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ONSOz

Ulkemizde endistriyel atik sularin gevreye olan zararl etkisi, sanayi faaliyetlerinin artan
kapasitesi ve kullanilan kimyasallarin cesitliligi nedeniyle her gecen gin artmaktadir. Bu
nedenle, ¢ok islevli ve ileri teknolojiler ile tretilmis ve gelistiriimis teknolojilere olan ihtiya¢ da
es zamanh olarak artmaktadir. GuUnumizde, elektrospin yontemi ile elde edilen
nanolif/nanoag yapili malzemeler atik su aritimi alaninda kullaniimaya baslanmistir. Fakat bu
nanoaglarin daha etkin bir seklinde kullanilabilmeleri icin ¢ok daha fonksiyonel hale
getirilmeleri gerekmektedir. Proje calismasi kapsaminda, elektrospin yontemi kullanilarak,
agir metal, tekstil boyar maddesi ve deterjan gibi kirleticilerin giderimini yapabilen bakterileri
blinyesinde barindiran nanolif/nanoag yapilari farkli entegrasyon yollari kullanilarak retilmis
ve Uretilen biyokompozitlerin atik su temizliginde kullanilma potansiyelleri arastiriimigtir.
Bakterilerin entegrasyonu i¢in dogal tutunma, direkt enkapsilasyon ve c¢ekirdek-kabuk
enkapsuilasyon ydntemleri kullaniimigtir. Bakterilerin Uretilen nanoagd yapilara entegrasyonu
ile daha verimli ve kolay kullanilabilecek tagiyici malzemeler elde edilmigtir. Proje dahilinde,
su tuketiminin ¢ok yogun oldugu sektérlerdeki atik sularda bulunan agir metal, tekstil boyar
maddesi ve deterjanlarin uzaklagtirlmasini saglayacak nanoliffnanoag vyapili yeni
malzemeler gelistirilmis ve atik su giderim potansiyelleri arastiriimis, ayrica Uretilen
biyokompozitlerin tekrar kullanilabilirlik ve saklanabilirlik gibi &zellikleri test edilerek
degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gbre bakteri entegre edilmis fonksiyonel nanoag
yapilari atik sulardaki belirli kirleticileri giderme potansiyeline sabhiptir, ayrica tekrar
kullanilabilirlik ve uzun slre saklanabilirlik gibi Ustin o6zellikler tasiyabilmektedir. Proje
ciktilarimizin  fonksiyonel membran sistemlerinin  gelistiriimesinin  6nini  agacagini

disiinmekteyiz. Yaptigimiz bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje #: 114Y264).
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OZET

Elektrospin  yéntemi, degisik polimerlerden, polimer karisimlarindan, inorganik
malzemelerden, supramolekiler yapilardan ve kompozitlerden nanolif/fnanoag elde edilen,
kolay ve maliyeti disik bir Uretim teknigidir. Ustiin 6zelliklere, bircok isleve sahip olan ve
fiziksel/lkimyasal yollarla modifiye edilebilen bu nanolifler &zellikle membran/filtre

uygulamarinda yuksek kullanim potansiyeline sahiptirler.

Gunumuzde biyoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde agir metal, tekstil boyar maddesi
ve deterjan Kkirleticilerini iceren atik sularda Ureyebilen ve bu kirleticilere karsi direnci fazla
olan bakterilerin bahsedilen kirleticilerin gideriminde kullanilabildikleri  bilinmektedir.
Bakterilerden daha verimli bir sekilde yararlanmak ve daha kullanisli hale getirebilmek igin,
tastyici bir malzeme ile entegre ederek kullanmak oldukga yeni ve 6zgun bir yaklasimdir.
Nanoboyutta kompozit yapilarin gelistirimesine olanak saglayan elektrospin teknigi ve bu
teknik kullanilarak elde edilen nanolif yapilari, farkli amaclarla kullanilabilecek bakterilerin

immobilizasyonu/enkapsulasyonu icin oldukg¢a elverisli malzemelerdir.

Proje calismasi kapsaminda, elektrospin yénetimi ile Uretilen nanoliflere, agir metal, tekstil
boyar maddesi ve deterjan giderimi yapabilen bakterilerin immobilizasyon/enkapsuilasyon
teknikleri kullanilarak entegrasyonu saglanarak elde edilen biyokompozit malzemelerin atik
su aritimindaki potansiyelleri arastiriimistir. Bu projede agir metal, tekstil boyar maddesi ve
deterjan giderim 6zelligi gésteren bakterilerin nanoliflerle entegrasyonu Ug¢ farkli yaklasimla
gerceklestiriimistir. Birinci yaklagsimda, homojen morfolojide elde edilen seliiloz asetat (SA),
polisulfon (PSU), polikaprolakton (PCL), polilaktikasit (PLA) ve polistiren (PS) nanoliflerinin
yuzeyine fiziksel yollarla bakteriler immobilize edilmigtir. Nanoliffnanoag morfoloji veya
dizilimdeki degisikliklerin bakteri tutunmasinda neden olabilecedi farkhliklari incelemek
agisindan, nanoliflerin bir kisminin gézenekli, paralel dizilimli ve farkl ¢caplara sahip halleri de
Uretilerek etkileri arastiriimistir. ikinci yaklasimda ise, polivinilalkol (PVA), polietilenoksit
(PEO) polimerleri ile siklodekstrin (CD) molekulleri kullanilarak, bakterilerin nanolif yapilarina
es zamanh enkapsilasyonu saglanmistir. Uglincl yaklasimda ise, bakterilerin polimer
yapisina direkt entegrasyonu sirasinda gikabilecek kayiplari azaltmak amaciyla es merkezli
hizalanmig iki ignenin kullanildigi koaksiyal elektrospin sistemi kullanilarak, g¢ekirdek-kabuk
yapisinda nanolifler dretilmigti. Daha sonra, tim bu ydntemlerle Uretilen biyokompozit
malzemelerin, entegre edilen bakterinin Ozelligine gore endustriyel atik su aritimindaki

kullanim potansiyelleri degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: elektrospin, nanolif, bakteri, agir metal, tekstil boyar maddesi, deterjan,

biyokompozit, biyoremediasyon, immobilizasyon, enkapstilasyon
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ABSTRACT

Electrospinning is an easy and economical production technique to produce
nanofiber/nanofibrous webs from different polymers, polymer mixtures, inorganic materials,
supramolecular structures and composite materials. Since these nanofibers have superior
properties, various functions and can be modified by physical/chemical methods, they have a

great potential to be applied in membrane/filter applications.

Today by the developments in the biotechnology field, it is known that bacteria that have
tolerance for heavy metals, textile dyes and detergents can grow in wastewater that contain
aforementioned wastes by remediating them at the same time. Integration of bacteria with a
carrier material is an original and novel approach to use them more efficiently and more
practical. Since, electrospinning technique allows developments of nanoscale composites,
electrospun nanofibers are very suitable materials for immobilization/encapsulation of

different kinds of bacteria.

In this project, specific kinds of bacteria (that can remediate heavy metals, textile dyes and
detergents) were integrated with electrospun nanofibers by using
immobilization/encapsulation technigues and the potential of these biocomposites for the
treatment of wastewater systems was evaluated. The integration of bacteria that can
remediate heavy metal, textile dyes and detergent with electrospun nanofibers was achieved
by three different approaches in this project. In the first approach, bacterial cells were
physically immobilized on cellulose acetate (CA), polysulfone (PSU), polycaprolacton (PCL),
polylactic acid (PLA) and polystyrene (PS) nanofibers which were obtained with homogenous
morphology. In order to observe effects of nanofiber/nanofibrous web morphology and
arrangements on the immobilization of bacteria, these nanofibers were produced as porous,
parallelly arranged, and with different diameters. In the second approach, by using
polyvinylalcohol (PVA) and polyethyleneoxide (PEO) polymers and cyclodextrin (CD)
molecules, simultaneous encapsulation of bacteria in nanofiber structures was achieved. In
the third and last approach, in order to reduce the losses related with bacterial integration on
polymer structures, core-shell structured nanofibers were produced by using coaxial
electrospinning system in which concentrically aligned needles are used. Afterwards, all
these different kinds of biocomposites were evaluated for their remediation potentials in

accordance with the intended use of the integrated bacteria.

Keywords: electrospinning, nanofiber, bacteria, heavy metal, textile dye, detergent,
biocomposite, bioremediation, immobilization, encapsulation
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1.GIRIS

Elektrospin yontemi, nanolif Gretimi igin yaygin olarak kullanilan kolay ve ucuz bir yontemdir.
Bu yontem vyardimiyla polimerlerden, polimer karisimlarindan, polimer/inorganik
malzemelerden ve kompozitlerden nanoliffnanoag yapilar elde edilebilmektedir. Bu
nanoliflerin ¢cok yiksek ylzey alanlari ve nano boyutta gézenekli yapilari bulunmaktadir. Bu
ustiin ozellikleri sayesinde, nanoliflerin biyoteknoloji, tekstil, kompozit, sensor, doku iskelesi,
ve gunes pilleri gibi bircok uygulama alaninda kullanimi vardir. Ayrica, elektrospin yontemi ile
elde edilen nanoliflerin membran/filtre teknolojisi, sanayi atiklarinin temizlenmesi,
nanoparcaciklarin tutulmasi, molekiiler filtrasyon gibi ¢esitli uygulama alanlari bulunmaktadir.
Elektrospin yontemi ile elde edilen nanolifler ¢esitli yollarla fonksiyonellestirilerek, fonksiyonel
nanolif/nanoag yapilari haline getirilebilmektedir. Ornegin, nanoliflerin biyolojik malzemelerle
(bakteri, enzim vb.) fonksiyonlastirilmasi oldukga ilging olup, hem nanoliflerin hem de entegre
edilen biyolojik malzemelerin Ustlin o&zelliklerini tasiyan ¢ok daha etkili malzemelerin

geligtirilmesi mimkundur.

Biyogiderim yontemi sudaki kirleticilerin temizlenmesi amaciyla uygulanan yaygin bir tekniktir
ve gesitli tirdeki bakteriler sucul sistemlerde biyogiderim yapmasi amaciyla kullaniimaktadir.
Biyoentegre sistemlerin biyogiderim amaciyla kullanimi alternatif bir yaklagim olup, daha
yuksek basari, uygulama kolayhdi ve tekrar kullanilabilirlik saglayabilmektedir. Elektrospin
edilmis nanolifler bakteriler icin uygun bir tutunma ortami olabilir, zira elektrospin yontemi
nano/mikro duzeyde kompozit malzemelerin ayarlanabilir fiziksel ve kimyasal 6zelliklerde

uretilmesine olanak saglamaktadir.

Projede, elektrospin yontemi ile Uretilen nanoliflere, biyogiderim 6zelligi bulunan bakterilerin
immobilizasyon/enkapsulasyon teknikleri kullanilarak entegrasyonu ve elde edilen
biyokompozit malzemelerin atik su aritimindaki potansiyellerinin arastiriimasi amaglanmistir.
Agir metal, tekstil boyar maddesi ve deterjan giderim 6zelligi gosteren bakterilerin nanoliflerle
entegrasyonu Ug farkli yaklagimla gergeklestirilmistir. ilk olarak, homojen bir morfolojide elde
edilen sellloz asetat (SA), polisulfon (PSU), polistiren (PS), polikaprolakton (PCL) ve
polilaktikasit (PLA) nanoliflerinin yuzeyine fiziksel vyollarla bakteriler tutundurularak
fonksiyonel biyokompozit malzemeler elde edilmistir. ilaveten, morfoloji veya dizilimdeki
degisikliklerin bakteri tutunmasinda neden olabilecedi farkliliklari incelemek agisindan, bu
nanoliflerin, gézenekli, paralel dizilimli ve farkh ¢aplara sahip halleri Uretilerek, bu farkliliklarin
bakteri tutunmasi (izerindeki etkileri incelenmigtir. ikinci yaklagimda, polivinilalkol (PVA) ve
polietilenoksit (PEQO) polimerleri kullanilarak, bakterilerin es zamanh nanolif yapilarina

enkapsulasyonu saglanmis ve bakteri enkapstle edilmis fonksiyonel nanolif yapilari elde
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edilmistir. Uglincli yaklagimda ise, PVA polimeri kullanilarak, bakterilerin polimer yapisina
direkt entegrasyonu sirasinda ¢ikabilecek kayiplari azaltmak amaciyla es merkezli
hizalanmig iki ignenin kullanildigi koaksiyal elektrospin sistemi ile ¢ekirdek-kabuk yapisinda
bakteri enkapsule edilmis fonksiyonel nanolifler elde edilmistir. Son agsamada, bu ydntemlerle
uretilen tum biyokompozit malzemelerin entegre edilen bakterinin giderim 6zelligine gore
endustriyel atik su aritimindaki kullanim potansiyelleri test edilmig, ayrica tekrar

kullanilabilirlik ve saklanabilirlik gibi diger 6zellikleri de degerlendirilmigtir.

Ozetle, elde ettigimiz bulgular neticesinde, atik su aritiminda kullanilabilen farkl bakterilerin,
yuksek ylzey alanina ve gbzenekli bir yapiya sahip olan nanolifler ile entegrasyonlari,
bakterilerin daha verimli ve kolay bir sekilde kullanimina ve yeni biyokompozit malzemelerin
uretimi ve gelistiriimesine blylk katki saglayacagi dusinldimektedir. Bu proje ile Uretimi
gerceklestirilen bakteri elde edilmis fonksiyonel nanolif yapilari yeni filtrasyon malzemelerinin
gelistirimesine dncuilik edebilir. Ozgiin degerleri sayesinde ¢aligmalarimiz uluslararasi (SCI)

dergilerde yayinlanmaktadir.

2.LITERATUR OZETi

Cevre Kkirliligi ilk defa kentsel yasamin baglamasi sonucu ortaya ¢ikmig ve endustriyel
gelismeye paralel olarak da artmistir. Ozellikle yirminci ylzyihn ikinci yarisinda, nifus
artisindaki hizlanmaya bagli olarak artan cevre Kkirliligi, yasam kaynaklarinin daha fazla
kirlenmesine neden olmus ve sonugta ekosistemin bozulmasi giderek ¢ok daha ciddi bir hal

almistir.

Ekosistemin bir bdlimin{ olusturan su ortami, kullaniimis sular ve diger atiklar igin alici ve
uzaklastirici bélge olarak kullanildiginda, ekosistem icinde hava ve topraga oranla en yogun
kirlenmeye ugrayan kisim halini almigtir. Sudaki kirlilige yol acan maddelere drnek olarak
agir metaller, tekstil boyar maddeleri ve deterjanlar (ylzey aktif maddeler) verilebilir (Bolong
vd., 2009; Forrez vd., 2009). Boyalar, genel olarak karmasik molekuler yapilari olan, yliksek
molekul agirlikh, sentetik ve organik bilesiklerdir. Kimyasal yapilari itibari ile 1siya, suya ve
bircok kimyasala direng gdsterebilmelerinden ve kompleks sentetik yapilarindan dolayi
dekolorizasyonlari oldukga zordur. Tekstil endustrisinde en buydk kullanim alanini reaktif ve
azo boya tirevleri olusturmaktadir. Atik suya bakildiginda saptanabilen ilk kontaminant
renktir. Bu renklenme fotosentez yapan sucul canlilarin 1131 kullanmalarini énlemekte ve
bdylece bu canlilar besinlerini Gretememektedir. Ayrica yapilarindaki agir metal ve kloridler

nedeni ile bu boyalar sucul canhlar igin toksik etki gostermektedir. Cesitli endistrilerden



gelen atik sularin igcinde bulunan agir metaller de su ve toprak Kkirliliginin baslica
nedenlerindendir. Zehirleyici 6zelliklerine ragmen agir metaller tagidiklar teknolojik dnem
nedeni ile endustride genis Olclide kullanilirlar. Proje c¢alismasi kapsaminda arastiriimak
istenen Krom(VI); biyolojik sistemlerde bulunan en toksik ve mutajenik metal iyonudur. Diger
kirletici ajan olarak arastirilacak deterjanlar ise esas maddesi ylzey aktif maddeler
(surfactant) olan kayganlastirici dzellige sahip ve temizlik amaclh kullanilan kimyasallardir.
Temizlik Grdnleri tUketiminde Turkiye ortalamasi Kisi basina yillik 7 -7.5 kg araligindadir ve
bunun yaklasik 3.5 kg'i deterjan ve 3.5 kg'i sabundur (Yilmaz vd., 2006). Avrupa Ulkelerinde
ise tuketim biraz daha fazladir, bu miktar yillik 20-25 kg araliginda olup bu kullanimin
yaklasik olarak %70’i deterjan, %30’u ise sabundur (Yimaz vd., 2006). Bunun yanisira,
deterjanlar, sanayide farkli amaglarla da kullaniimaktadir. Bazi cam maddelerin Uretiminde
deterjanlar hem temizleyici hem de kesim islemlerini kolaylastirmak icin kayganlastirici
madde olarak kullanilabilmektedir (Ispir vd., 2006). Bu atiklar yeterince aritilamadiginda hem
yodun kopuge neden olmakta, hem de karistigi sulardaki sucul canlilarin yasamini tehdit
etmektedir. Deterjanlar da diger kimyasal atiklar gibi atik su aritma tesislerinde aritiimaktadir.
Ancak ne yazik ki bazen klasik yontemler yeterli olmamaktadir. Bu atiklar yeterince
aritilamadiginda hem yogun kopuge neden olmakta, hem de karigtigi sulardaki sucul
canhlarin yasamini tehdit etmektedir. Bu yizden 1987 yilindan itibaren biyobozunumu daha
kolay olan LAS (lineer alkil sulfonat) iceren deterjanlar kullaniimaya baslanmistir (Berna,
2007). LAS iceren deterjanlar kullaniimaya baslandiktan sonra atik sulardaki deterjan
miktarinda énemli 6l¢clide azalmalar meydana gelmistir (Pagga, 1993). Ancak yine de bu
miktar istenilen diizeylere indirilemedigi igin daha etkili yontemler gelistiriimigtir. Ozellikle
deterjanlarin biyobozumunda spesifik bakterilerin kullanimi (biyoremediasyon) 6nemli bir
gelismedir. Bu amagla kullanilan gesitli firmalarin ticari Grlnleri de vardir. Deterjanlarin

biyolojik olarak aritiimasi amaciyla gesitli bakteriler kullanilabilmektedir (Gibson, 1984).

Su Kirliliginin limit degerlerin altina indirilememesi sonucu hem ikincil aritim Gnitelerinin
performansi zarar gérmekte, hem alici ortamdaki sucul canlilarin hayati tehlikeye girmekte,
hem de kdépurme ve renk gibi nedenlerden dolayl estetik acgidan problemler aciga
cikmaktadir (Birgul ve Akal-Solmaz, 2007). Bu nedenle atik sulardaki zararli maddelerin
aritiimasi ¢cok buyuk onem tasimaktadir. Atik sularin aritiminda kullanilan klasik yontemler;
kimyasal c¢oktirme, iyon degisimi, ozonlama, koagulasyon-flokilasyon, adsorpsiyon vb.
(Birgul ve Akal-Solmaz, 2007) teknikleri olarak siralanabilmektedir. Ancak bu teknikler,
yuksek kimyasal donanim giderleri ve aritma veriminin diguk olmasi nedeniyle pratik ve
ekonomik olmaktan uzaktir. Kimyasal yontemlerle, ¢okturulen agir metal iyonlarinin geri

kazanimi mUmkin olmayip, olusan ¢camur ise basl basina bir kirlilik unsurudur. Bu nedenle



yeni, ucuz, yenilenebilir ve alternatif materyal ve ydntem arastirma ve gelistirme calismalari

onem kazanmistir.

Gunumuzde biyoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde agir metal, tesktil boyar maddesi
ve deterjan kirleticilerini iceren atik sularda Ureyebilen ve bu kirleticilere karsi direnci fazla
olan bakterilerin, bahsedilen kirleticilerin gideriminde kullanilabilecegi bilinmektedir. Bu
bakterilerden daha verimli bir sekilde yararlanma ve onlari daha kullanigli hale getirebilmek
icin, tasiyici bir malzeme ile birlestirmek oldukga yeni ve 6zgun bir yaklagimdir. Nanoteknoloji
alaninda yasanan gelismelerle nanoboyutta kompozit malzemelerin geligtiriimesi mimkin
olmaktadir. Elektrospin yontemi ile elde edilen nanolif yapilari bu tarz malzemelerin en

onemlilerindendir.

