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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GRAFEN TABANLI MATERYALLERIN ANTiIMiKROBIYAL OZELLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI VE URETILEN HIPOTEZLERIN PAMUKLU KUMAS
UZERINDE DENENMESI

Merve KAS

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Sibel YIGITARSLAN

Bu tez ¢alismasinin temel materyali olan grafen, yiiksek iletkenlige sahip, bilinen
en ince ve dayanikli materyal olmasi gibi 6zellikleriyle 6zellikle Biyoteknoloji
alaninda bir¢cok c¢alismaya konu olmaktadir. Bu alanda tercih edilen
materyallerde aranan temel o6zelliklerden biri ise antimikrobiyal o6zelliktir.
Literatiirdeki calismalardan bazilar1 grafen ve grafen oksitin bulundugu ortamda
mikroorganizma tremesi goriilmesine karsin iyi bir antimikrobiyal 6zellikte
oldugunu savunurken, bazi ¢alismalarda ise antimikrobiyal 6zelliginin olmadigi
acikca belirtilmistir. Bu nedenle, tez ¢alismasinda grafen oksit, indirgenmis
grafen oksit, kat1 grafen yiizeyleri ve grafen igerikli %100 pamuklu kumasg
varliginda mikroorganizma biiylimesinin incelenmesi ve bu materyallerin
antimikrobiyal 6zelliginin irdelenmesi amag¢lanmistir. Bu dogrultuda, alt1 farkh
derisimdeki (5-400 pg GO/mL) grafen oksit ¢ozeltileri ve indirgenmis grafen
oksit iceren sivi ortamlarda, bes farkl 6zellikteki mikroorganizmanin biliyiimesi
spektrofotometrik olarak takip edilmistir. Aym siireclerde alinan 6rnekler kati
ortamda ¢ogaltilip koloni sayma cihaziyla analizlenerek de mikroorganizma
sayis1 belirlenmistir. Calismada, patojen olmayan gram negatif bakteri sinifini
temsilen Escherichia coli Nissle 1917, patojen gram negatif bakterileri tiirlerini
temsilen Escherichia coli, gram pozitif ve patojen 0zellikte olan bakteriler icin
Clostridium dificille, gram pozitif patojen olmayan bakteriler icin Candida krusei
secilmistir. Her mikroorganizma, deneylerde kullanilmadan 6nce kendine 6zgi
besiyerlerinde aktif hale getirilmistir. Incelenen biitiin grafen oksit derisimlerine
sahip sivi ortamlarda mikroorganizma tiiriine bagh olmaksizin standart biiytime
egrisinin olustugu tespit edilmistir. Ancak grafen oksit partikiillerinin
mikroorganizma ¢esidine bagh olarak lag, log, duragan ve 6liim fazlarinin hem
siire hem de olusumlarinda farkliliklar yarattigr gézlemlenlenmistir. Ortamda
olusan mikroorganizma sayilarinda azalmayla birlestirildiginde bu durumun
grafen oksitin mikroorganizmalarin ikincil metabolik yollarinda rol oynayan
enzimlerini etkileyebilmesinden kaynaklandig1 éngoriilmiistiir. Siilfirik asit ile
asindirilmis-piiriizlendirilmis grafen tabakalar: lizerine mikroorganizmaya has
kat1 besiyeri ve aktiflestirilmis mikroorganizma ekilerek yapilan kati ortam
deneyleri  sonucunda, materyalin kendi hidrofobisitesi  nedeniyle
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mikroorganizmalarin ylizeye tutunamadiglt ve pilrizli ylzeylere c¢arpan
mikroorganizmalarin hiicre bitinligini koruyamadigr belirlenmistir. Her
hidrofobik veya piriizli materyalin antimikrobiyal olmadig1 gerceginden yola
cikarak grafen oksit emdirilmis kumas yiizeyler sivi besiyeri icerisine daldirilarak
mikroorganizmalarin biiylime miktarlar: incelenmistir. Bu deneyler sonucunda
da kumasa yakin yerlerde kat1 yiizey bulgularinin, sivi bolgelerde ise daha dnce
sivi ortamlarda elde edeilen bulgularin tekrarlandigi goriilmustiir. Dolayisyla,
grafen oksit ve grafen materyallerinin antimikrobiyal o6zelliginin olmadig:
sonucuna varilmistir. Bu bulguyu dogrulamak adina ti¢ parametreli iig-seviyeli
Box-Behnken deney dizayn1 kullanilarak ¢oklu optimizasyon teknigiyle
mikroorganizma tiirti, grafen igerikli kumas boyutu ve grafen oksit derisiminin
mikroorganizma biiytimesi tizerindeki tekli ve ¢coklu etkileri analizlenmistir. Tiim
istatistiksel ve fiziksel uygunluk testleri uygulandiktan sonra elde edilen
kuadratik model fonksiyonuyla parametrelerin tli¢-boyutlu ytlizey grafikleri
bilgisayar programiyla ¢izdirilmistir. Kumas boyutu ve grafen oksit derisimi ne
olursa olsun mikroorganizma biiyiimesinin gerc¢eklestigi, mikrobiyal biiylimenin
sadece ortamda mevcut olan besinin kullanim hizindan dolayr mikroorganizma
cesitliligine bagh oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla, ortamda grafen oksitin
siviya dagilmis veya katiya emdirilmis halde eklenmesinin mikrobiyal biiylime
tizerinde etkisiz oldugu bir kez daha kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Grafen, grafen oksit, indirgenmis grafen oksit,
antimikrobiyal 6zellik, optimizasyon, Box-Behnken dizayn.

2019, 97 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF GRAPHENE BASED
MATERIALS AND TESTING OF HYPOTHESIS PRODUCED ON COTTON

Merve KAS

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Sibel YIGITARSLAN

Graphene, which was the basic material of this thesis, is the subject of many
studies especially in the field of Biotechnology with its features such as being the
finest and durable material with high conductivity. Antimicrobial property is one
of the basic properties of the materials preferred in this field. While some of the
studies in the literature claim that it has good antimicrobial properties despite
the growth of microorganisms being reported in the presence of graphene and
graphene oxide, some studies have clearly stated that they do not have
antimicrobial properties. Therefore, in this thesis, it is aimed to investigate the
growth of microorganisms in the presence of graphene oxide, reduced graphene
oxide, solid graphene surfaces and 100% cotton fabric containing graphene and
to investigate the antimicrobial properties of these materials. Accordingly, the
growth of five different microorganisms was monitored spectrophotometrically
in liquid media containing reduced graphene oxide, and graphene oxide solutions
of six different concentrations (5-400 GOg / mL). The number of microorganisms
were determined by colony counter by taking the samples at the same time and
growing them in a solid medium. In the study, Escherichia coli Nissle 1917
representing the non-pathogenic gram negative bacteria class, Escherichia coli
representing the species of gram negative bacteria, Clostridium dificille for gram
positive and pathogenic bacteria, Candida krusei for gram positive non-
pathogenic bacteria were selected. Each microorganism was activated on its own
media before being used in the experiments. Regardless of microorganism type,
standard growth curves formation was determined in liquid media containing all
graphene oxide concentrations examined. However, it has been observed that the
lag, log, stationary and death phases of graphene oxide particles create
differences in both duration and formation depending on the microorganism
type. When combined with reduction in the number of microorganisms formed
in the environment, it is predicted that this is due to the fact that graphene oxide
can affect the enzymes involved in the secondary metabolic pathways of the
microorganisms. As a result of solid media experiments containing activated
microorganisms on the graphene layers etched with sulfuric acid, it was
determined that the microorganism did not capable of holding onto the surface
due to materials hydrophobicity, and that microorganisms hitting the rough
surfaces did not capable of protecting the cell integrities. Based on the fact that



not every hydrophobic or rough material is antimicrobial, the growth amounts of
microorganisms were investigated in liquid medium in which the fabric surfaces
impregnated with graphene oxide was immersed. As a result of these
experiments, it was observed that the solid surface findings were found as same
as those obtained at near the fabric, and the findings obtained in the liquid areas
were repeated as those observed previously in the liquid regions. Therefore, it
was concluded that graphene oxide and graphene materials had no antimicrobial
properties. In order to confirm this finding, single and multiple effects of
microorganism type, graphene containing fabric size, and graphene oxide
concentration on microorganism growth were analyzed by using multiple
optimization technique with three-parameter three-level Box-Behnken
experimental design. After performing all statistical and physical fitness tests,
three-dimensional surface graphs of the parameters were drawn by computer
program with the quadratic model function. Regardless of fabric size and
graphene oxide concentration, it was determined that microorganism growth
occurs and microbial growth depends only on the variety of microorganisms due
to the speed of use of nutrients present in the medium. Thus, it was proven once
again, that the presence of graphene oxide in the medium as dispersed in liquid
or as impregnated into the solid was to be ineffective on microbial growth.

Keywords: Graphene, graphene oxide, reduced graphene oxide, antimicrobial
properties, optimization, Box-Behnken design.

2019, 97 pages
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1. GIRiS

1.1. Karbon

Yasamin yapitaslarindan biri olan karbon atomu yer kabugunun yaklasik
%0,2’sini olusturan 6nemli 6zelliklere sahip bir elementtir. Periyodik tabloda IV-
A grubunda yer alan elementlerin icerisinde en diisiik atom numarasina sahip (6)
bir ametal olan karbonun diger 6zellikleri Cizelge 1.1’de verilmistir. Karbonun
rengi dogada bulundugu bicime gore degismektedir; elmas bi¢cimindeki karbon
seffaf (elmas beyazi) ve asir1 sert olarak bilinirken, grafit biciminde bulunan

karbon yumusak dokuda ve siyah opak renktedir (Dresselhaus, 2001).

Cizelge 1.1. Karbon atomunun 6zellikleri (wikipedia, 2019)

Sembol C

Periyot, Grup 2.Periyot, 4A grubu
Simif Ametal
Atom numarasi 6

Atom Kkiitlesi (g/gmol) 12,01

Renk Siyah (grafit), Renksiz (Elmas)
Kristal yapi Kiibik
Erime noktasi (°C) 4027-4427
Kaynama noktasi (°C) 3727

Hal (25°C, 1 atm) Kati
Yiikseltgenme derecesi -4, +2, +4
Elektron dagilimi 1s2 252 2p?

Elementel formda karbon dort adet degerlik elektronu tasimaktadir. Bu dort
degerlik elektronun ikisi 2s orbitalini doldururken diger iki elektronu 2p
orbitallerinin icerisinde dagilmis halde bulunmaktadir (Sekil 1.1). Karbon
atomunda bulunan elektronlarin orbitallere yerlestirilmesini gosteren Sekil.1
incelendiginde, karbondaki iist 2p enerji seviyeleri ve diisiik 2s enerji seviyeleri
arasindaki enerji  farki, kimyasal baglarin baglanma enerjisiyle
karsilastirildiginda ¢ok kiiciik kalmasi sebebiyle, bu elektronlarin elektronik
dalga fonksiyonlar1 birbirleriyle kolayca karisabilmektedir (Mildred ve
Dresselhaus, 2001). Karbonun 2s orbitalinde bulunan elektron, 2p orbitaline
sigrayabildigi icin karbon dort bag yapabilmekte, dolayisiyla dogada fazla sayida
karbon bilesigi goriilmektedir. Yani kristal fazda degerlik elektronlari, karbon
tirevli malzemelerde kovalent bag olusturmada 6nemli olan 2s, 2px, 2py ve 2pz

1



orbitallerine neden olmaktadir. Kimyada, 2s ve 2p orbitalleri arasinda
gerceklesen bu etkilesimler bir baska degisle orbitallerin karisimi hibridlesme,
tek bir 2s elektronun 2p orbitali elektronu ile karistirilmasi da sp® (n=1,2 veya 3)
hibritlesmesi olarak adlandirilmaktadir (Wong ve Akinwande, 2011; Mildred ve
Dresselhaus, 2001). Sekil 1.1'de sp? hibritlesmesi goriilmektedir.

LT

1s 2s 2p, 2p, 2p,

Sekil 1.1. Elementel karbon atomunun orbitalleri

sp™ hibritlesmesindeki cesitlilik, karbonun ¢ok aktif hale gelmesi ve farkli bilesik,
kristal ve allotroplarinin tliretilmesinde énemli rol oynamaktadir. Allotropi bir
elementin uzayda farkl sekillerde dizilmesiyle olusan yapiya verilen isimdir. Bir
elementin allotropu, elementin orijinal hali ile ayni kimyasal 6zellikleri tasidigi
halde fiziksel 6zellikleri farklidir. Karbon atomunun elektronlari arasinda olusan
hibridizasyon goz oniinde bulunduruldugunda dogada bir¢cok karbon allotrobu
bulunmaktadir. Sekil 1.2."de dogal ve yapay olmak tizere karbonun en 6nemli dort
allotropu ve bu allotroplarin fiziksel yapilar: verilmistir. Elmas, grafit ve fulleren
saf karbondan olusan yapilar olmasina ragmen amorf karbon (aktif karbon) farkli
elementleri de icermektedir. Elmas ve grafit dogada gozlemlenebilir karbon

allotroplari iken fulleren ve amorf karbon iiretilerek elde edilmektedir.



KARBON

Fullerenler Amorf

Sekil 1.2. Karbon atomunun baslica allotroplar:

Karbonun faz diyagrami (Sekil 1.3), 1960 yilinda elmasin tarihsel sentezini
yonlendirmistir (Bundy vd., 1996). Faz diagram1 incelendiginde sp? bag1 yapmis
grafit normal ortam kosullar1 altinda karbonun temel haliyken, ytliksek sicaklik ve
basingta ise karbonun fazi, sp3 bagi yapmis kiip elmasa dontismektedir. Kesintisiz
cizgilerin denge fazinin sinirlarini ifade ettigi faz diyagraminda A noktasi, elmasin
grafitten kataliz yardimiyla ticari sentezinin, B noktasi hizli kat1 fazdaki grafit ile
elmas sentezinin, C noktasi elmasin grafite hizli donlisimiiniin, D noktasi
hekzoganal elmas sentezinin, F noktas1 kiibik elmas tiretimi i¢in sikistirilan
grafitin kosullarini, B-F-G noktalar1 kiibik elmas sentezi icin grafitin ya da
hekzagonal elmasin kosullarini, H-I-] noktalar sikistirilmis grafitin elmas benzeri
ozellikler kazandig1 fakat basing diistiriildiiglinde grafite geri doniistiigi kosullari
ifade etmektedir. Faz diagraminin diger alanlar ise altigen elmas (Kasatochkin,
vd., 1973; Whittaker, vd., 1985) ve sivi karbon i¢in stabilite arakliklarini
gostermektedir (Dresselhaus ve Steinbeck, 1988). Elmasin sentezinden sonra
yeni karbon formlarina ilgi duyulmaya baslanmistir (Bundy, 1985). Diyagram
genel olarak degerlendirildiginde, sp? hibritlesmesinden sp3 hibritlesmesine

gecmek icin, yiiksek basincin gerektigini gostermektedir.
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Sekil 1.3. Karbonun faz diyagrami (Bundy, vd., 1996)
1.1.1. Elmas

Elmas ametal o6zellik gosteren karbonun yiiksek basin¢cta ve sicaklikta
sikiltirilmasi sonucu olusan kiibik bir allotropudur. Elmasin 6, 8 ve 12 yizli
kristal yapilar1 da bulunmaktadir (Sekil 1.4). Bu yapilarin rengi beyaz,
kahverengi, siyah ya da renksiz olabilmektedir. Elmasta karbon atomlar sp3
hibritlesmesi yaparak tetrahedral bir diizen olusturur. Karbon atomlan
arasindaki baglar ¢ok kuvvetlidir. Bu nedenle cok sert ve kararli bir yapiya
sahiptir ve oda sicakliginda hicbir madde etki etmez. Elmasin sertligi
mineralojide materyallerin sertligini belirtmek iizere kullanilan mohs sertlik

gostergesinde en ylksek deger olan 10 ile ifade edilmektedir (Burchell, 1999).

Sekil 1.4. Elmasin kristal yapis1 (Burchell, 1999)



Yogunlugu yaklasik 3,5gr/cm? olan elmasin atmosferik kosullarda erime noktasi
3547°C’dir, havada 850°C’de tutusur ancak vakum ortaminda 1500°C’de grafite
dontsir (Sekil 1.3). Elmas hic¢ serbest elektron tasimadigindan elektrik akimini
iletemez, fakat baglarinin kuvvetli olmasi onu ¢ok iyi bir 1s1 iletkeni yapmaktadir.
Elmasin 15181 kirma indisi ¢ok ytiksektir, bu 6zelligi nedeniyle degerli bir ziynet

esyasidir.

1.1.2. Fulleren

En kiiciik formu 60 karbondan olusan, en az 12 besgen ve 20 altigen igeren bu
yapi, kiiresel, silindirik veya halkasal goriintime sahiptir (Sekil 1.5). Kroto ve
Smalley (Kroto vd., 1985) tarafindan kesfedilen kapali kafes karbon molekiilleri
ailesine, R. Buckminster Fuller'in (Buckminster Fuller, 1984) tasarladigi
kubbelere benzemesinden dolayr “BuckminsterFulleren” ismi verilmistir.
Deneysel olarak ilk kez 1985 yilinda, lazerle indirgenmis grafitin kiitle
spektrumunda, stabil bir molekiil olan 60 karbonlu fulleren yapisi analizlenmistir

(Kroto vd., 1985).

Sekil 1.5. Fulleren yapis1 a)60 Karbonlu, b) 70 Karbonlu

Fullerenin, grafite benzeyen bag kararliligi nedeniyle reaktif bir madde

olmamakla birlikte bir¢ok ¢6ziicli icerisinde ¢ozlinmez.



1.1.3. Amorf Karbon

Amorf yapi, belirli bir kristal yapisi olmayan yani atomlarin serbest dagilimda
yerlestigi yapilara verilen isimdir. Bu yapiy1 olusturan karbon atomlar: Sekil 6.’da
gosterildigi gibi belirli bir diizende dizilmemislerdir. Bir diger ismi aktif karbon

(AC) olan bu allotrop yaygin olarak adsorpsiyon isleminde kullanilmaktadir.

Sekil 1.6. Amorf karbon gorinimi

Kokusuz ve siyah toz formunda olan aktif karbonun molekil agirhigi 12,011
g/gmol ve erime noktas1 3500 °C, kaynama noktasi1 4000 °C den ytiksektir. CAS No
7440-44-0 olan AC spesifikasyonlarina géore metan adsorpsiyonu ile o6lc¢iilen
toplam ytizey alan1 yaklasik 1150 mg?/g ‘dir (Anonim, 2018). Aktif karbonun
bilesiminde %87-97 oranlarinda karbon bulunmaktadir. Geriye kalan ytizdelik
kismi ise azot, oksijen, hidojen ve kiikiirt gibi elementler olusturabilmektedir
(Thcoboglanous, 1991). AC iiretimi i¢in kullanilan baslica hammaddeler tahta,
komiir, petrol atiklari, kemik ve linyit olarak siralanmaktadir. Bu hammaddeler
karbondioksitin (COz), karbonmonoksitin (CO), havanin ve su buharinin temelini
olusturdugu bir atmosferde yaklasik 300 °C ile 1100 °C sicakliklar arasinda
aktiflestirilir ve sogutma islemi uygulandiktan, gerekli saflastirma islemleri
yapildiktan sonra kullanima hazir hale getirilmektedir (Sengiil ve Kiiglikgiil,
2001). Ticari olarak kullanilan aktif karbonun ii¢ ¢esidi vardir. Graniiler Aktif
Karbon (GAC), 0,2-5 mm boyutlara sahip olan siv1 ve gaz faz uygulamalarinda
kullanilan tiirdiir. Toz Aktif Karbon (PAC) ise 0,18 mm’ den kii¢iik AC ¢esididir ve
GAC gibi hem sivi hem de gaz fazindaki uygulamalarda kullanilir. Pellet Aktif
Karbon (Pellet AC) cesidi ise 0,8-5 mm boyutlarda tretilir ve sadece gaz fazi



uygulamalarinda kullanilmaktadir (Kigtikgiil, 2004). Aktif karbonun kullanim
alanlarini etkileyen en 6nemli 6zelligi genis yiizey alanidir. Bir gram AC, 1000 m?
ylzey alanina sahiptir (Norit, 1983; Morgan ve Fink, 1989). Aktif karbonun
biiyiik kristal formu ve genis i¢ gozenek yapisi, genis i¢ yiizey alanini olusturur
(Sekil 1.6). Hammaddelerin kolay temin edilmesi, tiretiminin ucuz olmasi ve genis
yluzey alanina sahip olmasi nedeniyle AC adsorpsiyon islemlerinde kullanilan

meshur bir adsorbenttir.

