sekil 3.5 : Elektroegrilmis PAN ve PAN-GNP nanolif filtreler.

3.4 Nanolif Filtrelere GOx Enzimi Immobilizasyon Siireci

Uretilen nanolif filtrelere antibakteriyel etki kazandirmasi hedeflenen glukoz oksidaz
(GOx) enziminin immobilizasyonu (baglanmasi) igin arastirilmis iki farkli teknik
kimyasal (glutaraldehit iceren orijinal yontem) ve fiziksel (glutaraldehit
kullanilmadan) olmak iizere iki ayr1 yol ile uygulanmistir. Deneyler sonucu en etkili

olan yonteme karar verilmistir.

Enzim immobilizasyon deneylerinde 190.000 U aktiviteli GOx enzimi kullanilmistir.
Enzim aktivitesi (U), 1 dakikada 1 pmol glukozun pargalanmasini ifade eder.
Asagidaki hesaplamalara gore 1 g 190.000 U aktiviteli GOx enzimi, dakikada 34,2 g

glukozu parcalama kapasitesine sahiptir.

1 U = 1 umol glukoz par¢alanmasi/dak (8)
1g GOx = 190.000U 9)
1 g GOx
Tak = 190.000 pmol glukoz parg¢. = 0,19 mol glukoz parg. (20)
8

(glukoz molekiil agirligi) X mol = 180 — x 0,19 mol
mol (11)
= 34,2 g glukoz par¢./dak
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190.000 U aktiviteli GOx enziminden 0,01 g hassas terazide tartilarak 50 mL sodyum
fosfat tampon icerisinde deneylerde kullanilmak tizere 0,2 mg/mL konsantrasyonunda

GOx enzim sollsyonu elde edilmistir.

Iki farkli immobilizasyon teknigi kimyasal ve fiziksel olmak iizere dort sekilde 6n
karakterizasyon sonuglarina gore karar verilen PAN30 ve PAN-GNP30 nanolif
filtrelerine uygulanmis ve immobilizasyon verimliligi dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucunda

en uygun oldugu anlasilan immobilizasyon teknigine karar verilmistir.

a. Ilk olarak, Apetrei & Camurlu (2020) makalesinde uygulanan ¢apraz baglama
yontemi ile GOx enzim immobilizasyon tekniginden yararlanilmistir.
Kimyasal yontemde, 3 mL GOx enzim solisyonu ve 3 mL glutaraldehit
soliisyonu (sodyum fosfat tampon icerisinde 2,5 w/v) ile enzim solisyonu
birinci teknikte kullanilmak tizere hazirlanmistir. Glutaraldehit soliisyonu ile
hazirlanan GOx enzim soliisyonundan 1 mL, 5 cm c¢apinda daire olarak
kesilmis nanolif filtrelere damlatilip oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Filtreler kuruduktan sonra, 20 mL sodyum fosfat tampon icerisinde 24 saat
boyunca +4 °C derecede muhafaza edilmistir. Fiziksel uygulama i¢in aym
yontem  glutaraldehit soliisyonu kullanilmaksizin  nanolif filtrelere
uygulanmigtir.

b. Ikinci olarak, Dayal & Godjevargova (2005) makalesinde uygulanan
difizyonla GOx enzim yiikleme yontemi ile immobilizasyon tekniginden
yararlanilmigtir. Kimyasal yontemde, nanolif filtrelere dncelikle modifikasyon
uygulanmistir. Modifikasyonun amaci PAN zarlarinda aktif amid gruplar
olusturmak ve sonrasinda kovalent enzim baglanmasini saglayabilmektir.
Metil alkol, distile su, 2N sodyum hidroksit ve dimetil stlfoksit solisyonu, her
birinden 5’er mL olacak sekilde toplamda 20 mL hazirlanmis ve bir petri
igerisine aktarilmistir. 5 cm ¢apindaki daire olarak kesilmis nanolifler, petri
icerisindeki karisima koyulmus ve 35 °C dereceye, 5 dak. isitilmistir.
Sonrasinda, hidrojen peroksit (0,5 mL, %20) eklenmis ve 3 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra, nanolifler metil alkol ve distile su ile
yikanmistir. Modifikasyon sonrasi, difiizyon ile enzim yiliklemesi agamasina
gecilmistir. 5 cm ¢apindaki daire olarak kesilmis nanolifler %25 glutaraldehit
soliisyonu igerisinde +4 °C derecede 1 saat bekletilmistir. Sonrasinda distile su

ile yikanmistir. Ardindan, 1 mL GOx enzim soliisyonu filtrelere damlatilip oda
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sicakliginda kurumaya birakilmistir. Nanolifler kuruduktan sonra, 20 mL
sodyum fosfat tampon icerisinde +4 °C derecede muhafaza edilmistir. Fiziksel
uygulama i¢in aynm1 yontem glutaraldehit soliisyonu kullanilmaksizin nanolif

filtrelere uygulanmistir.

Bu dort islem PAN30 ve PAN-GNP30 nanolif filtrelerine uygulanmis ve sonra GOx
enzimi immobilize edilmis PAN30 ve PAN-GNP30 nanolif filtrelerin bekletilmis
oldugu sodyum fosfat tampon soliisyonlarindan 24 saat ve 1 hafta sonra sonra 6rnekler
alinmustir. Bu 6rnekler ile nanolif filtrelere baglanan enzim miktarinin tespiti Lowry
vd. (1951) metotu takip edilerek 660 nm dalga boyunda spektrofotometrede
Ol¢iilmiistiir. Sonuglar dogrultusunda, immobilize edilmis nanolif filtrelerden GOx

enzim kayip miktarinin tespiti yapilmstir.

Enzim kayip miktar1 asagidaki gibi hesaplanmistir. Burada N immobilize edilen GOx
enzim konsantrasyonu, No 24 saat sonra sodyum fosfat tampon icerisindeki GOx
enzim konsantrasyonu ve N1 ise 1 hafta sonra sodyum fosfat tampon igerisindeki GOx
enzim konsantrasyonudur.

Kayip orani (%) = To/l x 100 (12)

Sekil 3.6°da GOx enzim immobilizasyon prosesi ve 4 °C derecede muhafaza edilmek
lzere sodyum fosfat tampon igerisinde muhafa edilen GOx immobilize PAN30 ve
PAN-GNP30 filtreler ve OD660 6lglim asamalar1 gérilmektedir.

b) Uretilmis PAN30 ve
a) GOx enzim PAN-GNP30 filtreler ¢) Soliisyon damlatilma
soliisyonu asamasi

d) Sodyum fosfat icerisinde, immobilize €) Scinco marka spektrofotometre cihazi ve
edilmis filtreler OD660 6lglim agamasi

Sekil 3.6 : GOx enzim immobilizasyon prosesi.
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Cizelge 3.5%te iki farkli immobilizasyon tekniginin uygulanmasi 6zetlenmektedir.

Cizelge 3.5 : GOx enzim immobilizasyon tekniklerinin uygulamasi.

Nanolif Filtre Immobilizasyon Teknigi Uygulama
Kodu
PAN30 Capraz baglama Kimyasal
(Glutaraldehit ile)
PAN30 Capraz baglama Fiziksel
(Glutaraldehit olmadan)
PAN30 Modifikasyon+Difilizyonla enzim yukleme Kimyasal
(Glutaraldehit ile)
PAN30 Modifikasyon+Diflizyonla enzim yikleme Fiziksel
(Glutaraldehit olmadan)
PAN-GNP30 Capraz baglama Kimyasal
(Glutaraldehit ile)
PAN-GNP30 Capraz baglama Fiziksel
(Glutaraldehit olmadan)
PAN-GNP30 Maodifikasyon+Difilizyonla enzim yukleme Kimyasal
(Glutaraldehit ile)
PAN-GNP30 Modifikasyon+Difuzyonla enzim yikleme Fiziksel

(Glutaraldehit olmadan)

Sekil 3.7°de GOx immobilize edildikten sonra sodyum fosfat tampon igerisinde
muhafaza edilen filtrelerin testlerde kullanilmak tizere ¢ceker ocak altinda kurutulmasi

gorulmektedir.

Sekil 3.7 : GOx immobilize filtreler.

Immobilize edilmis PAN30 ve PAN-GNP30 nanolif filtreler bundan sonra
PAN30_GOx ve PAN-GNP30 GOx olarak adlandirilmaya devam edilecektir.
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3.5 Nanolif Filtrelerin Karakterizasyonu ve Yapisal Analizleri

Uretilen nanolif filtrelerin analizleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve fourier-
transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizleri ile gergeklestirilmistir. Boylece
filtrelerin morfolojisi ve kimyasal yapis1 hakkinda fikir elde edinmesi hedeflenmistir.
PAN30, PAN-GNP30, PAN30_GOx ve PAN-GNP30 _GOx filtreleri Uzerinde

analizler uygulanmistir.

3.5.1 SEM analizi

Gebze Teknik Universitesinde bulunan Philips XL30SFEG Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilarak, iiretilen nanolif filtrelerin yiizey yapisi (morfolojisi)
ve nanolif gaplari tespit edilmistir. Philips XL30SFEG Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) cihazina ait gorsel Sekil 3.8°de gortlmektedir.

Sekil 3.8 : Philips XL30SFEG Taramali Elektron Mikroskobu (SEM).

SEM analizine hazirlanmak iizere, nanolif filtre numuneleri yiiksek vakum altinda
(3,7x10® mbar) altin ile kaplanmistir. Analiz sonucunda 2000x, 5000x, 10000x ve
20000x biiyiitme degerlerinde SEM goriintiileri elde edilmistir.

Sekil 3.9da verilen Image J isimli goriintli analiz programi kullanilarak nanolif ¢cap
boyut analizleri ger¢eklestirilmistir. Image J programi, SEM goriintiilerinden fiber ¢cap
ortalamas1 hesaplamada kullanilmaktadir. Oncelikle SEM goriintiisiindeki 6lgek
Image J programina tanitilmis ve 25 farkli noktadan 6l¢iim alinarak nanolif gaplari
belirlenmistir. Olgiilen nanolif caplar, program hafizasindan Excel dosyasina

aktarilarak ortalama nanolif cap degerleri ve standart sapmalar hesaplanmistir.
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Sekil 3.9 : Image J programa.

Nanoliflerin ¢ap dagilimlar1 Sekil 3.10°da gorilen OriginLab isimli programda Gauss

dagilimi yaklasimu ile grafik haline getirilmistir.

Sekil 3.10 : OriginLab programu.

3.5.2 FTIR analizi

Fourier-transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi ile nanolif filtrelerin
organik baglar1 karakterize edilmistir. FTIR, filtredeki kimyasal degisikliklerin
molekiiler diizeyde incelenmesi i¢in hizli, giivenli, objektif ve etkili bir yontem

saglamaktadir.

Uretilen nanolif filtrelerin FTIR analizleri Gebze Teknik Universitesi Kimya
boliimiinde bulunan Perkin Elmer Spectrum 100 spektrofotometre cihazi ile
yapilmistir. Perkin Elmer Spectrum 100 spektrofotometre cihazi Sekil 3.11°de
gorilmektedir.

Sekil 3.11 : Perkin Elmer Spectrum 100 spektrofotometre cihazi.
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3.6 Nanolif Filtrelerin Performansi

Membran filtreler, su buharinin bir ortamdan digerine gegisine izin veren gozenekli
malzemelerdir. Su buhari gecirgenligi testi, i¢ ortam hava filtrelerinin performanslarini

belirlemek icin 6nemlidir.