Elektrospin teknigi (electrospinning), uygulama kolayligi ve dusik maliyeti sayesinde 6zellikle
son yillarda 6nem kazanan ve kullanimi yayginlagsan nanoliffnanoag uretim ydntemidir.
Standart bir elektrospin aparati ¢ok basit olup, siringa pompasi, yiksek voltaj kapasiteli gl¢
kaynagi (0-40kV) ve topraklanmig toplayici olmak Uzere U¢ temel parcadan olugmaktadir
(Sekil 1). Bu yontemde, metalik igneli siringa igerisine konulan ve genel olarak polimer
kullanilarak hazirlanmis c¢ozelti ile belirli bir uzaklikta bulunan metal elektrot arasinda
uygulanan yuksek voltaj sayesinde, ¢aplari nano boyutta (50 nm-500 nm) olan lifler elde
edilebilmektedir (Greiner ve Wendorff, 2007; Ramakrishna vd., 2005; Wendorff vd., 2012).
Elektrospin teknigi ile birgok polimerin yani sira, bu polimerlerin karigimlari, inorganik
malzemeler, supramolekuler yapilar ve kompozitler kullanilarak da nanolif/nanoagd yapilari
elde etmek mumkuindur (Agarwal ve Greiner, 2011; Celebioglu ve Uyar, 2010; 2012; 2013a;
2013b; Greiner ve Wendorff, 2007; Li ve Xia, 2004). Bu metot ile Uretilen nanolif/nanoag
yapili malzemeler, ylksek ylzey alanlari ve nano boyuttaki gézenekli (bosluklu) yapilari
sayesinde sira disi fiziksel 6zellikler gostermektedirler. Ayrica bu nanolifler, fiziksel/kimyasal
yollarla  yuUzeylerinin  modifiye  edilebilmesi ve cesitli  aktif maddeler ile
fonksiyonlastirilabilmeleri sayesinde ¢ok daha islevli bir hale getirilebilmektedirler (Agarwal
vd., 2010; Ramakrishna vd., 2005; Wendorff vd., 2012). Ustin &zelliklere ve bircok isleve
sahip olan bu nanolifler, membranffiltre teknolojisinde (sanayi ve nukleer atiklarin
temizlenmesi, nanoparcgaciklarin tutuklanmasi (enkapsikasyonu), molekiler filtrasyon
islemleri), tekstilde (katki maddelerinin (antibakteriyal, koku, boya, alev geciktiriciler,vb)
kolayca eklenmesi ve sabitlestiriimesi), biyoteknolojide (doku muihendisligi (scaffolds),
biosensdr, gen/protein/enzim immobilizasyonu, kontrolli ilag salimi), enerji alaninda (gines
pilleri, yakit pilleri) ve bunun gibi bir ¢cok énemli sanayi dalinda uygulama potansiyeline
sahiptir (Barhate ve Ramakrishna, 2007; Greiner ve Wendorff, 2007; Li ve Xia, 2004; Pham
vd., 2006; Ramakrishna vd., 2005; 2006; Sahay vd., 2012; Wendorff vd., 2012; Xie vd., 2008;



2010). Son yillarda yapilan galismalarda elektrospin ile Uretilen bu nanolif/nanoag yapili
malzemelerin 6zellikle filtrasyon alaninda kullaniminin oldukga uygun oldugu kanitlanmistir
(Greiner ve Wendorff, 2007; Ramakrishna vd., 2005; 2006; Wendorff vd., 2012; Yoon vd.,
2008). Hatta, konvansiyonel membran sistemlerinden daha Usttin 6zelliklere sahip olduklarini
go6steren calismalar da literatirde mevcuttur (Cooper vd., 2013; Huang vd., 2013; Li vd.,
2013; Mahanta ve Valiyaveettil, 2013).

Yiiksek voltaj gli¢ kaynag:

$iringa pompasi

Sekil 1. Elektrospin dizenegdi ve nanolif tretimi.

Elektrospin dizeneginin en basit hali Sekil 1'de gosterildigi gibidir ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Diger taraftan, bu prosesi daha iyi kontrol edebilmek ve elde edilen nanolif
yapilarini  gesitlendirebilmek icin, elektrospin dizenegi farkli sekillerde modifiye
edilebilmektedir. Ornegin, birbirine paralel olarak hizalanmis nanoliflerin Gretimi, yiiksek
hizda dénen silindirik bir tanburun toplayici olarak kullanildigi sistemlerde mumkundur. Sekil
2a'da paralel hizalanmis polyetilenoksit (PEO) nanoliflerinin SEM géruntileri verilmektedir.
Diger bir modifikasyon alternatifi ise, es merkezli hizalanmis iki ignenin kullanildigi koaksiyal
(coaxial) elektrospin sistemleridir (Sekil 2b). Bu ydéntemde, i¢ ice ge¢mis ignelerden farkh
polimer ¢ozeltileri ya da aktif madde icerikli sistemler gegirilerek ¢ekirdek-kabuk (core-shell)
yapisinda nanolifler elde edilmektedir. Sekil 2b, i¢i siklodekstrin (CD) inklizyon kompleks
dispersiyonu, digi ise biyo-uyumlu bir polimer ¢ozeltisinden olusan ¢ekirdek-kabuk nanolifinin
TEM goruntisitdur. Elektrospin sisteminde yapibilen bu modifikasyonlar, tretilen nanoliflerin
kullanim alanlarinin  gelismesini ve daha spesifik amaglar igin uygulanabilirligini
arttirabilmektedir. Nanoliflerin belirli ydne oryante olmasi ile uretilebilen, paralel hizali nanoag
yapilari, canli hucrelerin istenilen yonde buyumesini saglayabilecegi igin doku muhendisligi
uygulamalarinda kullaniimaktadir (Greiner ve Wendorff, 2007). Koaksiyel elektrospin
tekniginde ise, nanoliflerin fonksiyonlastiriimasinda kullanilan aktif maddelerin (ilag,
antibakteriyel, antioksidant, protein, enzim, virus ve bakteri) ayri bir sivi ortamdan ge¢gmesi
saglanarak (gogunlukla gekirdek kismi) fonksiyonluklari muhafaza edilebilmekte ve daha

uzun sure etki gosterebilmektedirler (Greiner ve Wendorff, 2007). Elektrospin diizenegindeki



modifikasyonlara ek olarak, ¢ozicu sistemlerinde farkh karisimlarin kullaniimasi ya da
nanolifler elde edildikten sonra, ard islem vyapimasi ile de nanolif morfolojileri
farklilastinlabilmektedir (Sekil 2c) (Celebioglu ve Uyar, 2011). Goézenekli nanolifler, bu
sekilde elde edilen nanoliflere 6rnek olarak gosterilebilmektedir. Elektrospin ile Uretilen
nanoad malzemeler gézenekli bir yapiya sahiptirler ve gesitli islemlerle pirtzsiz olan nanolif
yuzeyinin gbézenekli hale getiriimesi ile de gdzeneklilik daha klglk boyutlara indirgenerek
orani yukseltilebilmektedir. Yiksek gbézeneklilige sahip olan bu nanoliflerin yuzey alanlarinin
da daha yuksek olmasi, farkl kullanim amaglari (filirasyon, kataliz, enerji, doku muhendisligi

vb.) icin uygunluklarini arttirmakta ve gelistirebilmektedir.

Sekil 2. (a) Paralel dizilimli nanoliflerin SEM gorintisi. (b) Koaksiyel elektrospin teknigi ile
cekirdek-kabuk nanoliflerinin  Gretimi ve temsili TEM goérintusi. (c) Gozenekli SA

nanoliflerinin SEM goéruntusa.

Daha dnceden de belirtildigi gibi, elektrospin ile Uretilen nanolifler atik sularin filtrasyonu
(detoksifikasyon, renksizlestirme, saflastirma/ayristirma vb.) i¢in uygun malzemelerdir ve bu
nanoliflerin, farkli sekillerde modifiye edilmesinin, ¢evresel uygulamalardaki uygunlugunu
arttirabilecegi dusundlmektedir. Morfolojide meydana getirilen degisikliklerin  yanisira,
elektrospin  edilen  nanoliflerin  gesitli  moleklller veya mikroorganizmalar ile
fonksiyonlastiriimalari da, nanoag yapili bu malzemelerin filtrasyon amaciyla kulllaniimalarini
gelistirebilmektedir. Ornegin, nanoliflerin siklodekstrin (CD) olarak bilinen ve yapisindaki
kavite ile bircok organik molekuli tutma (inklizyon kompleks) &zelligine sahip
supramolekuler yapilar ile fonksiyonlastiriimalari oldukga ilging olup, hem CD’lerin hem de
nanoliflerin Ustlin Ozelliklerini tagiyan, ¢ok daha etkili membranlarin Uretiimesine olanak
saglamaktadir (Kayaci vd., 2013; Uyar vd., 2009; 2010).

Proje ¢alismamizda ¢ikis noktamizi olusturan yaklasimlar ise;
1. Mikroorganizmalarin atik su aritiminda kullaniimalari

2. Nanolif yapilarinin filtrasyon/membran sektériinde kullanilabilmeleri (zararh atiklarin

tutuklanmasi ve ortamdan uzaklastiriimasi, ayristirma, saflastirma, molekiler



tanimlama/segicilik, molektler enkapsulasyon) (Aoki ve Nishikawa, 2003; Olah vd.,
1988; Xiao ve Chung, 2007) ve mikroorganizmalarin (bakteri, virus, alg vb.)

entegrasyonu igin oldukga uygun bir tasiyici malzeme olmalari.

3. Biyoremediasyon amaciyla kullanilan mikroorganizmalarin cesgitli kati yuzeylere
tutundurulmasi ile biyokompozit malzeme eldesi (Eroglu vd., 2012; Liu vd., 2012;
Sarioglu vd., 2013; Tuttolomondo vd., 2014).

Mikroorganizmalarin elektrospin edilmis nanolifler ile entegre edilmesine iligkin 6éncl
¢alismalar literatirde mevcuttur. Mikroorganizmalarin nanolifler ile birlestiriimesi, nanolif
yapisina direkt enkapsulasyon (Amna vd., 2013; Fung vd., 2011; Gensheimer vd., 2007,
Raveendran vd., 2013; Salalha vd., 2006; Tong vd., 2013; Vajdai vd., 2012), ¢ekirdek-kabuk
nanolif yapisina enkapsulasyon (Klein vd., 2009; 2012; Korehei and Kadla, 2014; Lopez-
Rubio vd., 2009) ve kimyasal/fiziksel yollarla nanolif yuzeyine immobilizasyon (Eroglu vd.,
2012; Li vd., 2011a; 2011b; Sakai vd., 2010) seklinde yapilmaktadir. Literatlrdeki
¢alismalarin ¢ogu, entegre edilen mikroorganizmalarin nanolif blnyesindeki yasama ve
yayllmalarina iliskin degerlendirme ve arastirmalari kapsamaktadir. Uygulamaya yonelik

¢alismalarin sayisi ise oldukga azdr.

Elektrospin edilmis nanoliflerin mikroorganizmalarin tutunmasi i¢in aktif karbon ve kagit disk
gibi diger ortamlara gbére bircok avantaji bulunmaktadir. Mesela ylksek ylzey alani,
g6zeneklilik ve biyouyumluluk gibi dzellikler bu malzemelerin mikroorganizmalarin tutunmasi
icin ideal ortamlar olmasini saglamaktadir. Bunun yani sira nanoliflerin farkl karigimlar
halinde hazirlanmasi, istenilen fiziksel/kimyasal 6zelliklere ve morfojilere gore Uretilebilmesi,
farkli tirde mikroorganizmalarin tutunmasina da olanak saglayabilir. Proje kapsaminda
gercgeklestirdigimiz 6ncu galismamizda, elektrospin edilmis sellloz asetat (SA) nanolifleri
yuzeyine amonyum giderici bir bakteri immobilize edilmis ve elde edilen malzeme amonyum
gideriminde oldukga basarili olmustur. Ayrica, literatirde ornekleri olan ve serbest halde
giderim yapan bakterilere gore urettigimiz bu biyokompozit malzemenin kullaniimasi daha
avantajli olmustur (Sarioglu vd., 2013) (Sekil 3). Daha az hacim ihtiyaci, tagima ve uygulama
kolaylhigi, kuvvetli biyofilm olusumu ve potansiyel tekrar kullanilabilirlik, elde edilen
biyokompozit malzemenin baslica avantajlaridir. Ayrica tasima kolayligi ve tekrar
kullanilabilirlik gibi 6zellikler genel manada malzemenin maliyetini disurmekte ve ekonomik
yonden de avantaj saglamaktadir. Nanolif ylzeyinde olusan kuvvetli biyofiim yapilar ise
serbest haldeki bakterilere gére blylk avantajlar getirmektedir. Bu avantajlarin baslicalari:
yuksek sicaklik ve tuzluluk gibi ekstrem ¢evre kosullarina karsi daha dayanikl olma ve artan
metabolik aktivitedir. Dogal tutunma yéntemi ile immobilize edilen bakteriler, kuvvetli biyofilm

yapilarinin olusumuna, maksimum hicre tutunmasina ve maksimum biyokimyasal aktiviteye



imkan sagladigi icin bahsi gecen g¢alismamizda kimyasal tutturma ydntemlerine gére daha
etkilidir.

(b)

Electrospinning ¢bzeltisi

L4
SA nanofiberleri STB1 ttundurulmus SA nanofiberleri STB1 kolonileri SA nanofiberleri

Sekil 3. (@) SA nanoliflerinin Uretiminin sematik olarak goésterimi. (b) STB1 bakterileri

tutundurulmus SA nanoliflerin sematik olarak gosterimi.

3.GEREG VE YONTEM

Elektrospin teknigi ile, boncuksuz (bead-free), diizglin yapida ve ¢aplari nano boyutta lif elde
etmek igin bircok parametrenin diizenlenmesi gerekmektedir. Polimerik olan sistemler i¢in bu
parametreler, polimerin cinsi/molekiler agirhgi, ¢oéziclinin cesidi, ¢bzeltinin vizkositesi,
cozeltinin iletkenligi, buna ek olarak elektrospin aparatinda uygulanan voltaj, liflerin toplanma
mesafesi, polimer sollisyonunun akma hizi, siringa ucunun c¢apl (nozzle) seklinde
siralanabilmektedir. Sekil 4a’da elektrospin ile Uretilen selliloz asetat (SA) nanolifleri icin
kullanilan ¢ézicunin etkisi drnek olarak verilmigtir. Dimetilasetamit (DMAc)\metanol (4\1 v\v)
¢ozelti karisiminda hazirlanan SA ¢dzeltisi elektrospin edilince boncuksu yapilar elde
edilirken, karisimda DMACc yerine ayni oranlarda diklorometan (DCM) kullanildiginda ortaya
boncuksuz yapida (bead-free) dizgun lifler ¢cikmistir. Sekil 4b’de ise polietilen oksit (PEO)
nanolifleri igin polimer ¢dzeltisinin konsantrasyon etkisi gosteriimektedir. Kisaca, dizgin ve
boncuksuz bir yapida nanolif elde etmek igin, yukarida bahsedilen butliin parametrelerin
optimize edilmesi gerekmektedir.

ﬁ /7 10 um M
T, S—

Sekil 4. (a-i) 4\1 (v\v) DMAc\metanol (a-ii) 4\1 (v\v) DCM\metanol ¢ozelti karisimlarinda 10%
SA (w\v) konsantrasyonu kullanilarak, elektrospin prosesi sonucu elde edilen boncuksu
yapilarin ve nanoliflerin SEM goruntileri. Degisik ¢bdzelti konsantrasyonlarinda elde edilen
PEO nanoliflerinin SEM gérintileri (b-i) %1, (b-ii) %2, (b-iii)) %3,5.



Proje calismasi kapsaminda, elektrospin yonetimi ile nanolif Gretme konusunda elde ettigimiz
tecribelerimizden yararlanarak, agir metal, tekstil boyar maddesi ve deterjan giderimi
yapabilen bakteriler cesitli sekillerde, farkhh morfoloji ve dizilime sahip olan nanoliflere
immobilize veya enkapsule edilmis, daha sonra elde edilen biyokompozit malzemelerin atik
sularin aritiimasindaki kullanim potansiyelleri arastiriimistir. Nanolifler ile bakterilerin
entegrasyonunda U¢ ana yaklasim benimsenmistir. Bu ydntemlerin ayrintili agiklamasi

asagidaki gibidir:

1. Yaklasim: Bakterilerin elektrospin edilmis nanolif ylizeyine immobilizasyonu ve bu
nanoliflerin atik su aritimda kullaniimasi
¢ Bu yaklasimda ilk olarak, homojen ve boncuksuz yapida nanoliflerin Gretebilmesi igin
optimizasyon c¢alismalari yapilmistir. Sellloz asetat (SA), polisilfon (PSU),
polikaprolakton (PCL), polilaktikasit (PLA) ve polistiren (PS) polimerlerinin kullanildigi
bu galismada, her bir polimer ¢esidi igin, uygun ¢ézgen, konsantrasyon ve elektrospin
parametreleri belirlenmistir. Nanolifler ile bakteri immobilize edilmis nanoliflerin
morfolojileri, bakteri yayilimi ve biyofilm olusumunu gézlemlemek icin SEM analizi
uygulanmistir.
e Daha sonra, agir metal, tekstil boyar maddesi ve deterjan giderimi yapabilen
bakteriler elektrospin yontemi ile homojen ve boncuksuz yapida Uretiimis SA, PSU,
PCL, PLA ve PS nanoliflerinin ylzeyine fiziksel olarak immobilize edilmistir.
e Bakteri immobilize edilen nanoliflerin, bakteri 6zelligine gbre atik su aritim potansiyeli

test edilmigtir.

Literatir bdliminde de anlatildigi gibi elektrospin prosesinde ya da dizenedinde yapilabilen
degisiklikler ile farkli morfolojide ve yapida nanolifler elde etmek miumkindir. Biz de bu
projede, nanolif morfolojisinde ya da dizilimdeki degisikliklerin, bakteri tutunmasinda, biyofilm
olusmasinda ve atik giderimdeki performanslarinda meydana getirebilecedi farkhliklari
inceledik. Bunun icin;

e Ylzeyi gbozenekli ve gbdzeneksiz olan SA nanolifleri uygun c¢ozelti karisimlari ve
elektrospin parametreleri kullanilarak uretilmistir. Daha sonra her iki nanolif yapisina
da kullanim amacina bagh olarak bakteri immobilize edilmistir. Bakteri immobilize
edilmis gézenekli ve buna bagdl olarak puruzli ve daha ylksek ylzey alanina sahip
olacak SA nanolifi ile purizsiz yizeye sahip SA nanolifleri arasindaki bakterilerin
koloni ve biyofilm olusturma durumlari agisindan degerlendirilmistir.

o PSU nanoliflerinin Gretimi sirasinda yiuksek hizda doénen silindirik bir tanbur toplayici

olarak kullaniimis ve birbirine paralel olarak hizalanmis liflerden olusan nanoag
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yapilari elde edilmistir. Paralel hizali nanolifler ile daginik bir sekilde toplanan
nanolifler arasindaki farklilik bakterilerin koloni ve biyofilm olusturma durumlar
acisindan degerlendirilmigtir.

Farkl capa sahip nanolifler, elde edilen nanoag yapilarin farkl yuzey alanlarina sahip
olmasini saglamaktadir. Lif ¢api azaldikga, ylzey alani artarken, cap arttikga da
yluzey alani azalmaktadir. Calismanin bu bdéliminde, PSU nanoliflerinin Gretimi
sirasinda farkh konsantrasyon, c¢ozelti sistemi ve elektrospin parametreleri
denenerek, iki farkli capa sahip nanoag yapilari Uretilmistir. Daha sonra bu
nanoliflere, kullanim amacina uygun olarak bakteriler immobilize edilip, c¢ap
farkhliklarinin ve buna bagli olarak da ytzey alaninin bakterilerin gelismesi, biyofilm

olusturmasi ve yayllmasindaki etkisi incelenmistir.

2. Yaklagsim: Bakterilerin nanolif yapisina direkt enkapsiilasyonu ve hazirlanan

nanoliflerin atik su aritiminda kullanilmasi

Polivinilalkol  (PVA), polietilenoksit (PEO) polimerleri ile siklodekstrin (CD)
molekdllerinin kullanildigi bu yaklasimda, polimer ve CD g¢ozeltileri ile bakteri
solUsyonlari belirli oranlarda karistirilip, bakteri iceren nanoliflerin Uretimi es zamanli
olarak saglanmistir. Bunun igin 6ncelikle, PVA, PEO ve CD'nin sulu g¢ozeltilerinin
konsantrasyonlari ve bunlara eklenecek bakteri besiyeri sistemlerinin miktarlari
belirlenmigtir. Homojen ve boncuksuz nanoliflerin Uretimi igin ayrica elektrospin
parametreleri de optimize edilmeye calisiimistir. Karistirilan bakterilerin canli olup
olmadigini degerlendirmek igin, bakteriler 6ncelikle "Live/Dead" boyama yodntemi ile
boyanip, floresan mikroskobunda gdzlendikten sonra elektrospin sistemi ile karistirilip
nanolif yapilar Uretilmistir. Nanoliflerin ve bakteri enkapsile edilen nanoliflerin

morfolojileri SEM analizi ile incelenmisgtir.

3. Yaklasim: Cekirdek-kabuk yapisindaki nanoliflere bakteri enkapsulasyonu ve

hazirlanan nanoliflerin atik su aritiminda kullaniimasi

Bakterilerin, nanolif icerisine direkt enkapstlilasyonuna alternatif olarak es merkezli
hizalanmisg iki ignenin kullanildigi koaksiyal elektrospin sistemi kullanilarak da bakteri
iceren gekirdek-kabuk nanolifleri Uretilmistir. Buradaki amag, direkt karistirma
sirasinda ortaya cikabilecek bakteri kayiplarini azaltmak ve daha uzun sureli etkinin
saglanmasidir. Bunun igin, PVA c¢o6zeltisi nanoliflerin kabuk kismini olustururken,
bakteri besiyeri ¢ozeltisi ise nanoliflerin ¢ekirdek kismini olusturmustur. Nanoliflerin
morfolojileri SEM analizi ile incelenmisg, ¢ekirdek-kabuk yapisinin olusup olusmadigini

anlamak icin de florasan mikroskobu kullaniimigtir.
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Kullanilan yo6ntemler ve malzemeler ile ilgili tim ayrintlar “BULGULAR VE
TARTISMA/SONUC” bélimunde detayli bir sekilde aciklanmistir.