1.1.4. Grafit

Grafit elmas ve aktif karbonla karsilastirildiginda olduk¢a yumusak bir yapidadir.
Biikiilme 6zelligine sahip olan grafitin sertligi 1 mohs, yogunlugu 2 g/cm3’tir.
Oksijenli ortamda 600-670°C’de yanan grafitin erime sicaklign 3927°C'dir
(Cuhadaroglu, Kara, 2018).

sp? hibritlesmesine sahip karbon atomlarindan olusan ve $ekil 1.7’de grafitin
ideal kristal yapis1 verilmektedir. Grafitin i¢ dizayni incelendiginde karbon
atomlarinin her katmanda birim hiicre basina iki atom iceren, agik bir petek
agiin diizenlendigi A ve B etiketlerinden olustugu belirlenmistir. Bu etiket
yapisinin “ABAB” sekildinde iist liste diizenmesiyle elde edilen tiirtine Bernal

istifleme diizenlenmesi denmektedir (Dresselhaus vd., 2001).

Sekil 1.7. Grafitin kristal yapisi



Grafit yapisinda ayni diizlem icerisindeki karbon atomlarinin birbirine baglandigi
kovalent baglar1 kuvvetlidir, fakat diizlemler arasindaki Van der waals baglar

zayiftir. Bu zayiflik sebebiyle katmanlar birbirlerinden kolayca ayrilabilmektedir.

2004 yi1linda Novoselov ve arkadaslari tarafndan grafit tizerine yapilan bir deney
sirasinda, bu katmanlar arasindaki zayif bag nedeniyle karbonun bir tiirevi olan
yeni bir materyalin kesfi saglanmistir. Grafit tabakalarini ayirdiklarini ve tek bir
tabaka elde ettiklerini fark eden arastirma ekibi karbonun bu formuna Grafen

adin1 vermistir (Novoselov, vd., 2004).
1.2. Grafen

Ik kez 2004 yilinda Ingiltere’de laboratuvar kosullarinda grafitten izole edilen
grafen, sp? hibritlesmesine sahip karbon atomlarinin diizlemsel tek tabaka
halinde dizilmesiyle olusan yapiya verilen isimdir (Sekil 1.8). Grafende karbon
atomlar1 ¢ok siki bir sekilde dizilmistir, bu dizilimin icerisinden en kii¢iik atom
olan Helyum atomunun dahi gecemedigi gorilmistir (Cuhadarogullar, vd.,

2018).

Sekil 1.8. Grafenin molekiiler yapisi

Grafenin i¢ yapisi incelendiginde C-C baginin uzunlugu yaklasik olarak 1,42 °A
iken grafen tabakalarinin Ustiiste gelmesiyle olusan grafitin, tabakalar arasi
uzaklig1 3,35 °A olarak él¢iilmiistiir (Novoselov vd., 2004). iki boyutlu yapilarin
¢ok ender orneklerinden birisi olan karbonun bu formu, 1s ve 2p orbitallerinin
birlesimi ile 120 °C ag¢il1 sp2 hibritlesmesi olustururken acgikta kalan p: orbitalleri

grafen malzemesine 6nemli 6zellikler kazandirmaktadir.



Grafenin en ¢ok dikkat ¢ceken 6zellikleri; 0,345 nm kalinligiyla bu zamana kadar
Olctilebilinen “en ince” madde, karbonun “en aktif” formu, Olgiilebilen “en
dayanikli” malzeme (ki elmastan daha sert ve ¢elikten yaklasik 200 kat daha
dayanikli), bakirdan bir milyon kat daha iletken olmasiyla bilinen “en iyi iletken”
tinvanlarini elde etmistir (Tiyek vd., 2016). Grafen, 2630 m?/g ile yiiksek ylizey
alanina (Zhu vd., 2010), 1100 GPa ile yiiksek mekanik dayanikliliga (An vd.,
2011), 1738 siemens/m ile miikemmel iletkenlige sahip (Weiss vd., 2012), 5000
W.K/ma ile iyi bir 1s1iletkenidir (Balandin vd., 2008). Cizelge 1.2'de verilen bilgiler
dogrultusunda grafen, karbonun diger allotroplari ile karsilastirildiginda Yiizey
alani, termal iletkenlik, hareketlilik gibi bir¢ok alanlarda onlardan tstiin oldugu
gorilmiistiir (Choi vd., 2012). Grafenin sahip oldugu essiz mekanik ve elektronik

ozellikleriyle bircok calismaya konu olmaya devam etmektedir.

Cizelge 1.2. Karbonun bazi allotroplarinin fiziksel 6zellikleri (Choi vd., 2012)

Ozellik Grafen Karbon Nanotiip Grafit Fulleren
Yiizey alami 2630 1315 10 5
(m?/g)
Termal >3000 (¢ok duvarh
iletkenlik 5000 KNT) 3000 0,4
(W/m.K)
Hareketlilik | 15000
(cm2/Vs) SiO
lizerinde 100000 13000 0,56
200.000
serbest
halde
Young
modiilii 1 0,64 1,06 0,01
(TPa)




1.2.1. Grafen Cesitleri

Grafitin farkli islemlere maruz birakilmasiyla olusturulan baslica grafen cesitleri;

grafen oksit ve indirgenmis grafen olarak ikiye ayrilmaktadir.

1.2.1.1. Grafen Oksit

Grafitin giliclii oksitleyici ajanlar kullanilarak yilikseltgenmesiyle, sadece

tabakalarin birbirinden ayrilmasiyla olusan grafit yapidaki formudur (Sekil 1.9).

Grafen Grafen Oksit

Sekil 1.9. Grafen ve grafen oksitin yapisi

Kimyasal yontemde, grafite oksidasyon islemi ile fonksiyonel gruplar
kazandirilmakta ve bdylece hidrofilik o6zellikli grafit oksit (GO)
sentezlenmektedir (Tiyek, vd., 2016). Bu ozellik, grafit oksidin, sonikasyon
kullanilarak su icinde dokiilmesini saglar, Grafit oksit ve grafen oksit arasindaki
temel fark, katman sayisidir. Grafit oksit; bir grafen oksit dispersiyonunda ¢ok
katmanlhi bir sistemdir. Grafen oksidin avantajlarindan biri, oksijen
fonksiyonelliginin varligindan dolay1 su ve diger organik ¢oziiciilerde ve ayrica
farkli matrislerde kolay dagilabilirligidir. Elektrik iletkenligi acisindan grafen
oksit, sp? yapistirma aglarinin bozulmasi nedeniyle, yalitkan bir madde olarak

tanimlanmaktadir.

1.2.1.2. Indirgenmis grafen oksit

indirgenmis Grafen Oksit (r-GO) (Sekil 1.10); grafen oksitin hidrazin hidratin
(N2H4H20), sodyum bor hidriir (NaBH4) ve formaldehit gibi ¢esitli kimyasallarla

indirgenme reaksiyonu sonucunda elde edilmektedir (Mindivan, 2019). Hidrazin
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hidrat tehlikeli, kararsiz bir madde olup 6zellikle polimerlerin m-m sistemlerine
oldukga zarar veren gii¢lii bir indirgeyicidir (Liu, vd., 2013). Yalitkan olan grafen
oksitin elektriksel iletkenligin geri kazanilmasi i¢in, oksijen gruplarinin
azaltilmasi saglanmalidir. Bu sayede elde edilen indirgenmis grafen oksitin

iletkenligi grafen oksite gore daha fazladir.

g g g e i e e ey ol
S S i = 3 LY — d. A - - - - i 4 - IIII

no @ A on

GO RGO

Sekil 1.10. Grafen oksit ve indirgenmis grafen oksit yapis1 (Wang vd., 2013)
1.2.2. Grafen tliretim yontemleri

Literatiirde grafenin {retim yoéntemleri temel olarak ii¢ bashk altinda
yogunlasmaktadir (Park ve Ruoff, 2009). Bunlar; kimyasal buhar biriktirme
yontemi (Reina vd., 2009), grafen oksitin indirgenmesi (Park ve Ruoff, 2009),
mikromekaniksel olarak grafitin tabakalarinin ayrilmasi (Eksfoliasyon)

(Novoselov vd., 2004) olarak siralanabilir.

1.2.2.1. Kimyasal buhar biriktirme yontemi

Yontem Sekil 1.11'de gosterildigi ilizere gecgis metalleri lizerine buhar fazinda
diisiik molekiil agirlikl hidrokarbon gazinin iginde bulunan karbon atomlarinin
biriktirilmesi ve ardindan ayirici bir ajan ile ylizeyden alinmasi olarak

tanimlanmaktadir (Obraztsov, 2009).
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Karbon iceren gaz Karbon cokeltil

eri

Kimyasal ayirma

abakasz1

Grafen

-

Sekil 1.11. Kimyasal buhar biriktirme yontemi ile grafen tiretimi (Bedeloglu ve
Tas, 2016)
Nikel filmler Ar ve H2 gazlarindan olusan atmosferde, 900-1000 °C sicakliklarda
tavlandiktan sonra Hz /CH4 karisimi ile etkilesime maruz birakilir (Sekil 13)
(Bedeloglu ve Tas, 2016). Bu adimda karbon atomlar1 hidrokarbondan ayrilarak
nikel film lizerine yapisarak kati bir ¢okelti olusturur. Bu ¢okeltinin argon gazi
icerisinde sogutulmasiyla karbon atomlari nikel-karbon ara yiizeyinden ayrilarak
nikel filmin tizerinde grafen tabakalar1 olusturur (Zhang vd., 2012). Kimyasal
buhar biriktirme ydnteminde gecis metali olarak ilk kez Nikel tabakalarini
kullanilmistir fakat glinlimiizde nikel yerine iridyum (Coraux vd. 2008) ve
paladyum (Kwon vd., 2009) tlzerine ¢alismalar da mevcuttur. Kimyasal buhar
biriktirme (CVD) yontemi, ucuz ve verimli olmasi agisindan grafen iiretiminde en
cok tercih edilen yontemdir (Mattevi, vd., 2011). Bu yontem kusursuz grafen

tabakalar1 tiretmek i¢in kabul edilen bir yontemdir.

1.2.2.2. Grafen oksitin indirgenmesi

Gorsel olarak grafen oksitin indirgenmesiyle oksijen gruplarinin uzaklastirilmasi
kahverengiden siyah renge dogru bir degisime neden olur. Bir baska degisle
cozeltinin rengindeki degisim oksijenin azaltilmasinin ve yapilan indirgenme
isleminin verimini géstermektedir (Chua, Pumera, 2014). ilk olarak, ingiliz bilim
insan1 Brodie 1859 yilinda yaptig1 deneyde, grafit tozunun tizerine derisik nitrik
asit (%95-98) ve 11-16 gram potasyum klorat eklemistir. Deney sonucunda aldigi

olciimde grafitin toplam agirliginin arttigini tespit etmistir. Bu artisin sebebini
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arastirmak icin elde ettigi malzemeyi karakterize ettiginde grafitin deney
sonucunda yaklasik %38’inin oksijen, %2’si kadar hidrojen ve kalan %60’1nin
karbon oldugunu tespit etmis ve bu yiizdeleri 6nceki %96 karbon icerigine sahip
ilk deney sonuglariyla Kkarsilastirdiginda grafitin oksitlendigi bulgusuna
ulasmistir (Brodie, 1859).

Grafen oksit liretimi lizerine yapilan calismalardan birisinde de Hummers ve
Offeman grafitin oksitlenmesi icin Brodie’den farkli bir yol izlemislerdir.
Kullandiklar1 metotta oksitlenmeyi potayum permanganat (%99.9) ve derisik
siilfirik asit (%98) ile saglamislardir. Hummers ve arkadaslarinin yaptigi deneyde
kullanilan kimyasallar1 daha ¢evreci bir hale getirmek icin, 2013 yilinda Chen ve
arkadaslarn derisik siilfirik asit yerine silfiirik asit/fosforik asit karisimini
kullanmislardir ve bu sayede giintimiizde hala kullanilmakta olan gelistirilmis
Hummers metodunu ortaya ¢ikarmiglardir (J. Chen 2013; Dreyer vd., 2010).
Kimyasal indirgenme yontemlerinde kullanilan metodlara bagh olarak
indirgeyici ajanlar farkliik gostermektedir. Baslica kullanilan indirgeyici
ajanlardan birisi olan borhidridler ilk kez 2008 yilinda kullanilmistir. Yapilan
calismada altin  nanopartikiillerin  grafen/oktadesilamin  kompleksine
adsorpsiyonunu c¢alisilmistir (Chua ve Pumera, 2014). Yapilan bir diger
calismada U¢ adimli sentez tasarlanmistir ve sentezin ilk adiminda sodyum
borhidrid kullanilarak indirgenme reaksiyonu olusturulmustur. Tim adimlar
tamamlandiginda stlfone edilmis grafen elde edilmistir (Si ve Samulski, 2008).
Bir diger ajan olan hidrazinler, 2007 yilinda Ruoff ve ¢alisma ekibi tarafindan
kullanilan hidrazin hidrat ile grafen oksiti indirgemislerdir (Bedeloglu ve Tas,
2016). Yogunlukla kullanilan diger ajanlar ise siilfiir iceren indirgeyici ajanlar
(Chen ve Bangal, 2010) ve aliminyumhidridler (Ambrosi vd. 2012) olarak

siralanmaktadir.

1.2.2.3. Epitaksiyel biiyiitme

Bu yontemde biiylitme sartlarina bagh olarak siliisyum karbiir (SiC) tabakasi
yaklasik 2000°Cye kadar 1sitilir. Bu 1sitma sonucu tabakanin ulastig sicaklikta
silisyumun desorpsiyonu baslar ve silisyum karbon atomlarindan ayrilir. Geride
kalan karbon atomlari monokristal ince film seklinde (epitaksiyel olarak) bir

araya gelerek grafeni olustururlar (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. Epitaksiyel Grafen biiylitme yontemi (Tas ve Bedeloglu, 2016)

Karbon kaynag, SiC tabakasi oldugundan dolay1 yeni katmanlar iiretilen ilk
katmanin altinda ¢oklu olarak olusur. Bunun sonucunda da SiC tabakasinin

kalinligina bagl olarak grafenler elde edilir.

1.2.2.4. Grafen iiretim yontemlerinin karsilastirilmasi

Grafen Uretiminin yontemlerinin bazilarinin, baslangi¢ malzemesine ve tretim
yontemine gore avantajlari Cizelge 3’te dezavantajlari Cizelge 4’de verilmistir.
SiC lizerinde sentezin en biiylik dezavantaji; ilk grafen katmanlar1 olustuktan
sonra desorbe olan silisyumun kacis yolu bulamamasi nedeniyle tabakaya
yapismasl, dolayisiyla da grafen katman biiylimesinin sonlanmasina neden
olmasidir (Bedeloglu ve Tas, 2016).

Termal tavlama yonteminin kullanilmasi hem indirgenmeyi hem de
eksfoliasyonu bir arada icerdigi i¢in avantajh bir yontem gibi goziiksede, liretim
miktarlarinin ¢ok diisiik olmasi ve tiretimin yiiksek sicakliklarda gerceklesmesi
sebebiyle tlretilen grafen tabakalarinin bozulabilecegi g6z Oniinde
bulunduruldugunda ¢ok tercih edilen bir yontem degildir (Pei ve Cheng, 2012;
Schniepp vd., 2006).

Mikrodalga yontemi ile indirgenen grafit oksit, 1sitnma etkisinin mikrogevrede
uniform ve hizli olmasi nedeniyle liretilen grafenin bozulma olasiligini diisiirmesi

bu yontemin en 6nemli avantajlarindan birisidir.
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Cizelge 1.2. Grafen iiretim yontemlerinin avantajlari

Baslangi¢ Uretim Avantajlar
malzemesi yontemi
Grafit Mekanik Basit ve ucuz
ayirma Tabakali yapidaki farkli malzemelere de
uygulanabilir
Tanitim amaciyla kullanilabilir
Grafen oksit Ucuz
indirgenmesi  |Endiistriyel boyutta iiretime uygun
Grafit SiC lizerinde Biiytlik alana sahip tek tabaka ve birka¢ tabaka
olmayan sentez grafen lretimi

Direkt olarak yalitkan malzeme lizerinde
biiytime

Altliklara gorece kolayca transfer

Kimyasal buhar
biriktirme
yontemi

Gorece biiytik alana sahip grafen

Kendi kendine tek tabakaya sinirlandirma

Bliytik tek kristal biiytimesi

Althiklara gorece kolayca transfer

Cizelge 1.3. Bazi grafen liretim yontemlerinin dezavantajlari

Baslangi¢ Uretim Dezavantaj
malzemesi yontemi
Grafit Mekanik Seri liretim i¢in ¢ok verimsiz
ayirma Genellikle birkag tabaka grafen tretilmekte
Uriin boyutlar baslangi¢c malzemesi
boyutlariyla sinirl
Grafen oksit islemler elektronik ézellikleri bozmakta
indirgenmesi | Oksitledikten sonra rediikleme yapilsa bile
baslangictaki yapiya tamamen doniilemiyor
Uriin boyutlar baslangi¢c malzemesi
boyutlariyla sinirh
Grafit SiC lizerinde Cok 6zel cihaz ve ekipmanlar gerekli
olmayan sentez Uriin boyutlar baslangi¢c malzemesi

boyutlariyla sinirh

Yiiksek maliyet

Kimyasal buhar
biriktirme
yontemi

Bir altliktan diger althiklara transfer etmek
grafene zarar verebilir

Yiiksek maliyet

Cok 6zel cihaz ve ekipmanlar gerekli
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1.2.3. Grafen Kullanim Alanlari

imal edilmis karbon iiriinleri mevcut diinya sanayisinde hayati, temel {iriinler
arasinda 6nemli bir yere sahiptir (Dresselhaus, 2001). Bu {riinlerin tiretilmesi
icin karbonun baslica allotroplar1 kullanilmaktadir. Bu allotroplardan biri olan
grafen bilinen ilk iki boyutlu malzemedir. Grafen sahip oldugu essiz 6zellikleriyle
transistor ve sensor liretiminde, enerji teknolojilerinde (Su vd., 2011; Zhang vd.,,
2013), biyoteknolojide (Wang vd., 2011; Liu vd., 2008) ve agir metallerin
gideriminde adsorbent olarak kullanilmasinda potansiyeli ¢ok ytksek bir

materyal oldugu gorilmiistiir.

Grafenin transistor ve sensor uretiminde kullanildig: ilk ¢calisma Manchester
Universitesinde Prof. Dr. Andre Geim tarafindan yiiriitiilmiistiir. Bu calismada bir
atom kalinliginda ve en fazla elli atom genisliginde grafen transistori
gelistirilmistir. Grafen dik yondeki elektrik alanina verdigi pozitif tepkiden dolay1
alan etkili transistér yapimina (FET; Field effect transistor) uygun bulunmustur.
Bu transistor oda sicakliginda calistiginda, devreler arasi bagla¢ aygitlar1 ve
mantik kapilar1 gibi elektronik aygitlar icin 6nem arz etmektedir (Avouris,
vd.,2012). Alan etkili transistor tabanli biyosensorler, FET kapisindaki
molekiiller arasindaki biyolojik tanima olaylarina dayanir. Prob ve hedef
biyomolekiiller arasindaki biyolojik tanima {izerine, elektrik yiikii dagilimi,
biyolojik tanima katmanindaki ytk tasiyici yogunlugunu ve dolayisiyla kanalin
kaynak ve drenaj arasindaki iletkenligini degistirir (Sekil 1.13). Grafen, FET
biyosensoérlerinin yapimi icin ideal bir malzemedir, ¢linki sifir bant aralikh yari
iletkendir ve bant aralig1 ylizey modifikasyonu ile ayarlanabilmektedir (Pumera,

2011).
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Sekil 1.13. Grafen FET, Optik mikroskop goriintisii (Avouris, vd.,2012)

Grafen saglam oldugu kadar, iyi elektrik iletme 6zelligine sahip olmasiyla da pil
teknolojilerinde kullanilmaya baslanmis bir yapidir. Elmas kesiklerine dayanacak
kadar giiclii bir karbon tabakasi olan grafenin, kimyasal pillerde bulunan
yolgalarin bilesiminde silonun yerini alabilecegi ve pilin 6mriini uzatabilecegi
yonindeki calismalar strmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Teksas
Universitesi'nin arastirmacilari, normal pillerden daha giiclii elektrik depolar1
olan ultrakapasitorleri, grafen tabanlh olarak imal etmis ve normalin iki kati

kapasiteye sahip olan ultrakapasitorler tiretildigi gorilmiistiir (Wikizero, 2019).