Mustapha vd. (2020), binalarda tiiketilen enerjinin yaklasik %350’sinin 1sitma,
havalandirma ve iklimlendirme (HVAC) sistemlerinden kaynaklandigini ve i¢ ortam
nemi s6z konusu oldugunda filtre verimliliginin etkilendigini bildirmistir. Ayrica,
filtreden nemi uzaklastirmak i¢in uygulanan ydntemler sistemin harcadigi toplam
enerjinin yaklasik %20-40’1n1 olusturarak enerji tiikketiminde artisa neden olmaktadir.
Filtre gecirgenligi az ise su buhar1 malzeme iginde tutularak yogusmaya neden olur.
Boylece dahili nem artar ve filtrenin kitle transferini engeller (Mustapha vd., 2020).
Verimli bir filtre elde etmek i¢in yliksek su buhari1 gegirgenligine sahip olmasi i¢ ortam

nemine kars1 toleransl olabilecegini gostermektedir.

3.6.1 Su buhari gecirgenligi testi

Su buhar1 gegirgenlik testinde birim zamanda su buhar1 gecis hizi analiz edilir.
Filtrelerin su buhar1 gegirgenligini 6lgmek igin Sekil 3.12°de gorilen en yaygin
kullanilan test olan Amerikan Test ve Malzeme Dernegi (ASTM) E96 standardinda

aciklanan 1slak kap yontemi dikkate alinmistir.

Tttt

Su

Sekil 3.12 : ASTME96 standard: 1slak kap yontemi testi.

Diizenege bir miktar distile su eklenir ve uygun 6l¢iide kesilmis nanolif filtreler aktif
yiizeyi asag1 yone bakacak sekilde diizenege yerlestirilir. Diizenek deney boyunca 40
°C’de sabit kalmasi igin 1sitic1 lizerine koyulur ve termometre ile sicaklik degeri takip
edilir. Deney baslangicinda diizenek tartilir ve 1 saat boyunca 40 °C’de bekletildikten
sonra diizenek tekrar tartilir. ilk ve son tartim arasindaki fark nanolif filtre direncini
asabilen su buhar1 miktaridir. Filtreden gecen su miktari, filtre yiizey alanina boliinerek

g/m?/sa biriminde sonug elde edilir. Su buhar1 gegirgenlik sonucu filtrenin kalinlik ve
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hidrofilik 6zelligi hakkinda fikir vermektedir. Sekil 3.13‘te su buhar1 gecirgenligi

deney seti gorilmektedir.

b) Deneye baslarken ilk tartim sonucu ¢) 1 saat sonunda son tartim sonucu.

Sekil 3.13 : Su buhari gecirgenligi deney seti.

3.7 Antibakteriyel Etkinlik Testleri

GOx enzimi immobilize edilmis PAN ve PAN-GNP nanolif filtrelerin, antibakteriyel
Ozelliklerinin test edilmesi amaciyla i¢ ortam havasindaki mikroorganizmalar1 temsili
bir bakteri susu secilmistir. Laboratuvar ¢alismalarinda biyogiivenlik agisindan secilen
tiirtin diisiik risk tagimasina dikkat edilmistir. Ayrica, Escherichia coli DH10B susu,
DNA klonlamast igin de oldukga verimlidir. Bu amagla E.coli DH10B susu Prof.Dr.
Biilent Bozdogan’dan temin edilmistir. Deneyler esnasinda kontaminasyonu
engellemek ve en aza indirmek igin kullanilan malzemeler iTU laboratuvarlarinda

bulunan Hirayama markali HV50-L Otoklav cihaz ile sterilize edilmistir. Ayrica,
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antibakteriyellik deneyleri boyunca mikrobiyal kontaminasyon riskini en aza indirmek
icin ¢aligma alanlar1 ve ekipmanlar diizenli araliklarla alkol soliisyonu ve dezenfektan
ile temizlenmis, bunzen beki alevi etrafinda deneyler gerceklestirilmistir. Sekil 3.14‘te
aseptik kosullar i¢in gerekli cihaz ve malzemeler olan 135 °C sicakliga kadar ¢ikabilen

Hirayama HV50-L Otoklav cihazi, bunzen beki ve steril ¢aligma ortami goriilmektedir.

a) Hirayama HV50-L Otoklav b) Bunzen beki ve steril deney
ekipmanlari

Sekil 3.14 : Aseptik kosullar i¢in gerekli cihaz ve malzemeler.

Antibakteriyellik test sonuglar1 kob biriminde elde edilerek sonuglar yorumlanmastir.
Koloni olusturan birim (kob) tahlili, agar ortaminda goriilen bir mikroorganizma
kolonisinin tek bir hiicreden tiiretildigi varsayimiyla kolonileri sayarak bir kiiltiir

soliisyonundaki canli bakteri sayisini tahmin etme yontemidir (Tsuchiya vd., 2018).

Antibakteriyel etkinlik testleri 6ncesinde ilk olarak bakteri stoklanmasi
gerceklestirilmis ve uygulanan testlerde kullanilan yontemlerin ana hatlar1 asagida iki

asamada Ozetlenmistir.

I.  Liyofilize halde gelen bakteri susunun uygun besiyerinde canlandirilmasi

ve stoklanmasi;

Escherichia coli DH10B susu i¢in 6nerilen Luria Bertani (LB) besiyeri litrede 10 g
tryptone, 10 g NaCl ve 5 g yeast extract icermektedir. Bu formilasyona sahip
besiyerinin s1v1 ve kat1 formlar (litrede 15 g agar ilavesi ile) dnceden hazirlanmistir.

Sekil 3.15‘te E.coli DH10B susu, sivi LB besiyeri ve LB agar gorilmektedir.
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a) E.coli DH10B susu b) Sivi LB besiyeri ) LB agar
Sekil 3.15 : E.coli DH10B susu ve LB besiyeri.

Liyofilize bakteri aseptik sartlarda oda sicakligina getirilip s1vi LB besiyerine ekilerek
bir giin boyunca 37 °C’de calkalamali ortamda inkiibe edilmistir. Deneylerde ITU
laboratuvarlarinda bulunan ve Sekil 3.16°da gorulen Stuart S1500 Orbital Incubator
markal1 orbital ¢alkalayici, Elektromag marka santriftlj ve Fisherbrand marka vorteks

karistirict cihazlar kullanilmistir.

a) Stuart SI1500 Orbital b) Elektromag santrifiij cihazi c) Fisherbrand
Incubator cihazi vorteks karistiric

Sekil 3.16 : Deneylerde kullanilan yardimei cihazlar.

Ertesi giin biiyiimiis oldugu gézlemlenen bakteri kiiltiirii bir seri diliisyonla bu seferde
LB agarin oldugu petrilere alinarak bir gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sekil 3.17°de

bakteri biiyiimiis s1vi LB besiyeri ve seri dilisyon deney seti asamalar1 goriilmektedir.
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a) Bakteri ekilmemis duru b) Bakteri biiylimiis bulanik
goriiniimlii stvi LB besiyeri  gorinimliu sivi LB besiyeri

oe

c) Seri dilisyon d) LB agara bakteri yayimi
Sekil 3.17 : Seri dillisyon deney seti.

Bu asamada bakteri tiirliniin saflifi kontrol edilmis, morfolojisi incelenmis ve

kiiltiirdeki bakteri sayisinin 10° kob/mL iizeri oldugu saptanmustir.

Bakteri sayimi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir;

kob Koloni Sayis1
mL  (Bakteri Hacmi) x (Seyreltme Faktorii) (13)

Gerekli kontrolleri saglanmis susu -20 °C derecede saklanmak iizere stoklanmistir. Bu
islem bir gece biiylimiis bakteri kiiltlirliniin yar1 oranda gliserol ile karistirilmasi ve
uygun tiiplerde muhafaza edilmesi ile gergeklestirilmistir. Liyofilize halde gelen
bakteri susunun uygun besiyerinde canlandirilmasi ve stoklanmasi asamalar1 Sekil

3.18“de gorilmektedir.
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Sekil 3.18 : Sirasiyla E.coli DH10B bakterisinin ¢izgi ekim petri gérintusu ve
hazirlanan deney stoklari.

Il.  Oretilen nanolif filtrelerin  antibakteriyel etkinlik testlerinin

gergeklestirilmesinde izlenen yéntem;

Bakterilerin stoklanmasinda iki yontem kullanilmistir bunlardan ilki yani bakteriyi sivi
veya kati besiyerinde saklamaya dayali yontem bakteri susunun devamliligl i¢in
gereklidir ve yukarida Ozetlenmistir. Ikinci bakteri stogu ise salin igerisindeki
bakterilerin belirli bir zaman araliginda konsantrasyon (kob) olarak stabil halde

kalmasini saglayarak, antibakteriyel etkinlik testlerinde kullanilmasin1 amaglamastir.

Bu asamada -20 °C derecede stoklanan E.coli DH10B bakterisi sivi LB besiyerinde
bir gece inkibe edilmistir. Ertesi giin ¢cogalmis bakteri kiiltiirii besiyeri kalintilarinin
ortamdan uzaklagtirilmas1 amaci ile 15 dak. 3750 rpm’de santrifiij edilmistir.Santrifiij
sonrast siipernatant dokiilmiis, yerine salin ¢ozeltisi (litrede 9 g NaCl iceren izotonik
ortam) eklenmistir. Salin ile karistirilan bakteriler santrifiijleme islemine tabi
tutulmustur. Bu islemin ii¢ kez tekrar1 ile bakteriler besiyeri kalintilarindan
arindirilmistir. En son salin ile tamamlanan bakteri stogu buzdolabinda 4 °C derecede
yaklasik bir aya kadar sayisini ve canligint muhafaza etmektedir. Bu sekilde hazirlanan
4 °C derece stogu antibakteriyel deney setlerine uygun stoktur ve igerisindeki bakteri
sayisinin hesaplanmasi 6nemlidir. Stogun bakteri sayiminda 10’un katlar1 seklinde
azalan bakteri titreleri LB agarin oldugu petrilere aseptik sartlarda yayilmaktadir.
Ertesi giin olusan kolonilerin sayimi ile bakteri stogunun sayisi kob/mL cinsinden
hesaplanmaktadir. Her stok bitiminde yeni bakteri stogu bu sekilde hazirlanmaktadir.
Sekil 3.19°da santrifiij asamalarinda bakteri soliisyonunun goriimii ve stok elde

edilmesi gorilmektedir.
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Sipernatant

Sekil 3.19 : Sirasiyla santrifiij sonrasi siipernatant, salin eklenmesi ve bakteri
stogu.

Nanolif filtrelerin bakteri tutunum deneylerinde Sekil 3.20°de goriilen akis hiicresi
sistemi kullanilmistir. Akis hiicresi sistemi U¢ par¢adan olusmaktadir. Birinci parca
bakterilerin yerlestirildigi ve aerosol olusturuldugu nebulizatér kismidir. ikinci
pargada ise iki kapali cam sisenin birbirleri ile baglandigi ve aralarina nanolif filtrelerin
yerlestirildigi akis hiicresi elemani (reaktdrler) bulunmaktadir. Nebulizator yardimi ile
filtreye gonderilen bakterilerin bir kismu filtre iizerinde tutunmaktadir ve bir kismi ise
filtreyi gecerek cikista bulunan gaz yikama sisesinde birikmektedir. Gaz yikama

sisesinin oldugu bu kisim gegen bakterilerin toplandigi ticlincii pargadir.

Nanolif filtre
Reaktor-1 l Reaktor-2

L - W '

\ E.coli DH10B -
kob/mL Gaz yikama

Nebiilizator sisesi

Sekil 3.20 : Akis hiicresi sistemi.
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Amaclanan deney asamalar su sekildedir:

Konsantrasyonu bilinen bakteriler nebulizatér yardimi ile aerosol haline
getirilir. Uygulamalarda 1 mL bakteri stogunun aerosollestirilmesi,
nebiiliizatoriin akis oran1 ve akis hiicresindeki yogusma ile optimize edilmistir.
Bakteri stogu bittik¢e yenileneceginden her stogun baslangi¢ konsantrasyonu
degisebilmekle birlikte yiiksek konsantrasyonlu (10° kob/mL ve (izeri) bakteri
stoklari ile ¢alisilmasi planlanmistir.