4. BULGULAR ve TARTISMA/SONUC

4.1 Bakterilerin elektrospin edilmis nanolif yiizeylerine immobilizasyonu ve

nanoliflerin atik su aritiminda kullanimi

4.1.1 Yuzeyine bakteri immobilize edilecek pSA, PSU ve PS nanoliflerinin homojen ve
boncuksuz bir sekilde iretimi icin ¢ozelti ve elektrospin parametrelerinin

optimizasyonu

Projenin bu asamasinda Uzerine bakteri immobilize edilecek nanoliflerin elektrospin ydntemi
kullanilarak Uretilmesi icin gerekli optimizasyonlar yapiimistir. Bu amagla, projenin belirtilen
periyodunda gdzenekli sellloz asetat (pSA) nanolifleri, polisilfon (PSU) nanolifleri ve
polistiren (PS) nanolifleri homojen bir sekilde elde edilmigtir. pSA nanolifleri igin SA
polimerleri aseton/diklorometan (1/1-v/v) ¢o6zucu karisiminda %10 (w/v) polimer
konsantrasyonunda, PSU polimerleri dimetilasetamit/aseton (9/1-v/v) ¢6zlcl karisiminda
%32 (w/v) polimer konsantrasyonunda ve son olarak PS polimerleri dimetilformamid
icerisinde %30 (w/v) polimer konsantrasyonunda ¢éziinmuslerdir. Polimerlerin homojen bir
sekilde c¢cozinmesi ile elde edilen c¢ozeltiler ikinci asama olarak elektrospin sistemine
yuklenmiglerdir. Bunun igin, her bir polimer ¢ozeltisi ayri olarak, 1 mL’lik siringalarin (igne
ucu: 0.4 mm) icine doldurulmustur. Daha sonra bu siringalar, yatay bir sekilde, akis hizi
0.5ml/saat olarak ayarlanan pompanin (Model: SP 1011Z, WPI) Uzerine yerlegstirilmigtir.
Yuksek voltaj gli¢c kaynadinin (Matsusada Precision, AU Series) elektrotlarindan biri metal
ignenin ucuna digeri de topraklanmis metal levhaya baglanmis ve 10 kV’luk voltaj
uygulanmistir. Nanolifler, 10 cm uzaklikta bulunan ve Uzerinde aliminyum folyo sariimig
toplayiciya, yaklasik 22 °C sicaklikta ve %23 bagil nem kosullarinda kapali bir ortamda
toplanmaya baglanmigstir. Elde edilen nanolifler, kalan ¢6zilerin nanoag yapisindan tamamen
uzaklasmasi igin gece boyunca vakumlu firinda polimer gesidine baglh olarak farkli
sicakliklarda bekletiimislerdir. Sekil 5'de pSA, PSU ve PS nanoliflerine ait temsili SEM
goruntuleri verilmektedir. Goéruntllerden de anlasilacagr Uzere nanolifler homojen ve

boncuksuz bir yapiya sahiptirler.

11



Sekil 5. (a) pSA, (b) PSU ve (c) PS nanoliflerine ait temsili SEM goéruntuleri.

4.1.2 Metilen mavisi boyasini giderici 6zelligi bulunan bakterilerin selilloz asetat

nanolif ylizeyine immobilizasyonu

Bu calismada, homojen bir sekilde Uretiimis sellloz asetat (SA) nanoliflerin ylUzeyine
bakterilerin immobilizasyonu calisiimistir. Bu amacgla Aeromonas eucrenophila, Clavibacter
michiganensis ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri kullaniimigtir. Sekil 6’da elektrospin
yontemi ile SA nanoliflerinin eldesi, bakterilerin immobilizasyonu ve atiksu aritimda kullanimi

sematik olarak gosterilmistir.

Yiksek Volta] Gl Kaynags

Sekil 6. Elektrospin yontemi ile SA nanoliflerinin eldesi, bakterilerin immobilizasyonu ve

atiksu aritimda kullaniminin sematik gosterimi.

Sekil 7. (a) duslk ve (b) yliksek buylatmeli SA nanoliflerin SEM mikrograflari.
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Calismada kullanilan bakterilerin morfolojik yapilar Sekil 8'de gdsterilmistir. Sekil 8a’da A.
eucrenophila ve Sekil 8c’de C. michiganensis bakterileri gubuk seklindedir. P. Aeruginosa ise

kokobasil morfolojisinde olup Sekil 8b’de gérilmektedir.

Sekil 8. (a) A. eucrenophila (b) P. Aeruginosa ve (c) C. michiganensis bakterilerin genel

morfolojileri.

Bu bakteriler, SA nanoliflerinin Gzerinde 7 glin inklibasyona birakilmis ve bakteriyel tutunma
SEM analizi ile verilmistir. Sekil 9'da (a-i and a-ii) Aeromonas eucrenophila, (b-i and b-ii)
Clavibacter michiganenesis, (c-i and c-ii) Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin 7 gin
sonunda SA yuzeylerine tutunmalari gosterilmigtir. Buna gore 7 gun bakteriyel tutunma ve

biyofilm olugsumu icin yeterli gézukmektedir.

Sekil 9. (a-i and a-ii) Aeromonas eucrenophila, (b-i and b-ii) Clavibacter michiganenesis, (c-i

and c-ii) Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin 7 glin SA ylzeylerine tutunmalari.
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4.1.3 Tekstil boyar madde giderici 6zelligi bulunan mikroalglerin polisiilfon (PSU)

nanolif yiizeyine immobilizasyonu

Bu calismamizda, mikroalg mikroorganizmalari, polisilfon nanolif yapilarina (PSU-NF)
immobilize edilmis ve bu malzemenin iki farkli reaktif boyar madde (RB5 ve RB221)
gideriminde kullanim potansiyelleri arastiriimistir. Sekil 10'da galisma sematik olarak
verilmigtir. Sekil 11’de ise elektrospin yontemi ile elde edilmis PSU-NF’lerin SEM
mikrograflari verilmistir. Sekil 11a ve 11b’de nanoliflerin uniform ve boncuksuz yapilari
gorulmektedir. Sekil 11c’de ise 10 gunlik inkibasyon sonrasinda mikrolaglerin kuvvetli bir

sekilde yuzeye tutunduklari goriimustir.

[[|10 gin sonirat
Hg

NHC,
i5\0,cu,cu,oso,

Sekil 10. (a) Elektrospin yontemi ile PSU-NF elde edilmesi sematik gdsterimi (b) sadece

(b)

(c)

PSU nanoag yapilari, mikroalg inkibe edilmis 3 ve 10 glnlik immobilizasyonlari gosteren
fotograflar (c) Remazol Siyah 5 (RB5) ve Reaktif Mavi 221 (RB221) boyar maddelerin
kimyasal yapilari.
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Sekil 11. (a) sadece PSU-NFW ve (b-c) mikroalg/PSU-NFW 6érneklerinin farkh blyidtmelerde
¢ekilmis olan SEM gorintaleri.
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Sekil 12. (a) sadece PSU-NFW’in (b) mikroalg/PSU-NFW 6rneginin Raman spektrumlari.

Sekil 12’de goéruldugu Uzere, mikroalg tutunmus ylzeylerin Raman spektrumunda

tutunmamis olanlara gore belirgin farkliliklar gézlenmektedir.

4.1.4 Cr(VI) giderim ozelligi olan bakterilerin polistiren ve polisiulfon nanolif

yuzeylerine immobilizasyonu

Bu c¢alismamizda, daha o6nce izole ettigimiz Morganella morganii STB5 bakteri susu,
polistiren (PS) ve polistlfon (PSU) nanolif yapilarina immobilize edilmis ve elde edilen
malzemelerin Cr(VI) gideriminde kullanim potansiyelleri arastirimistir. Sekil 13'de calisma
sematik olarak verilmigtir.

Sekil 14’de ise elektrospin yontemi ile elde edilmis PS ve PSU nanoliflerinin SEM goérintileri
verilmisti. SEM gorintllerinde (a-b) nanoliflerin  uniform ve boncuksuz yapilari
gorilmektedir. Sekil 14c ve 14d’de ise 30 gunlik inkiibasyon sonrasinda bakterilerin kuvvetli

bir sekilde ylzeye tutunduklari gérilmustr.
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Sekil 13. (a) Elektrospin yontemi ile PS ve PSU nanoliflerinin elde edilmesinin sematik

gosterimi (b) bakteri tutundurulmus PS nanolifleri (c) bakteri tutundurulmug PSU nanoliflerinin

fotograflar ve sematik gosterimi.

Sekil 14. (a) sadece PS nanoliflerinin (b) sadece PSU nanoliflerinin (c) bakteri tutundurulmus

PS nanoliflerinin (d) bakteri tutundurulmus PSU nanoliflerinin SEM goéruntuleri.
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4.1.5. Boyar madde ve Cr(VI) iceren atiksulan giderici 6zelligi bulunan bakterilerin

polisiilfon (PSU) nanolif ylizeylerine immobilizasyonu

Calismada izole edilen ve 16S rRNA analizi ile tur diizeyinde bulunmus bakteri Lysinibacillus
sp. NOSK bakterisidir. Sekil 15°de Lysinibacillus sp. NOSK bakterisinin filogenetik analizi

sonucu elde edilen (a) agaci ve (b) SEM gorintlsi verilmistir.
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Sekil 15. (a) Lysinibacillus sp. NOSK bakterisin filogenetik agaci ve (b) SEM goruntusa.

Sekil 16'da SEM goruntulerinden de anlasilacagi uzere bakterilerin PSU yilzeylere tutunmasi

icin gerekli stire 7 guin olarak bulunmustur.

Sekil 16. SEM gorintileri (a) sadece PSU nanolifleri (b) 24 saat inkiibasyon (c) 7 gin
inklibasyon (d) 15 gun inkibasyon.
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4.1.6 Metilen mavisi gideriminde kullanilacak olan bakteri/nanolif biyokompozitlerinin

optimizasyon galigmalari

Calismanin atiksu aritimi kisminda dncelikle optimum kosullarin bulunmasi amaciyla temas
suresi ve artan boya konsantrasyonun renk giderimine etkisi caligiimistir. Bakteriler boyar
maddeleri iki sekilde gidermektedir: mikrobiyal hicreler tarafindan adsorpsiyon ya da
biyolojik yollarla degredasyondur. Eger boyar madde hucre tarafindan adsorbe oluyorsa bu
durumda biyokutle renk icermektedir ancak, eger ki mekanizma degredasyon ise renksiz bir
biokitle elde edilmektedir (Chen vd., 2003). Calismamizda, renksiz biyokultleden dolayi

bakterilerin metilen mavisini degrede ettigi sonucuna variimistir.

Kirleticilerin basarili bir sekilde adsorpsiyonu calismalarinda temas suresi 6nemli bir
parametredir. Uygun temas siresinin belirlenmesi amaciyla bakteri immobilize edilmis SA
nanolifleri, sadece bakteri ve sadece SA nanolifleri galismalarda kullaniimistir. Bu amagla, 3

saat, 12 saat, 24 saat ve 48 saat surelerince renk giderimi takip edilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Temas siresinin renk giderimine etkisi (20 mg/L MM, pH 7, T: 30 °C, karistirma
hizi: 100 rpm).
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Sekil 17°de sadece nanolif kullaniimasi ile en yliksek MM giderimi 48 saat sonunda %15’dir.
Bunun yaninda, sadece bakteri ve bakteri immobilize edilmis SA nanolif kullaniminda renk
giderimi 24 saat sonunda %95 degerine ulagsmistir. En ylksek renk giderimi 48 saat sonunda
elde edilmis olup bundan sonraki calismalar 48 saat periyotlarinda c¢alisiimistir. 48 saat
sonunda P. aeruginosa, A. eucrenophila ve C. michiganensis bakterileri i¢in sirasiyla: %96.5
1+ 0.4, %96.1 £ 0.4 ve %95.6 + 0.3 giderim degerleri elde edilmigtir.

4.1.7 Tekstili boyar madde gideriminde kullanilacak olan mikroalg/nanolif

biyokompozitlerinin optimizasyon ¢aligmalan

Tekstil boyar maddelerinin gideriminde kullanilacak mikroalg/nanoliflerin en ylksek giderime
ulasiimasi icin optimizasyon calismasi yapilmistir. Bu amagla oncelikle, temas suresinin
etkisi calisiimistir. Sekil 18’de temas siresinin RB5 ve RB221 boyalarinin mikroalg/PSU-NF

ile giderim verimi gosterilmektedir.

(a) Reaktif Siyah 5

= S5adece PSU-MF
® Mikroalg/P5U-NF
W Sadece Mikroalg

8 i8] o] ] [ -] (o] M -
% Removal of
153
(b) Reaktif Mavi 221

® Sadece PSU-NF
® Mikroalg/PSU.NF
® Sadece Mikroalg

L ¥ ) 15 0 % ¥ %
W Remowal of
RBII1

Sekil 18. Temas suresinin (a) RB5 (b) RB221 boyalarinin mikroalg/PSU-NF ile giderim
verimine etkisi.
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Analiz sonugclarina gore ilk 14 gunde renk giderimi artmig olup bu degerler RB5 boyar
maddesi i¢in mikroalg/PSU-NF kullanilarak %73.0 + 0.3 iken sadece bakteri %68.8 + 0.3 ve
sadece nanolifler i¢in ise %12.4 + 0.3 olarak bulunmustur. Bunun disinda, RB221 renk
giderimi RB5 renk giderim ylzdesine gdre daha dusuktir. En ylUksek RB221 giderimi
mikroalg/PSU-NF ile %30.2 + 0.2'dir. Bunun sebebinin boyar maddelerin farkli kimyasal

yapilarindan kaynaklandigi distintlmektedir.

4.1.8 Tekstil boyar madde ve Cr(Vl) gideriminde kullanilacak olan bakteri/nanolif

biyokompozitlerinin optimizasyon ¢aligmalan

Sekil 19'da (a) pH degerleri (b) farkh sicakliklar (c) calkalama/sabit kosullar (d) bakteri
miktarinin giderim Uzerine etkisi arastiriimistir. Optimum pH degerinin bulunmasi amaciyla
pH 5-10 degerlerinde giderim ¢alismasi yapiimis ve 24 saat sonunda boya giderimi %10.5-
98.8 araliginda, Cr(VI) giderimi ise %72.5-97.4 araliginda bulunmustur. En dusuk giderim pH
5 ve en ylksek giderim ise pH 8'de goérilmustir. Optimum sicaklik deneyinde ise en dislk
giderim yuzdesine 20 °C’de ulasiimis ve en ylksek giderim 30 °C’de boyar madde icin
%98.8+0.34, Cr(VI) igin ise %97.4+1.1 olarak bulunmustur. Lysinibacillus sp. NOSK bakterisi
her iki kosulda da, hem galkalamali hem de sabit kosullarda gelisebilmektedir. Sekil 15c’de
100-200 rpm c¢alkalamali ve sabit kosullarda giderim arastiriimasi yapilmistir. Buna goére, 100
rpm ic¢in renk giderimi %98.8+1.1 ve 200 rpm igin ise %71.84£0.53 bulunmustur. Calkalamasiz
durumda ise giderim yuzdesi %40.7+1.2'dir. Elde edilen sonuglara gore en ylksek giderim

100 rpm galkalamali kosullarda elde edilmistir.
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Sekil 19. (a) pH degerleri (b) farkh sicakliklar (c) calkalama/sabit kosullar (d) bakteri

miktarinin boya giderimi Gzerine etkisi.
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4.1.9 Metilen mavisi giderim o6zelligi bulunan bakteri/nanolif biyokompozitlerinin

giderim kapasitelerinin belirlenmesi

Sekil 20’de A. eucrenophila, C. michiganensis ve P. aeruginosa immobilize edilmis
nanoliflerin  renk giderimine etkisi 20 mg/L ve 500 m/L artan boyar madde

konsantrasyonlarinda, pH 7’de arastiriimis ve Sekil 20°de verilmistir.

Bakteri immobilize edilmis SA nanofiber

% Removal of MB

20 ppm 100 ppm 250 ppm S00 ppm

Boyar Madde Konsantrasyonu

Sekil 20. Bakteri immobilize edilmis SA nanoliflerin 48 saat sonunda artan boya

konsantrasyonlarinin renk giderimine etkisi.

48 saat sonunda en yuksek renk giderimi 20 mg/L konsantrasyonda %96.1 + 0.4, %95.6 +
0.3 ve %96.5 + 0.4 sorasi ile A. eucrenophila, C. michiganensis ve P. aeruginosa immolize
edilmis nanoliflerden elde edilmistir. Fakat boyar madde konsantrasyonu arttikca renk
giderim veriminin de azaldigi bulunmustur. 100 ppm konsantrasyonda A. eucrenophila, C.
michiganensis ve P. aeruginosa immolize edilmis nanoliflerden elde edilen renk giderim
kapasitesi sirasi ile 69.9 + 1.8 mg/L, 65.9 £ 1.6 mg/L ve 61.9 + 1.3 mg/L’dir. Boyar madde
konsantrasyonu 250 ppm ve 500 ppm’e yukseltildiginde de yaklasik 100 mg/L boyar
maddenin giderildigi gortulmektedir. Bu sonuglar giderim yuzdelerinin nanolif miktari ve

bakterilere bagh oldugunu gostermektedir.

Tekrar kullanilabilirlik deneylerinde bakteri immobilize edilmis nanoliflerin dort defa
kullanilabilir oldugu sonucuna ulagiimistir. Buna gore ilerleyen tekrarlarda giderim
verimindeki azalmanin yikama asamalarinda tutunan bakterilerin ylzeyden kopmasi
olabilecegi dusunulmektedir. 4 tekrar sonunda A. eucrenophila, C. michiganensis ve P.
aeruginosa immobilize edilmig nanoliflerden renk giderim verimleri sirasiyla %45.7, %43.1 ve
%48.04 olarak bulunmustur. 4 tekrar sonrasinda nanolif ve bakterilerin morfolojilerindeki
degisimin belirlenmesi amaciyla SEM analizi yapiimis ve Sekil 21’de verilmistir. Analizler
sonunda tekrar kullanilabilirlik deneyi sonrasinda nanoliflerin morfolojisini korudugu ve

bakterilerin mevcudiyetini devam ettirdigi goralmustur.
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Sekil 21. (a-i and a-ii) A. eucrenophila, (b-i and b-ii) C. michiganensis ve (c-i and c-ii) P.
aeruginosa immobilize edilmis nanoliflerin tekrar kullanilabilirlik testlerinden sonra SEM

gOruntuleri.

Bu galismada elektrospin ile elde edilmis SA nanolifler, suda ¢éziinmemesi, toksik olmamasi
ve gbzenekli yapisindan dolayi bakterilerin tutunmasina olanak saglamistir. Ug farkli bakteri
immobilize edilmis nanolif yapilari boyar madde igeren atiksularin gideriimesinde
kullaniimistir. Basit, tekrar kullanilabilir ve gézenekli yapilarindan dolayi, elde edilen nano
biyokompozit malzemeler, endustriyel atiksularin gideriimesinde kullaniimasi adina umut
vermektedir. Bu galigsma “Reusable bacteria immobilized electrospun nanofibrous webs
for decolorization of methylene blue dye in wastewater treatment” bashgi altinda RSC
Advances dergisinde yayinlanmistir. (San vd., 2014).

4.1.10. Tekstil boyar madde giderim ©6zelligi bulunan mikroalg/nanolif

biyokompozitlerinin giderim kapasitelerinin belirlenmesi

Sekil 22°de gorulecegi Uzere 10 mg/L konsantrasyonunda RB5 giderimi %73.0 + 0.3 olarak
bulunmustur. Konsantrasyon arttikga giderim ytzdesi digsmus, 25 mg/L‘de bu yizde %47.7 £
0.2 olarak Odlgulirken, bu deger 50 mg/L’de %18.7 + 0.4 olmustur. Analiz sonucunda

solisyonun pH degeri de oélctilmis ve pH degerinin 6.0’dan 5.85’e dustugu gértlmastir.
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Giderim caligmasina paralel olarak 14 gun renk giderimi sonunda morfolojik yapilardaki
degisimler SEM analizi ile incelenmistir. Sekil 23a ve 23b’de mikroalglerin hali hazirda
sekillerini koruduklari ve nanoliflerin bozunmadan kaldigi goérdimustir. RB221 boyar
maddesinin giderimine bakildiginda giderim verimi 10 mg/Lde %30.2 + 0.2 iken bu deger, 25
mg/L’de %13.6 £ 0.9 ve 50 mg/L’'de %4.8 + 0.3 olarak dl¢ulmustur. Analiz sonunda ¢dzeltinin
pH’1 okundugunda 6.0’dan 3.45 pH degerine disuldigu goérilmustur. Bu pH degerlerinde

mikroalglerin canlilik oranlari digmustir ve bu durum Sekil 23c ve 23d’de SEM analizleri ile
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gosterilmistir. Bu analizlerde mikroaglerin morfolojilerinde degisim gorilmustir.
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Sekil 22. Mikroalg/PSU-NF kullanimi ile farkli boyar madde (a) RB5 ve (b) RB221

konsantrasyonlarinin renk giderimine etkisi.
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Sekil 23. 14 gun renk giderim deneyi sonrasinda mikroalg/PSU-NF SEM analizi (a-b) RB5
boyar maddesi dusik ve yiksek buyldtme (c-d) RB221 boyar maddesi diustk ve yuksek

blyutme.

B Reactros Blach % B Rgactrs Bloe 121

Imitial 1.run .run 3.run

-
= O

o

Dye Concentration mg L *
LY &=

=

Sekil 24. 10 mg/L RB5 ve RB221 boyar madde konsantrasyonlarinda tekrar kullanilabilirlik

sonuglari.