Grafenin sensor teknolojisinde kullanilmasi da bir diger 6nemli uygulama
alanidir. Grafenin kesfini gerceklestiren Andre Geim ve arastirma grubu
elamanlar grafeni kullanarak azot dioksit molekiillerinin grafen yiizeyine
yapisma ve ayrilmasini molekiiler hassasiyette tespit etmeyi basarmigslar ve

sensor uretimini gerceklestirmislerdir (Wikizero, 2019).

Grafenin karbon tabaklar1 arasindaki uzakligin minumum derecede olmasi,
grafenin hidrojen depolamada oldukca o6nemli rol alabilecegi ihtimalini
dogurmustur. Artan kiiresel 1sinma ve fosil yakitlarin giin gectikce azalmasi

arastirmacilar1 yeni arayislara itmektedir. Hidrojenin verimli bir sekilde
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depolanip elektrik enerjisi gereken yerlerde kullanilmasi icin Bilkent
Universitesinden 6gretim gorevlisi Salim Ciract ve grubunun yaptifi teorik
modellemeler neticesinde, hidrojen atomlarinin grafen {zerine yapismasi
(hidrojenasyon) sonucu olusan yapinin (Sekil 1.14) agirhginin % 12’si kadar

hidrojeni depolayabilecegi 6ngoriilmiistiir (Ataca vd., 2008).

hidrojenasyon

Grafen Molekiiler depolama

Sekil 1.14. Hidrojen depolamada grafen kullanimi (Zhu ve Li, 2014)

Grafenin biyoteknoloji alanindaki uygulama alanlarindan birisini biyosensorler
olusturmaktadir. FET tabanli biyosensorler, hizli tepki vermesi, nano 6lcekte
uretilebilmesi ve diger elektrokimyasal sensor tiplerine gore daha yiiksek
hassasiyet sunmasi gibi avantajlara sahiptir. Bu biyosensorler, temel elektronik
ozelliklerinden otiiri, CVD yontemi ile sentezlenen grafen filmler ve mekanik
olarak eksfoliye edilmis grafen pullar1 kullanilarak tiretilmektedir. Yapilan
calismada grafen film, esnek PET platformlarinda biriktirilmis ve ¢ozelti kapili bir
FET biyosensori olusturmak tizere glikoz oksidaz (GOD) ile fonksiyonellestirildi.
Grafen FET, portatif, giyilebilir ve implante edilebilir glikoz seviyesinin izlenmesi
gerekilen durumlarda wuygulanabilinecegi sonucuna varildi. CVD grafen
kullanilarak tiretilen esnek bir glikoz FET biyosensorti, ¢ift kutuplu transfer
karakteristikleri gostermistir (Kwak, vd., 2012).

Grafenin biyoteknolojideki bir diger kullanim alani ise doku miihendisligidir.
Doku miihendisligi uygun fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklere sahip
biyouyumlu iskele tasarimina dayanir. Grafen ve tiirevleri, i¢sel esneklikleri,
yliksek yiizey alanlari, adaptasyonlar1 ve islevsellikleri nedeniyle iskele
malzemesi olarak ilgi cekmektedir. Ince filmler seklindeki GO ve rGO'nun, memeli

fibroblast hiicrelerinin biiylimesi icin uygun iskeleler oldugu, c¢linkii gen
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transfeksiyonu ve bazi hiicre fonksiyonlarim arttirirken, 6nemli zararh etkileri
indiiklemeden ytlizey kaplama malzemesi olarak iyi biyouyumluluk sergiledikleri

gorilmiistir (Ryoo, vd., 2010).

Diger bir calismada, insan kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ve ¢ogaltilmasi konusunda
grafen kaplh platformlar arastirilmistir (Nayak vd., 2011). Calismada CVD metodu
ile elde edilen grafen, polietilen siloksan, polietilen terefalat, cam ve silikon-
silikon dioksit platformlar1 kullanilmistir. Calisma sonucunda grafen, insan
mezenkimal koék hiicrelerinin ¢ogalmasini arttiran ve spesifik olarak kemik
hiicrelerinin farklilasmasini hizlandiran iimit veren biyo-uyumlu bir yapi iskelesi
olarak bulunmustur. Sekil 1.15’te verilen ¢alisma sonuglar1 incelendiginde
kemik morfojenik protein yoklugunda bile kemik hiicrelerinin arttig
gorulmektedir. Dikkat ¢ekici bir sekilde grafen, yaygin olarak kullanilan biiytime
faktorlerinin yoklugunda bile hiicre farklilagsmasini hizlandirmistir. Bu nedenle
implantlara veya yaralanmis dokulara dahil edilmesi, ¢evresindeki ortamin
fizyolojik kosullarini negatif etkilemeyecegi ve biiylimeye olumlu yonde etki

ettigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 1.15. Grafenin kemik hiicre farklilasmasi iizerine etkisi (Nayak vd., 2011)
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1.3. BIYOTEKNOLOJi

Biyoteknoloji bitki, hayvan ve mikroorganizmlarin yap ve isleyislerini anlatan
molektiler biyoloji, genetik ve miihendislik bilimlerinin ortaklasa ¢alisarak
olusturugu bir bilim dalhdir. Biyoteknolojinin gelismesine fizik, kimya,
biyokimya, mikrobiyoloji ve molekiiler mikrobiyoloji gibi bilim dallarinin etkisi
varidir (Kolankaya, 2000). Yararlhh irilinlerin {retilmesini ve sorunlarin
¢ozilmesini amaglayan ve bu amaca ulasmak icin biyolojik sistemlerin
kullanildig1 siire¢ ve teknikleri barindiran genel bir terimdir (TUSIAD, 2000). 20.
yuzyilin son dénemlerinde gerceklesen biyolojik bilimlerdeki koklu degisiklikler
bir teknoloji devriminin meydana gelmesine sebep olmustur (Mehta ve Gair,

2001).

Ekonomik olmasi nedeniyle giiniimiizde endiistride kullanilan biyoteknolojik
prosesler gida sanayisinde ve ozellikle eczacilikta olduk¢a 6nem kazanmistir.
(Pamir, 1986). Biyoteknoloji, tarim ve hayvancilik biyoteknolojisi, endiistriyel
biyoteknoloji, cevresel biyoteknoloji ve gida biyoteknolojisi olmak iizere baslica
dort baslik altinda incelenmektedir. Bu dort alan kullanilarak iiretilen tirtinlerin
global pazardaki elde ettikleri ytlizdeler incelendiginde, en yiiksek degerin %77
ile gida sektoriine ait oldugu belirlenmistir (Ozgen, vd., 2007).

1.3.1. Biyoteknolojinin ¢esitleri
1.3.1.1. Tarim ve Hayvancilik Biyoteknolojisi

Biyoteknolojinin en genis alanlarindan birisi olan tarim ve hayvancilik
biyoteknolojisi, bitki ve hayvan yetistirerek gida iiretimin biyiik alanini
kaplamaktadir. Biyoteknolojinin devreye girdigi bitki yetistiriciligi boliimiinde,
bitkilerin dayanikliigini ve verimini arttirmak icin ¢alismalar yapilmistir (Ozgen
vd., 2007). Bitkilerin hastaliklara karsi olan direncini ve kaliteyi arttirmak i¢in

melezleme yapilmaktadir (TUSIAD, 2000).
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1.3.1.2. Endiistriyel Biyoteknoloji

Daha temiz, giivenli ve ekonomik siire¢lerin olusmasini saglayan enzimler,
endiistriyel anlamda tercih edilen biyolojik sistemlerdendir. Ornegin tekstil
sektorinde amilaz enzimi; dokuma sirasinda kaplama yapistiricisi olarak
kullanilan nisastayi, tekrar kumastan ayirmak icin tercih edilmektedir (TUSIAD,
2000). Kimyasal yontemler yerine liretim siireclerinde, ¢cevre dostu biyolojik
yontemler kullanilmaktadir. Ayrica, biyoteknolojik yontemler kulanilarak yeni
enerji kaynaklarinin olusturulmasi da bu baslhkta degerlendirilmektedir

(Saglamer vd., 2003; iskender vd., 2004).

1.3.1.3. Cevresel Biyoteknoloji

Cevre kirliliginin 6nlenmesinde kullanilan c¢evre biyoteknolojisi uygulamalari
arasinda, mikroorganizmalarla atiklarin ve niikleer malzemelerin aritimi en
onemli uygulamalaridir. Atik suyun aritilmasi asamasindaki biyokimyasal
reaksiyonlarin bakteriler tarafindan gerceklestirildigi calismalar yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda kullanilan mikroorganizmalarin zararh atiklar1 zararsiz
yan flriinlere dénistirdiigii gorilmistir (Ozgen vd., 2007). Cevresel
biyoteknolojinin diger konusu olan biyosensorler c¢evresel kosullarin

kontroliiniin saglanmasinda kullanilmaktadir (TUSIAD, 2000).

1.3.1.4. Gida Biyoteknolojisi

Biyoteknoloji, gelistirilen yeni teknolojiler sayesinde gida iiretimde verimliligin
artmasini sagladigi icin bu sektérde sik¢a kullanilmaktadir. Biyoteknoloji gida
endustrisinin bugilinki hale gelmesinde son derece 6énemli bir rol oynamistir

(Mehta ve Gair 2000).

Gida sektoriinde sik¢a kullanilan enzimlerin iiretilmesini, saflastirilmasini ve
kullanima hazir hale getirilmesini iceren enzim teknolojisi, basta peynir olmak
lizere enzimle gerceklestirilen biitiin gidalarin iiretiminde olumlu etkileri

olmustur. Ornegin siitiin pihtilagarak peynire déniismesini hizlandiric1 enzimler
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olan rennin kullanimi oldukca fazladir. Uretilen bu mikrobiyal peynir mayalari,
ucuz bir alternatif olusturmasi olmasi nedeniyle giintimtizde Avrupa tilkelerinde

kullanilmaktadir.

Biyoteknolojinin bir alt dali olan genetik miihendisligi enzim teknolojisinde,
genetigi degistirilmis gida tiretiminde kullanilmasinda bazi tilkelerce etik ve
ahlaki agidan bir sorun olarak algilanmamaktadir (Mehta ve Gair, 2000).
Mantarlarin vitamin ve kanser ilaci ilireten formlara donlismesi saglanirsa
Hepatit B asisinin genetigi degistirilmis bitkilerden elde edilmesine yol acacaktir

(TUSIAD, 2000).

1.3.2. Biyoteknolojinin yararlari ve riskleri

Yapilan arastirmalara gore biyoteknolojiye dayali endistrilerin sagladigi yararlar
nedeniyle 21. yuizyilin endiistrileri olacagi distniilmektedir (Cizelge 1.5) (Xue
and Tisdell, 2000). Bu yararlar cevresel, sagliksal ve tarimsal olmak iizere li¢ ana

baslik altinda toplanabilir.

1.3.2.1. Cevresel yararlar

Biyoteknoloji kullanilarak gelistirilen yontemler ve sistemler sayesinde, agir
metallerin sebebiyet verdigi toprak ve su Kkirliliginin en aza indirgenmesi
saglanmaktadir. Gelistirilen bu sistemler arasinda yer alan biyoreaktorler,
kirliligi olusturan kirleticileri ya da ¢opleri blinyesine absorbe ederek, toksik
ozellik gostermeyen birimlere parcalamasi ¢evre Kkirliligi acisindan 6énemli bir

gelismedir (Xue ve Tisdell 2000).

1.3.2.2. Saghksal yararlar

Biyoteknolojik yontemlerle tip alaninda gesitli ila¢ ve asilar yapilmaktadir. Bazi
ilaglarin tiretildigi bitki ve hayvanlar, hastaliklarin goriilme seviyesini azaltmada

onemli rol oynamaktadir. Ayrica, yapilan ¢alismalarin giinlimiizde goriilen bazi
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hastaliklarin genetik nedenlerini ortaya c¢ikarmasi beklenmektedir (Xue ve

Tisdell 2000: 700).

1.3.2.3. Tarimsal yararlari

Biyoteknoloji uygulamalari ile tarimda verimi ytiksek, soguga ve sicaga dayanikl
cesitlerin tiretilmesi beklenmektedir (Xue ve Tisdell, 2000: 699). Bliylik basarilar
kazanilan tirtin kalitesinin gelistirilmesi uygulamalarinda, ytiksek proteinli soya,
nisasta ve aminoasit igerigi arttirilmis patates, linolenik asit orani diisiik ay¢icegi
tiirleri literatiire kazandirilmistir. Bunun yanisira sabun ve deterjan tretimi i¢in
daha ucuz hammadde saglayan yiliksek laurate asitli kanola c¢esidi tarima
kazandirilmistir (Ozgen vd., 2007). Siirmekte olan ¢alismalar arasinda asi etKisi

gosterebilecek muz gibi bitkilerin gelistirilmesi yer almaktadir (Ozgen vd., 2005).

Biyoteknolojinin olasi riskleri Biyoteknoloji Endiistri Kurumu tarafindan Cizelge

1.5’ te verilen basliklar altinda toplanmaktadir.

Cizelge 1.4.Biyoteknolojinin yararlar ve riskleri (Ozgen vd., 2007)

Biyoteknolojinin Yararlari Biyoteknolojinin Riskleri

1. Cevresel yararlar 1. Cevresel riskler

Pestisitlerin kullaniminin azalmasi Ekolojik dengenin tehdit edilmesi
Su ve Toprak Koruma Biyolojik cesitliligin azalmasi

2. Saglik yararlar 2. Guvenlik Riskleri

Tibbi Uriinlerin Gelistirilmesi Kontrol Eksikligi

Yenebilir Asilar Glivenligin Saglanmasindaki Giicliikler

3. Tarim ve Gida Isleme Yararlar: 3. Etik Yaklasimlar

Yiiksek verimlilik “Tanr1’y1 Oynama” nin huzursuzlugu
Biyocesitlilik ve stirdiiriilebilirlik Hayvan Saghg ile ilgili endiseler
Hastaliklara karsi korunma Dini Tabular

4. Beslenme ve Gida Kalitesi
Yararlari
Daha iyi besin ve kalite

Biyoteknolojinin mikroorganizma yapilar1 ve mikroorganizmalar iizerinde

arastirmakta oldugu en Onemi konulardan birisi antimikrobiyal o6zelliktir.
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Biyoteknolojide bir malzemenin antimikrobiyal olabilmesi i¢in, o malzeme
hiicrede gerceklesen isleyise etki ederek hiicre biitiinliigiinii bozmasi bir diger
degisle oldiirmesi gerekmektedir (Musumeci vd., 2013). Mikroorganizma
tiremesinin istenmedigi durumlarda ve sistemlerde; 6rnegin tibbi sistemler ve
gida sektori uygulamalarinda, malzemelerin antimikrobiyal 6zelliginin
incelendigi calismalar giderek artmaktadir (Al-thani vd. 2014; Akhavan ve
Ghaderi, 2010; Perreault vd., 2015; Das vd., 2011; Gurunathan vd., 2012).

1.4. Optimizasyon

Optimizasyon; isleyen bir sistemde bulunan biitiin degiskenlerin, bu sistem
sonucuna olan etkilerini belirlemek ve sonucu istenilen degere ulastirmak icin
kullanilan iyilestirici bir yontemdir. Sistemde bulunan degiskenler hammadde,
zaman, c¢alisma kosullar1 ve kapasite olabilirken optimizasyonun hizmet ettigi
amaglar ise maliyetin en aza indirgenmesi, verimliligin arturilmasi ve kapasite
kullaniminin en yiiksek seviyeye getirilmesi olabilmektedir (Gass, 2000).
Optimizasyonda iki temel asama vardir; bunlardan ilki olan modelleme kisminda
gercek hayatta karsilasilan problemlerin matematiksel olarak ifadelendirilmesi
yapilmaktadir. Diger asamasi olan ¢6zlimlemede, matematiksel ifadesi yapilmis
modelin farkli degisken (parametre) degerlerinde bu modeli saglayan en iyi

¢ozimi elde etmektir (Tirkay, 2011).

Gelistirilmek istenen cevabin en iyisini gerceklestirme siirecini olusturan
optimizasyonun iki ¢cesidi vardir. Eger tek bir parametrenin tiim sisteme etkisi
arastiriliyorsa bu tip optimizasyon cesidi tek parametreli optimizasyon olarak
adlandirilir. Tek parametreli optimizasyonun en biiylik dezavantaji, secilen
degiskenin sistemde bulunan diger degiskenlerle nasil bir iliskiye sahip
oldugunun tanimlanmasinin miimkiin olmamasidir. Optimizasyon tekniklerinde
aciga cikan bu sorun ¢ok parametreli optimizasyon kullanilarak giderilmistir.
Optimizasyonun diger c¢esidi olan ¢oklu optimizasyon, degiskenlerin birbiri
arasindaki etkilesimlerini ve cevap lizerindeki etkilerini inceleyerek bunlar
arasinda baglanti kurulmasini saglamaktadir. 20.ytlizyilin baslangicindan itibaren

coklu optimizasyonun gerceklestirilmesinde siklika tercih edilen yontem cevap
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ylzey yontemidir ve yapilan ¢alismalarda bu yontem icerisinde farkli deney

dizaynlari kullanilmaktadir (Bas ve Boyaci, 2006).

1.4.1. Cevap Yiizey Metodu (RSM)

Cevap-ylizey metodu (RSM) bir dizi deney sonucunda parametreler arasindaki
iliskiyi, secilen bir veya birden fazla cevap lzerindeki etkisine gore
degerlendirilmesinde kullanilan matematiksel tekniklerden olusan bir metoddur
(Balci ve Yildiz, 2017). RSM polinomal fonksiyonla parametrelerin etkilerinin
tahmin edilmesi ve arastirilmakta olunan cevap yiizeyini seklen ifade etmesi i¢in
tasarlanmistir. RSM tasarimlar1 proses parametrelerinin en uygun degerlerinin
belirlenmesinde, proses sorunlarinin ve zayif noktalarinin gideriminde, prosesin
kontrol edilemeyen etkilere karsi daha saglam hale getirilmesinde

kullanilmaktadir.

Cevap yuizey metodunun temeli, bir sistemdeki n tane bagimsiz degiskene (x)

bagl olarak sistemin cevabinin verdigi tepkilerin (y) 6l¢limiuidtr.

y= f[Xl + X9 + X3 + -+ Xn] (11)

Metodda elde edilen herhangi bir yiizeyde gozlenen y’ degeri ile modelden
bulunan y degeri (cevap) Kkarsilastirildiginda, aralarindaki fark hata

fonksiyonunu (€ ) ifade etmektedir.

y =f(x) +¢ (1.2)

Sistemin davranisini aciklamak i¢in ikinci dereceden (kuadratik) ya da ti¢iincii
dereceden (kiibik) bir model kullanimi gerekebilmektedir. Box ve Draper 1987
yiinda boyle bir polinomiyal denklemi Esitlik 3’teki gibi ifade etmistir. Bu

denklemde y bulunmak istenen cevabi, By model sabitini By, By ve By; ifadeleri
degiskenlerin katsayilarini, Xy, X; X; terimleri kodlanmis bagimsiz degiskenleri

ve &y ise hata fonsiyonunu ifade etmektedir (Degirmencioglu ve Yazgi, 2006).
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n
Yy =PBo+ Xk=1BxXi + Zk_lﬁkkxkz Yk 2j=1 BiiXiX; + € (1.3)

Onerilen bu polinomal fonksiyonla ifade edilen cevap yiizeyi, parametrelerin
belirlenen sinirlar1 igerisinde kalmasi1 ve merkezdeki deneylerin standart

sapmasi diisiik olmasi sartiyla gecerlidir.