Giren bakteri konsantrasyonun c¢ikan bakteri konsantrasyonu ile farkina
dayanan bakteri giderim verimleri gerek logaritmik azalma ile ifade
edilebilecegi gibi direk giderim verimi hesabi ile de tespit edilebilmektedir.
Log azaltimi, bakteri konsantrasyonun (kob/mL) logaritma (10 tabani) orani
olarak tanimlanir. Bir log azaltimi, %90 bakteri azalmasina karsilik gelir ve
genellikle bir biyosit etkisini kanitlayan minimum deger olarak kabul edilir
(W.H.O.,2011). Boylece, iki deger arasinda en az 1 log fark gdzlemlenmesinin
onemli bir etki oldugu anlasilmaktadir. Asagida, No baslangic anindaki
mikrobiyal ajan (bakteri) miktarini, N ise uygulama sonrasi ¢ikan

mikroorganizma miktarini belirtmektedir.

N
0 x 100

Giderim verimi (%) =
No (14)

N
Log azaltma = log [N—] (15)
0

Bu hesaplar yardimi ile her bir iiretilen nanolif filtreye dair ayr1 ayn filtre
bakteri tutunum verimi veya filtre bakteri giderimi (antibakteriyel filtre
denemeleri asamasinda) hesaplar1 yapilmaktadir. Antibakteriyel filtre
veriminde ise aerosol halinde gonderilen bakteriler burada tutunarak zamanla
GOx enzimi ile biyofilm olusturma kapasitelerinin engellenmesi ile
antibakteriyel bir ortamla karsilasacaklardir. Bunun sonucunda baslangig
konsantrasyonu ile filtre izerindeki yasayan bakteri konsantrasyonu filtrenin
bir yikama soliisyonu (%2 Tween 80 iceren salin) ile yikanmasi sonucu
anlagilir. Uygun bekleme siireleri sonucunda alinan numunelerin yikama
soliisyonunda yikanmasi ve vortekslenerek seri diliisyonlar halinde

seyreltilmesi Travnickova vd. (2019) yonteminden uyarlanmustur.
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IV.  Seri diliisyonlardan alinan Orneklerin uygun niitrientleri ve agar1 igeren
besiyerinin oldugu petrilere Jett vd. (1997) yontemine gore yayma ekim yapilip
inkibe edilmistir. Ardindan gergeklestirilecek sayimlar ile bakteri giderim
verimleri hesaplanir. Deney setleri aseptik sartlarda gerekli kontrollerin
saglanabildigi 6zel alanlarda gerceklestirilir.

V.  Biyolojik ajanlarin (bakteri) gercek zamanli bilgi veren mikroskobik analizler
yardimi ile antibakteriyel etkiye maruziyetlerinin g6zlemlenmesini iceren
yonteme dayali konfokal lazer tarama mikroskopi (CLSM) analizleri, secilen

yuksek etkili nanolif filtreler iizerinde gergeklestirilecek sekilde planlanmustir.

Uretilen nanolif filtrelerin antibakteriyel etkinlik testlerinin gerceklestirilmesinde

izlenen yontemler Cizelge 3.6°da gortilmektedir.

Cizelge 3.6 : Nanolif filtrenin biyoaerosol tutunumu ve antibakteriyel testleri.

No Deney Seti
Akis hiicresi seti-1
Dinamik kontakt kosullarda antibakteriyel etkinlik testi
Zon testi
Bakteri kontakt testi
CLSM ile antibakteriyel etkinin tespiti
Akis hiicresi seti-2

o gl B~ WN B

3.7.1 Biyoaerosol tutunum testi (Akis hicresi seti-1)

Akis hiicresi seti diizeneginde, test mikroorganizmalar1 bir nebiilizor ile aerosol haline
getirilir. Su buhar1 havada bulunan biyoaerosoller {izerinde yogunlastifinda,
biyoaerosollerin partikill boyutunun artmasma neden olur. Bu amplifikasyon,
havadaki biyoaerosoller ile su buhar1 yogusmasinin kombinasyonu nedeniyle olusur.
Deney standart i¢ ortam hava kosullar1 altinda gerceklestirilmistir; 20-25,5 °C sicaklik
ve %30-60 bagil nem. Akis hiicresi sistemi laminer bir hava akisina, esit parcacik
dagilimna ve 15,9 cm?’lik (4,5 cm capinda) bir filtre test alanma sahiptir. Test
organizmasi olarak 1 mL E.coli DH10B stogu (9,2x10® kob/mL) kullanilmustir ve 0,2

mL/dak biyoaerosol akis hizinda ¢alistirilmistir.

Akis hicresi seti-1’de E.coli DH10B susu Sekil 3.21°de goriilen deney diizenegi
yardimu ile biyoaerosol haline getirilmistir. Ardindan bakteri aerosollerinin diizenek
tizerinden kontrollii bir sekilde PAN15, PAN30, PAN45, PAN-GNP15, PAN-GNP30
ve PAN-GNP45 nanolif filtrelere tutunmasi saglanmistir. Nanolif filtrelerin bakteri
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aerosollerini sadece fiziksel anlamda bir bariyer olarak tutma verimlerine gore bir
degerlendirme yapilmistir. Burada gerceklesen tutunma verimi testlerinin sonraki
asamalarda filtrelere GOX enziminin immobilize edilmesi ile yapilacak antibakteriyel
etkinlik testlerine 6n fikir vermesi i¢in planlanmastir.

‘ Reaktor-1

E.coli DH10B
kob/mL

Nebdlizator ' Gaz yikama
= ' sisesi

Sekil 3.21 : Akis hiicresi seti-1.

flk olarak akis hiicresine nebulizatdr kismima 9,2x 108 kob/mL titresinde E.coli DH10B
susu 1 mL kadar yerlestirilip ardindan ilgili filtreler sirasi ile ayni1 baslangig
konsantrasyonu bakteri ile muamele olucak sekilde deney seti devam etmistir.
Nebulizatére 1 mL bakteri yerlestirildikten sonra akis hiicresine ilgili filtrelerden bir
tanesi (Or: PAN15) yerlestirilerek akis hiicresi sisteminin elemanlari kagaklara karsi
kontrol edilmistir. Filtreden ¢ikan/kagan bakteriler gaz yikama sisesinin bulundugu 50
mL salin ¢ozeltisinde toplanmistir. Nebulizatoriin bir filtre i¢in calisma dongiisii
yaklasik 10 dak. bir siire araliginda planlanmistir. Bu siire araliginda 1 mL bakteri
sollisyonunun nebulizatorde tamamiyla bitmis olmasina dikkat edilmistir. Akis
hiicresinin cam cidarlarinda aerosoliin yogusma olusturmamasi, sistemin hava gegisi
sirasinda zorlanmamasi diger dikkat edilen unsurlardir. Filtreden gectikten sonra gaz
yikama gisesinde toplanan bakterilerin konsantrasyonu buradan alinan O6rnek
numunenin petri lizerinde sayimi ile hesaplanmistir. Gaz yikama sigesinden alinan
numune bir seri diliisyon ile 101%a kadar seyreltilmistir. Bu seyreltmelerden alinan

100 pL ornekler petrilere yayilmis bir gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ertesi gilin
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koloni sayimi yapilan 6rneklerin kob/mL cinsinden konsantrasyonlart hesaplanmistir.
Giris konsantrasyonu bilinen bakterinin ¢ikis konsantrasyonunun hesaplanmasi ile

aradaki fark itibari ile filtre tutma verimi belirlenmistir.

Bakteriyi bir nebiilizator yardimi ile aerosol haline getirerek filtrelerin iizerine
kontrollii ve aseptik sartlarda ileten akis hiicresi seti Sistemin biitiin pargalari her deney
Oncesi steril edilerek sizintilara kars1 test edilmistir. Bu sekilde ger¢ek ortam havasinda
olusan bakteri aerosolleri simiile edilmis, kontrollii ve kacaklarin olmadig: bir ortam
yaratilarak yiiksek bakteri miktarlarinin ‘ger¢ek hava ortami’ davraniginda filtrelere
ulagsmast saglanmistir. Calisilan bakteri miktarlarinin yiiksek olmasinin sebebi
niceliksel bir giderim farkini agik¢a saptayabilmek i¢indir. Bu deney sonucunda 30
dakikada tretilmis filtrelerin uygunluguna karar verilmistir. Gelecek deneylere

PAN30 ve PAN-GNP3O0 filtreleri ile devam edilmistir.

3.7.2 Dinamik kontakt kosullarda antibakteriyel etkinlik testi

GOx immobilize nanolif filtrelerin, dinamik kontak kosullarda antibakteriyel etkisini
gozlemlemek icin ASTM E2149 uluslaras1 test standartlar1 baz alinarak deney
tasarlanmistir. Deney seti i¢in 6 farkli falkon deney tiipii planlanmistir. Her bir 6
falkona 10’ar mL o6nceden hazirlanmis E.coli DHI10B stogu (1x10® kob/mL)
eklenmistir. U¢ ve alti numaral tiiplere glukoz (%0,5 w/v) eklenmistir. PAN30,
PAN30_GOx, PAN-GNP30 ve PAN-GNP30 GOx filtreler esit alanlarda (1x1 cm?)
kesilmis ve falkonlara aktarilmistir. Bir giin boyunca belli zaman araliklarinda alinan
numuneler seri diltsyonlarla seyreltilerek LB agar tzerine yayilip 1 gece 37 °C
derecede inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin LB agar (zerinde go6zlemlenen
koloniler ile sayim islemi gergeklestirilmistir. Cizelge 3.7 de dinamik kontakt

kosullarda antibakteriyel etkinlik testi deney numarasi, parametreleri mevcuttur.

Cizelge 3.7 : Nanolif filtrelerin dinamik kontakt kosullarda antibakteriyel etkinlik
testi deney seti.

Dilnoey Nanolif Filtre Kodu Deney Tiipii igerigi Orr(lse;a:gme
1 PAN30 E.coli DH10B - 0,05,1,2,4,20,25
2 PAN30_GOx E.coli DH10B - 0,05,1,2,4,20,25
3 PAN30_GOx E.coli DH10B  Glukoz (%0,5w/v)  0,0,5,1,2,4,20,25
4 PAN-GNP30 E.coli DH10B - 0,05,1,2,4,20,25
S) PAN-GNP30_GOx E.coli DH10B - 0,05,1,2,4,20,25
6 PAN-GNP30 _GOx E.coliDH10B Glukoz (%0,5w/v) 0,05,1,2,4,20,25
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Sekil 3.22° de dinamik kontakt kosullarda antibakteriyel etkinlik testi deney tupleri
gorilmektedir.

Sekil 3.22 : Dinamik kontakt kosullarda antibakteriyel etkinlik testi deney tupleri.

3.7.3 Agar diflizyon test yontemi (Zon testi)

Antibakteriyel etki tasiyan malzemelerin ortama “olasi salinan bir bakterisidal etki”
varligimi tespit etmek igin, bakteri ile malzeme uygun besi yeri orataminda “birebir
etkilesime”  sokularak  olusan  veya  olusabilecek  inhibisyon  zonlari
g6zlemlenebilmektedir. Bu yontem uluslararast JIS L 1902 Halo metodundan revize
edilerek uygulanmistir. Bunun i¢in uygun deney sartlar1 asagidaki gibi dizayn

edilmistir.