Sekil 24’de mikroalg/PSU-NF yapilarinin RB5 ve RB221 boyar maddelerinin gideriminde
tekrar kullanilabilirlik sonuglari verilmigtir. Tekrar kullanilabilirlik testi sonuclarina gore
mikroalg/PSU-NF yapilarinin tekrar kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu sonucuna
varilmigtir.  Sonug¢ olarak, mikroalg/PSU-NF vyapilari basit, tekrar kullanilabilir ve
nanogdzenekli yapilarindan dolayr boyar madde igceren endustriyel atiksularin
temizlenmesinde kullanilabilir. Bu galisma “Microalgae Immobilized by Nanofibrous Web
for Removal of Reactive Dyes from Wastewater” bagligi altinda Industrial and Engineering
Chemistry Research dergisinde yayinlanmistir (San-Keskin vd., 2015a).
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4.1.11. Cr(Vl) giderim o6zelligi bulunan bakteri/nanolif biyokompozitlerinin giderim

kapasitelerinin belirlenmesi

M. morganii STB5 immobilize edilmis PS ve PSU nanolif biyokompozitlerinin Cr(VI)
giderimine etkisi, sadece nanolifler ve sadece STB5 bakterisi ile birlikte 25 mg/L baslangi¢
Cr(VI) konsantrasyonunda, 30 °C’de, 150 rpm'de ve pH 7’de arastiriimis ve Sekil 25'de

verilmistir.
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Sekil 25. Sadece PS ve PSU nanoliflerinin, sadece STB5 bakterisinin ve STB5 bakterisi
immobilize edilmis PS ve PSU nanoliflerin 72 saat sonunda 25 mg/L baslangic Cr(VI)

Cr(Vl) remaining (mg/L)
n

o
1

¢iotw
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konsantrasyonundaki giderimi.

72 saat sonunda STB5/PS biyokompozitinin STB5/PSU’ya gbre Cr(VI) gideriminde bir miktar
daha etkili oldugu bulunmustur zira; STB5/PSU %70.41 oraninda Cr(VI) giderimi yaparken,
STBS5/PSU icin bu rakam %68.27°dir. 5 farkli 6rnek icerisinde en yuksek giderim miktari
%77.41 ile sadece STB5 bakterileri icin bulunmustur ancak bu oran bakteri tutundurulmus
nanolif biyokompozitlerine gére bir miktar daha fazla olsa da belirgin bir farklilik degildir. Bu
nedenle bakteri/nanolif biyokompozitlerinin sadece STB5 bakterisi 6rnedine ¢ok yakin bir
giderim potansiyelinin oldugu ve gerekli optimizasyon ¢alismalari ile esit seviyelerin
yakalanabilecegi hatta daha iyi giderim verimliligi elde edilebilecedi duisinilmektedir.
Yalnizca nanolif drneklerinde giderim miktarlari olduk¢a dislk olup minimal seviyelerdedir
(PS ve PSU nanolifleri icin sirasiyla %13. 5 ve %12.3), ki bu azalmanin PS ve PSU
nanoliflerinin kimyasal yapisindan kaynakli olup adsorpsiyon ydntemi ile gerceklestigi
dusunulmektedir. Canli bakterilerle gergeklestirilen Cr(VI) giderimi ise enzimatik déntusum
temelli olup zararli Cr(VI) iyonlarinin zararsiz kabul edilen Cr(lll) iyonlarina enzimatik olarak
doénusimi  seklindedir. Bu nedenle bakteri/nanolif biyokompozitlerinin  Cr(VI) giderim

mekanizmasi enzimatik dontigum temeli Uzerine dayanmaktadir.

Tekrar kullanilabilirlik deneylerinde bakteri immobilize edilmis nanoliflerin 5 kez tekrar

kullanimi sonucunda tekrar kullanilabilir oldugu sonucuna ulasilmistir (Sekil 26). Farkl
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denemelerde farkli giderim ytzdeleri bulunsa da, ortalama giderim kapasiteleri ilk seviyelere
yakindir (STB5/PS igin %74 ve STB5/PSU igin %64 seviyelerinde). Ayrica, 5 kez tekrar
kullanim sonrasinda bakteri/nanolif biyokompozitleri, 15 gliin slreyle +4 °C’de nemini
muhafaza eden bir ortamda saklanarak, érneklerin bu sure¢ sonrasindaki Cr(VI) giderim
kapasiteleri test edilmistir. Elde edilen sonuca go6re bakteri/nanolif 6rnekleri giderim
kapasitesinde ciddi azalmalar olmadan belirli sireler boyunca uygun ortamlarda muhafaza
edilebilir (Sekil 26).

Tekrar kullanilabilirik ve saklanabilirlik testi sonrasinda nanolif ve bakterilerin
morfolojilerindeki degigsimin gérintulenmesi amaciyla SEM analizi yapiimis ve Sekil 27°de
verilmistir. Sonug olarak tekrar kullanilabilirlik ve saklanabilirlik testi sonrasinda bakterilerin

hala mevcut oldugu ve nanoliflerin morfolojilerini korudugu goéralmustur.
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Sekil 26. STB5/PS ve STB5/PSU biyokompozitlerinin yuzdesel olarak tekrar kullanilabilirlik

ve saklanabilirlik testi sonuglari.

Sekil 27. (a-b) STB5/PS ve (c-d) STB5/PSU biyokompozitlerinin tekrar kullanilabilirlik ve
saklanabilirlik testlerinden sonra c¢ekilen farkl buyttmelerdeki SEM goruntuleri.
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Bu calismada, elektrospin yontemi ile elde edilmis PS ve PSU nanolifleri Gzerine Cr(VI)
giderim &zelligi bulunan Morganella morganii STB5 bakterisi immobilize edilerek, atik
sulardaki Cr(VI) kontaminasyonunu giderme potansiyeli bulunan 6zgin biyokompozit
malzemeler elde edilmigtir. Basit, etkili ve tekrar kullanilabilir olmasindan dolayi elde edilen
nano biyokompozit malzemeler endustriyel atiksularin giderilmesinde kullanilabilcegi
dusundlmektedir. Bu calismamiz “Bacteria-immobilized electrospun fibrous polymeric
webs for hexavalent chromium remediation in water” bashgi altinda International Journal

of Environmental Science and Technology dergisinde yayinlanmistir (Sarioglu vd., 2016).

4.1.12 Tekstil boyar madde ve Cr(VIl) giderim o6zelligi bulunan bakteri/nanolif

biyokompozitlerinin giderim kapasitelerinin belirlenmesi

Sekil 28a’da gorilecegi lzere RB5 boyar madde giderim ylzdesi sadece PSU-NF igin
%35.8+0.4 iken, bakteri/PSU-NF igin ise bu deger %99.7+0.9’a ulagsmistir. Sekil 28b’de ise
Cr(VI) giderimi 24 saat sonunda sadece PSU-NF icin %32.6+0.6 iken, bakteri/PSU-NF igin
%98.2+0.6’a ulagsmistir. Giderim sureci 60 dakikada baglamis ve 24 saat sonunda en yuksek

orana ulasmistir.

Kirleticiler cogunlukla bagka kirleticilerle birlikte atiksular icinde bulunmaktadir. Bu nedenle
hem boyar madde hem de agir metal iceren atiksularda giderim verimi arastiriimistir. Artan
Cr(VIl) konsantrasyonu (15, 50 ve 100 mg/L) ve sabit boyar madde konsantrasyonunda
giderim verimlerine bakildiginda giderim degerleri Cr(VI) icin %91.8+0.2, %90.6+0.7 ve
%82.7+£1.1 degerleridir. Cr(VI) konsantrasyonu arttikca boyar madde giderim verimi
dismustir. Ancak, boyar madde konsantrasyonu artikga Cr(VI) gideriminin arttig

gorulmustar.

Tekrar kullanilabilirlik deneyleri sonucunda elde edilen nano-biyokompozit malzemenin 7
tekrara kadar oldukga basarih bir giderim verimi yuzdesi ile kullanilabilecegi gdsterilmigtir
(Sekil 29). Tekrar kullanilabilirlik deneyleri sonrasinda bakteri ve nanolif yapisinda degisim
olup olmadigdinin belirlenmesi amaciyla SEM analizi yapiimistir. Analiz sonucunda hem

bakterilerin hem de nanoliflerin yapisinda bozulma gdériulmemistir (Sekil 30).
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Sekil 28. Sadece PSU-NF ve bakteri/PSU-NF malzemelerin (a) RB5 ve (b) Cr(VI)

kirleticilerinin giderimine tekli etkisi.
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Sekil 29. RB5 ve Cr(VI) gideriminde bakteri/PSU-NF érneklerinin tekrar kullanilabilirlik deney
sonucu.
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Sekil 30. Tekrar kullanilabilirlik deneyleri sonrasinda bakteri/PSU-NF yapilarinin SEM
gOruntuleri (a) 5000 x buyutme (b-c) 20.000 x buyutme (d) 40.000 x buyutme.

Canli  mikroorganizmalarin  kullanildigi biyobirikim mekanizmasi disinda kirleticilerin
gideriimesinde 06lU mikroorganizmalarin kullanildig1 biyosorpsiyon mekanizmalari, ortam
sartlarindan etkilenmeyen bir sistem olmasindan dolay! giderim calismalarinda arastirilan
mekanizmalardandir. Calismamizda bu amagla, ylzeye tutunmus mikroorganizmalar UV

altinda tutularak élduriimuis ve nanobiyokompozit malzemenin giderim verimi arastiriimigtir.

Biyosorpsiyon sonucu en ylksek RB5 ve Cr(VI) giderimi sirasi ile %92.6x0.9 ve
%67.8+0.1’dir. Boyar madde renk giderim verimi biyosorpsiyon mekanizmasinda daha
yuksek degerler elde edilmigken biyogiderim verimi daha digUktur. Literatirde yapilan
calismalarda da Cr(VI)un biosorpsiyon veriminin distuk oldugu bulunmus ve bizim
calismamizda da literatlre paralel sonuglar elde edilmistir (Sekil 31).

WRBS WCrVI)

® Removal EMickency

o5 BE88583888

Biyogiderim Biosorpsiyon
Sekil 31. Biyogiderim ve biyosorpsiyon mekanizmalarinin RB5 ve Cr(VI) giderim verimlerinin
karsilastiriimasi.
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Calismada ayrica kinetik hesaplamalar da yapilmistir.

Tablo 1. Bakteri/PSU-NF icin adsorpsiyon kinetik sabitleri.

Kirletici Izoterm Parametre Deger R?
Cr(V1) Freundlich Kf 5.52 0.972
I/n 1.02x10°
Langmnuir Qumax 5.67 0.995
b 1.00
L-F Qumax 5.67 0.995
b 1.00
I/n 1.00
Linear Kp 0.049 0.769
Toth Qmax 5.52 0.973
b 0.99
n 4.99
RB5 Freundlich Kf 4.66 0.575
1/n 0.59
Langmur Qumax 59.11 0.670
b 0.047
L-F Qumax 59.21 0.669
b 0.047
I'n 1.00
Linear Kp 1.18 0.490
Toth Quuax 35.17 0.877
b 0.058
n 5.00

Adsorpsiyon katsayilari ve tahmin edilen degerlerinden elde edilen izotermler Tablo 1’de
verilmistir. Langmuir and Freundlich modellerinde elde edilen veriler lineer degildir ve Ry?
degerleri yeteri kadar yiiksek degildir. RB5 icin Toth (Ry? = 0.877) lizerinden elde edilen
izoterm en iyi model olarak bulunmustur. Cr(VI) igin ise bu modeller Langmuir ve L-F (Ry”* =
0.995) modelleridir. Bu sonuglara gére Cr(VI) giderimi tek tabakali adsorpsiyon bazindadir.

Fakat RB5 gideriminin ¢cok katmanli ve heterojen bir yapisi vardir.

Reaksiyon kinetigi sonuclarina goére ise, RB5 giderimi enzimatik degradasyonlardakine
benzer sekilde 0. dizende bulunurken (Tinoco vd., 1996), Cr(VI) giderimi literatirde de
bahsedildigi Uzere, Cr(VI) indirgenmesinde go6zlenen etkide oldugu gibi 1. dizende
bulunmustur (Lugo-Lugo vd., 2010) (Tablo 2).

Tablo 2. Bakteri/PSU-NF kullanilarak Cr(VI) ve RB5 boyar madde gideriminde hesaplanan

birinci, ikinci ve Giglincii egriden elde edilen R? degerleri.

Kirletici Model RZDegeri

Cr(VI) zero order 0.8687
first order 0.9850
second order  0.7863
third order 0.7258

RB5 zero order 0.9594
first order 0.8417
second order  0.7221
third order 0.7182
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Bu calismamiz “Removal of a reactive dye and hexavalent chromium by a reusable
bacteria attached electrospun nanofibrous web” bashgl altnda RSC Advances
dergisinde yayinlanmigtir (San-Keskin vd., 2015b).

4.1.13 Yuzeyi gozenekli ve goézeneksiz SA nanoliflerinin farkh c¢ozelti sistemleri

kullanilarak iiretimi ve optimizasyonu.

Projenin bu asamasinda, gézenekli ve gézeneksiz SA nanoliflerinin farkli ¢dzlcu sistemleri
kullanilarak Uretimi saglanmis ve bu iki farklh nanolifin su aritiminda neden olabilecegi
farkliliklarin arastiriimasi amacglanmistir. Gozenekli selliloz asetat (pSA) nanolifleri daha énce
belirtildigi sekilde elde edilmistir. Diger taraftan gézeneksiz olan SA nanolifleri (nSA) igin SA
polimeri, diklorometan/metanol (4/1-v/v) ¢dzucli karisiminda %12 (w/v) polimer
konsantrasyonunda ¢6zunmusgtur. Daha sonra bu ¢ozelti, 1 mL'lik sirnganin (igne ucu: 0.4
mm) igine doldurulmustur. Daha sonra bu siringa, yatay bir sekilde, akis hizi 0.5ml/saat
olarak ayarlanan pompanin (Model: SP 1011Z, WPI) Uzerine yerlestirilmistir. Ylksek voltaj
gu¢ kaynaginin (Matsusada Precision, AU Series) elektrotlarindan biri metal ignenin ucuna
digeri de topraklanmis metal levhaya baglanmis ve 10 kV’luk voltaj uygulanmistir. Nanolifler,
10 cm uzaklikta bulunan ve lzerinde aliiminyum folyo sariimig toplayiciya, yaklasik 22°C
sicaklikta ve %23 bagdil nem kosullarinda kapali bir ortamda toplanmaya baslanmistir. Elde
edilen nanolifler, kalan ¢dzicunin kullanim &ncesi uzaklasabilmesi igin, gece boyunca
vakumlu firinda bekletilmislerdir. Homojen ve boncuksuz bir sekilde Uretilen gdzeneksiz SA

nanoliflerinin temsili SEM goruntisu Sekil 32'de verildigi gibidir.

Sekil 32. Gézeneksiz SA (nSA) nanoliflerine ait temsili SEM gorintusu.
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4.1.14. Deterjan giderim oOzelligi olan bakterilerin yiizeyi gézenekli ve go6zeneksiz
selilloz asetat nanolif ylizeylerine immobilizasyonu ve elde edilen biyokompozitlerin

deterjan giderim kapasitelerinin test edilmesi

Bu calismamizda, Serratia proteamaculans STB3 ve Achromobacter xylosoxidans STB4
bakteri suslari, gézenekli (pSA) ve gdzeneksiz (nSA) nanolif yapilarina immobilize edilmis ve
elde edilen malzemelerin sodyum dodesil sulfat (SDS) deterjaninin gideriminde kullanim

potansiyelleri arastiriimistir. Sekil 33’de galisma sematik olarak verilmigtir.

a / Yoksok voltajii gOg kaynags

Polimer solisyony

N

=

W0 un I'd v
Baktor! hicroler! nSA / pSA
nanolifieri

.9 .

Sekil 33. (a) Elektrospin yéntemi ile nSA ve pSA nanoliflerinin elde edilmesinin sematik

gosterimi (b) bakteri tutundurulmug SA nanoliflerinin fotograflari ve sematik gésterimi.

Sekil 34’de yluzeyi gobzeneksiz (nSA) ve ylzeyi goézenekli (pSA) nanoliflerinin  SEM
goruntuleri verilmigtir. Goraldugu Gzere pSA nanoliflerinin yizeyinde nanogdzenek yapilar

bulunurken nSA nanoliflerinin ylzeyi duz ve gézeneksizdir.

Sekil 34. Elektrospin yontemi ile Uretilmis (a) nSA nanoliflerinin (b) pSA nanoliflerinin SEM

goruntuleri.
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Sekil 35’de nSA ve pSA nanoliflerine 7 glnlik inklibasyon neticesinde tutunan bakterilerin
SEM goruntuleri verilmigtir. Goruntller (a-b) sirasiyla STB3 ve STB4 Dbakterileri
tutundurulmus nSA nanoliflerini, (c-d) sirasiyla STB3 ve STB4 bakterileri tutundurulmus pSA
nanoliflerini gostermektedir. 7 gunluk inkubasyonun 6zellikle pSA nanolifleri Uzerine bakteri

immobilizasyonu icin yeterli gelmedigi sonucuna varilmis ve inklbasyon yeterli bakteri

tutunmasi saglanabilmesi icin belirli bir siire daha devam ettirilmigtir.

mmq,f w.'
L i

,M!A

Sekil 35. (a) STB3 tutundurulmus nSA nanoliflerinin (b) STB4 tutundurulmus nSA
nanoliflerinin (c) STB3 tutundurulmus pSA nanoliflerinin (d) STB4 tutundurulmus pSA

nanoliflerinin SEM goéruntuleri.

ilk deneyden 14 gin sonra (toplam 21 giin) bakteri tutunmasinin tekrar incelenmesi icin
orneklere SEM analizi uygulanmis, ayrica bakteri tutunmasi sayisal olarak VCC (canl hicre
sayimi) yontemi ile belirlenmigtir. 4 farkli drnegin SEM goéruntileri Sekil 36’da verilmistir. Bu
kez VCC ve SEM sonuglarina goére bakteri tutunmasinin 4 farkli érnek icin de yeterli
seviyelere geldigi bulunmustur (Sekil 36, Tablo 3). Ornekler 25. giinde alinarak inkiibasyon

sonlandiriimis ve bu érneklerle SDS giderim deneyleri baglatiimistir.
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Sekil 36. (a) STB3 tutundurulmus nSA nanoliflerinin (b) STB3 tutundurulmus pSA
nanoliflerinin (c) STB4 tutundurulmus nSA nanoliflerinin (d) STB4 tutundurulmus pSA

nanoliflerinin 21 glnlik inkibasyon sonrasindaki SEM gortintuleri.

Tablo 3. STB3/nCA, STB3/pCA, STB4/nCA ve STB4/pCA drneklerine uygulanan canli hiicre
sayimi (VCC) degerlerinin farkli zaman araliklarindaki sonuglari. Sonuclar cfu/mL’ye gore

hesaplanmistir. Sayim yapilan her érnek igin agirlik/hacim (w/v) orani ayni olup bu deger 0,5

mg/mL’dir.

Tutunma siiresi STB3/nCA STB3/pCA STB4/nCA STB4/pCA

7 giin 0.3x10°+0.04 0.25x10°+0.043.1x10°+1.2 1.4x10°+0.17
21 giin 1.15x10°+04 0.6x10°+0.11 3.15x 10 +0.85 2.65 x 10° + 0.54
Tekrar kullanimdan sonra — 2.97 x10° +0.42 - 2.8x10°+0.33

ilk etapta bakterilerin farkli pH kosullarina dayaniklihgini gérmek ve deterjan gideriminin
gerceklestigi optimum pH’1I bulmak icin STB3 ve STB4 bakteri suslarina pH optimizasyonu
deneyi uygulanmistir (Sekil 37a). pH 6, 7 ve 8 igin, 10 mg/L baslangic SDS
konsantrasyonunda, STB3 ve STB4 bakterilerinin SDS giderim kapasiteleri test edilmis ve
sonug olarak bu pH araliklarinda her iki bakterinin performanslarinda belirgin farkliliklar ve
azalmalar olmadigi sonucuna ulagiimigtir. Yine de, kendi iclerinde en ylksek giderim orani
pH 7'de STB4 bakterisi igin bulunmus, bu nedenle sonraki deneylerde, Ozellikle STB4
bakterisinden, en ylksek giderimi elde edebilmek i¢in bu pH degeri secilmigtir. Daha sonra
10 mg/L basglangic SDS konsantrasyonunda, pH 7’de, yalnizca nSA ve pSA nanolifleri ile
STB3 veya STB4 bakterileri tutundurulmus nSA ve pSA nanolif biyokompozitlerinin giderim
kapasiteleri test edilmistir (Sekil 37b). Bu sonuca goére 10 mg/L baslangic SDS
konsantrasyonunda 6rneklerin giderim kapasiteleri birbirine olduk¢a yakin ¢ikmis, bu nedenle

giderim basarisi noktasinda bu konsantrasyonda belirgin bir ayrisma gerceklestirilememigtir.
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Bir sonraki deneyde baglangic SDS konsantrasyonu 100 mg/L’'ye cikarilarak, érnekler
arasinda belirgin bir ayrisma saglanmasi hedeflenmistir (Sekil 37c). Nitekim bu
konsantrasyonda STB3/pSA ve STB4/pSA oérnekleri digerlerine goére ¢ok daha belirgin
farkhliklar géstermis ve bdylece hedeflenen ayrisma gerceklesmistir. Bu deneyde de, bir
onceki deneyde de yalnizca nSA ve pSA nanoliflerinde minimal dizeyde SDS giderimi
gerceklesmistir; bu da SDS gideriminde asil etkenin giderim &zelligi bulunan bakterilerin
varligi oldugunu gostermektedir. Son giderim deneyinde, ¢ok yuksek bir konsantrasyonda (1
g/L), onceki deneylerde en yiksek giderimi gerceklestiren biyokompozitler (STB3/pSA ve
STB4/pSA) secilerek, bu denli yliksek konsantrasyonlarda bakteri/nanolif biyokompozitlerinin
giderim basarilari test edilmistir (Sekil 37d). ilging olarak, énceki deneylerde giderim basarisi
daha az olsa da ve tutunan bakteri miktari STB4 kadar olmasa da, STB3/pSA
biyokompozitinin STB4/pSA’ya gore ¢ok daha basarili oldugu goézlemlenmistir, ancak ne
yazik ki bu denli yiksek konsantrasyonda %100’e yakin bir giderim elde edilememis ve

giderim prosesi iki 6rnek igin de surece uzamistir.

a uy b =

<& BTHI-pHE

Remaining 503 (mgil)

@ STEWpCA
& STBLpCA

Resmining 505 (el

Sekil 37. Sadece PS ve PSU nanoliflerinin, sadece STB5 bakterisinin ve STB5 bakterisi
immobilize edilmis PS ve PSU nanoliflerin 72 saat sonunda 25 mg/L baglangi¢c Cr(VI)

konsantrasyonundaki giderimi.
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Calismada ayrica kinetik hesaplamalar da yapilmistir.