1.4.2. Deney dizaynlari

Cevap ylizey yonteminde kullanilan baslica dizaynlar Box-Wilson Central

Composite Design (CCD) ve Box-Behnken Design (BBD)'dir.

1.4.2.1. Box-Wilson merkez kompozit dizayn

Box ve Wilson tarafindan gelistirilen Box-Wilson Merkez Kompozit Dizayn (CCD)
modelinde tam ya da kismi 2k faktoriyel dagilimini iceren merkez noktali kiip
kullanilir. CCD’de parametreler, en ytiksek +1,682, en diisiik -1,682 ve orta deger
ise 0 seklinde kodlanarak optimizasyon yapilmaktadir. Ilgi alanim1 distan
cevreleyen, icten cevreleyen ve yiik merkezli olmak iizere li¢ ¢esit CCD dizayni
bulunmaktadir. Dizayn geometrisi genellikle parametre araliginda bir kiire
olusturur. Sekil 1.16’da gosterilen ilgi alanin1 distan g¢evreleyen kiireyi iceren
dizayn (Circumscribed Design) (CCC), deneylerin yapildig1 tiim proses siirecinde
yliksek tahminleme yapilmasina olanak vermektedir. Deneylerde kullanilan her
parametre i¢in bes seviyeye ihtiya¢ vardir. Bes seviyeli dizaynlarda a olarak ifade

edilen islem arahg, islem sayisinin (z) dordiincii derecen karekokii ( Vz )

seklinde ve eger sistem tam faktoriyel ise (W) seklinde ifade edilmektedir. Bu
dizayn ti¢ boyutlu koordinat sisteminde dondirebilirlik 6zelligine sahiptir

(Degirmencioglu ve Yazgi, 2006).
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Sekil 1.16. Ilgi alanini digtan ¢evreleyen dizaynin geometrik sekli

Sekil 1.17’de verilen ilgi alanini i¢ten ¢evreleyen kiireyi iceren dizayn (Inscribed
Design) (CCI) ise sadece belirli parametre limitlerinde ¢alisan tam ya da kismi
faktoriyel dizayn olusturmada kullanilmaktadir. CCI dizayn CCC dizaynda
kullanilan her faktoriin a’ya boliinmesiyle elde edilir ve CCC gibi dondiirebilirlik

ozelligine sahiptir (Degirmencioglu ve Yazgi, 2006).
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Sekil 1.17.11gi alanini i¢ten ¢evreleyen dizaynin geometrik sekli

Kompozit dizaynin son c¢esidi olan, kiire icermeyen, kiiptin agirlik merkezini
temel alan yiik merkezli dizayn (Face Centered Design) (CCF) ise Sekil 1.18’de
verilmistir. Bu dizaynda her parametre icin li¢ seviye gerekmektedir ve bu

sistemin dondiirebilirlik 6zelligi yoktur (Degirmencioglu ve Yazgi, 2006).
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Sekil 1.18. Yiik merkezli dizaynin geometrik sekli

1.4.2.2. Box-Behnken dizayn

Box-Behnken Dizayn (BBD), li¢ seviyeli tamamlanmamis faktoriyel tasarimlarina
dayanan, dondiiriilebilen veya neredeyse doéndiiriilebilen, ikinci dereceden
tasarimlarin bir sinifidir (Ferreira vd., 2007). Bir baska degisle bagimsiz (tam ya
da kismi faktoériyel dizaynlar1 icermeyen) kiibik bir dizayndir. Sekil 1.19'da
verilen BBD, bir kiibiin merkezinde 3, koselerinde 12 deneysel ¢alisma yapilmak
lizere, deneylerin sonuglarini numerik olarak optimize edip, li¢ boyutlu yilizey

grafiklerinin incelendigi bir sistemdir.

Xz

/xs

X4

Sekil 1.19. Box-Behnken Design geometrik gértiniimii

BBD’de, parametrelerin deneylerinin yapildig1 noktalar kodlanarak bilgisayar
programina girilmektedir. Kodlama, parametrenin maksimum noktasinin “+1”,

minumum noktasinin “-1” ve orta noktasinin “0” olacak sekilde gerceklestirilir.
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Bagimsiz degisken sayisinin ti¢ oldugu bir CCD ve BBD ile yapilan optimizasyon
siireci i¢in gerekli olan deney tasarimi ve sayisi Cizelge 1.6’da verilmistir. CCD’de
(+1,682) ve (-1,682) seviyelerinin de eklenmesi, tasarimdaki deney sayisinin

artmasina neden olmaktadir.1

Cizelge 1.5.Deney sayisina gore CCC ve BBD karsilastirmasi
(Degirmencioglu ve Yazgi, 2006)

CCD BBD

Deney | X1 X2 X3 Deney | X1 X2 X3

Sayisl Sayisl
1 -1 -1 -1 1 -1 -1 0
1 +1 -1 -1 1 +1 -1 0
1 -1 +1 -1 1 -1 +1 0
1 +1 +1 -1 1 +1 +1 -0
1 -1 -1 +1 1 -1 0 -1
1 +1 -1 +1 1 +1 0 -1
1 -1 +1 +1 1 -1 0 +1
1 +1 +1 +1 1 il 0 +1
1 -1,682 0 0 1 0 +1 -1
1 +1,682 0 0 1 0 -1 +1
1 0 -1,682 0 1 0 +1 +1
1 0 +1,682 0 3 0 0 0
1 0 0 -1,682
1 0 0 +1,682
6 0 0 0

Toplam deney sayisi: 20 Toplam deney sayisi: 15

Yapilan ¢alismalarda BBD ile CCD verimi karsilastirildiginda (Cizelge 1.7), BBD
sonucu yapilan optimizasyonun daha verimli oldugu goériilmistir (Ferreira vd.,
2007). BBD’nin hem yapilmasi gereken deney sayisi hem de yiiksek verim degeri

icermesi 6nemli avantajlari arasinda yer almaktadir.

Cizelge 1.6. BBD ve CCD verim karilastirmasi (Ferreira vd., 2007)

Parametre Polinomal Deney sayisi Verim
katsay1 miktar:1 | CCD BBD CCD BBD

2 6 9 - 0,67 -

3 10 15 13 0,67 0,77

4 15 25 25 0,60 0,60

5 21 43 41 0,49 0,61

6 28 77 61 0,36 0,46
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2. KAYNAK OZETLERI

Grafen materyalinin essiz 0zelliklerinden yararlanarak, grafen bazli materyalleri
hakkinda bir¢ok alanda g¢alismalar yapilmaktadir. Tez kapsaminda bir agiklik
getirilmesi amagclanan grafen tiirevlerinin, antimikrobiyal etkisi hakkinda
literatlirde celiskili ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilar1 bu

béliimde incelenmistir.

Al-Thani ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, modifiye edilmis
grafitten Hummers Metodu kullanarak iirettikleri ve karakterize ettikleri grafen
oksitin antimikrobiyal 6zelligini spektrofotometrik yontemle goriintr hiicreleri
tespit ederek incelemislerdir. Calismada iki tane gram negatif (Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa) bakteri, iki tane gram pozitif (Streptococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus) bakteri ve bir tane mantar (Candida albicans) 6rneginden
olusan farkhh ozellikteki bes mikroorganizma kullanmislardir. Bu
mikroorganizmalar1 Nutrient Agar icerisinde 24 saat boyunca inkiibe ettikten
sonra en iyi bliyiime gozlenen koloniler secilerek 10 mL hacimce %0,8’lik tuzlu
su ¢ozeltisine aktarip bir gece boyunca beklemeye almislardir. Ilave edilen
mikroorganizma hiicrelerinin topaklanmasini 6nlemek icin salin tiipli icinde
emiilsiyon haline getirmisler ve inokiilim standardini yaklasik 108 CFU/mL'ye
esit bir 0.5 McFarland'a ayarlamak i¢in 10 dakika 37°C'de inkiibe etmislerdir.
izole ettikleri mikroorganizmalari, icerisinde 10 mg grafen oksit disk bulunan 10
mL Nutrient Broth besiyerine eklemisler ve 30°C sicaklikta, 100 rpm karistirma
hizinda 24 saat boyunca inkiibe etmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda her bir
mikroorganizma i¢in ayri ayri inkiibe edilen grafen oksitli ortamlarin,
spektrofotometrik 6l¢iim ile 600 nm dalga boyunda belirli araliklarla bulanikliginm
Olgmiislerdir. Kontrol grubu olarak igerisinde sadece grafen oksit filmin bulundugu
besiyerini kullanmiglar ve mikroorganizmalarin bilyimesini sivi ortamdaki bu kontrol
grubuyla karsilastirmiglardir. Kat1 ortam denemeleri igin, izole ettikleri kolonileri Agar
besiyerine ekledikten sonra 5 mm ¢apindaki grafen oksit disklerini yerlestirmisler ve
dort giin inkiibe etmiglerdir. Her bes farkl kiiltiirden alinan grafen oksit disklerinin
tizerindeki mikroroganizmalarin biiyiimesini, herhangi bir kaplama materyali

kullanmadan taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelemislerdir. Yaptiklari
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spektrofotometrik analiz sonucu elde edilen optik yogunluklari grafige gecirdiklerinde
ve mikroorganizma ¢esitlerini kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda ortamda

mikroorganizma biiytimesinin oldugunu gézlemlemislerdir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Bes farkli mikroorganizmanin grafen oksitli ortamdaki optik
yogunlugu (Al-Thani vd., 2014)
Grafen oksit disklerinin mikroorganizmalarla inkiibasyonu sonucu ¢ekilen SEM
goruntiileri incelendiginde (Sekil 2.2), ylizeyde yasayan mikroorganizmalarin
oldugunu gozlemlemislerdir. Sekil 2.2a ve 2.2b, Gram pozitif hiicreleri
gostermektedir (sirasiyla S.aureus ve S. faecales). Hayatta kalan hiicrelerin
cogunun morfolojileri, yuvarlak sekilli ve piriizsiiz bir sekilde degismeden
kalmistir. Gram negatif (E. coli ve P. aerogenosa) huicrelerin ¢cogunun kirismis ve
hasar géormiis oldugunu ve maruz kaldiktan sonra biitinligini yitirdigini
sonucuna karar vermislerdir (Sekil 2.2c ve 2.2d). Sekil 2.2e’de daha az etkilenen
C. albicans hiicreleri gorilmektedir. GO'nun mantar hiicrelerini inhibe etmede
daha az etkili olmasinin nedenin, muhtemelen mantarlarin hiicre duvari tipinden

kaynaklandig1 sonucuna varmislardir.
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Sekil 2.2. SEM goriintiileri; a) S. Aureus, b) S. Feacalis, c) E. coli, d) P. aeruginosa
ve e) C. albicans (Al-Thani vd., 2014)

SEM  goruntilerinde yasayan mikroorganizmlarin  goriinmesine ve
spektrofotometrik 6l¢limlerde mikroorganizma biiylimesini gézlemlemelerine
ragmen, Al-Thani ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda, trettikleri
grafen oksitin miikemmel bir antimikrobiyal ozellik gosterdigi sonucuna
varmislardir. Grafen oksitin mikrobiyal biiylimeyi inhibe ettigini ve bununda
GO'in farklh mikroorganizmalar icin anti-mikrobiyal madde olarak
kullanilabilecegini séylemislerdir. Bakteri deney sonuglar1 karsilastirildiginda C.
albican'da hiicre 6liimii daha diisiik oldugunu ve bunun sebebinin bu tir
hiicrelerin prokaryotik bakteriyel hiicrelere gore yapilarinin daha karmasik

olmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. Her ne kadar sekil 2.2a ve 2.2b
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incelendiginde gram pozitif bakterilerin hiicre sekillerinde bir degisim
gozlenmemesine ragmen, Uretilen grafen oksitin gram pozitif bakterilerinin
lizerinde antimikrobiyal 6zellik acisindan daha etkili oldugu sonucuna da

varmislardir.

Bir baska calismada Akhavan ve Ghaderi 2010 yilinda elektroforetik biriktirme
yontemi (EPD) ile tirettikleri grafen ve grafen oksit-nanoduvarlarin bir tane gram
pozitif (Staphylococcus aureus) ve bir tane gram negatif (Escherichia coli)
bakteriye karsi toksitisitesini incelemislerdir. Calismada ilk olarak kimyasal
eksfoliasyon ile sentezlenen Mg*2-Grafen oksit tabakalarini igeren bir
siispansiyondan EPD yontemi kullanilarak, paslanmaz celik iizerinde grafen
oksit nanoduvarlar (GONWs) biriktirmislerdir. Sentezlenen GONWs'1 hidrazin ile
indirgeyerek grafen nanoduvarlar (RGNWs) tiretmislerdir. Paslanmaz celik
tizerinden EPD yontemi ile tiretilen GONW’larin taramali elektron mikroskobu
goruntiileri incelendiginde (Sekil 2.3) tek veya c¢ok katmanli grafen oksit
tabakalarinin rasgele biriktirildigi ve ytlizeylerinin keskin-dik oldugunu tesppit
etmislerdir. Uretilen GONWs ve RGNWs materyallerini kullanarak, bu

materyallerin bakterilere karsi ilk defa bakteriyel toksisitesini ¢alismislardir.

Sekil 2.3. SEM goriintiileri; (A) paslanmaz celik substratta EPD tarafindan
biriktirilmis olan GONW, (b) neredeyse dikey nano-duvarlarin
goriintiisii ve (c) nano-duvarlarin enine kesit goriintisii

E. colive S. aureus bakterilerinin hiicre zarinin, bakteri nanoduvarlarin ¢ok keskin

kenarlariyla dogrudan temasiyla zarar gordiiglinii ve nanoduvarlar tarafindan
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bakterilerin hiicre bitiinliigiintin  bozuldugunu goérmislerdir. S. aureus
bakterisinin gordiigii zararin E.coli’ ye gore daha fazla oldugu sonucuna
varmiglardir. Bu dik yiizeylerin bakteriler icin son derece keskin yiizeyler
olusturdugunu belirtmislerdir. Hidrazin ile tiretilmis GONW’larin indirgenmemis
GONW’lara gore daha fazla antibakteriyal aktivite sergiledigi sonucuna
varmislardir.

Perreault ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklari, grafen oksit nano-seritlerin
antimikrobiyal 6zelliginin incelendigi ¢alismada grafen oksit levha
biiytikligiinliin toksisite tuzerindeki etkilerini arastirmislardir. Kullandiklar
grafen oksit nanoseriteri Hummers metodu ile tiretmislerdir. Tabaka boyutunun
antimikrobiyal 6zelligini inceleyebilmek icin rob sonikasyonunu kullanarak farkl
tabaka alanlarinin bulundugu GO siispansiyonlarini tiretmislerdir. Gram negatif
E. coli bakterisi ile yiirtitiilen calismadan GO kaplh ytizeylerle ii¢ saatlik temastan
sonra hiicre canliligini canli/6lii floresan boyama kullanilarak belirlemislerdir.
GO yiizeyine temas etmeyen bakteri hiicreleri i¢in hiicre canlhilifinda bir
degisiklik gozlenmezken, tim GO yiizeylerine bagh hiicrelerin canliliginin
azaldigin1 tespst etmislerdir (Sekil 2.4). Bu sonuglar, GO i¢cin o6nerilen
antimikrobiyal mekanizmalara uygun olarak, bakteriyel inaktivasyon icin bakteri

hiicreleri ve GO arasinda dogrudan temas ihtiyacinin oldugunu bulunmuslardir.

125 Biriken hiicre
o Planktonik hiicre
Z100}a @ a a  a a
o b
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Sekil 2.4. Grafen oksit serit boyutuna bagl hiicre canlilig

GO levha biiytikliigiiniin antimikrobiyal aktiviteye etkisi oldugu tespit edilmis,
Toplu tabakalar icin daha yiliksek antimikrobiyal aktivite oldugunu
belirttmislerdir. Sonu¢ olarak GO'nun antimikrobiyal aktivitesinin artan levha

alani ile birlikte arttig1 sonucuna varmislardir.
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Das ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 bir diger ¢alismada, bir grafen oksit
(GO) siispansiyonunda giimiis nitratin kimyasal indirgenmesi ile sentezledikleri
gimiis  nanopartikiillerin ~ karakterizasyonunu  gerceklestirmisler  ve
antimikrobiyal 6zelligini incelemislerdir. 10 mL homojen grafen oksiti istenilen
miktarda sulu gumiis nitrat ile karistirarak NaBHs4 varliginda gimis
nanopartikiilleri lretmislerdir. Uretilen gimis nanopartikiillerin
karakterizasyonu isleminde ilk olarak, gimiis nanoparcaciklarim1 10 kat
seyreltmisler ve UV-goriiniir spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu
araliginda tarama yapmislardir. Daha sonra X-1isim1 kirinnmi ve elektron
mikroskobu ile goriintii alarak materyalin karakterizasyonunu yaptiklarinda,
kullanilan grafen oksit tabakalarinin iizerinde 5-25 nm biiytikliigiindeki giimis
nanopartikiillerinin y181ldigin1 tespit etmislerdir. Karakterizasyonun sonucu
olarak glimiis nanoparcaciklarinin biytikligi ve seklinin gimiis nitrat
¢ozeltisinin derisimine bagh oldugunu belirlemislerdir. Uretilen bu materyalin
antimikrobiyal aktivitesi, Escherichia coli ve Pseudomonous aeruginosa gram
negatif bakterileriyle incelenmistir. Bakteriyel biiyiime Kkinetigini, farkl
kosullarda Ag nanopargacik-GO siispansiyonunun eklendigi besiyerinde
izlemislerdir. Bakterileri deneye hazir hale getirmek icin Nutrient Broth
icerisinde 200rpm karistirma hizinda 30°C sicaklikta 24 saat boyunca
biiylitmislerdir. Biiyliyen mikroorganizmanin kati besiyerinde bulundugu
ortama farkli giimiis nitrat konsantrasyonlarindan trettikleri 60 pL giimis
nanopartikiil ¢ozeltisi eklemisler ve 24 saatlik inkiibasyon sonucunda inhibisyon
bolgesini incelemislerdir (Sekil 2.5).

Farkli giimiis nitrat konsantrasyonlarinin farklh kodlarla gosterildigi calismada,
AgNP1 kodlu numunede 1.10-3 mol.dm- 3 giimiis nitrat, AgNP2 denemesinde
2.10-3 mol.dm -3 giimiis nitrat, AgNP3 numunesinde 4.10-3 mol.dm3 giimiis nitrat
ve AgNP4 kodlu denemede ise 8.10-3 mol.dm~ 3 glimiis nitrat kullanmislar ve 7-
26 mm arasinda inhibisyon bolgeleri olustugunu goérmislerdir (Sekil 2.5).
Calisma sonucunda P. aeruginosa bakterisinin glimiis nanopartikiillere nispeten
daha hassas oldugu ve ortamda inhibisyon bdlgesi biyiikligiiniin biyiikten
kiiglige sirasiyla AgNP4'lin 26+1.53 mm (Sekil 2.5(4)), AgNP3'tin 23+1 mm (Sekil
2.5(3)), AgNP2’nin 19+1.53 mm (Sekil 2.5(2)) ve AgNP1’ in 16+1.15 mm (Sekil
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2.5(1)) oldugunu gozlemlemislerdir. E. coli bakterisi ile yapilan deney
sonuglarinda ise, biiylime inhibisyonunun sergilendigini tespit etmis ve bu
bolgeleri, kontrol grubuyla (Sekil 2.5(6)) karsilastirdiklarinda, AgNP4’te 18+0.58
mm (Sekil 2.5(10)), AgNP3’te 131 mm (Sekil 2.5(9)), AgNP2’de 10+1.53 mm
(Sekil 2.5(8)) ve AgNP1'de 7+1 mm, (Sekil 2.5(7)) boyutunda oldugu soncuna

varmislardir.