E.coli DH10B susu aseptik sartlarda oda sicakligina getirilip sivi LB besiyere ekilerek
bir giin boyunca 37 °C derecede c¢alkalamali ortamda inkiibe edilmistir. 100 mLtaze
LB sivi medyum igerisindeki E.coli DH10B, LB agarli petrilere steril ortamda
yayilmistir. PAN30, PAN30_GOx, PAN-GNP30 ve PAN-GNP30_GOx filtreler 1,5
cm ¢apinda kesilerek aktif ylizeyi, bakteri yayilmig olan LB agara bakacak sekilde
yerlestirilmistir. U¢ ve alti numarali deney numunelerine glukoz (%0,5 wi/v)
eklenmistir. Deney seti bir giin boyunca 37 °C derecede inkiibe edilmis ertesi gun
inhibisyon zonlar1 kontrol edilmistir. Cizelge 3.8°de deney setinde kullanlan filtrelerin

kodlar1 ve icerikleri gortilmektedir.

42



Cizelge 3.8 : Agar difiizyon test yontemi (Zon testi) parametreleri.

Deney No Nanolif Filtre Kodu Filtre Deney Kosullari
1 PAN30 E.coli DH10B -
2 PAN30_GOx E.coli DH10B -
3 PAN30_GOx E.coli DH10B  Glukoz (%0,5 w/v)
4 PAN-GNP30 E.coli DH10B -
5 PAN-GNP30_GOx E.coli DH10B -
6 PAN-GNP30_GOx E.coli DH10B  Glukoz (%0,5 w/v)

3.7.4 Bakteri kontakt testi

Bakteri kontakt testi gergek ortam kosullarini simiile eden yontemlerden bir tanesidir.
Bu deneyde GOx enziminin immobilize halini tasiyan filtrelerin bakteriye etkisi
dlciilmiistiir. Onceki deneylerde sivi ortamda veya agar (izerinde filtreler bakteri ile
temas ettirilmisti. Bu testte ise bakteriler direkt olarak filtreye herhangi bir besiyeri
veya yogun sivi ortam olmadan temas ettirilmektedir. Direkt temasa dayali yontem;
bakteriyostatik (bakteri buylmesinin engellenmesi) ve bakterisit (bakteri 6ldirme)
etkilerin tespit edildigi AATCC 100 uluslararas1 standart yontemi baz alinarak

uygulanmigtir

Deneyler icin E.coli DH10B stok soliisyonu (7x108 kob/mL) énceden hazirlanmustir.
6 set olacak sekilde PAN30, PAN30_GOx, PAN-GNP30 ve PAN-GNP30_GOx
filtreleri esit alanlarda kesilip hazirlanmistir. Ayrica, PAN30_GOx ve PAN-
GNP30_GOx kontrol filtrelerine glukoz (%0,5 w/v) damlatilmistir. Sonrasinda her bir
filtreye E.coli DH10B stok soliisyonu damlatilmastir.

Filtreler uygun bekleme sirelerinin (1, 60, 240 ve 360 dak.) ardindan, 10 mL’lik
yikama soliisyonunda 10 dak. vortekslenmistir. Baslangic E.coli DH10B
konsantrasyonu 10 mL’lik yikama soliisyonu ile 4,2x10° kob/mL’ye kadar
seyrelmigstir. Filtrenin 10 dak. vortekslendigi yikama soliisyonundan alinan 6rnekler
seri seyreltilerek LB agara yayilip bir gece 37 °C derecede inkibe edilip, ertesi gun
koloni sayimi1 yapilmistir. Cizelge 3.9°da deney parametreleri ve Sekil 3.23“te bakteri
kontakt testi deney seti gorilmektedir.
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Cizelge 3.9 : Nanolif filtre bakteri kontakt testi deney seti.

Df\ln:y Nanclilg:jl:"tre Filtre Deney Kosullar1 Or?;:lgme
1 PAN30 E.coli DH10B - 1, 60, 240, 360
2 PAN30_GOx E.coli DH10B - 1, 60, 240, 360
3 PAN30_GOx E.coliDH10B  Glukoz (%0,5w/v) 1, 60, 240, 360
4 PAN-GNP30 E.coli DH10B - 1, 60, 240, 360
5 PAN-GNP30_GOx E.coli DH10B - 1, 60, 240, 360
6 PAN-GNP30_GOx E.coli DH10B  Glukoz (%0,5w/v) 1, 60, 240, 360

Sekil 3.23 : Bakteri kontakt testi deney seti.

3.7.5 CLSM ile antibakteriyel etkinin tespiti

Bu deneyde, mikroskobik boyama ve gorintileme yontemi ile Uretilen filtrelerin
gercek zamanli olarak bakteriler tizerinde gosterdigi 6ldiirme etkisi hakkinda fikir elde
edilmigtir. Filtre yiizeyindeki hem biyofilm yapisi hem de hiicre canliligi, konfokal

lazer taramali mikroskopi (CLSM) ile gorsel olarak incelenmistir.

PAN30, PAN30_GOx, PAN-GNP30 ve PAN-GNP30 _GOx filtreleri deneyde
kullanilmistir. PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx filtrelerinin kontrollerine glukoz
(%0,5 wiv) ilavesi ile toplam 6 farkli numune hazirlanmistir. 6 filtre 6rnegine E.coli
DH10B stok soliisyonu (5x108 kob/mL) damlatilmistir. Numunelerin 0, 30, 60, 120 ve

180 dak. zaman araliklarinda goriintiilenmesi planlanmustir.

Numuneler, bakteri canliliginin belirlenebilmesi i¢in "LIVE/DEAD™ BacLight™
Bacterial Viability Kit" (ThermoScientific, L7012) ile iiretici firmanin onerdigi
protokole uygun olarak boyandi. Kisaca, kit igerigi (propidyum iyodurin, SYTO13)

ornekler tizerine damlatilarak 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi, pozitif sarjh
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lam iizerine yerlestirilen membran 6rnekler lamel ile kapatilarak invert konfokal

mikroskop (LSM 880, Zeiss) ile incelendi.

Mikroskobik incelemede, 2048x2048 xy ¢oOziniirliigiindeki goriintiler 488nm
(SYTO13 icin) ve 543nm (propidyum iyodiriin) dalga boylarinda lazerler
kullanilarak, 2 farklt PMT dedektorii ile 2 ayr1 kanaldan aym1 anda alindi. Tim
ornekler 20x/0.8 NA kuru objektif kullanilarak goriintiilendi. Boyama sonucunda
orneklerdeki canli (yesil) ve 6lii (kirmizi1) bakteriler ayr1 ayr goriintiilendi. Istanbul
Medipol Universitesinde gerceklestirilen deneyde kullanilan cihaz ve malzemeler

Sekil 3.24te gorulmektedir.

- . : j "
a) LSM 880, Zeiss lazer taramali konfokal b) Propidyum iyodirin, SYTO13
mikroskopi (CLSM) cihaz1 floresan boya ve numuneler

Sekil 3.24 : Mikroskobik boyama ve goruntiileme yontemi deney cihaz ve
malzemeleri.

Goriintiilemede 6 farkli filtre numunesinden elde edilen CLSM gorintuleri Image J
programinda renklendirilmistir. Sekil 3.25‘te Martin Krzywinski tarafindan saglanan
Image Color Summarizer isimli bagimsiz, giincel ve agik kaynak olan yazilim
araciligiyla renklendirilmis CLSM goruntilerinin renk yiizde oranlari elde edilmistir.
Bu sayede bakteri canlilik ve oliilikk oranlart nicellestirilerek yorumlanmasi

hedeflenmistir.

£ i el
1= = =

. IMAGE COLOR SUMMARIZER
RGE, MEV. LOW & Lab image cov L M S e

R SUMMARIZER
will preduce deseriptive colour stal

Sekil 3.25 : Martin Krzywinski tarafindan sunulan Image Color Summarizer.
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Krzywinski, (2016) bir yayininda, herhangi iki renk arasindaki algisal farkin renk, ton,
canlilik ve parlaklik gibi yonleri ile 6l¢ebilir oldugunu ve bunun nicel bilgiyi kodlamak
i¢in kullanabilicegini bildirir. Renklerden nicel sonuclar elde etmek icin araclara
ihtiyagc olduguna ve bu tarz araglarin gelistirilmesinin 6nemine deginmektedir

(Krzywinski, 2016).

3.7.6 Biyoaerosol tutunum ve antibakteriyel etkinlik testi (Akis hiicresi seti-2)

Akis hiicresi seti diizeneginde, test mikroorganizmalari bir nebiilizor ile aerosol haline
getirilir. Deney, standart i¢ ortam hava kosullar1 altinda gerceklestirilmistir; 20-25,5
°C sicaklik ve %30-60 bagil nem. Akis hiicresi sistemi laminer bir hava akisina, esit
parcacik dagilimma ve 15,9 cm?’lik (4,5 cm capinda) bir filtre test alanina sahiptir.
Test organizmasi olarak 1 mL E.coli DH10B stogu (3x108 kob/mL) kullanilmistir ve
0,2 mL/dak biyoaerosol akis hizinda ¢alistirilmustir.

Akis hiicresi seti-2 deney diizeneginde biyoaerosol haline getirilen bakteri, GOx
immobilize edilmis nanolif filtrelerce tutulmus ve ardindan antibakteriyel etkinlik
degerlerine bakilmistir. Deney icin PAN30, PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx
filtreleri kullanilmistir. Ayrica, PAN30 GOx ve PAN-GNP30_GOx filtrelerinin
glukoz (%0,5 w/v) eklenmis kontrolleri test edilmistir. BOylece 6 deney seti

olusturulmustur.

Ik olarak akis hiicresine nebulizatér kismma E.coli DH10B stok soliisyonundan
(3x108 kob/mL) 1 mL kadar yerlestirilip ardindan ilgili filtreler siras1 ile ayn1 baslangic
konsantrasyonu bakteri ile muamele olucak sekilde deney seti devam etmistir.
Filtreden c¢ikan/kacan bakteriler gaz yikama sisesinin bulundugu 50 mL salin
cOzeltisinde toplanmistir. Nebulizatoriin bir filtre i¢cin ¢calisma dongiisii yaklasik 10
dak. bir siire araliginda planlanmistir. Bu siire araliginda 1 mL bakteri solisyonunun

nebulizatorde tamamiyla bitmis olmasina dikkat edilmistir.

Akis hiicresinde (izerinden bakteri aerosoliintin gectigi filtreler 1x1 cm? olacak sekilde
esit Olciilerde kesilmistir. Ayrica, PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx filtrelere
glukoz (%0,5 w/v) damlatilmistir. Belli zaman araliklar (1, 60, 120, 240 ve 360 dak.)
ile drnekler 10 mL’lik yikama soliisyonuna alinmis ve seyreltme yapilarak LB agar
petriye yayilmistir. Bir gece 37 °C derecede inkiibe edilip, ertesi glin koloni sayim

islemleri gergeklestirilmistir. Akis hiicresinin gaz yikama sisesinden de 6rnek alinarak
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ayni islemler uygulanmistir. Cizelge 3.10°da akis hiicresi seti-2 testinde kullanilan

filtreler, parametreleri ve 6rnekleme zamanlar1 6zet halinde goriilmektedir.

Cizelge 3.10 : Akis hiicresi seti-2 parametreleri.