Tablo 4. STB3/pSA ve STB4/pSA drnekleri icin adsorpsiyon kinetik sabitleri.

Ornekler Izoterm Parametreler Degerler Ry* degeri
STB3/pCA Freundlich Kf 18498 0.991
1n 0.555
Langmuir Qmax 3367 0.992
b 0.057
Toth Qmax 3023 0.992
b 0.06
n 49
STB4/pCA Freundlich Kf 76.78 1.000
1n 048
Langmuir Qmax 1464 1.000
b 0.032
Toth Qumax 1350 1.000
b 0.031
n 458

Adsorpsiyon katsayilari ve tahmin edilen degerlerinden elde edilen izotermler Tablo 4’de
verilmistir. STB3/pSA igin Langmuir ve Toth (Ry*= 0.877) lizerinden elde edilen izotermler en
iyi model olarak bulunmustur. STB4/pSA igin ise tim modellerde Ry? = 1.000 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglara gdre Langmuir izotermi her iki 6rnekte de tek basina
sivrilmedigdi icin SDS giderimi tek tabakali adsorpsiyon bazindadir denilemez, aksine

giderimin ¢ok katmanli ve heterojen bir yapisi oldugu sdylenebilir.

Reaksiyon kinetigi sonuclarina gére en iyi korelasyonlar her iki érnek i¢in de enzimatik
degradasyonlardakine benzer sekilde 0. duzende bulunmustur (Tinoco vd. 1996) (Tablo 5).
Bu beklenen bir durumdur zira, bakteriyel SDS gideriminin enzimatik degradasyon yoluyla
gerceklestigi bilinmektedir.

Tablo 5. Bakteri/PSU-NF kullanilarak Cr(VI) ve RB5 boyar madde gideriminde hesaplanan

birinci, ikinci ve Giglincii egriden elde edilen R? degerleri.

Ornekler Model R? degerleri

STB3/pCA zero order 09319
first order 0.8583
second order  0.6515
third order 0.6246

STB4/pCA zero order 0.8531
first order 0.7414
second order  0.6434
third order 0.6249

SDS giderimi deneylerinden sonra, STB3/pSA ve STB4/pSA Orneklerine daha basarili
olduklari 100 mg/L’de tekrar kullanilabilirlik testi uygulanmistir. Bir dnceki deneyde 6rnekler

¢ok yuksek konsantrasyonda SDS’e maruz kaldigi igin ilk denemelerde SDS giderimleri

37



oldukga dusuk olmasina ragmen, 3. denemeden sonra 6rnekler SDS giderim 6zelliklerini geri
kazanarak (6zellikle STB3/pSA icin) istenilen seviyelere ulagsmis ve bu hali devam ettirmistir
(Sekil 38). Bu sonuca goére STB3/pSA ve STB4/pSA biyokompozitlerinin tekrar kullanilabilme
potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmigtir. Tekrar kullanilabilirlik testi sonunda ¢ekilen
SEM goérintilerine gére nanolif yapilari morfolojilerini devam ettirmekte ve bakteriler nanolif
yuzeylerindeki varhigini korumaktadir (Sekil 39). Tablo 3'de gorilebilecegi Gzere tutunmus
olan bakteri miktarlari tekrar kullanim testi sonrasinda istenilen seviyelerde olup, bu sonug

Sekil 39’daki sonucla paraleldir.

Il STB3/pCA
1004 El STB4/pCA

754

SDS biodegradation (%)
3

Cycle #
Sekil 38. STB3/pSA ve STB4/pSA biyokompozitlerinin tekrar kullanilabilirlik testi sonuglari.

Sekil 39. (a-b) STB3 tutundurulmus pSA nanoliflerinin (c-d) STB4 tutundurulmus pSA
nanoliflerinin tekrar kullanilabilirlik testi sonrasinda c¢ekilen farkli buylGtmelerdeki SEM

mikrograflari.

Bu caligmada elektrospin yontemi ile elde edilmis nSA ve pSA nanolifleri Gzerine SDS
giderim 6zelligi bulunan Serratia proteamaculans STB3 ve Achromobacter xylsoxidans STB4
bakterileri immobilize edilerek, atik sulardaki deterjan kontaminasyonunu giderme potansiyeli

bulunan 6zglin biyokompozit malzemeler elde edilmigtir. Basit, etkili ve tekrar kullanilabilir

38



olmasindan dolayi elde edilen nano biyokompozit malzemelerin endustriyel atiksulardaki
deterjan kimyasallarinin temizliginde kullanilabilecegi distnulmektedir. Bu c¢alismamiz
“‘Evaluation of contact time and fiber morphology on bacterial immobilization for
development of novel surfactant degrading nanofibrous webs” bashgdi altinda RSC
Advances dergisinde yayinlanmistir (Sarioglu vd., 2015).

4.1.15. PSU nanoliflerinin paralel ve diizensiz morfolojilerde iki farkli capta elde

edilmesi ve yiizeyine bakteri immobilizasyonu

Projenin bu adiminda, PSU nanoliflerinin makroskobik dizeyde dizilimleri farklilastirilarak,
bakteri immobolizasyonuna ve aritim verimine olan etkisinin arastiriilmasi amaglanmigtir.
Bunun icin oncelikle, dizensiz ve paralel dizilimli PSU nanolifleri Gretilmigtir. DlUzensiz
(rastgele dizilimli) yapidaki PSU nanolifleri, %32’lik polistlfon (PSU) polimer tozunun 9/1
(h/n) oraninda N,N-dimetilasetamid (DMAC)/aseton karigimi icerisinde ¢ézinmesiyle elde
edilen ¢ozeltinin elektrospin edinmesi ile Uretilmistir. Polimer ¢dzeltileri 1 mL’lik siringalarin
(igne ucu: 0,4 — 0,6 mm) icine doldurulmus, daha sonra bu siringalar yatay bir sekilde, akis
hizi 0,5 mL/saat olarak ayarlanan pompanin (Model: SP 1011Z, WPI) Uzerine yerlestiriimistir.
Yuksek voltajli gu¢ kaynaginin (Matsusada Precision, AU Series) elektrotlarindan biri metal
ignenin ucuna digeri de topraklanmis metal levhaya baglanmis ve 10 - 15 kV’luk ylksek
voltaj uygulanmistir. Boylece nanolifler yaklasik 10 cm uzaklikta bulunan ve uzerine
aliminyum folyo sarilmis toplayiciya, 23 + 1 °C sicaklikta ve yaklasik %20 bagil nem
kosullarinda kapali bir ortamda toplanmaya baglanmigtir. Paralel dizilimli PSU nanolifleri ise,
yine ayni ¢ozelti ve elektrospin parametrelerinde ancak 3000 rpm hiz ile dénen tambur
uzerinde toplanarak elde edilmistir. Bunlara ek olarak, nanolif gapinda meydana gelebilecek
bir farklihgin da etkisini ortaya koyabilmek icin, hem duzensiz hem de paralel dizilimli PSU
nanolif ¢ozeltilerine %2 (w/w) NaCl tuzu eklenmis ve her iki durum igin de ¢aplarda belirgin
bir azalis saptanmistir. Elde edilen nanoliflerin ¢aplari paralel dizilimli ve tuz eklenmemis
PSU nanolifi igin 1517 + 54 nm, paralel dizilimli ve tuz eklenmis PSU nanolifi i¢in 864 + 84
nm, rastgele dizilimli ve tuz eklenmemis PSU nanolifi igin 1455 + 83 nm, rastgele dizilimli ve

tuz eklenmis PSU nanolifi igin ise 1066 + 140 nm olarak dlgtlmustr.

Paralel dizilimili ve duzensiz morfolojide Uretilen PSU nanolif yuzeylerine bakteri
immobilizasyonunu gercgeklestirmek, bunu yaparken de nanolif morfolojilerini olabildigince
muhafaza etmek adina (6zellikle paralel dizilimli PSU nanolifleri igin) aliminyum folyo
Uzerinde buyutalmis nanolif érnekleri birbirine ¢ok yakin buyiklik ve agirlikta (ort. 28 mg)
kesilerek folyodan ayristiriimamistir. Bu haldeki érnekler sivi bakteri kiltirtiine (LB blylime

ortami) eklenerek inklibasyon siresi boyunca 6rnek ylizeylerinde bakteri immobilizasyonu
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hedeflenmistir. Bakteri olarak daha onceki calismalarda kullaniimig, kuvvetli bir sekilde
biyofilm olusturma 6zelligine sahip, ayni zamanda amonyum dénustirict 6zelligi bulunan
Acinetobacter calcoaceticus STB1 susu kullanilmistir. ilk kez 7. giiniin sonunda, daha sonra
21. gundn sonunda benzer 6zellikteki drnekler alinarak SEM analizi uygulanmig ve Onceki
raporumuzda bahsedilen protokolle 6rneklerden bakteri ayristiriimasi saglanarak canli koloni
sayimi (VCC) yéntemi uygulanmistir. Tutunmus olan bakteri miktari her bir érnek igin 10°
cfu/mL (koloni olusturma birimi, KOB/mL) seviyelerinde bulunmustur. SEM sonuglarina gore
yer yer paralel dizilimli morfoloji korunuyor olsa da, paralel dizilimli PSU nanoliflerinin sucul
bir ortamda calkalanmasi veya SEM analizi dncesinde fiksasyon asamasindan gegmesi
dolayisiyla paralel diziliminin ilk haline gore bir miktar bozuldugu sonucuna ulasiimigtir.
Bakterilerin tutunma asamasinda sucul ortamda buyumesi gerektigi icin paralel dizilimin
muhafaza edilmesi icin yukarida bahsedilenlerden ayri ekstra bir 6nlem alinamamistir. Ancak
paralel dizilimin yer yer bozulsa da rastgele haldeki PSU nanoliflerine goére belli dlcllerde
korundugu, en azindan ilk temas surecindeki bu farklihgin bakteri tutunmalari tzerinde farkh
sonuglara neden oldugu goézlemlenmistir. Bakteri tutunmamis haldeki PSU nanoliflerinin, 7
glin boyunca bakteri tutunmus PSU nanoliflerinin ve 21 glin boyunca bakteri tutunmus PSU
nanoliflerinin SEM goéruntuleri Sekil 40°da verilmigtir. Bu sonuglara gore 7 gunluk bakteri
tutunmasi bazi érnekler igin yeterli olmazken, 21 gunlik bakteri tutunmasinin tim 6érnekler
icin yeterli geldigi gozlemlenmigtir. Sekil 41°de bakteri tutundurulmus farkli morfolojideki
eslenik nanolif drneklerine bakteri sayimi uygulanmasi sonucu elde edilen VCC sonuglari yer
almaktadir. Bu sonuglara goére tuz eklenerek capi inceltiimis PSU nanoliflerinde daha iyi
bakteri tutunmasi oldugu bulunurken, capi inceltiimis PSU nanolifleri arasinda en yiksek
tutunmanin ise rastgele morfolojideki PSU nanolifleri icin oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore, daha ince yapidaki PSU nanoliflerinin daha iyi bakteri tutunmasini sagladigi
sonucuna ulasilirken, rastgele dizilimli PSU nanoliflerinin paralel dizilimli PSU nanoliflerine
goére eslenik orneklerde daha ¢ok bakteri tuttugu sonucuna ulasiimigtir. Rastgele dizilimli
PSU nanoliflerinde daha fazla bakteri tutunmasi olmasinin sebebi bakterilerin nanolif
ylzeylerinin yani sira bog buldugu araliklara girerek daha fazla tutunma gerceklesmesi
olabilir. Bu sonuglar neticesinde rastgele dizilimli ve tuz eklenerek c¢api inceltiimis PSU
nanoliflerinin 4 farkli morfolojideki PSU nanolifleri igerisindeki en ylksek bakteri tutunmasini
saglayan nanolif oldugu sonucuna ulasiimis ve daha sonraki ¢aligmalar bu yapidaki PSU

nanolifleri ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 40. (a, e, i) Tuz ilave edilmemis paralel morfolojideki PSU nanoliflerinin (b, f, j) tuz ilave
edilmis paralel morfolojideki PSU nanoliflerinin (c, g, k) tuz ilave edilmemis rastgele
morfolojideki PSU nanoliflerinin (d, h, 1) tuz ilave edilmis rastgele morfolojideki PSU
nanoliflerinin SEM mikrograflari. (a-d) grubu bakteri tutunmamig nanolifleri, (e-h) grubu 7 gun
boyunca bakteri tutundurulmus nanolif érneklerini, (i-1) grubu ise 21 gin boyunca bakteri
tutundurulmus nanolif érneklerine tekabuil etmektedir. Tuz ilave edilmis érneklerde lif capinin

belirgin sekilde azaldig1 goriimektedir.
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Sekil 41. (a) Paralel dizilimli PSU nanoliflerine, (b) tuz ilave edilmis paralel dizilimli PSU
nanoliflerine, (c) tuz ilave edilmemis rastgele dizilimli PSU nanoliflerine, (d) tuz ilave edilmis
rastgele dizilimli PSU nanoliflerine 21 glnlik bakteri tutunmasinin ardindan VCC ydntemi

uygulanmasi sonucunda elde edilen bakteri miktarlari.
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ik etapta nanolif ylizeyine tutundurulmamig, serbest haldeki STB1 bakterileri lzerinde
giderim caligmalari yapilmistir. Amonyum giderimi 6zelligi oldugu bilinen bu bakterinin
metilen mavisi giderim Ozelliginin olup olmadigini test etmek igin 50 mg/L sabit amonyum
iceren ve baska azot kaynagi icermeyen minimal bliyime ortami igerisine 25, 50 ve 100
mg/L’lik metilen mavisi ilave edilerek 72 saat icerisindeki metilen mavisi giderimine
bakiimistir. Kirleticilerin giderimi dnceki raporumuzda belirtilen sekilde spektrofotometrik
olarak takip edilmigtir. 50 mg/L’lik sabit amonyum konsantrasyonunda, metilen mauvisi
konsantrasyonu arttikga, giderim yuzdesinin azaldigi ve %20'nin altina distigu
gorulmektedir (Sekil 42). 25, 50 ve 100 mg/L’lik amonyum konsantrasyonlari icin ise 72 saat
icerisinde ortamdaki amonyumun tamamen uzaklastirildigi ve hi¢c kalmadigi sonucuna
ulasilmistir. Bu sonuclar neticesinde 21 gin boyunca STB1 bakterileri tutundurulmus,
rastgele dizilimli ve tuz eklenerek inceltiimis PSU nanolifleri, hem amonyum hem de metilen
mavisi iceren 3 farkli ortamda test edilmistir. Onceki ¢alismada elde edilen sonuc¢ baz
alinarak ortamdaki metilen mavisi konsantrasyonu sabit tutularak 25 mg/L olarak belirlenmis,
bu kosullarda amonyum konsantrasyonu arttirilarak ortamdaki amonyum miktarinin metilen
mavisi giderimi tzerindeki etkisine bakilmistir. Sonug olarak, beklenenin aksine, test edilen
konsantrasyonlarda amonyum miktarindaki artis metilen mavisi giderimi Uzerinde pozitif etki
yapmis ve 100 mg/L amonyum iceren ortamda metilen mavisi giderimi %60 seviyelerine
kadar ulasmistir (Sekil 43). Bu sonuca gore, optimum kosullarda ve konsantrasyonlarda, her
iki kirleticinin birden etkili sekilde giderilebilecedgi sonucuna ulagiimigtir. Saf haldeki PSU
nanoliflerinin amonyum (100 mg/L) ve metilen mavisi (25 mg/L) giderim kapasiteleri de es
kosullarda test edilmis ve PSU nanoliflerinin metilen mavisi giderim kapasitesinin yok
denecek kadar az oldugu bulunurken, amonyum giderim kapasitesinin %25 seviyelerinde
oldugu bulunmustur (Sekil 44). Bu farkhhdin nedeninin sdlfon gruplarinin amonyumu
tutarken, metilen mavisi Uzerinde bu etkinin goérilmemesinden kaynaklandigi
dusunulmektedir. Ayrica saf haldeki PSU nanoliflerinin amonyum gideriminin minimal
dizeylerde olmayip belli bir dizeye sahip olmasina karsihk, STB1/PSU &rneklerinin
gostermis oldugu %100 civarindaki amonyum gideriminin ve 6nemli miktardaki metilen
mavisi gideriminin baglica kaynaginin bakteri varligi ve biyolojik giderim oldugu sonucuna

varilmistir.
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Sekil 42. Serbest haldeki STB1 bakterilerinin degisen konsantrasyonlarda (25, 50, 100 mg/L)
metilen mavisi (MB) veya amonyum (NH,") giderim kapasiteleri (sicaklik: 30°C, calkalama
hizi: 150 rpm, inklibasyon suresi: 72 saat). Buylime ortaminda karbon kaynagi bulunmasina
karsihk azot kaynagi bulunmadigi icin metilen mavisi giderim deneylerinde azot kaynag
olarak 50 mg/L sabit amonyum kullaniimistir. Amonyum giderimi deneylerinde ise glukoz
diginda ekstra bir karbon kaynagi kullanilmamisgtir.
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Sekil 43. STB1/PSU nanoliflerinin 25 mg/L sabit metilen mavisi (MB) ve degisen
konsantrasyonlarda amonyum (NH,") igeren (25, 50, 100mg/L) biiylime ortamlarinda,
similtane amonyum ve metilen mavisi giderimi (sicaklik: 30°C, calkalama hizi: 150 rpm,
inkiibasyon siresi: 72 saat).
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Sekil 44. Saf haldeki PSU nanoliflerinin metilen mavisi (MB) ve amonyum (NH,") giderim

verimleri (sicaklik: 30°C, g¢alkalama hizi: 150 rpm, inkiibasyon siresi: 72 saat).

Son olarak, STB1 bakterileri tutundurulmus rastgele dizilimli ve tuz ilave edilmis PSU
nanoliflerinin tekrar kullanilabilirlikleri ylksek giderim basarisi gosterilen 100 mg/L sabit
amonyum konsantrasyonunda test edilmigtir. Sonuglar Sekil 45°de verilmektedir. Bu
sonuglara goére, elde edilen nanoliflerin tekrar kullanilabilir oldugu sonucuna varilmigtir.
Ayrica bu konsantrasyonda metilen mavisi gideriminin de test edilenler arasinda en yuksek
oranda gercgeklestigi goruldugu igin nanoliflerin bu Kirleticinin giderimi icin de tekrar
kullanilabilir oldugu dusunulmektedir.
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Sekil 45. STB1/PSU nanoliflerinin 100 mg/L sabit amonyum konsantrasyonunda 5 seferlik

tekrar kullanilabilirlik testi sonucu (Sicaklik: 30°C, galkalama hizi: 150 rpm, inki{ibasyon
suresi: 72 saat).

4.1.15. Biyobozunur 6zellikteki PCL ve PLA nanoliflerine bakteri immobilizasyonu ve

bu nanoliflerin tekstil boyar madde gideriminde kullanimi

Projenin bu kisminda, kimyasal yapisi itibariyle biyobozunur karakterde olan polikaprolakton

(PCL) ve polilktikasit (PLA) polimerleri ile homojen ve boncuksuz yapida nanolifler elde
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edilmis, daha sonra tekstil boyar madde giderim 0zelligi bulunan bakteriler nanolif
yuzeylerine immobilize edilmigtir. Elde edilen biyokompozitler daha sonra sudaki boyar
madde giderimi c¢alismalarinda test edilerek dederlendiriimigtir. Tum kimyasallar
(polikaprolakton (PCL, Mw ~70.000-90.000, Scientific Polymer Products, Inc.), polilaktikasit
(PLA, NatureWorks LLC Co.), diklorometan (DCM, 299% (GC), Sigma-Aldrich), N,N-
Dimetilformamid (DMF, 299% (GC), Sigma-Aldrich), tekstil boyalari (Setazol Blue BRF-X,
Setazol Turquoise Blue G (Setas), LB buyume ortami (Luria-Bertani, Sigma-Aldrich) ve Agar
(Sigma-Aldrich)) mUmkin olan en ylksek saflikta temin edilmistir. Homojen yapidaki
elektrospin soltsyonlari PCL ve PLA polimerlerini sirasiyla DCM/DMF (1/1 (viv)) ve
DCM/DMF (7/3 (vlv)) karnisimlarinda %15 (w/v) polimer konsanstrasyonunda c¢ozerek
hazirlanmigtir. Elektrospin sollsyonlari 0,4-0,6 mm igne ucu genisligine sahip 3 mL’lik
siringaya eklenmis, daha sonra yatay bir sekilde siringa pompasina yerlestiriimis olan
siringaya yuksek voltaj uygulanmistir. Metal uglardan birisi ylksek voltaji iletirken digeri
aliminyum folyoya sariimis haldeki toplayiciya tutunarak topraklanmayi saglamistir.
Elecktrospin parametreleri soyledir: akis hizi = 0.5 mL/h, uygulanan voltaj = 10-15 kV,
toplayiciya olan uzaklik = 10-12 cm. Elektrospin protokoll kapal haldeki pleksicam bir kutu
icerisinde ydrutdlmistir (oda sicakhdr ve %20 bagil nem kosullarinda). Aliminyum folyo
Uzerinde toplanan nanolifler bir gece boyunca ¢ézlcl solventlerin uzaklastiriimasi i¢in geker
ocakta bekletildikten sonra nanolifler ayristirilarak sonraki deneyler icin hazirlanmigtir. Elde
edilen nanoliflerin ¢aplari PCL ve PLA nanolifleri igin sirasiyla 1280 + 90 ve 840 + 80 nm

olarak élgtlmusgtir.