Sekil 2.5. Farkli bakteri iceren Ag nanopargacik konsantrasyonlar: tarafindan
tiretilen inhibisyon bélgesi: 1, kontrol (GO); 2-5, P. aeruginosa ile
uretilen inhibisyon bdlgeleri (sirasiyla besinsel agarinin
stispansiyonunun AgNP1, AgNP2, AgNP3 ve AgNP4), 6; kontrol (GO);
7-10, AgNP1 tarafindan E. coli ile iiretilen inhibisyon zonu, sirasiyla
AgNP2, AgNP3 ve AgNP4 derisimlerinde nanopargaciklarin
bulundugu besiyerinde.

Ekip; calismanin sonucunda, sentezlenen giimiis nanopartikiillerin ¢alisilan

bakterilere karsi iyi bir antimikrobiyal aktivite sergiledigini ve bu antimikrobiyal

aktivitenin glimiis nanopartikillerin boyutuna ve sekline bagh oldugunu

bulmuslardir.

Bir bagka calismada Gurunathan ve arkadaslar1 2012 yilinda grafen oksit ve
indirgenmis grafen oksitin (75 pg/mL) P. aeruginosa bakterisine karsi
antimikrobiyal 6zelligini incelemislerdir. Hummers metodyla grafit oksitten
grafen oksit tirettikten sonra, 10 mM betamerkaptoetanol (BME)’tii 20 mL GO sulu
stispansiyonda (0.1 mg/mL) ¢6zdiiriip 2 saat boyunca 60°C'de karistirarak grafen
oksiti indirgemislerdir. Calismada kullanilan mikroorganizmay1 aerobik ortam

kosullarinda Luria-Bertani (LB) besiyerinde 37°Csicaklikta biiytitmislerdir. P.
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aeruginosa'nin biiylime egrisini, grafit (Gt), grafit oksit (GtO), grafen oksit ve
indirgenmis grafen oksit (75 pg/mL) olan ve olmayan LB ortaminda aerobik
kosullar altinda 15 saat boyunca incelemisler ve sonug olarak, bakterinin kontrol
suslariyla ayni biiytime egilimini gosterdigi sonucuna varmislardir. Biiylimenin
erken doneminde, Gt ve GtO bulundugu ortamda P. aeruginosa benzer bir egilim
sergilemistir; ancak bu egilimin gec¢ listel fazda diismeye basladig1 sonucuna
varmislardir. Spektrofotometrik 6l¢limler sonucunda 6 saatlik slire boyunca sabit
bir sekilde azalma gosterdiginden, GO ve rGO’nun bakteriyel biiytimeyi olumsuz
yonde etkiledigini belirtmislerdir (Sekil 2.6). GO ve rGO’ya 15 saatlik
maruziyetten sonra biiyimenin %92 oraninda azaldigl sonucuna varmislardir.
Sekil 5.3'de gosterildigi gibi, Gt ve GtO’de, kontrol grubunda oldugu gibi
bakteriyel biiylime goriilse de ve P. aeruginosa'nin biiylimesinin GO ve rGO ile
yapillan deneyler soncunda azaldigi Dbelirlenmistir. Bununla birlikte,
arastirmacilar GO'nun antibakteriyel aktivite oraninin rGO'dan daha yiiksek
oldugu ve Gt/GtO'nun GO ve rGO'ya kiyasla daha diisiik antibakteriyel aktivite

gosterdigi sonucuna varmistir.
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Sekil 2.6. Calisma ortamlarinda P.aeruginosa biiylime egrisi

Calismanin ikinci asamasinda antibakteriyel aktivitelerin grafen bazh
materyallerin konsantrasyona  baghhgin inceleyen ekip, farkh
konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 ug / mL) GO veya
rGO stispansiyonlarini, 37°C'de 2 saat boyunca P. aeruginosa hiicreleri ile inkiibe
etmistir. Sekil 2.7'de gosterildigi gibi, P. aeruginosa canlihiginin kaybi, GO veya
rGO konsantrasyonunun artmasiyla giderek arttigini gostermislerdir. Hiicreler

GO ve rGO'ya maruz kaldiginda, sirasiyla 75 ve 100 ug/mL konsantrasyonlarinda
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o6nemli canlilik kaybina ugramislar ve bununla birlikte, 150 ug/mL GO ve rGO ile
inkiibasyondan sonra bakteri canliliginda maksimum kayip olustugu sonucuna
varmiglardir. Her iki grafen malzemesinde, 175 pg/mL konsantrasyonlarda hig

koloni gozlemlenmemistir.
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Sekil 2.7. Grafen oksit ve indirgenmis grafen oksit ortaminda P. aeruginosa
canliliginin kaybi

Calisma bulgulart sonucunda grafen bazli malzemelerin antibakteriyel
aktivitelerinin konsantrasyona ve malzemeye bagli oldugu belirlenmistir. Bu
calisma sonuclarina benzer sekilde, Liu ve arkadaslar1 (2011) E. coli hiicrelerinin
cogunun GO veya rGO dispersiyonlarina maruz kaldiktan sonra hiicresel
biitiinligiini yitirdigini ve grafen bazli materyallerle dogrudan temastan sonra
bakteri hiicrelerinde geri doniisii olmayan bir hasar olusmus olabilecegini

vurgulamiglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tez kapsaminda alti1 farkli grafen oksit derisiminin (5-40-50-100-200-400 pg
GO/mL), indirgenmis grafen oksitin ve %100 pamuklu kumasa emdirilmis grafen
oksitin, bes farkli ozellikteki mikroorganizmalara (Clostridium difficile ATCC
9689, Candida krusei ATCC 14243, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
Nissle 1917 ATCC 25922, Lactobacillus acidophilus) karsi antimikrobiyal

ozelliginin arastirilmas1 amag¢lanmistir.

Kullanilan grafen tiirevleri (Grafen oksit, indirgenmis grafen oksit, grafen
tabakalar1 ve grafen oksit emdirilmis pamuklu kumas) Sileyman Demirel
Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii'nde 6gretim tiyesi olan Dog. Dr. Kerim

YAPICI tarafindan iiretilmis ve temin edilmistir (Cakmak vd., 2017).

Deneysel silirecte antimikrobiyal 06zelligin incelendigi ortamlari olusturan
Clostridium difficile ATCC 9689 ve Escherichia coli Nissle 1917 (EcN)
mikroorganizmasi Teknik Medikal Tic. ve San. LTD. STi., Candida krusei ATCC
14243 (C. krusei) ve Escherichia coli ATCC 25922 (E. coli) mikroorganizmalari
Nanogen Medikal tarafindan temin edilmistir. Tezde kullanilan diger
mikroorganizma c¢esidi olan Lactobacillus acidophilus Sileyman Demirel
Universitesi Gida Miithendisligi Boliimiinde égretim iiyesi olan Dog. Dr. Hakan

KULESAN tarafindan temin edilmistir.
Mikroorganizma bilyiimesi icin gerekli olan besiyerleri bilesenleri analitik

saflikta Silleyman Demirel Universitesi Kimya Miihendisligi Laboratuvarindan

kullanilmistir.

39



3.2. Mikroorganizmalarin hazirlanmasi

Mikroorganizma biiytimesi i¢in uygun kosullar, her mikroorganizma i¢in asagida
belirtilen 6zel besiyerleri kullanilarak saglandi. Hazirlanan besiyerleri 120°C
sicaklikta 15 dakika boyunca otoklavdiktan (Hirayama HV-50) sonra ekim icin
uygun sicakliga gelinceye kadar inkiibatérde (Ildam) bekletildi. %70’lik etanol ile
sterilize edilmis ESCO Laminar Flow Cabinet icerisinde mikroorganizma ekim
islemi yapildiktan sonra, mikroorganizmalarin biiyime sicakligina ayarlanan
inkiibatérde canlandirma islemi gergeklestirildi. Her saat bas1 600 nm dalga
boyunda alinan spektrofotometrik (UV-vis Carry60) 6l¢timler sonrasi elde edilen
biiylime egrilerinden (S-egrisi) yararlanarak, her bir mikroorganizma igin
optimum biiyiime zamani Denklem 3.1 kullanilarak hesaplandi ve antimikrobiyal
ozellik inceleme deneyleri, bulunan bu optimum zamanlara kadar biiytitiilmiis

mikroorganizmalar kullanarak baslatildi.

Optimum Zaman = G;—D (3.1)

Denklemde bulunan G; mikroorganizmalarin log fazinin baslangicini (biiytimeye
basladig1 zamani) (dk), D; lag fazinn baslangicin1 (mikroorganizmalarin 6lmeye

basladig1 zamani) (dk) ifade etmektedir.

3.2.1. Escherichia coli Nissle 1917

Oksijenli ortamda biiyliyen, gram negatif, patojenik olmayan ve mezofilik 6zellik
gosteren bakteri cesidi olan Escherichia coli Nissle 1917 bliyiimesi i¢in, Tryptic
Soy Broth (TSB) kullanilmistir. Bir litre TSB bilesiminde analitik saflikta 17g
pepton, 3g soya fasulyesiyle tiretilen pepton, 2,5g D-glikoz, 5g sodyum klortr
(NaCl), 2,5g dipotasyum fosfat (K2HPO4), tartilarak bir litre saf suyun icerisinde
tamamen ¢ozdurilmistir. Hazirlanan besiyeri ihtiyaca gore deney siselerine
boliiniip otoklavlandiktan sonra 37°Cye kadar sogutulmustur. Liyofilize temin
edilen mikroorganizma 200 mL’ lik besiyerine, laminar kabin icerisinde steril bir
sekilde eklenmistir, 37°C sicaklikta bulunan inkiibatérde biiylime birakilmistir.

Besiyerinde gozle yapilan analiz sonucunda yeterli bulaniklik tespit edildiginde
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deney sisesinden 1000 pL mikroorganizma alinmis, igerisinde 200 mL steril
besiyeri bulunan bagka bir deney sisesine eklenmis ve ayni bulaniklik seviyesine
ulasincaya kadar mikroorganizma biiyiimesi izlenmistir. Anlatilan ydntemle
biiylimesi saglanan mikroorganizmanin aktivasyonu tug¢ kere tekrarlandiktan
sonra aktif hale gelen mikroorganizma ile kati-sivi-kumas ortam denemeleri

gerceklestirilmistir.

3.2.2. Escherichia coli

Gram negatif, patojenik o0zellikte, mezofilik ve oksijenli ortamda biiyiiyen
Escherichia coli bakterisi i¢in uygun kosullar Nutrient Broth (NB) besiyeri
kullanilarak saglanmistir. Bir litre NB hazirlamak icin 5g pepton, 3g meat ekstrakt
ve 5g D-glikoz tartilmis ve saf suyun icerisinde c¢ozdiirilmistiir. Otoklav
isleminden sonra inkiibatore kaldirilan besiyerlerinin sicaklikliginin 37°Cye
diismesi saglandiktan sonra laminar kabin icinde 200 mL steril NB besiyerine,
liyofilize mikroorganizma eklenmis ve inkiibatorde bekletilmistir. Yeterli bulaniklik
olustuktan sonra ortamdan 1000 pL mikroorganizma alinarak ikinci aktiflestirme
yapildi, mikroorganizmanin tamamen canlanmasi ve ilerde yapilacak deneyler igin

hazir hale getirilmistir.

3.2.3. Candida krusei

Patojenik, gram pozitif, mezofilik ve aerobik o6zellik gosteren liyofilize mantar
Candida krusei'nin aktiflestirme ortami i¢cin 20g D-glikoz, 10g yeast ekstrakt, 20g
pepton bilesiminden olusan ve Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) adiyla
bilinen ortam kullanilmistir. Otoklav siirecinden sonra 37°C'de 200 mL steril
YEPD igerisinde canldirilan mikroorganizma, ikinci ve tigiincii ¢ogaltmadan sonra

deneylere hazir bir hale getirilmistir.

3.2.4. Clostridium difficile

Clostridium difficile patojenik, gram pozitif ve anaerobik solunum yapan bir

bakteridir. Bu bakterinin aktivasyonunda besiyeri 5g yeast ekstrakt, hacimce
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%10’luk sistein, 5g D-glikoz kombinasyonundan olusmustur. Besiyeri deney
siselerine bolliindiikten sonra otoklavlanip inkiibatérde sogutulduktan sonra 200
mL besiyerine laminar kabin igerisinde ekilen mikroorganizmanin aktivasyonu
yapilmistir. Aktive edilen Clostridum difficile tez ¢alismasinin ana deneyleri i¢in

hazir hale getirilmigtir.

3.2.5. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus bakterisi gram pozitif, mezofilik 6zellige sahip, aerobik
solunum yapan, patojenik olmayan bir bakteri ¢esididir. Liyofilize bir halde temin
edilen mikroorganizmayr tamamen canlandirmak igin MRS Dbesiyeri
kullanilmistir. Kullanilan besiyerinin bir litrelik bilesiminde 5g D-glikoz, 2g
dipotasyum fosfat (K2zHPO4), 10g pepton, 8g meat ekstrakt, 4g yeast ekstrakt, 1ml
Tween-80, 0,097g magnezyum stlfat (MgS04), 0,03573g mangan siilfat (MnS04),
2g diamonyum hidrojen sitrat (CsHsO7. 2NH3) ve 8,25g sodyum asetat trihidrat
(CH3COONa.3H20) bulunmaktadir. Aktivasyonu saglanan mikroorganizma, tez

calismasinin ileriki deneyleri i¢in hazir hale getirilmistir.

3.3. S1v1 Ortam Deneyleri

Tez kapsaminda kullanilan aktif hale getirilmis mikroorganizmalarla, 6 farkl
derisimdeki grafen oksit ¢ozeltileri, pamuklu kumas ve indirgenmis grafen oksit
ile yapilan deneylerin tamami 200 mL’lik hacme sahip siv1 besiyeri ortaminda
gerceklestirilmistir. Hazirlanan besiyerleri sterilize edildikten sonra
mikroorganizmalarin biiytimesi icin gereken ortam kosullar (oksijen ihtiyaci ve
sicaklik) olusturulmustur. Daha 6nce hesaplanan optimum zamani kullanilarak,
mikroorganizmanin en verimli ve gen¢c doneminde ekimi saglanmistir. laminar
kabin icerisinde ayr1 ayr1 deney siselerine, grafen oksit ¢ozeltilerinden 2’ser mL
ve indirgenmis grafen oksitten de 1’er g eklenmistir. Her bir deney sisesine 1000
uL  mikroorganizma eklenerek inkiibatorde uygun sicaklikta biliyiimeye
birakilmistir. Her saat basi spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda dl¢iimler

alinarak, bu absorbans miktarlar: belirlenmistir.
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3.4. Kat1 Ortam Deneyleri

Kat1 ortam deneyleri iki asamada yapilmistir. [lk asamada 1 cm?’lik alana sahip
grafen oksit emdirilmis kumas (115 g GO/m?) kullanarak 200 mL besiyerinde
biiytitilen mikroorganizmalar, uygun ortam kosullarinda kumas tuzerinde
biiylimeye birakilmistir. Mikroorganizmalari canlandirma stirecinde hesaplanan
optimum zaman sonunda kumas Orneklerinin iizerinde mikroorganizma

biiytimesi koloni sayma cihazi ile belirlenmistir.

ikinci asamada, grafen tabaka yiizeylerinin kullanildig1 deneyler icin sadece
Lactobacillus acidophilus bakterisi tercih edildi. Sivi ortamda biiyiimesi saglanan
bakteri siv1 besiyeriyle birlikte, kat1 grafen, tabakalar ytlizeyini ortecek sekilde
eklenerek Laminar kabin igerisinde optimum biiylime zamani sonuna kadar
bekletilmistir. Stire sonunda kat1 ytizeyler koloni sayma cihazi ile analiz edilmis

ve sonuclar kaydedilmistir.

3.5. Optimizasyon Deneyleri

Mikroorganizma bliylimesinin iizerinde, grafen tabanli materyallerinin etkisinin
arastirilmasi icin yapilan optimizasyonda Box-Behnken dizayn kullanilmistir.
Box-Behnken Dizayni icin kullanilan parametreler ve bu parametrelerin

maksimum, minumum ve orta degerleri Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1.Box-Behnken Dizayn parametreleri

Parametre Kodlanmis -1 0 +1
deger
L.acidophilus
L.acidophilus (+)
MO cesidi X1 E.coli Nissle 1917 (+) L.rhamnosus
L. rhamnosus (+)
E.coli Nissle
1917
GO derisimi X2 0 200 400
(ng/mL)
Kumas boyutu
(cm?) X3 0 1 2
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Optimizasyonda mikroorganizma c¢esidi olarak secilen X1 degiskeni, en distik
noktada ortamda sadece bir tane bakteriyi, en yiiksek noktada ise ortamda
kompleks bakteri kiiltiiriiniin bulundugunu temsil etmektedir. Optimizasyon
asamasinda kullanilan her mikroorganizma mezofilik 6zellik gosterdigi i¢in, tim
deneyler 37°C sicaklikta yapilmistir. Her bir mikroorganizmanin 6nceden
hesaplanan optimum blylime zamani incelendi ve ortalamalar1 alinarak

optimizasyon islemi boyunca (7 saat) siire sabit tutuldu.

Ortamda sadece E.coli Nissle 1917 bakterisinin bulundugu deneylerde, ilk olarak
200 mL TSB besiyerinin icerisinde mikroorganizma biyiitilmiis daha sonra Box-
Behnken dizaynin verdigi deney noktalarinda gergeklestirilecek deneyler i¢in
100’er mL steril besiyerinin icerisine 500 uL mikroorganizma ekilerek deneyler
baslatilmistir. Ortamda L.acidophilus ve L. rhamnosus mikroorganizmalarinin
bulundugu deneylerde, mikroorganizmalar 200 mL MRS Broth igerisinde
biiytitilmiistir. L.acidophilus oksijenli solunum yaparken L. rhamnosus bakterisi
oksijensiz ortamda gelisim gostermektedir. Iki bakteri arasindaki bu solunum
farki goz ontinde bulundurularak, biiyiimenin gergeklestirildigi deney sisesinin
agz1 pamuk yardimiyla hafifce kapatilmistir. Bu islem sayesinde ortama
L.acidophilus bakterisinin yasayacagl kadar oksijen girisi ve L. rhamnosus
bakterisinin ise deney sisesinin alt kisimlarina dogru biiylimesi saglanmistir.
Biiytiitme islemi yapildiktan sonra 100’er mL steril MRS besiyerlerine 500 pL
mikroorganizma eklenerek Box-Behnken deney diyazninda verilen 15 adet

deney setinde analizler baslatilmistir.

Bakteri kompleksinin bulundugu deneylerde hazirlanan besiyerlerinin, hem
E.coli Nissle 1917 hem L.acidophilus hem de L. rhamnosus bliyiimesi i¢in gerekli
olan spesifik malzemeleri icermesine 6zen gosterilmistir. Bir litre modifiye
edilmis kompleks besiyeri i¢in, 17g pepton, 3g soya fasulyesinden elde edilen
pepton, 5g D-glikoz, 5g sodyum Kkloriir, 2,5g dipotasyum fosfat, 8g meat ekstrakt,
4g yeast ekstrakt, 1 mL Tween-80, 2g diamonyum hidrojen sitrat, 8,25g sodyum
asetat tridihrat, 0,097g magnezyum siilfat, 0,035g mangan siilfat tartilarak saf su

ile karistirildi. Hazirlanan besiyeri otoklavnarak 100 mL’lik deney siselerine
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boliindii ve tlizerine 250 pL E.coli Nissle 1917 ve 250 pL L.acidophilus- L.

rhamnosus karisimindan eklenip deneyler baslatilmistir.

Hesaplanan optimum stire sonrasi (8 saat), her deney sisesinden alinan 6rnekler
600 nm daga boyunda spektrofotometreyle olciilmiistiir. Olgiim sonrasi
absorbans degerlerine, Design Expert ver.10 programi kullanarak Box-Behnken
dizayni uygulanmistir. Elde edilen sonuglarla ytlizey grafikleri ve kontur egrileri
cizilmis ve bulunan modelin uygunlugu kontrol edilmis ve numerik analizler

gerceklestirilmistir.