Deney Nanolif Filtre Filtre Parametreleri Ornekleme
No Kodu (dak.)
1 PAN30 E.coli DH10B - 1, 60, 120, 240, 360
2 PAN30_GOx E.coli DH10B - 1, 60, 120, 240, 360
3 PAN30_GOx E.coli DH10B  Glukoz (%0,5 w/v) 1,60, 120, 240, 360
4 PAN-GNP30 E.coli DH10B - 1, 60, 120, 240, 360
5 PAN-GNP30_GOx E.coli DH10B - 1, 60, 120, 240, 360
6 PAN-GNP30_GOx E.coliDH10B  Glukoz (%0,5 w/v) 1,60, 120, 240, 360

Deney asamalarina ait gorseller Sekil 3.26°da verilmistir.

c) Seri diIUson seti ve inklbasyon
Sekil 3.26 : Biyoaerosol tutunum ve antibakteriyel etkinlik testi deneyleri.
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4. SONUCLAR

4.1 Nanolif Filtrelere GOx Enzimi Immobilizasyon Degerlendirmesi

PAN ve PAN-GNP nanoliflerin ilk etapta 15, 30 ve 45 dak. Uretim yapilan 6rneklerinin
“akis hiicresi seti-1” ile 6n karakterizasyon sonuglarina gére 30 dak. iiretim yapilan
filtrelerin uygunluguna karar verilmistir. PAN30 ve PAN-GNP30 nanolif filtrelere iki
farkli enzim immmobilizasyon teknigi uygulanmistir. Birinci teknik Apetrei &
Camurlu (2020) makalesinden yararlanilan capraz baglama ile GOx enzim
immobilizasyonudur. Ikinci teknik ise Dayal & Godjevargova (2005) makalesinden
yararlanilan modifikasyon ardindan diflizyonla GOx enzim yuklemedir. Cizelge

4.1*de immobilize edilmis filtrelerdeki spektrofotometrede OD660 Olciimdi ile tespit

edilmis enzim kayip miktarlarinin mg/L cinsinde konsantrasyonlari verilmistir.

Cizelge 4.1 : GOx enzimi baglanmis nanolif filtrelerin OD660 6l¢iim sonuglart.

Nanolif GOx Enzim 24 saat sonra 1 hafta sonra

Filtre Kodu Immobilizasyon enzim kayb1 enzim kayb1
Teknik ve Yontemi (mg/L) (mg/L)
PAN30_GOx | kimyasal 44,44 45,20
PAN-GNP30_GOx I kimyasal 45,12 46,48
PAN30_GOx I fiziksel 17,02 19,29
PAN-GNP30_GOx I fiziksel 15,58 19,06
PAN30_GOx I kimyasal 38,38 45,95
PAN-GNP30_GOx I kimyasal 46,79 63,30
PAN30_GOx | fiziksel 19,59 24,14
PAN-GNP30 GOx Il fiziksel 17,85 50,27

Immobilizasyonda kullanilan GOx enzim soliisyonu konsantrasyonu: 378,53 mg/L
I: Capraz baglama (Apetrei & Camurlu, 2020)

I1: Modifikasyon+Difiizyonla enzim yiikleme (Dayal & Godjevargova, 2005)

GOx enzim immobilizasyonu deney sonuglarinin verimliligi asagidaki Cizelge 4.2°de

gorulmektedir.
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Cizelge 4.2 : GOx enzimi baglanmis nanolif filtrelerin immobilizasyon verim

sonugclart.

Nanolif - GOx .E.nzim 1 gln 1 hafta Degisim/
Filtre Kodu Imn}oblllzg§y0n ' sonra sonra Kavio. A

Teknik ve Yontemi tutunum  tutunum 1P,
PAN30_GOx I kimyasal % 88,3 % 88,1 % 0,20
PAN-GNP30_GOx I kimyasal % 88,1 % 87,7 % 0,36
PAN30_GOx I fiziksel % 95,3 % 94,9 % 0,60
PAN-GNP30_GOx I fiziksel % 95,9 % 95,0 % 0,92
PAN30_GOx I kimyasal % 89,9 % 87,9 % 2,00
PAN-GNP30_GOx I kimyasal % 87,6 % 83,3 % 4,36
PAN30_GOx I fiziksel % 94,8 % 93,6 % 1,20
PAN-GNP30_GOx Il fiziksel % 95,3 % 94,3 % 0,98

I: Capraz baglama teknigi (Apetrei & Camurlu, 2020)
II: Modifikasyon+Difiizyonla enzim yiikleme teknigi (Dayal & Godjevargova, 2005)

Olgiim sonuglarindan, immobilize edilmis filtrelerin sodyum fosfat tampon

soliisyonlarinda bekleme esnasinda filtreye immobilize edilmis GOx enzimdeki kayip

oranlar1 gozlemlenmistir. En ¢ok kayip PAN-GNP30 filtresinde %4,36 ile Il. teknigin

kimyasal uygulamasinda ger¢eklesmistir. En az kayip ise PAN3O0 filtresinde %0,20 ile

I. teknigin kimyasal uygulamasinda gerceklesmistir. GOX enzimi kayip yiizdeleri

Cizelge 4.3‘te goriildiigii tizere, 1. teknikte kayiplar II. teknige gbre daha azdir. I.

teknigin kimyasal yonteminin daha basarili, I1. teknigin ise fiziksel yonteminin daha

basarili sonug verdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.3 : GOx enzim immobilizasyon kay1ip oranlari.

|- kimyasal |-kimyasal |I-fiziksel |-fiziksel Il -kimyasal Il -kimyasal Il -fiziksel

PAN30  PAN-GNP30  PAN30  PAN-GNP30

0,0%
-1,0% !
-2,0% !

-3,0% !

Kayip, %

4,0%

-5,0%

PAN30  PAN-GNP30

PAN30

Il - fiziksel
PAN-GNP30

-6,0%

immobilizasyon teknigi, ydntemi ve filtre kodu

Bayramoglu vd. (2010) benzer bir ¢aligmasinda, serbest ve immobilize glukoz

oksidazlari, 4 °C derecede fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde saklamis ve immobilize

edilen enzimin raf émrund iki ay boyunca aktivite 6lcimleri yaparak incelemistir.
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Serbest enzimin tl¢lincli hafta icinde tiim aktivitesini kaybettigi gozlemlenmistir.
Immobilize glukoz oksidazin aktivite kaybi, iki aylik depolama siiresinde yaklasik
%34 olarak raporlanmistir. Boylece, immobilize enzimin, serbest enzime kiyasla
yiiksek depolama kararlilig1 sayesinde daha yiiksek raf dmrii sagladigir goriilmiistiir

(Bayramoglu vd., 2010).

Bu sonuglar dogrultusunda, Apetrei & Camurlu, (2020) makalesinden yararlanilan, 1.
teknigin kimyasal immobilizasyon yonteminin daha verimli sonuglar vermesine

istinaden PAN ve PAN-GNP filtreleri i¢in en uygun teknik olduguna karar verilmistir.

4.2 Nanolif Filtrelerin Karakterizasyon Sonuglari

Nanolif filtrelerin Gretiminde optimizasyon parametresi olarak elektroegirme siiresi
calistlmis ve ilk olarak 15, 30 ve 45 dak. siirelerinde iiretimler yapilmistir.
Elekroegirme siiresinin iiretilen nanolif 6zelliklerine etkisi literatiirde yorumlanmustir.
Uretim siiresi arttik¢a, nanoliflerin kalmliginin arttig1 ve optik gegirgenliginin azaldig1
raporlanmistir. Elektroegirme siiresinin optimizasyonu, optimum kalinlikta ve uygun
seffaflikta nanolifler elde etmek i¢in 6nemli oldugu belirtilmistir (Zhang vd., 2019).
Uretim suresinin artmas1 nanolif filtrenin kalmlik ve agirhgimi artinp gozenek
boyutlarin1 kicultir ve filtre verimliligini artirir. Ancak, g6zenek boyutunun
kiculmesi ve kalinligin artmasi filtrenin kullanim siiresini azaltarak ylksek enerji
tiketimine ve yiiksek basing diisiisiine sebep olur (Z. Wang vd., 2016). Bdylece,
elektroegirme suresinin optimizasyonu filtre verimliligini artiritken enerji tiketiminde

azalma saglayacaktir.

Ayrica, elektroegirme ile nanolif iiretiminde kullanilan destek tabakasinin basing
diisiisii lizerinde Onemli bir etkisinin olmadigmmi ve filtrenin performansini
etkilemedigi raporlanmistir (Bortolassi vd., 2019). Nanolif filtrelerin filtrasyon
verimliligi, hava basinci diisiistiyle dogru orantilidir. Bu nedenle, nanolif filtrelerde
yiiksek filtrasyon verimliligi, biliylik enerji kayiplarina neden olan bir etkidir

(Bortolassi vd., 2019).

4.2.1 SEM analizi sonuclarinin degerlendirilmesi

PAN15, PAN30, PAN45, PAN-GNP15, PAN-GNP30, PAN-GNP45, PAN30_GOx ve
PAN-GNP30_GOx kodlu nanoliflerin Image J programiyla 25 farkli noktadan alinan
fiber ¢ap Ol¢lim sonuglari sirasiyla 280,7+63 nm,7, 275,9+52,9 nm, 261,9+48,4 nm,
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Dagilim{%)

Diagilmi%)

338,3+37,1 nm, 377,7+57,4 nm, 370,1+38,4 nm, 240,6+14,8 nm ve 326,2+11,7 nm

olarak dl¢iilmiistiir. Nanolif filtre numunelerine ait SEM gorntuleri ve fiber ¢caplarinin

Gauss dagilim grafikleri Sekil 4.1 ve Cizelge 4.4 te verilmistir.
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Sekil 4.1 : Nanolif filtrelerin SEM goriintiileri ve fiber ¢aplarinin Gauss dagilim
grafikleri.



Cizelge 4.4 : Nanolif filtrelerin SEM analizi ile elde edilen fiber gaplari.

Nanolif Filtre Kodu Fiber Cap1 (nm)
PAN15 280,7 £ 63,7
PAN30 275,9 £52,9
PAN45 261,9+48,4

PAN-GNP15 338,3+37,1
PAN-GNP30 377,7+57,4
PAN-GNP45 370,1+ 38,4
PAN30_GOx 240,6 £ 14,8
PAN-GNP30_GOx 326,2+11,7

Sonuglar incelendiginde, elektroegirme siiresi arttikga nanolif capinin azaldigi
gorulmektedir. Fakat Z. Wang vd. (2016) yayininda belirtildigi tizere, Uretim suresinin
artmast nanolif filtrenin kalinligini artirip, filtrenin kullanim siiresini azaltmasi ve

yiiksek basing diislisline sebep olmasi nedeniyle tercih edilmez.

GNP eklentisinin fiber ¢aplarinda bir artis meydana getirdigi goézlemlenmektedir.
Scaffaro & Lopresti (2018) ¢alismasinda, GNP miktarinin filtre morfolojisi tizerindeki
etkisi kanitlamistir. GNP miktarinin artmasiyla fiber ¢aplarinda bir miktar artis
gbzlemlenmistir. Fiber caplarindaki artisin sebebi, GNP’lerin islem sirasinda ¢oziicii
buharlasma kinetigi Uzerindeki etkisi ve ¢ozeltinin viskozitesini artirmasiyla
iliskilendirilmistir. Genel olarak, nanopargaciklarin varligi polimerik ¢6zeltinin
viskozitesini artirdig1 ve ¢ozelti viskozitesindeki artisin daha biiyiik elektroegirilmis
fiber caplarina neden oldugu, yapilan galismalar dogrultusunda bilinmektedir
(Scaffaro & Lopresti, 2018).

Ayrica, SEM analizi sonucunda GOx immobilizasyonunun fiber ¢aplarini bir miktar
azalttig1 gorilmektedir. Aziz vd. (2022) ¢alismasinda, glukoz tespitinde kullanilmak
tizere konik optik fiber lizerine GOx immobilize ettiginde, konik optik fiber ¢aplarinda

diisiis meydana geldigini raporlamistir (Aziz vd., 2022).

Cizelge 4.5te filtrelerin fiber ¢ap oranlari grafik tizerinde goriilmektedir.
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Cizelge 4.5 : Nanolif filtrelerin fiber cap dagilimlari.
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Kiigiik fiber c¢aplarmmin daha 1iy1 filtrasyon verimliligi sagladig literatiir
aragtirmasindan anlasilmaktadir. Boylece, iiretilen elektroegrilmis filtrelerin makul

fiber ¢aplara sahip oldugunu varsayilabilir.