PCL ve PLA nanolifleri igin eslenik érnekler hazirlanarak (0,5 mg/mL, w/v) bakteri tutunmasi
icin 7 gun boyunca inkube edilmigtir. Tutunacak bakteri ve giderimi yapilacak boyanin
secilmesi igin bir 6n c¢alisma yapiimig, bu sonuca goére elimizdeki ¢ farkl izoleden
(Enterococcus hermanniensis, Clavibacter michiganensis and Halomonas variabilis) giderim
basarisi ydniyle en ylksek olani (Clavibacter michiganensis), ve iki farkli boya arasindan da
(Setazol Blue BRF-X ve Setazol Turquoise Blue-G) biyogiderimin daha kolay oldugu boya
(Setazol Blue BRF-X) sonraki ¢calismalar igin secilmistir (Sekil 46). 7 gunlik inkiibasyonun
sonunda eglenik érneklerden bir kismi SEM analizi ile incelenmis, yeterli bakteri tutunmasi
tespit edildikten sonra diger O6rneklerle giderim c¢alismalarina baslanmistir. Bakteri
tutunmamis haldeki PCL ve PLA nanolifleri ile, 7 gin boyunca bakteri tutunmus PCL ve PLA

nanoliflerinin SEM goéruntuleri Sekil 47°de verilmigtir.
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Sekil 46. Ug farkli bakteri izolesinin (Eh: Enterococcus hermanniensis, Cm: Clavibacter
michiganensis, Hv: Halomonas variabilis) iki farkli tekstil boyar maddesine karsi (SBBX:
Setazol Blue BRF-X ve Setazol Turquoise Blue-G) 50 mg/L’lik baslangic

konsantrasyonlarinda 48 saat icerisindeki boya giderim yuzdeleri.

Sekil 47. (a) Saf haldeki PCL nanoliflerinin (b) saf haldeki PLA nanoliflerinin (c) 7 gunluk
inkibasyon sonrasinda bakteri tutunmus PCL nanoliflerinin (d) 7 gunlik inkubasyon

sonrasinda bakteri tutunmus PLA nanoliflerinin SEM goéruntuleri.

On calismada, farkli bakteri izoleleri her iki boya icin de 50°'ser mg/L baslangic
konsantrasyonunda test edilmistir. Bu konsantrasyonun tercih edilen Setazol Blue BRF-X
boyasinin giderimi i¢in uygun oldugu gézlemlenmis ve sonraki ¢alismalar i¢cin 100 ve 200
mg/L’lik baslangi¢ konsantrasyonlari da test edilmek istenmistir. Sekil 48’de gorilecegi
Uzere, Clavibacter michiganensis bakterisi tutundurulmus olan PCL ve PLA nanolifleri, 50,
100 ve 200 mg/L’lik baslangic konsantrasyonlarinin her birinde serbest haldeki bakterilere

yakin oranda yuksek giderim gostermis, ayrica saf haldeki PCL ve PLA nanolifleri igin bu
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surecgte minimal dizeyde giderim gdzlenmistir. Bu su anlama gelmektedir; biyokompozitlerin
boya giderim 6zellikleri ylzeyinde bulunan bakteriler araciligi ile saglanmaktadir. Bu sonucun
akabinde biyokompozitlerin tekrar kullanilabilirligi test edilmistir. Her bir kullanimda, 100
mg/L’hk baslangi¢c konsantrasyonu icin biyokompozitler %100’e yakin bir giderim gostermis,
ayrica ilk denemelerde 48 saatte tamamlanan biyogiderim sureleri sonraki denemelerde 24
saate dusmaustur (Sekil 49). Bunun nedeninin nanolif yuzeyindeki aktif bakteri sayisindaki
artis oldugu dusundlmustir. Bunu desteklemek amaciyla tekrar kullanilabilirlik testinden
sonra eslenik 6rneklere daha dnceden bahsedilen bakteri ayristirma protokolli uygulanmis,
daha sonra tekrar kullanilabilirlik testinin dncesi ve sonrasindaki drneklerin optik yogunluklari
(ODgoo degerleri) kendi aralarinda karsilastiriimistir. Bu sonuca gore tekrar kullanilabilirlik
testi suresince canli bakteri miktari PCL ve PLA nanolifleri icin ciddi oranda artmistir (Sekil
50). Son olarak tekrar kullanilabilirlik testi sonrasinda PCL ve PLA nanoliflerinin ylizeyindeki
bakteri tutunmasi SEM analizi ile gorintilenmek istenmistir. Sekil 51’de gorilecegi lizere her
iki biyokompozitte de kuvvetli bakteri tutunmasi gorulmektedir ve bu sonug¢ diger
sonuclarimizi desteklemektedir. Bu c¢alismamiz “Bacteria immobilized electrospun
polycaprolactone and polylactic acid fibrous webs for remediation of textile dyes in
water” bashgi altinda Journal of Colloid and Interface Science dergisine yayinlanmak Uzere

gonderilmigtir.
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Sekil 48. Serbest haldeki Clavibacter michiganensis bakterilerinin, bakteri tutundurulmus
PCL ve bakteri tutundurulmus PLA nanoliflerinin, ve saf haldeki PCL ve PLA nanoliflerinin 50,
100 ve 200 mg/L’lik baslangic boyar madde konsantrasyonlarindaki giderim yuzdeleri

(sicaklik: 30°C, galkalama hizi: 150 rpm, inkiibasyon siiresi: 48 saat).
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Sekil 49. Bakteri tutunduruimus PCL ve PLA nanoliflerinin 100 mg/L’lik baslangi¢c boyar

madde konsantrasyonu igin tekrar kullanilabilirlik testi sonucu (3. tekrardan itibaren giderim

suresi 48 saatten 24 saate dugmusgtuir).

Sekil 50. Bakteri tutundurulmus PCL ve PLA 6rneklerinin tekrar kullanilabilirlik testinin dncesi
ve sonrasindaki optik yogunluk (ODggo) degerleri. Tekrar kullanilabilirlik testi sonrasinda her
iki drnek icin de optik yogunluklarin bakteri artigina bagli olarak arttigi gérilmektedir.

Sekil 51. Tekrar kullanilabilirlik testi sonrasinda (a) bakteri tutundurulmus PCL (b) bakteri
tutundurulmus PLA O&rneklerinin SEM mikrograflari. Her iki érnekte de kuvvetli bakteri

tutunmasi gorilmektedir.
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4.2 Bakterilerin nanolif yapisina direkt enkapsiilasyonu ve hazirlanan nanoliflerin atik

su aritiminda kullanilmasi

4.2.1 Bakterilerin PVA, PEO ve CD nanoliflerine es zamanh enkapsiilasyonu igin
proses parametrelerinin belirlenmesi ve homojen, boncuksuz nanoliflerin elde

edilmesi.

Projenin bu asamasinda sulu sistemde hazirlanan polivinil alkol (PVA), polietilen oksit (PEO)
ve siklodekstrin (CD veya SD) nanoliflerinin icerisine bakteri enkapsulasyonu
gerceklestirilerek atik su gideriminde kullanilabilirlikleri test edilmistir. Igerisine bakteri
enkapsullasyonu yapilan nanolifler icin gerekli optimizasyonlar yapilarak, homojen ve
boncuksuz yapida nanoliflerin elde ediimesine calisiimistir. Uretilen tim nanolifler homojen
yapida Uretilebilmesine ragmen, yalnizca PEO nanolifleri igin boncuksuz yapida nanolifler
elde edilememistir. Buna karsin bakteri enkapsilasyonu tim &rneklerde basariyla
gerceklestiriimistir. PVA nanolifleri icin PVA polimerleri bakteri/su (~4 mg/mL oraninda
bakteri, yaklasik olarak 10'° cfu/mL’ye karsilik gelmekte) ¢dziicii karisiminda %7,5 polimer
konsantrasyonunda, PEO nanolifleri icin PEO polimerleri bakteri/su (~4 mg/mL oraninda
bakteri, yaklasik olarak 10'° cfu/mL’ye karsilik gelmekte) ¢dziicli karisiminda %3,5 polimer
konsantrasyonunda, SD nanolifleri i¢in ise hidroksipropil-B-siklodekstrin (HPBCD) polimerleri
% 0,5’lik skimmilk besiyeri icerisinde %200 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanmistir. Ayrica
bakteri icermeyen nanolifler de Uretilerek, bakteri enkapslle edilmis ve saf haldeki
nanoliflerin farklihgina bakilmistir. Saf haldeki PVA ve PEO nanoliflerinin gaplar sirasiyla
418,6 £ 33,8 ve 232,5 + 22,3 nm olarak olgllirken, saf haldeki SD nanolifleri icin 605 + 205
nm olarak O&lgulmuistir. Yeterli bakteri enkapsulasyonunun saglanabilmesi igin bakteri
miktarini belirlemede gerekli optimizasyonlar yapiimistir. PVA ve PEO nanoliflerine bakteri
enkapsulasyonu yapillmadan oOnce, polimer solUsyonlarina gerekli bakteri ilavesi
yapilabilmesi icin ilk etapta bakteri miktarinin bakterilerin 600 nm’de verdigi optik yogunluk
uzerinden belirlenmeye calisiimigtir. Ancak ¢ok yuksek optik yogunluga sahip bakteri ilavesi
oldugunda dahi enkapsule edilmis canli bakteri sayisi istenilen duzeylerde olmamistir. Bu
nedenle bakteri miktarinin belirlenebilmesi icin optik yodunluk yerine biyokutle Uzerinden
degerlendirme yapilmasina karar verilmistir. Bir gece boyunca buyutllmis bakteriler yeterli
saylya ulastiktan sonra santrifijle ¢oktlrilmis, daha sonra slpernatant kismi
uzaklastirilarak biyokitle Uzerine belirli miktarda distile su ilavesi yapilarak 10 kat
yogunlastiniimistir. Boylece yiiksek yodunluklu bakteri ¢ozeltileri elde edilebilmistir. Eslenik
ornekler tzerinde yaptigimiz kuru bakteri biyokutlesi tayinine gére bu biyokitle oraninin nihai
elektrospin ¢ozeltisi igin yaklasik olarak 4 mg/mL oldugu tespit edilmistir. SD nanolifleri i¢in

ise bakteri miktari SD miktarina gore oransal olarak ilave edilerek, farkh oranlardan
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hangisinin yeterli bakteri canliligi i¢in uygun oldugu tespit edilmistir. Bu amagla %0,25, %0,5,
%1 ve %2 oranlarinda (solusyondaki SD miktarina oranlandiginda) bakteri miktarlari
enkapsullasyon amaciyla test edilmis ve % 1 oraninin yeterli bakteri enkapstlasyonu ve
canhhidi i¢in uygun oldugu gézlemlenmistir. Boylece PVA, PEO ve SD nanolifleri igin gerekli
bakteri miktarlar tespit edilerek, sonraki g¢alismalar igin nanolifler dretilirken bu oranlar
benimsenmigtir. Eknkapslle edilen bakteriler iki farkh g¢alisma igin iki farkh sekilde
belirlenmistir. ilki, PVA ve PEO nanoliflerine enkapsiile edilmek iizere segilen metilen mavisi
(MB) giderici 6zelligi bulunan Pseudomonas aeruginosa (ATCC 47085) susu iken, digeri de
SD nanoliflerine enkapstile edilmek Uzere secilen agir metal giderici 6zelligi bulunan
Lysinibacillus sp. NOSK susudur. Pseudomonas aeruginosa ATCC 47085 susu daha
onceden satin alinmigken, Lysinibacillus sp. NOSK susu kendi izolemizdir. Polimer/polimer-
bakteri ¢ozeltilerinin homojen bir sekilde ¢cdézliinmesi sonucu elde edilen ¢ozeltiler daha sonra
elektrospin sistemine yuklenmiglerdir. Bunun igin, her bir polimer ¢ozeltisi ayri olarak, 1
mL’lik siringalarin (igne ucu: 0,4 — 0,6 mm) icine doldurulmustur. Daha sonra bu siringalar,
yatay bir sekilde, akis hizi 0,5 mL/saat olarak ayarlanan pompanin (Model: SP 1011Z, WPI)
Uzerine yerlestiriimigtir. Ylksek voltaj gli¢ kaynaginin (Matsusada Precision, AU Series)
elektrotlarindan biri metal ignenin ucuna digeri de topraklanmis metal levhaya baglanmis ve
10 - 15 kV’luk yuksek voltaj uygulanmigtir. Bdylece nanolifler yaklasik 10 cm uzaklikta
bulunan ve (izerine aliiminyum folyo sariimis toplayiciya, 23 + 1 °C sicaklikta ve yaklasik
%20 bagil nem kosullarinda kapali bir ortamda toplanmaya baslanmistir. Bu kadar ylksek
voltajin bakteri canhligi Uzerinde negatif etkisinin oldugu bilinmesine ragmen istenilen
Ozellikte nanoliflerin elde edilebilmesi i¢cin bu kadar yuksek voltaj uygulanmasi gerekmistir.
Bu yuzden bakteri canhligini elektrospin islemi sonrasinda istenilen duzeylerde tutabilmek
icin, elektrospin ¢ozeltisindeki bakteri orani mimkin oldugunca yogunlastirilarak, bakteri
kaybinda bile yeterli miktarda canl bakteri kalabilmesi hedeflenmistir. Su disinda herhangi
bir zararli kimyasal/gbzgen kullaniimadigindan bakteri canlihgina voltaj diginda etki eden bir
etken olmamigtir. Ayrica elektrospin islemi sirasinda kullanilan tim malzemeler ve kapali
kabin otoklavla, etil alkolle veya UV-C 1s1d1 ile sterilize edildigi icin disaridan bakteri
kontaminasyonunun 6ntine gegilmistir. Solisyondaki su da blylk oélglide elektrospin islemi
sirasinda uzaklastinimistir. Sekil 52'de PVA, PEO ve SD nanoliflerinin bakteri icermeyen
solusyondan uretiimesi sonrasinda cekilmis olan temsili SEM goruntileri goértlmektedir.
Géruntulerden de anlasilacagi Uzere nanolifler genel olarak homojen ve boncuksuz bir
yaplya sahiptirler. Yalnizca PEO nanolifleri icin farkli kosullar da denenmesine karsilik
boncuk yapilari uzaklastirnlamamistir. Sekil 53’de ise bakteri enkapstle edilmis olan PVA,
PEO ve SD nanolifleri ve bakteri enkapsllasyonundan kaynaklanan boncuk yapilari yer

almaktadir. Sekil 52b’de gorilecegi Gizere bakteri enkapsilasyonundan kaynaklanan boncuk
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yapilari nanoliflerin kendi icerisinde bulunan boncuklardan (Sekil 6b) boyut, blyuklik ve sekil
olarak belirgin bir bicimde ayrismaktadir. Saf haldeki PEO nanoliflerinde bulunan boncuk
yapilari uzunca ve daha kiguk boyutta iken, bakterilerin neden oldugu boncuk yapilari daha
blylk ve top benzeri yapilardir. Bu sayede bakteri enkapsulasyonu PEO nanolifleri igin de

SEM elektron mikroskopu ile goértntilenebilmistir.

Sekil 52. Bakteri icermeyen (a) PVA, (b) PEO ve (c) SD nanoliflerinin temsili SEM
gOruntuleri.

%Y BN

O um

4 i\ Y
Sekil 53. Bakteri enkapsule edilmis (a) PVA, (b) PEO ve (c) SD nanoliflerinin temsili SEM
gOruntuleri.

4.2.2 Metilen mavisi boyasini giderici 6zelligi bulunan bakterilerin PVA ve PEO

nanoliflerine enkapsiile edilerek metilen mavisi giderim 6zelliklerinin aragtiriimasi.

Bu c¢alismada, homojen bir sekilde Uretiimis PVA ve PEO nanoliflerinin igerisine bakteri
enkapsulasyonu uzerinde galisiimistir. Bu amacla metilen mavisi giderici 6zelligi bulunan
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 47085) bakterisi kullaniimistir. Sekil 54’de elektrospin
yontemi ile bakteri enkapsule edilmis PVA ve PEO nanoliflerinin eldesi ve enkapsile olmus
bakterilerin gorunimu gematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 54. (a) Elektrospin yontemi ile bakteri enkapstle edilmis PVA ve PEO nanoliflerinin

eldesi, (b) enkapsiile edilmis bakterilerin SEM gorintisit ve sematik olarak gosterimi.

Enkapsille olmus olan bakterilerin canlihdi gorsel olarak florasan mikroskopisi yardimiyla
gbzlemlenmigtir. Bu amagcla canliligina bakilacak ornekler icin bakteri iceren elektrospin
cozeltisi hazirlanmadan 6nce, bakteri ¢ozeltisi Live/Dead canlilik tayini kiti (BacLightTM Kkit)
ile boyanarak PVA ve PEO nanolifleri elde edilmis, daha sonra bu nanolif drneklerine SEM
mikroskobu ile bakilarak canli bakteriler gézlemlenmeye calisiimistir. Bu testte kirmizi renkte
parlak florasan 6lu hicrelerin varligina tekabill ederken, yesil renkte parlak florasan canli
hicrelerin  varhigina tekabll etmektedir. Bakteri enkapsile ediimis PVA ve PEO
nanoliflerindeki canli bakterilerin varliginin florasan mikroskobu ile gérintilenmesi sonuglari
Sekil 55’de gdsterilmektedir.

Sekil 55. Bakteri enkapsule edilmis (a) PVA, (b) PEO nanoliflerinin florasan mikroskobu

altindaki goérintuileri. Yesil parlak noktaciklar canli bakteri varliigina tekabll etmektedir.
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Canli bakteri varliligi florasan mikroskobu ile géruntilenebilmesine ragmen, bakteri miktarini
sayisal olarak florasan mikroskobu yardimi ile tayin etmek mimkin degildir. Bu nedenle
canl bakterilerin miktarini belirlemek icin eglenik 6rnekler suda ¢ézllerek, ¢ézilmis haldeki
bakteri-polimer karigsimina VCC (canh koloni sayimi) tahlili uygulanmistir. Bu sonuglara goére
PVA nanoliflerindeki canli bakteri sayisi ~10°-10° cfu/mL seviyelerinde iken, PEO
nanoliflerindeki canli bakteri sayisi ~10® cfu/mL seviyelerinde tespit edilmistir. Bunun yani
sira, sayim sonuglarina gére genel olarak PEO nanoliflerindeki canli bakteri sayisinin PVA
nanoliflerindeki canli bakteri sayisindan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun baslica
nedeninin PEO polimerinin konsantrasyonunun elektrospin ¢ozeltisinde daha az olmasi,
dolayisiyla suyu uzaklastiriimis olan elektrospin edilmis PEO nanoliflerinde bakteri oraninin
polimer oranina goére daha fazla olmasi dolayisiyla Uretilen nanoliflerdeki bakteri
konsantrasyonunun ayni buyuklikteki/agirliktaki PVA nanoliflerinden daha yuksek

olmasindan kaynaklandigi diusunulmektedir.

PVA ve PEO nanolifleri suda ¢6ziindiginde PVA ve PEO polimerleri de suya karisarak
ortamda bulunmaktadirlar. Biyouyumlu oldugu bilinen bu polimerlerin yine de bakteri
blylimesi Uzerinde herhangi bir negatif etki yapip yapmadigini belirlemek adina,
nanoliflerdeki polimer konsantrasyonlariyla ayni konsantrasyonda bulunan polimer ¢ozeltileri
bakterilerin buyltilecegi LB (Luria-Bertani) ortamina ilave edilerek, kontrol (polimer
icermeyen) bakterileriyle biylime farklihgi test edilmistir. Sekil 56'da goérilecedi Uzere, 18
saat 30°C ve 125 rpm’de biylme neticesinde bakteri blylmelerinde belirgin farkliliklar
gbzlemlenmemistir. Yani PVA ve PEO polimerlerinin bakteri buyimeleri Gzerinde yavaslatici
veya engelleyici bir etkisi oldugu godzlemlenmemistir. Bu nedenle bu polimerlerin ve bu
polimerlerden Uretilen nanoliflerin bakteriler Gzerinde zararl bir etkisinin olmayacagi, ve

uygulama ¢alismalarinin bu nanoliflerle gergeklestirilebilecedi sonucuna variimistir.