3.6. Toplam mikroorganizma sayisi tayini

Sivi icerisindeki mikroorganizma gelisimleri spektrofotometrik 6l¢timlerle ayni
slireclerde birer mililitre 6érnek alinip, petri kabi igerisindeki kat1 besiyerine
ekilerek Candida krusei i¢cin 26°Cde diger mikroorganizmalar i¢in 37°Cde 24 saat
boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur. Stire sonunda petri kabi esit dort parcaya
bolinmiis, boéliinen parcalardan birinde 1 mm?2 alan icerisinde kalan
mikroorganizma kolonileri koloni sayma cihazinda sayilarak sonug¢ dort ile
carpilmis ve boylece tiim petri kabindaki mikroorganizma sayisina gegis
yapilmistir. Bulunan mikroorganizma sayis1 ile absrobans degerleri

iliskilendirilmistir. Bu degerler CFU (Colony-forming unit) ile ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sivi ortam deney sonuglari

Tez kapsaminda kullanilan mikroorganizmalarin her birine ait temel bilesenleri
iceren steril sivi  besiyerleri hazirlanmis, bu ortamlara ekilen
mikroorganizmalarin gelisim stiregleri 600 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak analizlenmistir.

4.1.1. Escherichia coli Nissle 1917

Canlandirilmis mikroorganizma Tryptic Soy sivi besiyeri igerisine mikropipet
yardimiile 500 pL eklenerek gerceklestirilen deneyde, her saat bas1 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrik dlciimler yapilip, CFU/mL degerleri elde edilmistir.
Bu degerler zamana karsi grafige gecirilerek ise Sekil 4.1’deki egri elde edilmistir.
Liyofilize mikroorganizmanin aniden girdigi sivi ortama alisma siireci olarak
ifade edilen lag fazi, Escherichia coli Nissle 1917 bakterisinde yaklasik 115 dakika,
ortama alisip 2" seklinde biiylimeye basladig1 evresi olan log fazi ise yaklasik 315
dakika siirmiistiir. Mikroorganizmanin ortamdaki besin ve ortam hacminin
yetersiz hale gelmesi sebebiyle 6lmeye basladig1 6liim evresi ise yaklasik 236

dakika stirmustiir.

Grafen oksit derisim deneylerinde kullanmak tizere aktif mikroorganizma elde
etmek icin log ve lag fazlarinin bitis zamanlarina gére optimum stire 157 dakika
olarak hesaplanmistir. Logaritmik artis fazinin ortast olan bu siire;
mikroorganizmanin biiylimesinin maksimum oldugu noktaya varmak icin

besiyerinde minumum bekletilmesi gereken siireyi ifade etmektedir.
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Sekil 4.1. E.coli Nissle 1917 biiyiime egrisi

Tez ¢alismasinda kullanilan her bir grafen oksit derigsimi i¢in, laminar kabinde
200 mL'lik Tryptic Soy sivi besiyerine 2 mL GO ve 500 pL mikroorganizma
eklenip, 37°C sicakliktaki inkiibatorde bekletilmistir. 5 pg GO/mL eklenen
mikroorganizmanin ortama alisma stiresi 65 dakika olarak belirlenmistir (Sekil
4.2). Logaritmik artis fazinin 484. dakikada bittigi ve 484. dakikada maksimum
204.70 CFU/mL degerine ulastig1 tespit edilmistir.

250

200 //"‘\/\/ ;’”’v\

150

- F
- F

= —e—CFU1 —@—CFU2 CFU3

CFU/mL

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dak.)

Sekil 4.2. 5 pg/ mL GO iceren ortamda E.coli Nissle 1917 biiylimesi

iceriginde 40 pug GO/mL bulunan deney sonuclarinda yine 65 dakikalik lag faz
sonrasinda baslayan log fazi 433 dakika sirmistir (Sekil 4.3) 498 dakika

sonunda gozlenen maksimum mikroorganizma sayisi ise 184,64 CFU/mL’ dir.
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Sekil 4.3. 40 pg/ mL GO iceren ortamda E.coli Nissle 1917 biliyiimesi

Ortamda 50 ve 100 pg GO/mL grafen oksit derisimlerinin bulundugu
mikroorganizma biiyltimeleri incelendiginde, her iki ortamda da maksimum
CFU/mL degerlerinin 484. dakikada, sirasiyla 206,29 ve 147,92 oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Ayrica, her iki derisimin bulundugu
ortamda da mikroorganizmanin lag (65 dak.) ve log (419 dak.) fazlarinin esit

oldugu tespit edilmstir.
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Sekil 4.4. 50 pg/ mL GO iceren ortamda E.coli Nissle 1917 bliyiimesi
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Sekil 4.5. 100 pg/ mL GO iceren ortamda E.coli Nissle 1917 biiylimesi

200 pg GO/mL bulunan ortamda, en ytiiksek CFU/mL degerinin 163,21 oldugu
sonucuna variumistir (Sekil 4.6). Buna karsilik 400 ug GO/mL bulunan ortamda,
mikroorganizmanin en yiiksek CFU/mL degerinin 153,07 oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.7). Iki grafen oksit derisiminin bulundugu ortamda da
mikroorganizmanin log fazinin 65-556. dakikalar arasinda gergeklestigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.6. 200 pg/ mL GO igeren ortamda E.coli Nissle 1917 biiylimesi
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Sekil 4.7. 400 pg/ mL GO igeren ortamda E.coli Nissle 1917 biiylimesi

Indirgenmis grafen oksitin bulundugu ortamda ise 192 dakikalik lag fazinin
ardindan 245 dakikalik log fazin1 yasayan mikroorganizmanin en yiiksek
CFU/mL degerinin 170,28 oldugu gorilmiis ve bu degere ulasmak i¢in 437 dakika
siire gecirmesi gerektigi tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. r-GO iceren ortamda E.coli Nissle 1917 biiylimesi
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4.1.2. Escherichia coli

Escherichia coli mikroorganizmasi kullanilarak yapilan deneylerde bakterinin
aktiflestirilmesi i¢in gerekli ortam kosullar1 Nutrient Broth besiyeri kullanilarak
saglanmistir. Biitiin grafen érneklerinden 2 mL kullanilarak yapilan deneylerde
her saat basi 600 nm dalga boyunda o6l¢iimler alinarak, CFU/mL birimine
cevirilerek sonuglar grafige gecirilmistir.

Mikroorganizma biiytime egrisi incelendiginde (Sekil 4.9) E.coli bakterisinin
ortama alisma sitiresi 401 dakika, logaritmik biiylime evresi ise 170 dakika
sirmiustir. En yiksek CFU/mL degeri arastirildiginda, bakterinin 741.dakikada
291,79 CFU/mL degerine ulastig1 gorilmustiir. Biiylime egrisinden elde edilen ve
derisim deneylerinde mikroorganizmanin hazir hale getirilmesi icin kullanilan

optimum siire 170 dakika olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.9. Escherichia coli bliylime egrisi

5 pg GO/mL derisim denemelerinde, lag faz1 595 dakikayla kontrol grubu
(bliyime egrisi) sonuglarina gére daha uzun siirmiistiir. Maksimum CFU/mL olan
91,67 degerine, mikroorganizma 924. dakikada ulasmis olup bu stireye gelene

kadar log fazinda 329 dakika gecirmistir.
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Sekil 4.10. 5 pg/ mL GO iceren ortamda E.coli biiylimesi

E.coli bakterisinin 40 ve 50 pg GO/mL derisimlerinde grafen oksit iceren
ortamlardaki biiytime egrileri incelendiginde (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12), bu iki
derisimde mikroorganizmanin lag fazlarinin sirasiyla 1029 ve 719 dakika
stirdigii tespit edilmistir. 50 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda
mikroorganizma gelismesini gosteren log fazinin (786 dakika), 40 pg GO/mL
derisimin bulundugu ortamdaki mikroorganizma gelisiminin yaklasik 2,63 kati
oldugu bulunmustur. 50 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda en yiiksek
CFU/mL olan 297,85’e ulasmak i¢cin mikroorganizma 1505 dakika biiytimtustiir,
40 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda ise bu degerler sirasiyla 198,13
CFU/mL ve 1372 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. 40 pg/ mL GO iceren ortamda Escherichia coli biiytimesi
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Sekil 4.12. 50 pg/ mL GO iceren ortamda Escherichia coli biiylimesi

100 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda (Sekil 4.13), mikroorganizmanin
lag faz1 719 dakika, log faz1 400 dakika siirmiistiir. Mikroorganizmanin 1119
dakika boyunca besiyerinde biliyiimesi sonucunda en yiiksek CFU degeri olan

255,42 CFU/mL elde edilmistir.
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Sekil 4.13. 100 pg/ mL GO iceren ortamda Escherichia coli biiylimesi

200 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda (Sekil 4.14) mikroorganizma
1119 dakikada ortama alismis ve biiyiime evresi 771 dakika stirmiistiir. 278,14
CFU/mL degerine (en yliksek) ise 1890. dakikada ulasmistir.
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Sekil 4.14. 200 pg/ mL GO iceren ortamda Escherichia coli bliyliimesi

400 pg GO/mL (Sekil 4.15) ve indirgenmis grafen oksit (Sekil 4.16) bulunan
ortamlarda mikroorganizmalarin lag fazlar1 sirasiyla 719 ve 469 dakika
stirmiistiir. indirgenmis grafen oksitin en yiiksek CFU/mL degerine (182,38
CFU/mL) ulasmasi icin gecen siire 1264 dakika olup, 400 pg GO/mL derisiminin
bulundugu ortamda 1444 dakika sonucunda 206,86 CFU/mL degerine

ulasilmistir.
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Sekil 4.15. 400 pg/ mL GO iceren ortamda Escherichia coli biiylimesi
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Sekil 4.16. r- GO iceren ortamda Escherichia coli biiylimesi
4.1.3. Candida krusei

Candida krusei i¢cin gelisme ortami Yeast extract peptone dextrose (YEPD)
besiyeri kullanilarak saglanmistir. Derisim deneylerinin baslatilmasi icin laminar
kabin icerisinde, 5-40-50-100-200-400 pg/mL grafen oksit ¢ozeltilerinden 2 mL
alinarak besiyerlerine eklenmistir. Indirgenmis grafen oksit (r-GO) denemeleri
icin, temin edilen r-GO katisindan 1 gram alinarak, dnceden sterilizasyonu
saglanan 200 mL' lik besiyerine eklenmistir.

Grafen oksit materyallerinin eklendigi besiyerlerine, mikroorganizmanin
aktiflestirildigi ortamdan 500 pL mikroorganizma eklenerek deneyler
gerceklestirilmistir. Belirli araliklarla 600 nm dalga boyunda yapilan analizler
sonucu elde edilen absorbans degerleri kaydedilmistir. Daha 6nceden paralel bir
sekilde ilerletilen kati besiyeri yardimiyla elde edilen bu degerler CFU/mL

birimine ¢evirilip, grafikler ¢izilmistir.

Candida krusei mantarinin kontrol grubu olarak kullanilan biiytime egrisi (Sekil
4.17) incelendiginde, mantar tiirtiniin ortama alisma stirecinin 1213 dakika
oldugu bulunmustur. 24,62 CFU/mL mikroorganizma miktarina 3390. dakikada
erisen mantarin logaritmik artis (Log faz1) faz1 da 2177 dakika stirmdustiir.
Biiytime egrisine gore mikroorganizmanin duragan faza gegmeden 6liim evresine

gectigi gozlemlenmistir. Bunun nedeni, analiz yapilan bir saatlik stire igerisinde
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mikroorganizmanin duragan fazi atlatmasi ve bu sebeple ani gecisin grafige

yansimamasidir.
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Sekil 4.17. Candida krusei buiiylime egrisi

5 ve 40 pg GO/mL derisimlerine sahip ortamlarda (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19),
mikroorganizma gelisiminin lag fazi her iki derisimde de ayni ve 188 dakikadir.
Sirasiyla 15,50 ve 15,05 CFU/mL olan maksimum CFU/mL degerlerine, her ikisi
de 1955. dakikada ulasmis ve her ikisinin de log fazlar1 1767 dakika siirmstiir.
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Sekil 4.18. 5 ug GO/mL iceren ortamda Candida krusei biiytimesi
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Sekil 4.19. 40 pg GO/mL iceren ortamda Candida krusei bliylimesi

Candida krusei mantar1 50 ug GO/mL derisiminin bulundugu ortamda (Sekil. 20)
1751. dakikada en yiiksek 14,229 CFU/mL degerine ulasmistir. 429 dakika
boyunca lag fazin1 devam ettiren mikroorganizmanin logaritmik biiytime evresi

1322 dakika stirmustiir.
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Sekil 4.20. 50 pg GO/mL iceren ortamda Candida krusei bliylimesi

100 (Sekil 4.21) ve 200 pg GO/mL (Sekil 4.22) derisime sahip ortamlarda
mikroorganizmanin lag fazlar1 188 dakika siirmiistiir. 100 pg GO/mL igerisinde

en yiksek CFU/ mL degerine (18,24 CFU/mL) erismesi icin gecen siire 968
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dakika olup, 200 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda 1351 dakika
sonucunda 15,35 CFU/mL degerine ulasmistir.
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Sekil 4.21. 100 pg GO/mL iceren ortamda Candida krusei biiylimesi
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Sekil 4.22. 200 pg GO/mL iceren ortamda Candida krusei biiytimesi

400 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda, 808 dakika sonucunda 15,74
CFU/mL degerinin gozlendigi mikroorganizmanin ortama alismasi siiresinin 125

dakika ve logaritmik biliyiime evresinin ise 683 dakika oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. 400 pg GO/mL iceren ortamda Candida krusei biiytimesi

Sekil 4.24’te verilen indirgenmis grafen oksitin bulundugu ortamdaki mantarin
ortama alismasi 429 dakika stirmiistiir. Log fazinda 736 dakika zaman geciren
mikroorganizma en yiiksek 22,12 CFU/mL ddegerine 1165 dakikada erismistir.
Deneyin geri kalan kisminda mikroorganizmanin 6lim fazina ge¢medigi ve

duragan fazda kaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.24. r-GO/mL iceren ortamda Candida krusei biiylimesi

59



4.1.4. Clostridum difficile

Tez kapsaminda bulunan bir diger deneme Clostridium difficile mikroorganizmasi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Farkli derisimlere sahip grafen oksit ve
indirgenmis grafen oksit icerikli ortamlardaki deneyler daha 6nce belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir. Anaerobik kosullarda ekim yapildiktan sonra her saat basi
600 nm dalga boyunda spektrofotometrik dlgtimler gerceklestirilmis, sonuglar
CFU/mL birimiyle grafige gecirilmistir.

Mikroorganizmanin biiyiime egrisi (Sekil4.25) incelendiginde, ortama alisma
stiresi 4350 dakika boyunca devam etmistir. Bu siirenin ardindan 930 dakikalik
bir biiytime evresi (Log faz1) gecirdigi bulunmustur. 5280 dakikanin sonunda en

yuksek CFU degeri olan 103,64 CFU/mL degerine ulastig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.25. Clostridium dificile biiylime egrisi

5 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda (Sekil 4.26) mikroorganizma en
yuksek 59,47 CFU/mL degerine 1978 dakikada sonucunda ulasmistir. 360 dakika
boyunca biiylime evresinde bulunan mikroorganizma 1618 dakikada ortama

alismistir.
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Sekil 4.26. 5 pg GO/mL iceren ortamda Clostridium dificile biiylimesi

40 pg GO/mL varhiginda mikroorganizma 1378 dakikada ortama alismistir
(Sekil4.27). 600 dakikalik bulyiime evresini atlatan mikroorganizma 71,41

CFU/mL ile en ytiiksek degerini 1978 dakikanin sonucunda géstermistir.
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Sekil4.27. 40 ug GO/mL iceren ortamda Clostridium dificile biiylimesi

Lag fazlarinin ayni siirede bittigi (1318 dakika) 50 ve 100 pg GO/mL
derisimlerine sahip ortamlarda mikroorganizmanin biliyiime evresinde geg¢irdigi
sureler sirasiyla 540 ve 300 dakikadir. 50 pg/mL GO derisiminin bulundugu
ortamda (Sekil 4.28) mikroorganizma 1858 dakikanin sonunda en ytliksek 64,36
CFU/mL degerine ulasirken, 100 ug/mL GO derisimin bulundugu ortamda (Sekil
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4,29) bu deger 1618 dakikanin sonunda 37,69 CFU/mL’de kalmistir.
Mikroorganizma 50 pg/mL GO derisiminde logaritmik faz takiben direkt 6lim
faz1 gozlenirken, 100 pg/mL GO derisiminde 480 dakika boyunca duragan fazda
kalmistir.
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Sekil 4.28. 50 ug GO/mL iceren ortamda Clostridium dificile bliyiimesi
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Sekil 4.29. 100 pg GO/mL iceren ortamda Clostridium dificile bliyiimesi
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Sekil 4.30’da verilen 200 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamdaki
mikroorganizma gelisimi incelendiginde, ortama alisma siiresinin 138 dakikayla
Sekil 4.31'de verilen 400 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda g6zlenen
sureyle ayni oldugu bulunmustur. Biiylime evreleri sirasiyla 340 ve 280 dakika
suren mikroorganizma, 200 ug GO/mL derisiminde maksimum 33,91 CFU/mL
degerine 478 dakikada, 400 pg GO/mL derisiminin bulundugu ortamda
maksimum 54,81 degerine 418 dakikada eristigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.30. 200 pg GO/mL iceren ortamda Clostridium dificile biiyyimesi
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Sekil 4.31. 400 pg GO/mL iceren ortamda Clostridium dificile biiyiimesi
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Indirgenmis grafen oksitin bulundugu ortamda (Sekil 4.32) yapilan siv1 ortam
deneyleri sonucunda, mikroorganizma maksimum 70,163 CFU/mL degerine
1858 dakikada erismistir. Ortama 1318 dakikada alisan mikroorganizmanin
biiylime evresi 540 dakika stirmistiir. Bu ortamda mikroorganizmada duragan

faz goriilmemistir.
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Sekil 4.32. r-GO/mL iceren ortamda Clostridium dificile bliyiimesi

4.1.5. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus bakterisi icin blyime egrisi kullanilarak optimum
bekleme siiresi hesaplandiktan sonra farkli grafen oksit derisimlerinin ve
indirgenmis grafen oksitin bulundugu sivi besiyerinde antimikrobiyal 6zelliginin
incelenmesi yapilmistir. Deneylerde 5 pg GO/ mL, 40 pg GO/ mL, 50 pg GO/ mL,
100 pg GO/ mL, 200 ug GO/ mL, 400 ug GO/ mL derisimlerinde hazir temin edilen
cozeltiler ve mikroorganizmay1 aktiflestirmek igcin MRS sivi  besiyeri

kullanilmistir.