4.2.2 FTIR sonug¢larimin degerlendirilmesi

PAN30, PAN30_GOx, PAN-GNP30 ve PAN-GNP30 _GOx nanolif filtrelerin
kimyasal bilesimi FTIR analizi ile dogrulanmistir. Filtrelere ait FTIR spektrum

sonuclar1 Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2 : Nanoliflere ait FTIR spektrumlari.

Saf PAN ve PAN-GNP nanolif filtrelere gére GOx immobilize edilmis filtrelerde
enzimlere ait oldugu diisiiniilen 1643, 1062, 983 ve 856 cm™ gruplarmin varhig
goriilmektedir. Bu GOx enziminin filtreye immobilize olduguna dair 6nemli bir igaret

olarak algilanabilir

54



FTIR spektrumunda GNP yapisindaki pikler sirastyla 3233 cm™’de O-H bagna, 2925
cm?’de C-H bagma, 1643 cm™’de C=C bagma, 1236 cm™, 1062 cm™ ve 983 cm™
pikleri ise C-O bagina ve 856 cm™ piki de C-H bagina aittir. Bu filtredeki GNP’nin

varligin1 kanitlamaktadir.

4.3 Nanolif Filtrelerin Performans Sonugclari

4.3.1 Su buharn gecirgenligi sonuclari

Uretilen nanolif filtrelerin su buhar1 gecisi degerleri Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7‘de
verilmigtir. PAN15, PAN30, PAN45, PAN-GNP15, PAN-GNP30, PAN-GNP45,
PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx kodlu nanoliflerin su buhari gegirgenlik degerleri
sirasiyla 278,7 g/m?sa, 262,7 g/m?sa, 262,7 g/m?sa, 334,3 g/m?sa, 326,4 g/m?sa, 262,7

g/m?sa, 262,6 g/m?sa ve 278,5 g/m?sa olarak bulunmustur.

Cizelge 4.6 : Nanoliflerin su buhari gegirgenlik sonuglari.

Nanolif Filtre Kodu Su Buhar1 Gegirgenlik Degeri (g/m?sa)
PAN15 278,7
PAN30 262,7
PAN45 262,7
PAN-GNP15 334,3
PAN-GNP30 326,4
PAN-GNP45 262,7
PAN30_GOx 262,6
PAN-GNP30_GOx 278,5

Bu sonuglar dogrultusunda, filtre iiretim siiresinin arttikca su buhart gegirgenlik
degerinin azaldig1 goriilmektedir. Ayrica, GNP eklentisinin su buhart gegirgenligini
bir miktar artirdigr dikkat ¢ekmektedir. GNP eklentisiyle gozeneklilikte artis ile
beraber su buhari gecirgenlik degerlerinde artis olmas1 muhtemeldir. Ote yandan, GOx
immobilizasyonunun ardindan su buhar1 gegirgenlik degerlerinde bir miktar diisiis
gozlemlenmistir. Bu diisiis filtre performansini biiyiik dlgiide etkilememekle beraber
GOx’in fiber c¢aplarinda meydana getirdigi artistan kaynakli olabilecegi

diistiniilmiistiir.
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Cizelge 4.7 : Elektroegrilmis nanolif filtrelerin su buhari gegirgenlik degerleri.
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Membran filtreler, su buharinin bir ortamdan digerine gecisine izin veren gézenekli
malzemelerdir. Su buhari gecirgenligi testi, i¢ ortam hava filtrelerinin performanslarini
belirlemek icin Onemlidir. Mustapha vd. (2020), binalarda tiketilen enerjinin bir
kisminin 1sitma, havalandirma ve iklimlendirme (HVAC) sistemlerinden
kaynaklandigin1 ve i¢ ortam nemi sebebiyle enerji tiiketiminde artisa sebep oldugu
bildirmistir. Filtre gecirgenligin az olmasi su buharini malzeme icinde tutularak
yogusmaya neden olur ve artan nem filtrenin kitle transferini engeller (Mustapha vd.,
2020). Bu ¢alismada iiretilen ve yiiksek gézeneklige sahip nanolif filtre ile kullanan
hibrit iklimlendirme sistemleri enerji tiketimini azaltmak icin uygun bir yontem

olabilir.

4.4 Antibakteriyel Etinlik Testleri Sonuglar

Uretilen nanolif filtrelerde olusan antibakteriyel etkinlik olmasi muhtemel 4 farkli
mekanizma ile agiklanabilir; i) GOx enzimi ile glukozun bir araya gelerek hidrojen
peroksit olusturmasi (Lee vd., 2020), ii) GNP’nin hiicre biitiinliigiinii mekanik yolla
pargalamasi (Hu vd., 2010), iii) nano 6lcekteki PAN ve GNP’nin kiiciik parcacik
boyutlar1 sayesinde hiicre zarlarindan kolayca penetrasyonu ile hiicre ici surecleri
etkilemesi (Park vd., 2013) veya iv) hiicre biitiinliigii bozulan bakteri sitoplazmasinin

digar1 akarak (Hu vd., 2010) GOx enzimi igin glukoz kaynag1 olusturmasi.
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Nanolif filtrelerin antibakteriyel etkinlik testlerinde model organizma olarak E.coli
DH10B susu kullanilmistir. Lee vd. (2020) ¢alismasina gore, gram-negatif E.coli’nin,
gram-pozitif S.aureus’a gore daha direncli oldugunu bildirmistir ve H2O2’nin gegisine
engel olmasmin iki katmanli zar sisteminin yapisal stabiliteyi arttirmasi ile
aciklanmistir (Lee vd., 2020). Buradan hareketle, uretilen filtrelerin antibakteriyel
etkinlik testlerinde gosterdikleri basar1 performanslarinin % verim olarak
degerlendirilmesinin yan1 sira hiicre zar1 stabilitesi sebebiyle daha kuvvetli olan bir
bakteriye (E.coli DH10B) kars1 da etki gdstermis olmasi diger bir basar1 kriteri olarak

degerlendirilebilmektedir.

Erni (1989) ¢alismasina gore, pek ¢cok Okaryotik hiicre igin glukoz tek yararli enerji
kaynagidir ve glukoz dogrudan glikolitik yola girebilmesiyle sekerler arasinda 6ne
cikar. Bakteriler cesitli sekerler kullanabilir, ancak se¢enek sunuldugunda oncelikli
olarak glukozu tercih eder. E.coli, seker fosforilasyonu ile bir glukoz alim
mekanizmasi kullanir. Sekerlerin alimi ve glikolizi arasinda dogrudan bir baglant1
kuran fosfoenolpiruvata (PEP) baglidir. PEP ile seker tasinmasi, ¢ogu fakiiltatif ve
zorunlu anaerobik bakteride yaygin olan ve arkea ve Okaryotik organizmalarda
bulunmayan karmagik bir protein sistemidir. E.coli’de glukoz, fosfoenolpiruvat
(PEP):seker fosfotransferaz sistemi (PTS) tarafindan sitoplazmaya igsellestirilir. PEP
ile seker tasinmasi, cogu fakiiltatif ve zorunlu anaerobik bakteride yaygin olan

karmasik bir protein sistemidir (Erni, 1989).

Postma vd. (1993) calismasinda, PEP:PTS, ¢ok sayida sekerin, seker alkollerinin ve
diger seker tiirevlerinin eszamanli alimini ve fosforilasyonunu katalize ettigi ve
disaridan gelen glukozun, sitoplazmada glukoz-6-fosfat (G6P) olarak gorindiigiinii
raporlamistir. G6P, karbon 6 tizerindeki hidroksi grubunda fosforile edilmis bir glukoz
sekeridir (Postma vd., 1993). Glukoneogenez, glukoz-6-fosfatin, fosfatin hidrolizi ile

glukoza gevrilmesidir.

4.4.1 Biyoaerosol tutunum testi (Akis hiicresi seti-1) sonuclar:

Cizelge 4.8 ‘de nanolif filtrelerin akis hiicresi sistemi sonucunda kob biriminde bakteri
giris miktar1 ve ¢ikis miktarlar1 goriilmektedir. Sonuglarda goriildigii tizere filtrelerin
bakteri aerosollini tutma verimleri oldukga yuksektir.
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Cizelge 4.8 : Biyoaerosol tutunum testi (akis hiicresi seti-1) sonuglari.

Nanolif Filtre Kodu Giris (kob) Cikis (kob)
PAN15 9,20E+08 3,95E+06
PAN30 9,20E+08 5,00E+03
PAN45 9,20E+08 0,00

PAN-GNP15 9,20E+08 2,00E+04
PAN-GNP30 9,20E+08 5,00E+03
PAN-GNP45 9,20E+08 0,00

Deneylerin gerceklestirildigi esnada PAN45 ve PAN-GNP45 filtrelerinde akis
hiicresinde zorlanma goriilmiistiir. Bunun nanoliflerin yiizeyinin islanmasindan ve
hava gecirgenliklerinin diger nanoliflere gére daha diisiik olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmiistiir. Bu sebeple calismalara nebulizator basghiginin nanolif yilzeyinin
hemen 1slanmasina sebep olmayacak sekilde kullanimi optimize edilmis ve deneylere
bu sekilde devam edilmistir. Ayrica, PAN45 ve PAN-GNP45 filtrelerinde zorlanma

ile birlikte ¢ikis numunesinde bakteri gozlemlenmemistir.

PAN15 ve PAN-GNP15 filtrelerinde, PAN30 ve PAN-GNP30 filtrelerine kiyasla
bakteri tutma kapasitesinde diisiis gdzlemlenmistir. PAN15 numunesinde 108 kob
bakteri ¢ikiginin olusu tutuculugunun diisiik oldugunu, PAN-GNP15 numunesinde
cikista 10% kob bakteri olmas1 GNP katkisinin filtrenin tutunum oraninin arttigimi

gostermektedir.

Bu deney sonucunda, filtrelerin gecirgenlik ve bakteri tutma performans: dikkate
alinarak, tutunum verimi bakimindan yiiksek ve deneysel akista sorun yaratmayan
PAN30 ve PAN-GNP30 filtrelerin uygunluguna karar verilmistir ve ilerleyen

asamalarda enzimin immobilize edilecegi baz nanolfiber olarak belirlenmistir.

4.4.2 Dinamik kontakt kosullarda antibakteriyel etkinlik testi sonuclar:

Enzimin immobilize olduktan sonra bakteri ¢ogalmasina olasi olumlu veya olumsuz
etkisi ve ayn1 zamanda bakterisidal (6ldiiriicii) etkisi bu deneyde arastirilmistir.
Miktar1 Onceden kob/mL olarak belirlenmis bakteri ve nanolif filtreler, sivi bir ortamda
inkiibe edilmistir. Stvi ortam bakteri igin besiyeri icermemektedir, yanlizca ilgili

taplerin kontrollerine glukoz (%0,5 w/v) eklemeleri yapilmistir.

Immobilize GOx enziminin oldugu nanolif filtreler cesitli varyasyonlardaki deney

tiplerinde yiiksek bakteri miktar1 ile baslanan deneyde (25 saatlik bekleme

58



sonuclarinda) GOx immobilize filtre igerenlerde bakteri sayisinda logaritmik olarak

anlamli azalis1 Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 : Dinamik kontakt kosullarda antibakteriyel etkinlik testi sonuglari.