-8 Only Bacteria
0.9- - In PVA solution
-9 In PEO solution

D-a T T 1 ) 1 L)
0 3 6 9 12 15 18

Time, h

Sekil 56. Yalnizca bakteri, bakteri-PVA ve bakteri-PEO karigimlarinin LB blylime ortami

icerisinde 18 saat 30°C ve 125 rpm’de blydtiimesi neticesinde elde edilen biyiime egrileri.
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Bakteri enkapstule edilmis PVA ve PEO nanoliflerindeki bakteri varlihigi ve bakterilerin dretilen
malzemenin kimyasal yapisi Uzerindeki etkileri Raman spektroskopisi (Nicolet 6700 FT-
Raman Spectrometer, Thermo-Scientific) yardimi ile incelenmistir. Bunun igin 1064 nm lazer
kullaniimis ve her 6rnegin 100 adet taramasi yapilarak bunlarin ortalamasi alinmigtir.
Orneklerin spektrumlari (izerinde su ve karbondioksit diizeltmesi yapiimistir. OMNIC™
programi yardimiyla da gerekli dizeltmeler ve ayarlamalar yapilmigtir. Saf haldeki PVA,
bakteri enkapslle edilmis PVA, saf haldeki PEO, bakteri enkapsile ediimis PEO

nanoliflerinin Raman spektrumlari Sekil 57°de verilmistir.
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Sekil 57. Yalnizca PVA, bakteri-PVA, yalnizca PEO ve bakteri-PEO nanoliflerinin Raman

spektrumlari.

Bu sonuclara gore bariz derecede belirgin olmasa da bakteri enkapsulasyonunun PVA ya da
PEO nanoliflerinin kimyasal yapilari Uzerinde etkisi oldugu sonucuna variimigtir. Bakteri
enkapsule edimis ve edilmemis PVA nanoliflerinin  Raman  spektrumlarini
karsilastirdigimizda, bakteri enkapsule edilmis PVA nanoliflerinde digerine goére farkl olarak
922, 1615 ve 2155 cm™ bélgelerinde yeni pikler gérilmistir. 922 cm™ piki C-C esnemesi,
1615 cm™ piki amino asitlere ve 2115 cm™ piki de asimetrik C=C=0 (keten) esnemesine
tekabul etmektedir (Talari vd., 2007; Socrates 2004). Bu sonug yeni gorilen bu piklerin
bakteri varlihdi sonucu olustugunu dulstndirmektedir. Bakteri enkapsile edilmis ve
edilmemis PEO nanoliflerinin Raman spektrumlarini karsilastirdigimizda ise, bakteri

enkapsiile ediimis PEO nanoliflerinde digerine goére farkli olarak 1400 cm™ bélgesinde kiigiik
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bir pik goéralmustir. Bu yeni olusan pik NH duzlem deformasyonuna tekabul etmektedir
(Talari vd., 2007), bu sonug da 6nceki gibi yeni olusan bu pikin bakteri enkapstlasyonundan

kaynakli olarak olustugunu disindirmektedir.

Bakteri enkapsule edilmis PVA ve PEO nanoliflerinden benzer buyuklik ve esit agirlikta
kesilerek metilen mavisi giderimi deneylerinde kullaniimigtir. Tdm deneyler belirli
konsantrasyonlarda metilen mavisi (10, 15, 25 mg/L) iceren LB blylime ortami icerisinde
gerceklestirilmistir. Ornekler 30°C, 125 rpm’de 48 saat siire ile biyutilmus, bu siirecte belli
araliklarda sivi ornekler alinarak 660 nm’de spektrofotometrik dlglimleri yapilmis ve boylece
metilen mavisi konsantrasyonundaki degisim takip edilmistir. Ayrica serbest haldeki bakteriler
ve saf haldeki nanolifler de pozitif ve negatif kontrol olarak test edilerek metilen mavisi
giderim o6zelliklerine bakilmistir. Sonuglar Sekil 58'de verilmistir. Bu sonuglara goére genel
olarak en ylksek giderim ylzdeleri 15 mg/L konsantrasyonunda elde edilmistir. Metilen
mavisi konsantrasyonu ile giderim kapasiteleri arasinda dogrudan bir iliski olmayip, belli bir
aralikta giderim yuzdeleri artmistir. Bunun nedeninin adsorpsiyon temelli bir giderimden
ziyade biyolojik giderimden kaynaklandigi, bundan dolayi da belirli konsantrasyonlarda
genetik aktivitenin artmasindan dolayi giderim ylUzdelerinin de arttigi sonucuna ulagiimistir.
Yalnizca nanolif érneklerinin metilen mavisi giderim &zellikleri minimal dlizeyde bulunmustur,
bu da bakteri enkapsulle edilmis nanolif érneklerinin gergeklestirmis oldugu giderimin esas

nedeninin bakteri varliligindan kaynakli oldugunu géstermektedir.
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Sekil 58. (a) Yalnizca bakteri, bakteri/PVA ve bakteri/PEO nanolif érneklerinin 10, 15, 25
mg/L konsantrasyonlarinda 48 saat icerisindeki metilen mavisi giderimi, (b) yalnizca bakteri,
yalnizca PVA nanolifi, yalnizca PEO nanolifi, bakteri/PVA ve bakteri/PEO nanolif érneklerinin

15 mg/L konsantrasyonunda 48 saat icerisindeki zamana gore metilen mavisi giderimi.
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Daha once belirtildigi Uzere enkapsile edilen bakterilerin bir kismi elektrospin iglemi
sirasinda Olmektedir. Bu nedenle bakteri/nanolif érneklerinde canli bakteriler kadar 6ld
bakteriler de bulunmaktadir. Bu nedenle 6lu haldeki bakterilerin metilen mavisi gideriminde
etkisi olup olmadiginin arastirimasi igin 10'° cfu/mL seviyesindeki bakteriler (elektrospin
islemi 6ncesinde enkapsule olmak Uzere solusyonda bulunan miktarda) yuksek sicakliga
maruz birakilip oldurllerek, daha &énce belirtilen es kosullarda metilen mavisi giderim
Ozelliklerinin olup olmadidina bakilmistir. Sonug Sekil 59'da verilmigtir. Bu sonugtan
anlasilacagi Uzere 6l0 haldeki bakterilerin metilen mavisi giderimindeki etkisi minimal
duzeydedir ve giderimin temel sebebi canli haldeki enkapsile edilmis bakterilerden
kaynaklanmaktadir.

20 Bl Initial

Bl Final

Remaining dye concentration (mg/L)

0-

Biosorption by dead cells

Sekil 59. Oli haldeki bakteri hiicrelerinin 15 mg/L konsantrasyonunda 48 saat igindeki
metilen mavisi giderimi.

Sekil 58’de elde edilen sonuglara gbre hesaplanan giderim kapasiteleri ve ytzde giderim
degerleri Tablo 6’da verilmistir. Bu sonuclara gore 6nceden belirtildigi gibi metilen mauvisi
konsantrasyonu ile giderim kapasiteleri arasinda dogrudan bir iliski olmayip, belli bir aralikta
giderim ylzdeleri artmis, hatta bazi 6rneklerde konsantrasyon artigsiyla birlikte giderim
ylzdeleri azalmaya baslamistir. En ylksek giderim kapasiteleri 25 mg/L’de bakteri/PVA ve
bakteri/PEO o6rnekleri icin hesaplanmistir. 10 mg/L’de giderim kapasiteleri diger tum drnekler
icin birbirine ¢ok yakindir. 15 mg/L’de serbest bakteri drneginin giderim kapasitesi diger iki
ornekten (6zellikle bakteri/PVA dérneginden) daha yuksek olarak hesaplanmistir. 25 mg/L’de
ise bakteri/PVA ve bakteri/PEO Orneklerinin giderim kapasiteleri neredeyse ayni olup,
serbest bakteri 6rnegine gore daha yiiksek olarak hesaplanmistir. Ornekler arasindaki bu
tarz farkliliklarin sebebinin, bakteri miktarindaki farkhliklar ve biyolojik temelli enzimatik

giderimden kaynakl oldugu disindimektedir.
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Tablo 6. Serbest bakteri, bakteri/PVA ve bakteri/PEO 6rneklerinin denge durumunda giderim
islemi sonrasinda hesaplanan giderim kapasiteleri ve yiizde giderim degerleri. Sicaklik: 30°C,

calkalama hizi: 125 rpm, inkibasyon suresi: 48 saat.

Ornek ismi j]]skunsamrasyon (Cua) Giderim (%) Qeq (me/'g)
10mgL 476=1.00 25040358
Serbest bakten 15mgL $44=038 66.75+£6.39
25mgL 36321 7402861
10mgL 525324 2770318
Bakten'PVAag  13mgl 57108 45=138
25mgL 68+158 8022+117
10mgT 444363 2357324
BaktenPECagm 13mgL TeE=102 6004=146
23mgL 60+3.13 8047304

Bakteri enkapstle edilmis nanoliflerin ve serbest haldeki bakterilerin metilen mavisi giderim
sonuglart ek olarak adsorpsiyon izotermleri ve kinetik calismalari ile analiz edilmigtir.
Adsorpsiyon katsayilari ve tahmin edilen degerlerden elde edilen izotermler Tablo 7’de
verilmigtir. Serbest bakteri ve bakteri/PEO agi oOrnekleri icin test edilen higbir izoterm
modelinde uygunluk (fitting) gériilmemistir ve Ry? degerleri yeteri kadar yiiksek degildir. Bu
nedenle bu orneklerin izoterm modelleri Gizerinde bir tartisma yapilmamistir. Bakteri/PVA
érnedi igin ise en yilksek uygunluk (fitting) Freundlich ve Toth izoterm modelleri igin (Ry® =
0,926) bulunmustur. Bu sonuglar i1siginda bakteri/PVA drnegi ile metilen mavisi gideriminin
tek katmanli dedil de, ¢ok katmanl ve heterojen bir yapida gergeklestigi dustnilmektedir.

Toth izoterm modeline gére Qnax degeri 591 mg/g olarak hesaplanmistir.
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Tablo 7. Serbest bakteri, bakteri/PVA ve bakteri/PEO 6rneklerinin her izoterm modeli igin

hesaplanmis adsorpsiyon izoterm katsayilari.

Ornekler Izoterm Parametreler Degerler Ry? degeri
Serbest balteri Freundlich Ef 47 4 0.017
l/n 0.09
Langmuir Qumax 66.6 0.001
b 1.00
Toth Qmax 333 0.131
b 1.00
n 5.00
BakteriPVA ag1 Freundlich Ef 8.83 0.926
l/n 1.00
Langmuir Qumax 11400 0.925
b 0.0008
Toth Qmax 391 0.926
b 0.015
n 408
BalteriPEQ ag1 Freundlich Ef 11.86 0.232
l/n 0.92
Langmuir Qmax 1770 0.233
b 0.006
Toth Qumax 1890 0.239
b 0.005
n 3.20

Her bir 6rnek icin reaksiyon kinetigi sonuglari ise hesaplanarak Tablo 8'de verilmistir. Bu
sonuglara goére, bakteri/PVA 06rnegi ile giderim enzimatik degradasyonlardakine benzer
sekilde 0. dliizende bulunurken (Tinoco vd., 1996), serbest bakteri ve bakteri/PEO 6rnekleri
ile giderimin literatirde de o&rnekleri oldugu Uzere 1. dizende oldugu bulunmustur (San-
Keskin vd., 2015b; Lugo-Lugo vd., 2010) (Tablo 8).

Tablo 8. Serbest bakteri, bakteri/PVA ve bakteri/PEO 6rneklerinin metilen mavisi gideriminde

hesaplanan sifirinci, birinci, ikinci ve iglincli diizenden elde edilen R? degerleri.

Ornekler Model R? degerleri

Serbest bakteri sifrmet diizen 0.9717
birinci diizen 0.9912
ikinci diizen 0.916
iiciinci dizen 08408

BakteriPVA ag:i  sifrmci diizen 09797

birinci diizen 0.9398
ikinci diizen 0.885
iigiinci dizen 08378

BakteriPEO ag1  sifrmct diizen 08839
birinci diizen 0.943
ikinci diizen 09399
ticiinci dizen 0.8959
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Bakteri enkapsule edilmis PVA ve PEO nanolifleri Gizerinde son olarak saklanabilirlik testi
uygulanmistir. Bu amagla ilk etapta 5er mghk bakteri/PVA ve bakteri/PEO d&rnekleri
hazirlanmig, daha sonra ornekler 4 ve 25°C’de saklanarak periyodik olarak VCC ydntemi
uygulanmis ve bakteri miktarlarindaki degisimler gézlemlenmistir. Sonuglar Sekil 60 ve Tablo
9'da verilmektedir. Bu deneyde 6ncekilerden farkl olarak 25°C’de saklanmak igin Uretilen
bakteri/PVA orneklerinin ilk halinde bakteri/PEO 6rneklerine goére daha fazla bakteri icerdigi
gOzlemlenmistir. Bunun sebebinin Uretilen nanoliflerdeki deneysel bir farkhlktan
kaynaklandigi disunulmektedir, zira énceki Uretilen nanoliflerin higbirisinde bakteri/PVA
orneklerindeki bakteri miktari bakteri/PEO 6rneklerindeki bakteri miktarindan daha yuksek
cikmamuistir. Yine de bakteri miktarlarindaki degisimler spesifik olarak her 6rnek icin ayri ayri
ve oransal olarak incelendigi icin bu tarz bir farklilik olmasi deney sonugclari ve yorumlanmasi
acisindan bir sikinti olusturmamistir. Sonuglar incelendiginde, 4°C’de uzun siireler boyunca
bakterilerin canliigini korudugu gozlemlenirken, 25°C’de bakteri miktarlarinda radikal
azaliglar oldugu ve hizla canliiklarini kaybettigi tespit edilmistir. Bu sonuglardan
yapilabilecek ¢ikarim sudur; bakteri enkapsitile edilmis nanolif drnekleri uzun sireler boyunca
serin/soguk kosullarda bakteri canliigini muhafaza ederek saklanabilir. Uretilmis olan bu
nanoliflerin sivi bakteri klltlrlerine gére saklama ve kullanim kolayhgi, hafiflik ve az yer
tutmasi dolayisiyla avantajli oldugu ve benzer dzelliklere sahip liyofilize edilmis bakterilere
alternatif olarak kullanilabilecedi distnulmektedir. Bu ¢alismamiz “Bacteria encapsulated
electrospun nanofibrous webs for remediation of methylene blue dye in water” bashgi

altinda Colloids and Surfaces B: Biointerfaces dergisine yayinlanmak tzere gonderilmigtir.
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Sekil 60. Bakteri/PVA ve bakteri/PEO o6rneklerindeki bakteri miktarlarindaki degisimin (a)
4°C’de 3 ay boyunca, (b) 25°C'de 10 giin boyunca saklanmasi silirecinde elde edilmis

sonuglari.
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Tablo 9. Bakteri/PVA ve bakteri/PEO oOrneklerinin 4°C veya 25°C’de farkh periyotlarda
hesaplanmis canli hicre sayimi (VCC) sonugclari. Sonuglar cfu/mL olarak verilmistir.
Agirlik/hacim (w/v) orani her bir érnek igin esit tutulmus (5 mg/mL), bakteriler esit miktarda

distile su icerisinde ¢ozuldukten sonra VCC yontemi uygulanmistir.

Sicakhk Zaman BakteriPVA ag: BakteriPEO ag1
4°C Ik hali 132104203 T1x10° =03
4°C 1 ay sonra 54x10t£11 48x10°202
4°C 2 ay sonra 37x10t=14 50x10°06
4°C 3 av sonra 0Tx10t=12 22x10°F=08
25°C Tk hali 72x100£21 152100203
25°C 2 giin sonra 13x10°=03 40x10Fx13
25°C 5 giin sonra 37x10°7208 15107205
25°C 10 giin sonra 10x10°=03 20x10¢0207

4.2.3 Agir metal ve boyar madde giderim o6zelligi olan bakterinin siklodekstrin nanolife

enkapsiilasyonu ve Ni(ll), Cr(VI) ve RB5 giderimi ¢aligmasi.

Bu galismamizda, Lysinibacillus sp. NOSK bakterisi, siklodekstrin (SD) nanofiber yapisina
enkapsile edilmis ve elde edilen malzemenin nikel, krom ve boyar madde i¢eren atiksularin
gideriminde kullanim potansiyelleri arastiriimistir. $ekil 61'de galisma sematik olarak
verilmigtir. Lysinibacillus sp. NOSK bakterisi gubuk seklinde olup morfolojisi Sekil 62’de
gorulmektedir. Sekil 63’de bakteri icermeyen ve bakteri enkapsulasyon ¢alismasinda bakteri
miktar optimizasyonlari sonucu elde edilen SD nanoliflerin SEM mikrograflari verilmistir.
Mikrograflarda (a-b) dizgun yapili, boncuksuz ve homojen dagihmli SD nanolif érneklerini
gosterirken (c-j) %0,25-2 arasinda farkli oranlarda bakteri iceren SD nanolif érneklerini
go6stermektedir. Bu amacla SD elektrospin ¢dzeltisine %0,25, %0,5, %1 ve %2 (w/w) bakteri
kOtlesi eklenmigtir. Bakteri enkapsulasyonu sonucu nanoliflerde boncuklu bir yapi
olusmustur. SEM mikrograflarinda goéruldigu tzere, %1 (w/v) bakteri miktarinin homojen ve

dizgun yapida SD nanolif eldesinde optimum miktar oldugu belirlenmisgtir.

Lysinibacillus sp. NOSK bakterisinin SD sollsyonu igerisinde elektrospin Oncesi ve
sonrasindaki bakteri miktarlari koloni olugturma birimi (KOB/mL veya cfu/mL) cinsinden
belirlenmistir. Bu amagla, 6ncelikle SD solisyonu igerisindeki bakteri miktari belirlenmis ve
ek olarak farkli zamanlarda (24 saat ve 7 glin) 4°C’de nanolif igerisindeki canlilik durumlari
belirlenmistir (Sekil 64).
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Yiksek Voltaj Glg Kaynagi

(a)

$inngs Pompas

(b)

Yiksek Volta) Gig Kaynads

-
SO cozeltisi + bakterl )

-

bakteri/SD nanolif

Sekil 61. (a) Elektrospin yontemi ile SD liflerinin elde edilmesinin sematik gosterimi (b)

bakteri enkapstle edilmis SD liflerinin sematik gosterimi.

Sekil 62. Lysinibacillus sp. NOSK bakterisi SEM mikrografi.
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Sekil 63. Elektrospin yontemi ile Uretilmis (a-b) saf haldeki SD nanoliflerinin, (c-d) %0,25
(w/v) oraninda bakteri, (e-f) %0,5 (w/v) oraninda bakteri, (g-h) %1 (w/v) oraninda bakteri, (i-))
%2 (w/v) oraninda bakteri iceren SD nanoliflerinin SEM mikrograflari.
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Sekil 64. Lysinibacillus sp. NOSK iceren SD c¢ozeltisi ve SD nanoliflerinin 4°C ve farkh

depolama sireclerinde canli bakteri miktarlarinin KOB/mL (cfu/mL) olarak analizi.

Zaman arttikca bakteri hlicrelerinin canhligi da azalmaya baslamistir. Lysinibacillus sp.
NOSK bakterisi SD ¢ozeltisi icerinde 2,5 x 10° cfu/mL iken enkapsiilasyon sonrasi 24 saat 4
°C’de bekletildiginde bu sayi 6,0 x 10? cfu/mL olarak bulunmustur. 7 giin sonra canlilik
durumu ise 3,0 x 10? cfu/mL olarak belirlenmistir. Enkapsiilasyon sonrasi ¢dzelti icerisindeki
bakteri miktarindaki azaligsa elektrospin yonteminde kullanilan yiksek voltajin etki etmis
olabilecegi disunulmektedir. Ayrica, elektrospin yonteminde hizli evaporasyondan dolayi
bakterinin ozmotik basincinda sert bir dedisme séz konusu olmaktadir. Bu da canlilik

azaliginda etkili olmus olabilir.

Sekil 65°de florasan boyalar ile boyanmis Lysinibacillus sp. NOSK bakterisinin enkapsulayon
sonrasinda florasan mikroskobu altinda yesil florasan vermesi (canli bakterilerin varligina
isaret etmektedir) gosterilmektedir. Bakteri enkapsule edildiginde nanolif yapisinda boncuk

yapilarina benzer yapilar olusmaktadir.

Sekil 65. Bakterinin (a) enkapsulasyon 6ncesi 6ncesi (b-d) enkapstlasyon sonrasi florasan

mikroskobu gdrtntdleri.
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Raman spektroskopisi, polimer ve mikroorganizmalarin molekiler parmak izinin belirlenmesi
amaciyla kullaniimaktadir (Hanlon vd., 2000). Sekil 66’da saf haldeki ve bakteri enkapsile
edilmis SD nanoliflerinin Raman spektrumlari verilmektedir. Saf haldeki SD nanolifinde 851
cm™ piki aromatik CCH ve CH diiziem disi bikilmesi olarak verilmistir. 1542 cm™ piki ise
C=0 esneme, CCC ve CC=0 duzlemsel bukulmeye karsilik gelmektedir. Bakteri/SD nanolif
yapisinda farkli olarak 1005 cm™'de protein yapisindan gelen pikler mevcuttur. Ayrica, 1200-
900 cm™ arasinda polisakkaritlerden gelen pikler elde edilmistir, bu durumda yeni gériilen bu
piklerin bakteri varligindan ve bakteri hiicre duvar yapisinda bulunan peptidoglikandan

kaynaklandigi sonucuna ulasilabilir.
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Sekil 66. (a) Saf haldeki SD nanoliflerinin (b) bakteri/SD nanoliflerinin Raman spektrumlari.
Yandaki fotograflardan goérulebilecedi Uzere bakteri/SD drneklerinde spektrum boncuk yapisi

Uzerine odaklanarak elde edilmistir.