Biiytime egrisinde (Sekil 4.33) lag ve log fazlarinin bitis noktalarina gore
optimum aktiflestirme siiresi (179 dakika) hesaplanmistir. Mikroorganizma
ortama 375 dakikada alismis ve 732.dakikanin sonunda maksimum log CFU/mL
degeri olan 10,401 degerine ulasmistir. Logaritmik artis evresini 357 dakikada
bitiren mikroorganizma duragan fazda 100 dakika gec¢irdikten sonra o6lim

evresine gecmistir.
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Sekil 4.33. Lactobacillus acidophilus bliytimesi

Sekil 4.34’de verilen 5 pg GO/mL grafen oksit materyalinin bulundugu ortamda
mikroorganizma lag fazin1 131 dakikada tamamlamis ve 299 dakikada logaritmik
artis evresini bitirmigtir. Maksimum 11,93 log CFU/mL degerine ise 430.
dakikanin sonunda ulastig1 tespit edilmistir. Mikroorganizma artis evresinden

sonra 250 dakikalik bir duragan faza girmis ve bu siirenin sonunda 61iim evresine

gecmistir.
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Sekil 4.34. 5 pg GO/mL iceren ortamda Lactobacillus acidophilus biiylimesi

40 pg GO/mL grafen oksit derisimine sahip ortamda (Sekil 4.35) mikroorganizma
722 dakikanin sonunda maksimum log CFU/mL degerini (10,26) gostermistir.
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Lag fazin1 442 dakikada tamamlayan L. acidophilus bakterisinin, logaritmik artis
evresini 280 dakikada tamamladig1 gorilmiistiir. Bu ortamda mikroorganizma

duragan fazda 62 dakika gecirdikten sonra 6liim evresine girmistir.
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Sekil 4.35. 40 pg GO/mL iceren ortamda Lactobacillus acidophilus biiylimesi

50 (Sekil 4.36) ve 100 (Sekil 4.37) ug GO/mL grafen oksit derisimlerinin
bulundugu ortamlardaki deney sonuglari incelendiginde, lag evrelerinin sirasiyla
442 ve 130 dakika siirdiigii goriilmistiir. Yaklasik 298-299 dakika biiyiime
evresinden sonra mikroorganizma her iki derisim ortaminda da 250 dakikalik
duragan faza girmistir. Mikroorganizma 50 pg GO/mL grafen oksit ortaminda
maksimum CFU degerine (11,33) 429 dakikada erisirken, 100 pg GO/mL
ortaminda ise 426 dakikada 10,71 log CFU/mL degerini gosterdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.36. 50 ug GO/mL iceren ortamda Lactobacillus acidophilus biiyimesi
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Sekil 4.37. 100 pg GO/mL iceren ortamda Lactobacillus acidophilus biiylimesi

200 ve 400 pg GO/mL derisimlerinde grafen oksit iceren ortamlardaki bliyiime
egrileri incelendiginde (Sekil 4.38 ve Sekil 4.39), mikroorganizmanin lag
fazlarinin sirasiyla 375 ve 239 dakika siirdiigi gozlemlenmistir. 200 pg GO/mL
derisiminin bulundugu ortamda mikroorganizma gelismesini gosteren log
fazinin (348 dakika), 400 pg GO/mL derisimin bulundugu ortamdaki
mikroorganizma gelisiminin yaklasik 1,04 kati oldugu belirlenmistir. 400 pg
GO/mL derisiminin bulundugu ortamda en yiiksek log CFU/mL olan 10,64’e
ulasmak icin mikroorganizma 601 dakika gecirmistir, 200 ug GO/mL derisiminin
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bulundugu ortamda ise bu degerler sirasiyla 10,65 log CFU/mL ve 723 dakika

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.38. 200 pg GO/mL iceren ortamda Lactobacillus acidophilus biiylimesi

12

10 N—’\\
/ \

4 y —e—CFU1
|/

9]

log CFU/mL
(o))

2 T —e—CFU2
/\/A\/
! CFU3
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Zaman(dak.)

Sekil 4.39. 400 pg GO/mL iceren ortamda Lactobacillus acidophilus biiytimesi
indirgenmis grafen oksitin bulundugu ortamdaki sonuclar (Sekil 4.40)

incelendiginde, mikroorganizma 402 dakikada ortama alismis ve 337 dakika
boyunca log evresinde blyimistir. Maksimum log CFU/mL degeri 2,91 olan

mikroorganizma bu degeri 739. dakika sonunda géstermistir.
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Sekil 4.40. r-GO/mL iceren ortamda Lactobacillus acidophilus biiylimesi

4.2. Kat1 ortam deney sonuclari

Tezin bu kapsaminda, farkli ozellikteki iki cesit kati grafen tabakalarinin
antimikrobiyal 6zelligi arastirilmistir. ilk tabaka siilfiirik asit ile asindirilarak
tretilen (kimyasal taraklamayla yiizeyi piriizlendirilen) bir ylizeye sahiptir.
ikinci tabaka ise kontrol grubu olarak kullanilan asindirma islemi olmayan kat
grafen yiizeyden olusmaktadir. Diger mikroorganizmalarin aksine L.acidophilus
bakterisi genellenemeyen bir egilim gosterdigi icin kati tabakalarin

antimikrobiyal 6zelligi sadece bu bakteri kullanilarak arastirilmistir.

Kat1 ortam deneyleri L.acidophilus bakterisi MRS broth besiyeri icerisinde
aktiflestirildikten sonra, 6nceden tizerine MRS Agar dokiilen grafen oksit
yuzeyler tlizerine ekilerek gerceklestirilmistir. Mikroorganizma ekildigi andaki
goruntiileri Sekil 4.41’de verilmistir. Gorseller incelendiginde, yapilan kimyasal

asindirma isleminin ytizeye hidrofobik 6zellik kazandirdigi acik¢a goriilmektedir.
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A B

Sekil 4.41. Mikroorganizma ekildigi anda; a) asindirilmamis yiizeye sahip grafen
kat1 ortam gorintiisii, b) stlfirik asit ile asindirilarak iretilen
grafen kat1 ortam goriintiisi

Tabakalar tizerine ekilen bakteri, 37°Cde optimum biiylime siliresi kadar

bekletildiginde hem kontrol grubu hem de deney numunesi tzerindeki

besiyerinin kurudugu goriilmektedir (Sekil 4.42). Zaman ilerledikce besiyerinin,
grafen tabakalarin hidrofobik o6zelligi nedeniyle ylizey disina dogru iyice
iteklenmesine neden oldugu gozlemlenmistir. Grafen tabakasinin yiizeyi koloni
sayma cihaziyla incelendiginde hidrofobik yiizeyi yliziinden mikroorganizmanin
yluzeyin cogunluguna tutunamadigl ve bu sebeple grafen tabakasi ylizeyinde

biiyliyemedigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.42. Mikroorganizma gelisimi sonunda; a) asindirilmamis yiizeye sahip
grafen kat1 ortam goriintiisti, b) siilfiirik asit ile asindirilarak iiretilen
grafen kat1 ortam goriintiisu

Kat1 ortam deneylerinin bir diger kismi, , pamuklu kumasi tamamen kaplayacak
sekilde 100 mL besiyerine, 200 mL icerisinde aktiflestirilen mikroorganizmanin
ekilmesiyle gerceklestirilmistir. Deneyler her mikroorganizma icin uygun
sicaklikta ve besiyerinde gerceklestirilmistir. Alinan spektrofotometrik 6l¢iim

sonuclar1 CFU/mL birimi ile verilmistir.

Grafen oksit igerikli ylizde yiiz pamuklu kumas ortami icerisine E.coli Nissle 1917
bakterisi ekildiginde elde dilen biiyiime egrisi Sekil 4.43’te verilmistir. Bu egriye
gore bakteri 192 dakikada lag fazimi bitirip, 245 dakika boyunca log fazinda
biiylimiis ve mikroorganizma 437. dakikada maksimum CFU/mL degerine
(174,57) ulasmistir. Gozlem siiresi boyunca bakterinin log fazini sonlandirmadigi

tespit edilmistir. Bu nedenle grafikte duragan ya da 6liim fazi yer almamaktadir.
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Sekil 4.43. E.coli Nissle 1917 bakterisinin grafen oksitli kumas ortaminda

biiylimesi

E.coli bakterisinin kumash ortamdaki biiytimesinde (Sekil 4,44), bakteri 595

dakika boyunca ortama alisma strecini yasamistir. Lag fazindan ¢ikan bakteri

434 dakika boyunca logaritmik biliyiime gerceklestirmis,

maksimum CFU/mL olan 87,21 degerine ulasmistir. Mikroorganizmanin duragan

fazda 173 dakika gec¢irdigi ve bu slirenin ardindan o6liim evresine girdigi

gorulmustiir.
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Sekil 4.44. E.coli bakterisinin grafen oksitli kumas ortaminda biiytimesi
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Sekil 4.45’de ise Candida krusei mantarinin kumas igerikli ortamda biiyiime egrisi
verilmistir. Bu ortamda mikroorganizma 125 dakika boyunca lag fazinda kalmis
ve bu silirenin sonunda 763 dakika biiylimeye devam etmistir. Maksimum
CFU/mL degerine 888. dakikada 9,925 ile ulasmistir. E.coli Nissle 1917 bakteri

biiyiimesinde oldugu gibi analiz stireci boyunca mantarin duragan faza gegmedigi

tespit edilmistir.
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Sekil 4.45. C.krusei mantarinin grafen oksitli kumas ortaminda biiytimesi

Sekil 4.46’da verilen Cdifficile mikroorganizmasinin kumash ortamda
biiyiimesinde ise 1378 dakika boyunca lag fazinda ortama alismaya calistigl, log
fazinda 480 dakika siire gecirdigi ve 1858. dakikanin sonucunda maksimum
CFU/mL degeri olan 50,71'e ulastigi gozlemlenmistir. Mikroorganizmanin
duragan fazi tamamladigl ancak analiz siiresince 6lim fazina ge¢medigi

gorulmustiir.
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Sekil 4.46. C.difficile bakterisinin grafen oksitli kumas ortaminda biiyiimesi

Yluzde yuz pamuklu grafen oksitli kumas tlizerine L.acidophilus ile yapilan
calismalarin sonucu (Sekil 4.47) incelendiginde, mikroorganizma 350 dakika
boyunca lag fazinda kalmis ve bu evrede maksimum log CFU/mL degeri 0,7232
olarak tespit edilmstir. 382 dakika boyunca log fazina devam eden
mikroorganizma 732. dakikada tiim biiyltime siirecinin en yiiksek log CFU/mL
degeri olan 10,40 ulagmistir. Bu ortamda mikroorganizmanin standart S-biiytime

egrisini gosterdigi sonucuna varimistir.
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Sekil 4.47. L.acidophilus bakterisinin grafen oksitli kumas ortaminda biiylimesi
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4.3. Optimizasyon deneyleri sonuglari

Tez calismasinin bu kisminda, grafen oksit emdirilmis kumas bulunan
ortamlarda mikroorganizma biiylimesinin secilen parametrelerle iligkisini
degerlendirmek icin li¢-seviyeli lic-parametreli Box-Behnken deney dizayni
kullanilmistir. Kumas boyutu, mikroorganizma ¢esidi ve grafen oksit derisimi
parametreleri ile ¢alisilan, tasarimin belirledigi noktalardaki deney sonuglari

spektrofotometrik olarak analizlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Box-Behnken deney dizayni ve sonuglar

X1 X2 X3 Abs
-1 -1 0 0,8312
+1 -1 0 0,2812
-1 +1 0 0,8401
+1 +1 0 0,8190
-1 0 -1 0,3052
+1 0 -1 0,8718
-1 0 +1 0,3291
+1 0 +1 0,4661
0 +1 -1 0,4407
0 -1 +1 0,4063
0 +1 +1 0,3973
0 0 0 0,4162
0 0 0 0,4144
0 0 0 0,4117

Cizelge 4.1'de verilen deney sonuglari bilgisayar programina girildikten sonra
programin Onerdigi farkli modeller arasinda istatistiksel analiz sonuglar
karsilastirilarak deney bulgularini en iyi ifade eden model belirlenmistir.
Kuadratik modeli olarak tespit edilen bu modelin istatistiksel analiz sonuglari
ANOVA tablosunda 6zetlenmistir (Cizelge 4.2). F degerinin 80,28 olmasi modelin
“significant (6nemli)” oldugu anlamina gelmektedir; ¢linkii bu kadar biuyiik bir F
degerinin ¢ikma olasilig1 sadece %0,01 olasiiginda mumkiindiir. “Lack of fit”
olarak adlandirilan uygunsuzluk degerinin “not significant (6nemsiz)” olmasi

modelin uygunlugunu destekleyen bir diger degerdir.

75



Cizelge 4.2. Kuadratik Model ANOVA tablosu

Source Ssquulgr(:efs df S]:;[E:?e F-value || p-value
Model | 06691 9| 0,0743] 80,28 <0.0001|significant]
|A-Mikroorganizma| 0,5853| 1| 0,5853| 632,01)<0.0001 |
B-GO Derisimi | 0,0001] 1] 0,0001] 0,0777] 0,7915] |
IC-Kumas Boyutu | 0,0001] 1| 0,0001] 0,0948] 0,7706| |
|AB | 0,0000] 1| 0,0000] 0,0148] 0,9080| |
AC | 00002 1] 0,0002] 0,2255] 0,6549| |
IBC | 00001 1| 0,0001] 0,0726] 0,7983| |
A2 | 00822 1| 00822 88,74/ 0,0002] |
B? | 0,0001] 1| 0,0001] 0,0803]| 0,7883] |
c2 | 00012 1] o00012] 1,29/ 0,3075] |
Residual | 0,0046| 5| 0,0009] [ [ |
Lack of Fit 0,0046/ 3| 0,0015| 300,21 0,0033 sNigrclificant
Pure Error | 0,0000] 2||5,130E-06| [ [ |
Cor Total | 0,6737| 14] [ [ [ |

Standart sapmanin, R? ve oOngoriilen R? degerlerinin verildigi Cizelge 4.3

incelendiginde, éngoériilen R? degeri (Predicted R?) ve diizeltilmis R? degerinin

(Adjusted R?) arasindaki fark kabul edilebilir seviyededir. Adeq Precision (Yeterli

uygunluk) terimi Olglilen (sinyal/giiriiltii) oranini1 temsil etmektedir. Tezin

deneysel calismasinda bulunan Adeq Precision degerinin 23.029 olmasi yeterli

bir sinyal oldugunu gosterir ve modelin bu sinirlar igerisinde rahatca

kullanilabilinecegi anlamina gelmektedir.

Cizelge 4.3. Kuadratik modele ait stardart sapma ve R? degerleri

Std. Dev.[0,0304|R? | 0,9931]
Mean [0,5009|Adjusted R? | 0,9808
CV.% | 6,08|PredictedR*? | 0,8902]

| [ |Adeq Precision [23,0290|

ANOVA tablosunda parametrelerin tek tek veya ortak etkilerinin 6nemi Yiiksek-

F ve dusiik-P degerleri ile belirtilir (Cizelge 4.2). Dolayisiyla mikroorganizma

biiylimesine tek basina en c¢ok

etki eden parametrenin ortamdaki
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mikroorganizma cesidi oldugu, mikroorganizma ¢esidi-kumas boyutunun ortak
etkisinin ise en etkili ikili parametre kombinasyonu oldugu belirlenmistir.
Parametrelerin tek basina veya ikili etkilerinin (A ve A?) F degerlerinin boyutu
goz oOniune alindiginda mikroorganizma c¢esidinin sonug¢ Uzerindeki etkisinin
diger tim parametrelerden ¢ok daha baskin oldugu ¢ikarimi s6z konusudur.

Bilgisayar programlar1 kullanilarak gerceklestirilen optimizasyonlarda
parametrelerin sonugta olusturacagi birim degisim ve birbirleriyle
korelasyonlarinin degerlendirilmesi i¢cin katsayilar tablosu olusturulur. Katsay:
tahmini (coefficient estimaate); kalan tiim faktorler sabit tutuldugunda, faktér
degerindeki birim degisiklik basina yanittaki beklenen degisimi temsil eder.
Ortogonal tasarimdaki kesisme, tiim kosularin genel ortalama tepkisidir.
Katsayilar, faktéor ayarlarina baghh olarak bu ortalamanin etrafindaki
ayarlamalardir. Faktorler dikey oldugunda VIF'ler 1'dir. 1'den biuyiik VIF'ler
coklu-esitlige isaret eder, VIF ne kadar yiiksek olursa faktorlerin korelasyonu o
kadar ytiksek olur. Kaba bir kural olarak, 10'dan kii¢lik VIF'ler tolere edilebilir.
Cizelge 4.4’te verilen deneysel ¢alisma i¢in program tarafindan kuadratik modelle
elde edilmis, kodlanmis faktorler agisindan katsayilar tablosu incelendiginde
parametrelerin dikey dogrultularda yer aldig1 ve tolere edilebilir seviyede oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 4.4. Kuadradik modelle elde edilen katsayilar tablosu

‘Intercept H 0,4141\\ 0,0176H O,3689H 0,4593H \
|A-Mikroorganizma || -0,2705\\ 0,0108| -0,2981|  -0,2428|/1,0000
‘B-GO Derisimi H -0,0030\\ 0,0108H -0,0307H 0,0247 1,0000\
(C-Kumas Boyutu H -0,0033\\ 0,0108| -0,0310|  0,0243|[1,0000
B H -0,0018“ 00152 -0,0410|  0,0373|[1,0000
IAC H -0,0072\\ 00152 -0,0463|  0,0319/[1,0000
BC H 0,0041\\ 00152 -0,0350|  0,0432|[1,0000
a2 H 0,1492\\ 00158 01085 0,189 1,01
B H -0,0045\\ 00158 -0,0452  0,0362 1,01
c 0,0180 0,0158] -0,0227]] 0,0587 1,01
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Deneylerde elde edilen spektrofotometrik analiz sonugclar1 (Actual; gercek) ve
secilen istatistiksel model ile (kuadratik model) hesaplanan sonuglarin
(Predicted; 6ngoriilen) birbirine uygunlugu, istatistiksel olarak uygun oldupgu
belirlenen modelin incelenen deney sonuglarini ne diizeyde ifade edebildiginin,
baska bir deyisle incelenen prosesin fiziksel uygunlugunun bir gdstergesidir.
Sekil 4.48'de gosterilen 45°lik dogru; gercek ve ongoriilen degerlerin %100
uyumlulugunu ifade eder. Elde edilen sapmalarin (renkli kareler) dogrunun
lizerinde yer almasi veya dogru etrafindaki yayilimlarinin az ve simetrik olmasi
modelin stardart sapmasinin az oldugunu ve uygulanabilirliginin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Design-Expert® Software Predicted vs. Actual
Trial Version

0,9
Mikroorganizma Biiylimesi

Color points by value of og_|
Mikroorganizma Biydmesi: ’

ozs1z I 05718

0,7 -

06—

Predicted

0,5

04 |

0,3 ]

02|

02 03 04 05 0,6 07 0,38 0,9

Actual

Sekil 4.48. Gergek ve kuadratik modelle 6ngoriilen sonuglarin karsilastiriimasi

Sonug olarak, hem istatistiksel hem de fiziksel uygunluk incelemeleri secilen
kuadratik modelin incelenen proesi bu aralik igerisinde ifade etmede basarili
oldugu gortlmistir. Bu asamada, mikroorganizma biiylimesi iizerinde secilen
paramterlerin ikili etkilerini net bir sekilde ortaya koymak adina ti¢-boyutlu
yluzey grafikleri olusturulmustur. Bu grafiklerde maviden turuncuya dogru
gidildikce mikroorganizma bilyiimesinde artis gozlenmektedir. Grafen oksit
derisimi ile mikroorganizma ¢esidinin cevaba (sonuca) etkisinin gosterildigi li¢

boyutlu ylizey grafigi Sekil 4.49’da verilmektedir. Bu grafikte gorildigu gibi,

78



grafen oksit derisimi hangi degerde olursa olsun ekilen mikroorganizma tiirii E.
Coli Nissle 1917 iken maximum biiytime elde edilirken ortama probiyotiklerin
eklenmesiyle mikrobiyal biiyiimede azalma tespit edilmektedir. Dolayisiyla
mikrobiyal biiylime grafen oksit miktarindan etkilenmemekte, ortamdaki besini
tek bir mikroorganizmanin kullanmasi yerine karisik kiltiiriin ayn1 besini

tiikeymesinden dolay1 mikrobiyal bliyiimede azalma goriilmektedir.