Deney Tiipii No ve Icerigi
1 2 3 4 S) 6
Zaman PAN30  PAN30_GOx PAN30_GOx  PAN- PAN- PAN- Birim
(sa.) +Glukoz GNP30 GNP30_GOx GNP30_GOx

+Glukoz
0 2,00E+08 1,60E+08 1,04E+08 1,32E+08 1,086+08 1,60E+08 kob/mL

0,5 1,60E+08 1,20E+08 1,64E+07 1,20E+08 3,60E+07 2,38E+08  kob/mL

1 1,00E+08 7,60E+07  7,40E+07 1,36E+08 8,00E+07 1,52E+08  kob/mL

2 2,30E+07 4,00E+07  4,20E+07 4,20E+07 1,87E+06  7,30E+07  kob/mL

4 1,35E+07 6,50E+05 2,60E+07 2,60E+07 1,10E+05 2,80E+07  kob/mL

20,3 3,20E+07 1,40E+05 8,00E+06 3,60E+07 1,20E+05 6,80E+07  kob/mL

25,8  440E+07 560E+05 8,00E+06 2,60E+07 1,10E+04  2,80E+07  kob/mL
(Giris bakteri konsantrasyonu: 1,00E+08 kob/mL)

Sifirnct saatte, giris bakteri konsantrasyonuyla uyumlu sekilde, tim deney tiplerinde 102
mertebesinde bakteri konsantrasyonu gozlemlenmektedir. Ikinci saatte 2 logluk (%98,13)
distis ile PAN-GNP30_GOx 6ne ¢ikmaktadir. Dordiincii saate gelindiginde 3 logluk
diistis ile PAN30 GOx (%99,35) ve PAN-GNP30_GOx (%99,89) filtreleri dikkat
cekmektedir.

PAN30_GOx’un (2 nolu tip) PAN30’a (1 nolu tiip) gére daha basarili bir sonug
verdigi goriilmektedir. Benzer sekilde, PAN-GNP30_GOx’un (5 nolu tip) PAN-
GNP30’a (4 nolu tiip) gore daha basarilt bir sonu¢ verdigi goriilmektedir. Bu

sonuc¢lardan, GOx enziminin filtrelerdeki etkisi anlagilmaktadir.

Glukoz eklentili 6 nolu tiipte 1 logluk diisiis (%72) ile antibakteriyellikte 6nemli bir
etki yaratmadigi goriilmektedir. Bir diger glukoz eklentili 3 nolu tiipte ise 2 logluk
diisiis (%92) ile 6 nolu tiipe kiyasla daha iyi oldugu goriilmektedir.

Buna gore en anlamli bakteri sayis1 azaltimi PAN-GNP30 GOx filtresinin oldugu 5
numarali deney tiipiinde gerceklesmistir, yaklasik 108 giren bakteri sayis1 10*
(%99,989) seviyelerine dismiistiir. Bu 4 log degerinde anlamli azalisi, 3 logluk
(%99,44) diger bir anlamli sonug olan eklentisiz PAN nanolifine immobilize edilmis
GOx enziminin bulundugu 2 numarali tiipte gézlemlemek miimkiindiir. Dinamik
kosullarda GNP’nin mekanik etkisi devreye girerek PAN-GNP30_GOx'un daha

basaril1 bir sonu¢ vermesine bir sebep gosterilebilir.
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Ote yandan, eklentisiz PAN filtrenin oldugu 1 numarali tiipte 1 logluk azalim
goriilmektedir. Tek basina PAN'n bakterisidal aktiviteye sahip oldugu
bildirilmemesine ragmen, Bortolassi vd. (2019) ¢alismasinda yalnizca PAN’1n koloni
azalttigit kanitlanmistir. PAN parcalar1 {izerine bakteriyel adsorpsiyonun koloni
azaltimina sebep oldugu varsayilmistir (Bortolassi vd., 2019). Buna gore 1 nolu tupteki
PANSO filtresinin bakteri azaltimi ile bagdastirilabilir.

4.4.3 Agar diflizyon test yontemi (Zon testi) sonuclar:

Uretilen nanofiber filtrelerin birebir bakteri ile temasma dayanan bu ydntem yari
kantitatif bir ydontem olmakla birlikte salinima dayali bir bakterisidal etkinin varligin
6lgmek i¢in kullanilmistir. Bakterisidal etki gosterecegi diisliniilen malzeme nanolif
filtreler 1,5 cm ¢apinda kesilmis ve uygun agar iizerine yayilmis bakteri ile temasa
birakilmistir. Yeterli inkiibasyon siiresinin ardindan olusan zonlara ait fotograflar

Sekil 4.3’te verilmistir.

a) PAN30, b) PAN30_GOX, ¢) PAN30_GOx+Glukoz, d) PAN-GNP30,
e) PAN-GNP30_GOx, f) PAN-GNP30_GOx+Glukoz

Sekil 4.3 : Nanolif filtrelerin ¢evresinde olusan antibakteriyel etkiye bagh
inhibisyon zonlar1.

Cizelge 4.10°da deney setinde kullanilan filtrelerin kodlari, igerikleri ve gézlemlenen

sonuclar gorilmektedir.
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Cizelge 4.10 : Nanolif filtrelerin ¢evesinde olusan antibakteriyel etkiye bagli
inhibisyon zonlar1.

Deney No Nanolif Filtre Kodu Filtre Icerigi Gozlem Sonucu
1 PAN30 - Zon gozlemlenmedi.
2 PAN30_GOx - Zon gozlemlenmedi.
3 PAN30_GOx %0,5w/v Glukoz 1,9 cm ¢apinda zon.
4 PAN-GNP30 - Zon gozlemlenmedi.
5 PAN-GNP30_GOx - Zon gozlemlenmedi.
6 PAN-GNP30_GOx %0,5w/v Glukoz 2 ¢cm gapinda zon.

Inhibisyon zonlar1 bakteri ile birebir temas halinde nanolif malzemenin bakterisidal
bir etki olusturarak filtre cevresinde bakteri biiyiimesini engellemesi ile olugsmaktadir.
Glukoz, bakteri hiicrelerinin biiylimesi i¢in bir karbon kaynagi olarak veya GOx
baglanmis filtrede H2O; tiretimi igin bir substrat olarak kullanilabilir. T. S. Kim vd.
(2021) yaptigi ¢aligmada sivi ortamda glukozun oncelikli olarak H2O> Gretimi igin
kullanildigini raporlamistir (Kim vd., 2021).

Bu deney sonucuna goére glukoz (%0,5 wi/v) iceren PAN30_GOx ve PAN-
GNP30_GOx numunelerinin oldugu petrilerde siras1 ile 1,9 cm ve 2 cm inhibisyon
caplart 6l¢iilmiistiir. Bu sonuglar bakterinin immobilize enzim ve glukoz varliginda
birebir kontak durumunda olusturdugu bakterisidal etkiyi belirlemistir. Zon testi ile 6
farkli kosulda denenen nanolif filtreler iizerinde bakterinin GOx enzimi ile temasi
esnasinda glukoz varliginda inhibisyon zonu olusturabildigi, 24 saat siireli
inkiibasyonla anlasilmistir. Ayrica GNP eklentili nanolif ¢ap bakimindan daha biiyiik
bir inhibisyon zonu ile antibakteriyel etki bakimindan GNP eklentisi olmayan nanolife

gore daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Hu vd. (2010) calismasi, benzer sekilde bakteri yayilmis LB agara grafen bazli
kagitlar1 yerlestirip 37 °C derecede bir gece inkiibasyonundan sonra, grafen bazl
kagitlar iizerinde bakteri biiylimesine rastlamayarak antibakteriyel etkisini One
sirmiistiir. Grafen bazli kagitlarn SEM analizlerinde E.coli hiicre zarlarinin

biitiinliiglinii kaybettigini ve bakteri 6ldiirme etkisini dogrulamistir (Hu vd., 2010).

4.4.4 Bakteri kontakt testi sonuglar:

Filtrelere bakteri kontakt testi uygulandiginda elde edilen bakteri sayim sonuglari
Cizelge 4.11°de ve log giderimleri Sekil 4.4°te verilmistir.
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Cizelge 4.11 : Bakteri kontakt testi uygulanan filtrelerin zamana gore bakteri
sayim sonuglari.

PAN- PAN
Zaman PAN30_GOx PAN- GNP30_ .
(dak.) PAN30 PAN30_GOx +Glukoz GNP30 GNP30 GOX Birim
_GOx
+Glukoz

1 3,20E+06 2,50E+06 2,80E+06 1,80E+06 2,80E+06 3,30E+06 kob/mL
60 3,30E+06 1,50E+06 2,10E+06 1,30E+06 1,44E+06 1,40E+06 kob/mL
240  3,10E+06  2,00E+02 1,20E+06 1,40E+06 1,00E+02 3,00E+05 kob/mL
360 3,20E+06 0 1,60E+05 1,20E+06 0 8,40E+05  kob/mL
(Y1ikama soliisyonu bakteri konsantrasyonu: 4,17E+06 kob/mL)

Yikama soliisyonundaki baslangi¢ bakteri konsantrasyonu 4,17x10° kob/mL olarak
hesaplanmistir. Sonucglara goére PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx filtrelerinin
glukoz eklentisi olmadan basarili bir antibakteriyel etki ¢ikardiklari gorulmektedir.
PAN30 GOx ve PAN-GNP30 GOx filtrelerinin, baslangicta 10° olan bakteri
miktarlarmi 240. dakika itibari ile 102 seviyesine 4 log diisiirerek bir bakteri giderimi
(%99,998) verdigi belirlenmistir.

m PAN30 PAN30_GOx
PAN30_GOx + Glukoz B PAN-GNP30
B PAN-GNP30_GOx PAN-GNP30_GOx + Glukoz
8,00
7,00 T :[
6,00 -
£ 5,00 A
5 4,00 - 1
[sT4]
§°3,00 .
2,00 A
=L,
1,00 - = _
0,00 oo v o B e Dol - -
1 60 240 360

Zaman (dakika)

Sekil 4.4 : Bakteri kontakt testi uygulanan filtrelerin zamana gore bakteri log
giderim grafigi.
Birinci dakikada, giris bakteri konsantrasyonuyla uyumlu sekilde, tiim deney
tiplerinde 10° mertebesinde bakteri konsantrasyonu gézlemlenmektedir. 60. dakikada
tim deney tiiplerinde 10°® mertebesinde bakteri konsantrasyonu ayni kalmustir. 240.
dakikada PAN30_GOx ve PAN-GNP30 GOx filtreleri 4 logluk diisiis ile 6ne
cikmaktadir. 360. dakikada ise PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx filtrelerinde
bakteri gézlemlenmemistir. 360. dakikada glukoz eklentili PAN30_GOx ve PAN-
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GNP30_GOx filtrelerinde ise 1 logluk diisiis goriilmektedir. Enzim baglanmus filtreler,

enzim baglanmamis kontrollerine gore oldukca basarili sonug vermislerdir.

4.4.5 CLSM ile antibakteriyel etkinin tespiti sonuglari

Sekil 4.5‘te goriilen konfokal mikroskobundan elde edilen renklendirilmis
goriintiilerden Image Color Summarizer programi araciliiyla renk yiizde oranlari elde

edilmistir.

a) PAN30 0. dak  b) PAN30 30. dak  c) PAN30 60. dak

d) PAN30 120. dak  e) PAN30 180. dak
Sekil 4.5 : Renklendirilmis CLSM goriintiileri.

Renklerin yilizdesel oranlarina gore Cizelge 4.12°de filtre numunelerindeki canlilik
oranlar1 ifade edilmektedir. Yesil renkler canli bakterinin cogunlukta, kirmizi renkler

ise O0lU bakterilerin ¢ogunlukta oldugunu ifade etmektedir.

Cizelge 4.12 : Nanolif filtre numunelerinin CLSM goéruntulerine gore bakteri
canlilik sonuglari.

PAN-
Zaman PAN30_GOXx  PAN- PAN-
(dak)  TAN30 PAN30O_GOx " 1, GNP30  GNP30_GOX GT?&}(ESX

0
30
60

120

180

61%

45%

e e
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Numuneler birbirleri ile karsilastirildiginda PAN-GNP30_GOx nanolif filtresinde 60
dak. bekleme stiresi sonunda %9 ile kirmizi rengin ¢ogunlukla 6lii parametresine denk
geldigi goriilmektedir. 60. dakikada bir diger bakteri canliliginin az oldugu filtre %40
ile PAN-GNP30 olmustur. Enzim baglanmis filtreler, enzim baglanmamis

kontrollerine gore basarili sonuglar vermistir.

Canlilik oranlan dikkate alindiginda, antibakteriyellik etkisi bakimindan en basarili
filtre PAN-GNP30_GOx olmustur. Sirasiyla bu filtreden sonra PAN GNP30 ve
PAN30 GOx filtreleri antibakteriyel bir etki gostermislerlerdir.

4.4.6 Biyoaerosol tutunum ve antibakteriyel etkinlik testi (Akis hiicresi seti-2)

sonuclar

Gergek i¢ ortam havasinda bakteri ve diger biyolojik pargalar aerosol halinde insandan
insana veya havalandirma sistemlerine tasinmaktadir. Gergek i¢ ortam havasinda
olusan bu aeorosolleri taklit ederek, temsili bir bakteri kullanip nanolif filtrelerin
Uzerine gondererek filtrelerin antibakteriyel etkinligi test edilmistir. Nanolif filtrelerin
bakteri tutunumlarinin yani sira, zamana bagl antibakteriyellik etkileri incelenmistir.
GOx enzimi immobilize edilmis filtrelerin kontrolleri ve glukoz eklentisi ile
tasarlandig1 6 farkli numune belirli araliklarla tasidiklar1 canli bakteri konsantrasyonu

(kob/mL) bakimindan Cizelge 4.13“te ve log giderimleri Sekil 4.6°da verilmistir.

Cizelge 4.13 : Nanolif filtrelerin ger¢ek hava ortaminda bakteri tutunum verimleri
(akis hiicresi seti-2).

PAN-
Zaman PAN30_GOx PAN- PAN- .
@ak) PANSO PANSOGOX gikoz  GNP30  GNPso_Gox  CTIPo0-COX  Bim

1 6,0E+05 6,7E+05 2,5E+05 5,3E+05 2,5E+05 2,6E+05  kob/mL
60 2,4E+05 6,7E+04 16E+04 57E+05 1,4E+03 2,5E+04  kob/mL
120 4,0E+05 9,3E+04 15E+04 2,1E+05 2,1E+03 4 3E+03  kob/mL
240 4,0E+05 1,1E+04 0 5,6E+05 0 6,2E+03  kob/mL

360 2,6E+05 0 0 3,2E+05 0 0 kob/mL
(Y1ikama soliisyonundaki bakteri konsantrasyonu: 5,7E+06 kob/mL)

Yikama soliisyonundaki baslangi¢ bakteri konsantrasyonu 5,7x10® kob/mL olarak
hesaplanmistir. Akis hiicresi seti-2 sonuglarmna gore, birinci dakikada baslangica
oranla 1 logluk azalis, aerosol formunda filtreye muamale edilmis bakterinin, filtreden
bakteri salmimindan kaynaklanmis olabilir. 60. dakikada numunelerden PAN-
GNP30_GOx’un giren bakteri miktarina gore 3 log bakteri azaltimi yaptigi ve
antibakteriyel verimin %99,9’a yaklastig1 goriilmektedir. 240. Dakika itibariyle PAN-
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GNP30_GOx ve PAN30_GOx+Glukoz filtrelerinin canli bakteri sayisini neredeyse
sifira diistirdiigii goriilmektedir. Bu gibi sonuglar antibakteriyel etkinlik ytizdesi olarak
en yiiksek deger olarak kabul edilmektedir. Enzim baglanmig filtreler, enzim

baglanmamis kontrollerine gore basarili sonuglar gostermistir.

® PAN30 PAN30_GOx
PAN30_GOx + Glukoz = PAN-GNP30
8,00
7,00 -
I b gl
6,00 -
£
@ 5,00 -
©
[oT0]
& 4,00 -
—
3,00 - 1 . I
P I
2,00 - 1 .
I I
oo 111 1O LT L LT L
0,00 -
1 60 120 240 360

Zaman (dakika)

Sekil 4.6 : Nanolif filtrelerin gergek hava ortaminda bakteri log giderim grafigi
(akis hiicresi seti-2).

Ayrica filtrelerin ¢ikis kisminin toplandigi numune bdlgesindeki bakteri sayimlar
sonucunda ise neredeyse hi¢ bakteri aerosolil kagaginin olmadigi ve filtrelerin etkili

bir fiziksel tutunum yaptig1 da sdylenebilir.
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S. GENEL DEGERLENDIRME

- Basanlh bir filtre elde etmek igin optimum elektroegirme parametrelerinin
uygulanmasi 6nem arz etmektedir. Optimum sartlarda tretilen filtrelere antibakteriyel
etki kazandiracak GOx enziminin uygun yontem ile immobilizasyonu gereklidir. Bu
baglamda farkli teknikler denenenerek 6n karakterizasyon ¢alismalari yapilip PAN30
ve PAN-GNP30 filtrelerinin uygunluguna, ardindan Apetrei & Camurlu (2020)
makalesindeki c¢apraz baglama ile GOx enzim immobilizasyon teknigine karar
verilmistir. Antibakteriyellik testleri oncesi baz filtre olarak kullanilacak temel
filtrenin parametreleri belirlenip optimum kosullarda dretilmistir. ic ortam hava
filtrasyonunda kullanilmasi amaglanan nanolif filtrelerin SEM, FTIR, su buhan
gecirgenligi gibi karakterizasyonlari da yapiimistir.

- Antibakteriyel etki ilk olarak GOx enzimi bagh nanolif filtrelerde dinamik
kontakt kosullarda test edilmistir. Burada calkalamah bir ortamda sivi igerisinde
bakteri ve nanolif filtre etkilesime gegmistir. Ayr sartlarda 6 farkli deney tupunde
PAN30 ve PAN-GNP30 nanolif filtrelerin enzim baglanmis/baglanmamis, glukoz
eklenmis/eklenmemis formlar bilinen sayida bakteri ve glukoz olan tupler disinda
besleyici bir katkimin olmadigi sivi ortamlarda 24 saat boyunca izlenmistir. Nanolif
filtreler arasindan PAN-GNP30_GOx’un antibakteriyel etkisinin ikinci saatten itibaren
diger kosullardaki filtrelere gore 2 log azaltim (%98,13 bakteri giderimi) ile yiksek
giderim veriminde oldugu gérialmastir. ilerleyen siirede PAN-GNP30_GOx’tan alinan
numunede, kalan bakteri sayisina bakildiginda 24 saatlik 6lgim saresince
antibakteriyel etkinlik giderek artmis ve bakteri sayisini 4 log (%99,99 bakteri
giderimi) kadar azaltan yuksek bir bakteri giderimi vermistir.

- Bakterilerin GOx baglanmis nanolif filtre ile direkt kontagina dayali yapilan
testte, PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx numunelerinin glukoz varhginda
olusturdugu sirasiyla 1,9 cm ve 2 cm inhibisyon zonlar enzim baglanmis nanoliflerin
antibakteriyel etkisini destekleyen sonuglar vermistir.

- Bakteri kontakt testi ve akis hicresi seti-2 filtrelerin gergek ortamda bakteri ile

karsilasmasini simule eden deney duzenekleridir. Bakteri kontakt testinde enzim bagh
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filtrelerin, PAN30_GOx ve PAN-GNP30_GOx filtrelerinin glukoz eklentisi olmadan
basarili bir antibakteriyel etki ¢ikardiklar, baslangigta 10° olan bakteri miktarlarini
dordiincu saat itibari ile 10 seviyesine disirerek 4 log seviyesinde bir bakteri
giderimi (%99,998) verdigi belirlenmistir.

- CLSM analizinde gergek zamanh bakteri canhliginin azalisi 6li/canli bakteri
boyama yontemi ile degerlendirmis olup numuneler birbirleri ile karsilastirildiginda
PAN-GNP30_GOx nanofiber filtresinde 60 dak. bekleme siiresinde bakteri canhliginin
(%9) oldukca dustugtu gorulmektedir. Canhlik oranlarina dikkate alindiginda
antibakteriyellik etkisi bakimindan en basarih filtre PAN-GNP30 _GOx’tur. Bu
filtreden sonra sirasiyla PAN_GNP30 ve PAN30_GOx filtreleri antibakteriyel etki
gostermistir.

- Antibakteriyel nanolif ¢alismalarinin son basamagi olan akis hticresi seti-2
sonuglarina goére 60. dakika zaman numuneleri Kkarsilastirildiginda PAN-
GNP30_GOx’un 3 log kadar bakteri sayisini azalttigi ve antibakteriyel verimin %99,9'a
yaklastigi goralmektedir. PAN30_GOx+Glukoz ve PAN-GNP30 _GOx filtreleri
dordiinci saatten itibaren canli bakteri sayisini neredeyse sifira disurmastir. Gergek
hava kosullarini simiile etmesi planlanan bu deney, sonuglari bakimindan bakteri
kontakt testi ve konfokal analizi ile birbirlerini bunun yani sira tezin ¢ikis amacini da
destekleyici sonuglar igermektedir.

- PAN-GNP30_GOx filtrelerin antibakteriyel uygulamalarindaki avantajlari
GOx ve glukoz reaksiyonunun toksik etki yaratmadan bakterilerin gevre dostu bir
sekilde notralizasyonudur. Filtredeki GOx enziminin reaksiyona girip antibakteriyel
etki saglamasi icin gerekli olan oksijen i¢ ortam havasinda mevcuttur. Reaksiyon igin
gerekli olan bir diger madde glukoz, bakterinin nanoliflerde mekanik parcalanmasi ve
icerisindeki glukoz-6-fosfatin glukoneogenez yoluyla glukoza dénmesi ile ortamda var
olabilir. Hu vd., (2010) yaptigi calismada, GNP’nin E.coli’ye karsi gugli bir inhibisyon
kabiliyetinin oldugunu kanitlamis ve hicre batunliginan bozularak sitoplazlamalarin
disa aktigim gozlemlemistir. Ayrica, Park vd., (2013), nanoyapih ajanlarin kiiguk
pargacik boyutlar sayesinde hiicre zarlarindan penetrasyonu kolaylastirdigi ve hicre
ici stregleri etkileyerek antibakteriyel etki verdigini raporlamistir. Deney sonuglarinda
da GNP igerikli ve glukoz olmayan setlerde daha yiksek antibakteriyel etkinin

gozlemlenmesi bu fikirleri desteklemektedir. Gergek ortamda nanolif filtreye temas
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eden bakterileri simile etmesi amaciyla tasarlanan 'bakteri kontakt testi’'ve ‘akis
hiicresi seti-2’belli bazi farklar igeren ek bilgiler sunmaktadir. Baslangig bakteri sayimi
(birinci dakika) sonuglarina gore; biyoaerosol temelli akis hicresi seti-2’de, bakteri
kontakt testine gore bakterilerin 1 log kadar nanolif filtreye daha iyi penetre olduklari

goralmustir.

Sonu¢ olarak, nanolif yapili antibakteriyel hava filtreleri optimum kosullarda
tiretilmis, antibakteriyel 6zelligi ile i¢ ortam havasindan biyoaerosol giderimindeki
etkisi test edimistir. Uretilen nanoliflere uygulanan farkli antibakteriyellik deneyleri
birbirini destekleyici sonuglar vermis ve PAN-GNP30_GOXx filtresinin basarisini 6n
plana ¢ikarmistir. Bu ¢alisma kapsaminda biyoaerosol giderimi saglayan, nanolif

yapili, yenilik¢i antibakteriyel hava filtreleri iiretilip test edilmistir.
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