Design-Expert® Software

Trial Version

Factor Coding: Actual

Mikroorganizma Biiyiimesi (Abs)

@ Design points above predicted value
O Design points below predicted value

02812 I 05718

X1 = A Mikroorganizma
X2 = B: GO Derigimi

Actual Factor
C: Kumag Boyutu = 0

Mikroorganizma Btiytimesi (Abs)
o
S

A: Mikroorganizma

Sekil 4.49. GO derisimi-mikroorganizma ¢esidi parametrelerinin mikrobiyal
biiytime tizerindeki etkisinin ti¢ boyutlu ytizey grafigi
Sekil 4.50’de verilen, grafen oksit emdirilmis pamuklu kumas boyutu ve
mikroorganizma ¢esidinin mikrobiyal biliyiime tizerinde etkisinin yiizey grafigine
gore de mikroorganizmalarin biiyiimiilerinde kumas boyutunun herhangi bir
etkisinin olmadig1 belirlenmis, mikroorganizma tiirii karisik kiltiire dogru

yoneldikce (-1 kodlu degerinden +1 kodlu degere dogru) mikrobiyal bliiyiimede

azalma tespit edilmistir.
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Design-Expert® Software
Trial Version
Factor Coding: Actual
Mikroorganizma Biiyiimesi (Abs)
@ Design points above predicted value

QO Design points below predicted value

0,812 I 05718 0.9
0.8
X1 = A: Mikroorganizma 0.7
X2 = C: Kumag Boyutu 0.6
Actual Factor 05
B: GO Derigimi = 0 0.4

Mikroorganizma Buiytumesi (Abs)

A: Mikroorganizma

Sekil 4.50. Kumas boyutu-mikroorganizma ¢esidi parametrelerinin mikrobiyal
biiylime iizerindeki etkisinin {i¢ boyutlu ylizey grafigi

Sekil 4.51’de ise kumas boyutu ve grafen oksit derisiminin mikrobiyal biiytime
tizerindeki etkisi goriilmektedir. Bu grafikte diiz ve hep ayni cevabi ifade eden bir
ylizey yer almasi, bu iki parametrenin mikroorganizma biiylimesi lizerine bir
etkisi olmadigini belirtmektedir. Baska bir deyisle, ortamdaki grafen oksit
derisimi ve grafen oksit emdirilmis kumas boyutu ne olursa olsun ortamda
mikroorganizma biiylimesi gerceklesmektedir ve bu biiyime s6z konusu iki

parametreden bagimsiz gerceklesmektedir.
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Design-Expert® Software
Trial Version
Factor Coding: Actual
Mikroorganizma Biiyiimesi (Abs)
@ Design points above predicted value

Q© Design points below predicted value

02512 I 057148

X1 = B: GO Derigimi
X2 = C: Kumag Boyutu

Actual Factor
A: Mikroorganizma = 0

Mikroorganizma Buyumesi (Abs)

B: GO Derigimi (pg/mL)

Sekil 4.51. Kumas boyutu-GO derisimi parametrelerinin mikrobiyal bliyiime
tizerindeki etkisinin ii¢ boyutlu yiizey grafigi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu tez calismasinda bes farkl grafen oksit derisimi veya indirgenmis grafen oksit
eklenmis, her mikroorganizmaya 6zgii steril siv1 besiyeriyle gerceklestirilen

mikroorganizma gelisimleri incelenmistir.

E.coli Nissle 1917 bakteriysiyle gerceklestirilen deney sonuglar Cizelge 5.1" de
ozetlenmistir. Ortama grafen oksit eklenmesinin lag fazinin daha kisa siirmesine,
log fazinin ise daha uzun siirmesine neden oldugu sonucuna varilmistir.
CFUmax/mL maksimum degerlerinin de kontrole gore daha az oldugu ve
CFUmax/mL maksimum degerlerine ulasmak icin gecen siirenin, kontrol
grubunun sonucuna goére daha fazla oldugu bulunmustur. Ayrica lag fazindaki
azalis (50 dakika), log fazindaki minumum artis (104 dakika) ile
karsilastirildiginda, log fazindaki artisin maksimum CFUmax/mL siiresinin
lizerindeki etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. CFUmax/mL siiresi, log ve
lag fazlarinin bitis noktalarina gore hesaplandigi icin E.coli Nissle 1917'nin grafen
oksit bulunan ortamlarda (5-400 pg GO/mL), log fazinda daha fazla zaman
harcamasi, maksimum CFU degerine ulasmak icin gecen siirenin artmasina sebep

olmustur.

E.coli Nissle 1917 bakterisi ile yapilan biitiin grafen oksit ve indirgenmis grafen
oksit icerikli ortam sonuglarinda, mikroorganizma standart biiyiime egrisinin
acikca gorildigu tespit edilmistir. 100 pg GO/mL derisiminin bulundugu
ortamda CFUmax/mL degerinde %36,70 oraninda maksimum diisiis elde

edilmistir.
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Cizelge 5.1. Siv1 besiyeri icerisindeki E.coli Nissle 1917 bulgulari

Lag faz1 Log faz1 CFUmax/mML | CFUmax/mL
(dak.) (dak.) (dak.)
Kontrol 115 315 233,68 430
5 pg GO/ mL 65 685 204,70 484
40 pg GO/ mL 65 433 184,64 498
50 pg GO/ mL 65 419 206,29 484
100 pg GO/ mL 65 419 147,92 484
200 pg GO/ mL 65 501 163,21 566
400 pg GO/ mL 65 501 153,07 566
r-GO 192 245 170,28 437

Cizelge 5.2’ de goruldugi uzere E.coli bakteriysiyle gerceklestirilen deney
sonuglar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, grafen oksitli ortamlarda lag ve
log fazlarinin daha uzun siirdiigii belirlenmistir. Hem lag hemde log fazindaki
artisin farkli oranlarda olmasi, CFUmax/mL ulagsmak icin gegen stirelerin
farklilasmasina sebep olmustu. CFUmax/mL siirelerinin kontrol grubuna gore

yliksek oldugu sonucuna varilmistir.

5 ng GO/mL grafen oksit derisiminin bulundugu ortamda CFUmax/mL degerinde
%68,58 oraninda maksimum diisiis elde edilmesine ragmen, tim deneylerde
mikroorganizmanin ¢ogaldiginin agike¢a goriildiigii standart biiytime egrisi tespit

edilmistir.

Cizelge 5.2. Siv1 besiyeri icerisindeki E.coli bulgular:

Lag faza Log fazi CFUmax/mL | CFUmax/mL

(dak.) (dak.) (dak.)
Kontrol 401 170 291,79 741
5pug GO/ mL 595 329 91,67 924
40 pg GO/ mL 1029 299 198,13 1372
50 pg GO/ mL 719 786 297,85 1505
100 pg GO/ mL 719 400 255,42 1119
200 pg GO/ mL 1119 771 278,14 1890
400 pg GO/ mL 719 725 206,86 1444
r-GO 469 795 182,32 1264

Candida krusei mantariyla yapilan sivi ortam deney sonuglari, kontrol grubuyla

karsilastirildiginda (Cizelge 5.3), ortama eklenen grafen oksit materyallerinin

83



tamaminin lag- ve log- evresi ve CFUmax/mL siirelerini kisalttig1 gorilmustur.
Mikroorganizmanin eristigi maksimum CFUmax/mL degerlerinde %42,22'lik
orandaki maksimum azalmanin 50 pg GO/mL grafen oksit derisime sahip ortamda

gergeklestigi tespit edilmistir.

Cizelge 5.3. Siv1 besiyeri icerisindeki Candida krusei bulgular:

Lag faz1 Log faz1 CFUmax/mL | CFUmax/mL

(dak.) (dak.) (dak.)
Kontrol 1213 2177 24,62 3390
5 pg GO/ mL 188 1767 15,50 1955
40 pg GO/ mL 188 1767 15,05 1955
50 pg GO/ mL 429 1322 14,22 1751
100 pg GO/ mL 188 780 18,24 698
200 pg GO/ mL 188 1163 15,35 1351
400 pg GO/ mL 125 683 15,74 808
r-GO 429 736 22,12 1165

Clostridium difficile bakterisinin deney sonuclar1 Cizelge 5.4’ te 6zetlenmistir.
Sonuglara gore ortama grafen bazli materyallerin eklenmesi stardart biliyiime
egrisinin gozlemlenmesine neden olsa da mikroorganizma lag- ve log- evreleri,
gozlenen maksimum mikroorganizma miktarlari1 ve bu miktarlara ulasmak i¢in
gereken siirelerin hepsinde kontrol grubuna gore diisiise neden olmustur.
Kontrol grubunun maksimum CFUmax/mL degerine gore olusan maksimum diisiis

(%67,28) 200 ug GO/mL derisiminde gozlemlenmistir.

Cizelge 5.4. Siv1 besiyeri icerisindeki Clostridium difficile bulgulari

Lag faz1 Log faz1 CFUmax/mL | CFUmax/mL

(dak.) (dak.) (dak.)
Kontrol 4350 930 103,64 5280
5 pg GO/ mL 1618 360 59,47 1978
40 pg GO/ mL 1378 480 71,41 1978
50 pg GO/ mL 1318 540 64,36 1858
100 pg GO/ mL 1318 300 37,69 1618
200 pg GO/ mL 138 340 33,91 478
400 pg GO/ mL 138 280 54,81 418
r-GO 1318 540 70,16 1858
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Farkli derisimlerdeki grafen oksit veya indirgenmis grafen oksit icerikli sivi
ortam denemelerin sonuncusu olan Lactobacillus acidophilus bakterisi ile
gerceklestirilen deneylerin bulgular: Cizelge 5.5 te verilmistir. Sonuglar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda logaritmik biliylime evresinin siiresinde artig
gorulmiustiir. Kontrol grubuna gére CFUmax/mL degerinde maksimum %72,02’lik
oranda azalma indirgenmis grafen oksit ortaminda gézlemlenmistir. Lag fazinda
ve CFUmax/mL siiresininde belirli bir egilim olmadig1 ve ortamdaki grafen oksit

derisimine gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 5.5. Swv1 besiyeri icerisindeki Lactobacillus acidophilus bulgular:

Lag faz1 Log faz1 log CFUmax/mL
(dak.) (dak.) CFUmax/mL (dak.)
Kontrol 375 357 10,40 732
5 pg GO/ mL 131 299 11,93 430
40 pg GO/ mL 442 280 10,26 722
50 pg GO/ mL 130 299 11,33 429
100 ug GO/ mL 128 298 10,71 426
200 pg GO/ mL 375 348 10,65 723
400 pg GO/ mL 239 309 10,56 548
r-GO 402 337 2,91 739

Tiim grafen oksit veya indirgenmis grafen oksit eklenmis ortamlarda ekilen bes
farkli mikrooganizmanin sivi ortam biliyime bulgulann Cizelge 5.6’da
derlenmistir. Her bir mikroorganizma tiriinde mikroorganizmaya 0zgi
ortamlarda olusturulan biiytime egrileri incelendiginde, ortamlarda grafen oksit
bazli materyaller bulundugunda bile S-seklindeki biiytime egrileri acik bir sekilde
gozlemlenmistir. Dolayisiyla grafen oksitin antimikrobiyal 6zellik tasimadig:

sonucuna varilmistir.

Ortamda grafen oksit bazli materyallerin varliginin E.coli Nissle 1917 ve E.coli
mikroorganizmalarinda, kontrol gruplarina gore logaritmik artis evresi
stirelerinin ve CFUmax/mL degerinin gézlenmesi i¢in gegen siirenin artmasina
neden oldugu, fakat lag fazi siiresini E.coli Nissle 1917 bakterisinde azalttirken
E.coli bakterisinde ise arttirdig1 gézlemlenmistir. L.acidophilus hari¢ diger tiim
mikroorganizmalarda lag ve CFUmax/mL siirelerinde kontrol gruplarina gore

belirli bir egilim (artis ya da azalis) varken, L.acidophilus bakterisinde bu siireler
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farkli grafen oksit derisimlerinde farkliik gostermis olup belirli bir egilim
gorulmemektedir. Ckrusei ve C.difficile mikroorganizmalarinin grafen oksit
varligina gosterdikleri egilim birbirleriyle paralellik tasimasina ragmen, diger
mikroorganizmalarda birbirine tamamen zit ve/veya konsantrasyona gore

degisen tepkiler elde edilmistir.

Ozellikle E. coli Nissle 1917, E. coli, C. krusei, C. difficile olmak tlzere, bes farkli
grafen oksit derisimine sahip ortamlarin ¢ogunda canli mikroorganizma
sayisinda azalma gozlemlenmistir. En yiiksek azalma %68,58 oranla 5 pg GO/mL
grafen oksitin bulundugu ortamda E.coli bakterisinde tespit edilmistir (Cizelge
5.6.). Bu azalmalarin sebebinin, grafen oksitin mikroorganizmalarin ikincil
metabolik yolunda (yasamsal olmayan hiicre i¢i reaksiyonlar) bir takim
degisimlere sebebiyet vermesi oldugu diisiiniilmektedir. Bu ortamlardaki grafen
oksit molekiillerinin mikroorganizmanin hiicre igerisine alinmasi s6z konusu
olmus ve bu molekiiller biyolojik reaksiyonlardan sorumlu, hayati olmayan bazi
enzimleri inhibe etmis veya enzimin aktif bolgesini degistirerek, enzim
aktivitesinde degisime neden olmus olabilir. Sonu¢ olarak, mikroorganizma
biiyiimesini  stirdiirebilmis, ancak ikincil yollarla  metabolizmasini

gerceklestirmis olabilir.

Benzer degisimler L.acidophilus bakterisi icin de s6z konusudur. Ancak,
indirgenmis grafen oksitin bulundugu ortamlarda mikroorganizma sayisinda
gorilen azalmanin (%72,02) en fazla L. acidophilus bakterisinde gerceklesmis
olmasi, r-GO'nun sagladigr biiyiik kat1 yiizeylerin mikroorganizmanin
mikrogevresinde olusturdugu anlik degisimlerden en baskin sekilde bu
mikroorganizmanin etkilenmesinden kaynaklandigin1 diistindiirmektedir. Bu
kat1 ytizeyler (belki) hidrofobik olmalar1 nedeniyle siv1 ve igerisinde ¢6ziinmiis
olan besin maddelerinin erisilebilirligini azaltmis veya kat1 ylizeylerdeki keskin
kisimlara ¢arpan bu mikroorganizmanin hiicre biitiinliigiinii koruyamamis
olabimesi, sadece bu mikroorganizmada gozlenen bu farkli tepkinin

gozlenmesine neden olmus olabilir.
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Cizelge 5.6. S1v1 ortamda secilen biitiin mikroorganizmalarin biiytime bulgulari

E. coli
Nissle E.coli | C. krusei | C. difficile | L. acidophilus
1917

. ' t ' ' Konsantrasyona
Lag suiresi o
bagiml

Log suresi t t ‘ ‘ ‘
CFUmax/mL t t ‘ ‘ Konsantrasyona
suresi bagimh

MO

(100 ug (5 ng (50 pg (200 pg _
sayisinda GO/mL), GO/mL) GO/mL) GO/mL) O/(r7 ;O())2
| %36,70 | %68,58 | %42,22 | %67,28 072,

Lactobacillus aciophilus bakterisinin kat1 yiizeyle karsilastiginda davranislarini
incelemek icin grafen tabakasi lzerine aktif haldeki bakteri ekilerek yapilan
deneyin sonucunda, hem yilizeyin sergiledigi hidrofobisite nedeniyle
mikroorganizmanin yiizeye tutunmakta hem de kimyasal asindirma islemi
sonrasi yiuzeyde olusan piiriizler nedeniyle yiizeydeki canliligim1 korumakta

sorun yasadig1 sonucuna varilmistir.

Cizelge 5.7°de grafen oksit igerikli pamuklu kumas iizerinde biitiin
mikroorganizmalarla yapilan deneylerin sonuglar1 verilmistir. Buna gore
kumasin bulundugu ortamlarda (6zellikle besiyerinin bulundugu, kumasin
yuzeyinden uzak yerlerde) mikroorganizma biiylimesinin gozlemlenebilen
standart bir S-egrisi ¢izdigi tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin davranislari
kontrol gruplariyla karsilastirlldiginda, C. krusei, C. difficile ve L. acidophilus
mikroorganizmalarinin lag siirelerinde azalma ve diger iki mikroorganizmanin
lag stirelerinde artis gozlemlenmistir. Logaritmik artis evrelerinde E. coli Nissle
1917 ve C. krusei ~mikroorganizmalarinda azalma fakat diger
mikroorganizmalarda artis gorilmektedir. L. acidophilus CFU/mLmax degeri ve
CFU/mLmax siiresi agisindan kontrol grubuyla karsilastirildiginda herhangi bir

farkliik gostermedigi gozlemlenmistir. CFUmax degerinde diger biitiin
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mikroorganizmalarda azalma gortiliirken (Cizelge 5.7), CFU/mLmax siiresi sadece

C. krusei ve C. difficile mikroorganizmalarinda azalma gostermistir.

Cizelge 5.7. Grafen oksit icerikli kumas ortaminda biitiin mikroorganizmalarin
biiytime bulgulari

E.coli
Nissle E.coli C.krusei | Cdifficile | L.acidophilus

|1 .

Lag siiresi t
1 1

Log siiresi l t
T | X I | 1| =
1 | 3 -

CFUmax/mL l
Calismanin farkli derisimlerde grafen oksit eklenmis sivi ve grafen oksit

- m) =) =)

emdirilmis kumas eklenmis kati ortamlarda gercgeklestirilmis deneylerin
sonuglar1 biitiinsel olarak dikkate alindiginda, E. coli ve C. krusei
mikroorganizmalarin sivi ortamda gosterdigi egilimle kumas ortaminda
gosterdigi egilimin ayn1 oldugu tespit edilmistir. Kumasla yapilan deneylerde
(Cizelge 5.7) L. acidophilus bakterisi haricindeki biitiin mikroorganizmalarin
bulgularinin, sivi ortam deneylerinin bulgulariyla (Cizelge 5.6) paralel oldugu
gorilmektedir. Dolayisiyla, sivi ortamda grafen oksitin hiicre icinde ikincil
metabolik faaliyetlerden sorumlu enzimlerin yapisinda degisikliSe neden
olabildigi 6ngoriisiinilin, kumas iceren ortam deneylerinde de kumasta bulunan
grafen oksit materyalinin siv1 besiyeri icerisine difiizlenmesiyle gerceklestigi
distinilmektedir. L. acidophilus bakterisinin sivi ortam deney sonuglarinda
oldugu gibi kumas deney sonuglarinda da diger mikroorganizmalardan farkl
davrandig1 goriilmektedir. L. acidophilus bakterisinin hiicre zarinin, ortama
eklenen kati materyallere c¢arpmasina ve/veya kati mikrogevresindeki
degisimlere diger mikroorganizmalara oranla daha ¢ok etkilenmesinden

kaynaklandig1 disiintilmektedir.
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Tez kapsaminda, kullanilan grafen materyalleri (grafen oksit, indirgenmis grafen
oksit ve kat1 grafen ylizeyleri) ve se¢ilen mikroorganizmalarla gerceklestirilen
deneylerin sonuglarnda, tim siv1i ve kati ortamlarda mikroorganizmalarin
gelisimini gosteren standart S-egrileri elde edilmistir. Bu biiylime egrilerinde
acikca goriilen logaritmik artis evresi nedeniyle, kullanilan grafen oksit
materyallerinin mikroorganizmalarin tizerinde antimikrobiyal etkisinin varligina
delil olacak sekilde olmelerine sebep olmadig1 sonucuna varilmistir.
Mikroorganizma sayisindaki farkliliklarin hidrofobosite, yiizey piirtizliligi ve
hiicre icine alinan grafen oksitin ikincil metabolik yollarda yarattigi
degisimlerden kaynaklandigi hem sivi hem de kati ortamlarda dogrulanmistir.
Calismanin son kisminda mikroorganizma ¢esidi, grafen oksit derisimi ve grafen
oksit emdirilmis kumas boyutu parametrelerinin hem birbirleriyle iliskisi hem de
mikrobiyal biiylime tizerindeki etkileri ¢oklu optimizasyon teknigi kullanilarak
incelenmistir. Biitlin istatistiksel analizlerin ve prosesin fiziksel anlamda uygun
sekilde ifade edildiginin dogrulandigi kuadratik model denklemi kullanilarak
tiretilen ytiizey grafikleri ile kumas boyutu ve grafen oksit derisimi ne olursa olsun
mikroorganizma buyimesinin gerceklestigi, mikrobiyal biiylimenin sadece
ortamda mevcut olan besinin kullanim hizindan dolayr mikroorganizma
cesitliligine bagh oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla, ortamda grafen oksitin
siviya dagilmis veya katiya emdirilmis halde eklenmesinin mikrobiyal biliytiime

tizerinde etkisiz oldugu bir kez daha kanitlanmistir.
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