Optimum pH degerinin bulunmasi amaciyla pH 4-9 degerlerinde Ni(ll) giderim c¢alismasi
yapilmis ve 30 mg/L Ni(ll) konsantrasyonunda, 24 saat sonunda %77, %77,5, %78, %76,1,
%72,1 ve %71,7'lik giderim degerleri sirasi ile pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 igin
bulunmustur (Sekil 67). Buna goére Ni(ll) giderimi i¢cin optimum pH degeri pH 6 olarak
bulunmustur. Ekibimizin énceki ¢alismasinda, bakterinin Cr(VI) ve boyar madde gideriminde
optimum pH degeri 8,0 olarak bulunmustur (San-Keskin vd., 2015b). Atiksularin nétral pH
degerlerinde olmasindan dolayr, bu malzemenin gercek atiksu uygulamarinda

kullaniimasinin avantaj tagiyacag! dugtnulmektedir.
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Sekil 67. Bakterinin 10 mg/L konsantrasyonunda Ni(ll) giderimine pH etkisinin belirlenmesi
(Sicaklik: 30 °C; calkalama hizi: 100 rpm).
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Sekil 69a’da Ni(ll) giderim yuzdesi sadece bakteri igin %255 £+ 0,3 bulunmustur.
Enkapsulasyon sonrasi, bu oran %70 £ 0,23 olarak artmigtir. 7 guin 4 °C depolandiktan sonra
kullanilan nanolifte ise bu oran %48,07 + 0,45 olarak bulunmustur. Ni(ll) giderimi bakteri/SD
nanolif kullanimi ile en yuksek giderim degerine ulagsmistir. Bu durumun sebebinin nanolif
besiyeri icerisinde c¢6zindiginde SD’nin ekstra karbon kaynagi olarak kullaniimis
olmasindan kaynaklandigi didstntlmektedir, bdylece enkapstle edilmis bakterinin optik
yogunluk (OD) degeri sadece besiyeri icerisinde gelistirilen bakteriye goére daha yulksek
degere ulasmistir. Sekil 68’de goérilecedi Uzere sadece bakterinin OD600 degeri 1,03 olarak
Olcllirken, bakteri SD nanolif igerisinde enkapstile edilerek besiyeri icinde ¢dziindiglinde

ODG600 degeri 2,09 olarak bulunmustur.

2.5 4

Optik Yogunluk (0D, nm)

0

Sadece Bakter SD ile Bakteri inokllasyonu

Sekil 68. Sadece bakteri ve SD ile inokule edilmis bakterilerin 30 °C’de 24 saat inkibasyonu

sonrasinda olgulen optik yogunluk degerleri.

Cr(VI) konsantrasyonun giderimi Sekil 69b’de verilmektedir. Lysinibacillus sp. NOSK, 30, 50
ve 100 mg/L Cr(Vl) konsantrasyonunu sirasi ile %50 + 1,2, 23 + 1,3 ve 9,8 + 1,34
gidermektedir. Enkapstilasyon sonrasi, en yuksek giderim %58 + 1,43, %26 + 0,98 ve %12

10.78, 30, 50 ve 100 mg/L Cr(VI) konsantrasyonu igin bulunmustur. Enkapstlasyon sonrasi,
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7 gunluk depolama sonrasi kullanildiginda, Cr(VI) giderim deg@erleri 30 mg/L igin %23 +
1.2%, 50 ppm icin %12 + 1,67 ve 100 mg/L icin %3,5 £ 1,23 degerlerine dismustir. Bu
sonuglara bakteri sayisinin 7 gunlik depolama sonrasi azalmasindan dolayl ulasildigi
dusinUtlmektedir.

Sekil 69c’'de ise boyar madde giderimindeki konsantrasyon etkisi calisiimistir. inkiibasyon
suresi sonrasi en yuksek RB5 giderimi 30 mg/L’'de %78 + 1,1 olarak hesaplanmistir.
Bakteri/SD nanolifi icin boyar madde giderim verimleri daha farkhdir. En yiksek giderim %82
+ 0,87°dir. 7 glinlik depolama sonrasi elde edilen giderim degerleri 30, 50 ve 100 mg/L icin
sirasl ile %79 £ 1,2, 34 + 1,56 ve 21 £ 2,3 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 69. Sadece bakteri, bakteri enkapsile edilmis ve 1 giin byounca 4 °C’de depolanmis
SD nanolifi, bakteri enkapsule edilmis ve 7 gun boyunca 4 °C’de depolanmis SD nanolifi
orneklerinin (a) Ni(ll) (b) Cr(Vl) ve (c) Reactive Black 5 Kkirleticileri Uzerinde farkh

konsantrasyonlardaki giderim verimleri (Sicaklik: 30 °C; ¢alkalama hizi: 100 rpm).
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Calismada ayrica bakteri ve bakteri/SD nanoliflerinin agir metal ve boyar madde giderimi
Uzerine adsorpsiyon izotermleri kullanilarak analizleri yapilmistir. Ni(ll) giderimi igin
hesaplanmis adsorpsiyon izoterm katsayilari Tablo 10’da verilmistir. Bakteri/SD nanolif test
edilen tim modellere uygunluk (fitting) gostermemigtir. iki farkh 6rnek igin de Ni(ll)
gideriminde en uygun model Langmuir adsorpsiyon modeli olup Bakteri/SD-NF 24 saat
érnedi igin Ry” degeri 0,993 iken (Quax = 45,95 mg/g), Bakteri/SD-NF 7 giin érnegi icin Ry?
degeri 0,924°dir (Qmax = 30,95 mg/g). Bu sonuca gdre Ni(ll) gideriminin homojen ve tek

katmanli adsorpsiyon ile gerceklestigi cikarimi yapilabilir.

Tablo 10. Bakteri/SD-NF icin Ni(ll) adsorpsiyon izoterm katsayilari.

Materyal izoterm Parametre Degerler Ry2 degeri

Bakteri/SD-NF

24 saat Freundlich K 29.45 0.976

1/n 1.078 x10°®

Langmuir Qnmax 45.95 0.993
b 100

L-F Qmax 58.90 0.606
b 0.20
1/n 1.14 x10°®

Linear Ko 1.18 0.490

Toth Qmax 35.17 0.877
b 0.058
n 5.00

Bakteri/SD-NF
7 gun Freundlich Kt 42.66 0.786

1/n 1.0x10°®

Langmuir Qrmax 30.95 0.924
b 0.99

L-F Qmax 85.33 0.613
b 0.25
1/n 1.17 x10°®

Linear Ko 2.09 0.611

Toth Qmax 29.73 0.909
b 1
n 5.00

Tablo 11 bakteri/SD-NF Ornekleri ile gerceklestirilen Cr(VI) giderimi icin hesaplanmis
adsorpsiyon izoterm katsayilarini gostermektedir. Cr(VI) adsorpsiyon verilerine gore en ¢ok
uygunluk gdsteren model Langmuir adsorpsiyon modeli olup, Ry? verileri bakteri/SD-NF 24
saat 6rnegdi icin 0,993 iken (Qmax = 45,95 mg/g) bakteri/SD-NF 7 gun 6rnegi igin 0,944’dir
(Qmax = 22,23 mg/g). Bu sonuca goére Cr(VI) gideriminin Ni(ll) gideriminde oldugu gibi

homojen ve tek katmanli adsorpsiyon ile gergeklestigi ¢ikarimi yapilabilir.

67



Tablo 11. Bakteri/SD-NF icin Cr(VI) adsorpsiyon izoterm katsayilari.

Materyal izoterm Parametre Degerler Ry2 degeri
Bakteri/SD-NF
24 saat Freundlich K¢ 4.31 0.919
1/n 0.41
Langmuir Qnmax 45.95 0.993
b 100
L-F Qmax 58.90 0.606
b 0.20
1/n 1.14x10°
Linear Koy 1.18 0.490
Toth Qmax 72.23 0.908
b 0.39
n 0.28
Bakteri/SD-NF
7 gun Freundlich Kt 241 0.882
1/n 0.57
Langmuir Qnmax 22.23 0.944
b 0.07
L-F Qmax 22.24 0.940
b 0.076
1/n 0.99
Linear Koy 0.68 0.805
Toth Qmax 13.72 0.988
b 0.08
n 4.99
Tablo 12. Bakteri/SD-NF icin RBS adsorpsiyon izoterm katsayilari.
Materyal Izoterm Parametre Degerler Ry2 degeri
Bakteri/SD-NF
24 saat Freundlich Kf 0.82 0.973
1/n 1
Langmuir Qrmax 1.2x10%0.970
b 6.4x10°
L-F Qnmax 3.84x10™ 0.971
b 2.16x107
1/n 0.99
Linear Kp 0.82 0.972
Toth Qmax 35.17 0.977
b 0.058
n 5.00
Bakteri / SD-NF
7 gun Freundlich Kf 6.2 0.943
1/n 0.15
Langmuir Qnmax 21.30 0.989
b 0.04
L-F Qmax 21.30 0.983
b 0.04
1/n 1
Linear Kp 0.09 0.914
Toth Qmax 20.98 0.999
b 0.02
n 2.43
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Tablo 12 ise bakteri/SD-NF o6rnekleri ile gergeklestirien RB5 giderimi icin hesaplanmis
adsorpsiyon izoterm katsayilarini géstermektedir. RB5 adsorpsiyon verilerine gbre en ¢ok
uygunluk gésteren model Toth adsorpsiyon modeli olup, Ry? verileri bakteri/SD-NF 24 saat
ornegi igin 0,977 iken (Qmax = 35,17 mg/g) bakteri/SD-NF 7 gun 6rnegi igin 0,999°dir (Qmax =
20,98 mg/g). Buna gdre boyar madde giderimi hererojen olup bakteri/CD nanofiber igin ¢ok

katmanli bir yapisi vardir.

Bu calisma ile atiksulardaki kirleticileri basarili bir sekilde giderme 6zelligi olan Lysinibacillus
sp. NOSK bakterisinin SD nanoliflerine enkapsuilasyonu c¢alismasi basarili bir sekilde
yapilmigtir. Elektrospin kosullari homojen ve boncuksuz nanoliflerin en yiksek bakteri
icerecek sekilde optimize edilmistir. Ayrica, canli boyama yontemi ile nanolif igerisine
enkapsule edilen bakteriler florasan mikroskobu ile gosterilmistir. Ayrica, bakteriler nanolif
icerisinde 24 saat ve 7 giin boyunca buzdolabinda (4°C’de) bekletilerek kalan canli hiicre
sayisi belirlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda, SD nanolifi igerisine enkapstle edilmis
Lysinibacillus sp. NOSK hicrelerinin canhliklarinin uzun slre korundugu ve SD nanolif
sisteminin uygulama calismalarinda kolaylik saglayacagi belirlenmistir. Calisma sonunda
Uretilen biyokompozit sisteminin gerekli optimizasyonlari yapildiktan sonra atik sulardaki agir

metal ve boyar madde gideriminde kullanilabilecedi sonucuna ulasiimaktadir.

4.3 Cekirdek-kabuk yontemi ile bakterilerin nanolif yapilarina enkapsiilasyonu ve elde

edilen nanoliflerin atik su gideriminde kullanimi

4.3.1 Cekirdek-kabuk yontemini kullanarak PVA nanoliflerinin igerisine bakteri

enkapsiilasyonu ve elde edilen nanoliflerin atik su gideriminde kullanimi

Projenin bu asamasinda sulu sistemde hazirlanan polivinil alkol (PVA) c¢odzeltisi kabuk,
bakteri ¢Ozeltisi ise ¢ekirdek kismini olusturacak sekilde gekirdek-kabuk yontemi kullanilarak
bakterilerin PVA nanolifleri icerisine enkapsulasyonu saglanmistir. Bu yontemin direkt
enkapsulasyona gore bakteri canliiginin korunmasinda daha etkili olacagi dusunulmustar.
Enkapsule edilecek bakteri igin dnceden bahsedilen Halomonas variabilis izolesi segilmigtir.
Bu izolenin secilme nedeni ekstrem kogullara dayaniklilik ve boya giderimi i¢in kullanilabilme
potansiyelinin olmasidir (Sekil 46). Su igerisinde %10’luk hazirlanan PVA ¢odzeltisi ile ODggo
degeri 1,0’e tekabul eden optik yogunluktaki bakteri karigimi sirasiyla ¢ekirdek ve kabuk
yapilarini olusturmustur. Ozel bir aparat yardimiyla iki siringanin baglantisi saglanmig, ve iki
siringa farkh siringa pompalari Uzerine yerlestirilip farkh hizlarla ittirilerek cekirdek-kabuk
yapisinda nanolifler elde edilmeye calisiimistir. Kabuk yapiyi olusturan PVA ¢oézeltisi ¢ok
daha hizli bir sekilde ittirilirken (0,3 mL/saat), ¢cekirdek yapiyi olusturan bakteri ¢ozeltisinin
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yavas bir sekilde ittirilmesi gerekmigtir (0,06 mL/saat). Nanolifler 10-15 kV araliginda yuksek
voltaj uygulanarak uretilmigtir. Diger parametreler ve deney kosullari direkt enkapsuilasyon
¢alismasinda bahsedilenlerle aynidir. Enkapsilasyon éncesinde dretilecek olan nanoliflerin
bir kismi igin bakteriler yukarida belirtilen Live/Dead boyama kiti yardimiyla boyanmis ve
elektrospin sonrasinda floresan mikroskobu ile gérinttlenmistir. Sekil 70’de gorilecegi Uzere
canl bakteri enkapsulasyonuna bagh olarak parlak yesil floresan gézlemlenmistir. Bakteri
enkapsuilasyonu ayrica SEM analizi ile de goruntilenmis ve bakteri enkapsilasyonunu teyit
eden Rugby topuna benzer sekilde ortada siskin ama kenarlarda daha ince top benzeri
yapilar gozlemlenmistir (Sekil 71). Enkapstle olmus olan bakterilerin canhligini dogru bir
sekilde tespit edebilmek icin Uretilen nanolifler belli miktarda su igerisinde ¢ozinup
normalizasyon islemi uygulanmis, ve optik yodunluk oOlgcimu yapilarak ilk giristeki ve
enkapsulasyon sonrasindaki bakteri canliliklari kiyaslanmistir. Buna gore enkapsulasyon
sonrasindaki bakterilerin optik yogunlugu (ODegg) 0.47 dolaylarinda olgulmustir. Bu sonug
beklenildigi Uzere c¢ekirdek-kabuk yodnteminin bakteri canliliginin korunmasinda direkt
enkapsulasyon yontemine gore ¢ok daha verimli oldugu sonucunu desteklemektedir. Ancak
direkt enkapsulasyon yonteminin ¢ok daha kolay olmasi (6rn. yalnizca bir adet siringa
pompasi gerekmesi) ve bakteri canliiginin korunmasinda cekirdek-kabuk ydntemine gore
daha basarisiz olsa bile ayni slirede pompalama hizindan dolayi ¢ok daha fazla bakteri
enkapsllasyonu saglamasi direkt enkapstlasyon yonteminin baslica avantajlarini
olusturmaktadir. Direkt enkapsulasyon yonteminde, ilk giren bakteri miktarinin gereken
sekilde ayarlanmasi ile yiksek miktarda bakteri kaybinda bile elektrospin sonrasinda yeterli
miktarda canl bakteri iceren nanoliflerin Uretilebilecegi goértlmustir. Bu nedenle g¢ekirdek-

kabuk yonteminin ¢ok buyuk bir avantaj getirmedigi sdylenilebilir.

Sekil 70. Bakteri enkapsule edilmis PVA nanoliflerinin farkli bolgelerden alinmis floresan
mikroskobu géruntlleri (a-b). Parlak yesil floresan 1simasi canh bakteri varliigina tekabul

etmektedir.
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Sekil 71. Bakteri enkapsile edilmis PVA nanoliflerinin SEM goérintisu. Siskin top benzeri
yapilar bakteri enkapsulasyonuna isaret etmektedir.

Nanoliflerin Uretiminden sonra eslenik 6rnekler hazirlanarak (1,6 mg/mL, w/v), 50 mg/L’lik
baslangi¢ metilen mavisi konsantrasyonu igin bakteri enkapsile edilmis PVA nanoliflerinin
boya giderim basarilari test edilmistir. Sekil 72’de gorilecegi Uzere bu nanolifler 48 saat
icerisinde yalnizca bakteri 6érnegini de gecerek, %75 civarinda giderim basarisi géstermistir.
Bu sonu¢ oldukca tatminkardir ve enkapsule edilen bakteri miktarinda yapilacak olan

optimizasyon ile daha basarili sonuclarin elde edilmesi mimkindur.
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Farkh 6rnekler ile metilen mavisi giderimi

Sekil 72. Yalnizca bakteri (Halomonas variabilis) ve bakteri enkapsile edilmis PVA nanolif
orneklerinin metilen mavisi giderim ylizdeleri (sicaklik 30°C, calkalama hizi 150 rpm,
inkiibasyon siresi: 48 saat).
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5. SONUG

Sonug olarak, bu projede elektrospin ydntemi ile Uretilen nanoliflere, agir metal, tekstil boyar
maddesi ve deterjan giderimi yapabilen o6zellikteki bakterilerin farkli ydntemlerle
entegrasyonu saglanmis, daha sonra Uretilen bu malzemelerin atik su aritimindaki
potansiyelleri arastiriimistir. Bakterilerin nanoliflerle entegrasyonu dogal tutunma, direkt
enkapsullasyon ve c¢ekirdek-kabuk enkapsllasyon olmak Uzere Ug¢ farkll yaklasimla
gerceklestiriimistir. Birinci yaklagsimda, homojen morfolojide elde edilen seliloz asetat (SA),
polistlfon (PSU), polikaprolakton (PCL), polilaktikasit (PLA) ve polistiren (PS) nanoliflerinin
ylzeyine bakteriler dogal yollarla tutundurulmustur. Nanoliflerin bir kismi gézenekli, paralel
dizilimli ve farkh caplara sahip olarak uretilmis, bdylece nanolif/nanoagd yapilarinin morfoloji
veya dizilimindeki degisikliklerin bakteri tutunmasinda neden olabilecedi farkliliklar
incelenmistir. Bu yaklagsimda Uretilen biyokompozitler hem deterjan, hem agir metal, hem de
boya giderimi calismalarinda kullanilimistir. ikinci yaklasimda, polivinilalkol (PVA) ve
polietilenoksit (PEQO) polimerleri ile siklodekstrin (CD) molekulleri kullanilarak, bakterilerin
nanolif yapilarina direkt enkapsulasyonu saglanmistir. Bu yaklagsimda {retilen
biyokompozitler hem boya, hem de agdir metal giderimi gcalismalarinda kullanilmistir. Ugtinci
yaklagsimda, bakterilerin polimer yapisina direkt entegrasyonu sirasinda ¢ikabilecek kayiplari
minimize etmek amaciyla es merkezli hizalanmis iki ignenin kullanildigi koaksiyal elektrospin
sistemi ile, c¢ekirdek-kabuk yapisinda nanolifler Gretiimistir. Bu yaklasimda Uretilen
biyokompozit malzeme yalnizca boya giderimi galismasinda kullaniimistir. Uretilen tiim
biyokompozit malzemelerin daha sonra entegre edilen bakterinin 6zelligine goére endustriyel
atik su antimindaki kullanim potansiyelleri test edilerek degerlendiriimis ve umut vaat eden
sonuglara ulasilmigtir. Basarili bir sekilde tamamladigimiz bu projemizdeki c¢iktilarin
fonksiyonel yeni nesil filtrasyon malzemelerinin gelistirimesine o6nculik edecegini

distinmekteyiz.

Bu proje kapsaminda c¢ikan yayinlar:

1) Omer Faruk Sarioglu, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay*, Tamer Uyar*, “Evaluation of fiber
diameter and morphology differences for electrospun fibers on bacterial immobilization and
bioremediation performance” International Biodeterioration & Biodegradation, 120, 66-
70, 2017 (DOI: 10.1016/j.ibiod.2017.02.010)

2) Omer Faruk Sarioglu, Nalan Oya San Keskin, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay*, Tamer
Uyar*, “Bacteria encapsulated electrospun nanofibrous webs for remediation of textile dye in
water” Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 152, 245-251, 2017 (DOI:
10.1016/j.colsurfb.2017.01.034)

3) Omer Faruk Sarioglu, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay*, Tamer Uyar*, “Bacteria
immobilized electrospun fibrous polymeric webs for hexavalent chromium remediation in

72



water” International Journal of Environmental Science and Technology, 13(8), 2057-
2066, 2016 (DOI :10.1007/s13762-016-1033-0).

4) Omer Faruk Sarioglu, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay*, Tamer Uyar*, “Evaluation of
contact time and fiber morphology on bacterial immobilization for development of novel
surfactant degrading nanofibrous webs” RSC Advances, 5, 102750-102758, 2015 (DOI:
10.1039/C5RA20739H)

5) Nalan Oya San Keskin, Asli Celebioglu, Omer Faruk Sarioglu, Tamer Uyar, Turgay
Tekinay, “Removal of Reactive Dye and Hexavalent Chromium by Reusable Bacteria
Attached Electrospun Nanofibrous Web” RSC Advances, 5, 86867 - 86874, 2015 (DOI:
10.1039/C5RA15601G)

6) Nalan Oya San Keskin*, Asli Celebioglu, Tamer Uyar*, Turgay Tekinay*, “Microalgae
immobilized nanofibrous web for removal of reactive dyes from wastewater” Industrial &
Engineering Chemistry Research, 54 (21), 5802-5809, 2015 (DOI:
10.1021/acs.iecr.5b01033)

Bu proje kapsaminda degerlendirme asamasinda olan yayinlar:

1) Nalan Oya San, Asli Celebioglu, Omer Faruk Sarioglu, Turgay Tekinay, Tamer Uyar*,
“Encapsulation of Living Bacteria in Electrospun Cyclodextrin Nanofibers for Bioremediation
of Heavy Metals and Reactive Dye from Wastewater” Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces (under review)

2) Omer Faruk Sarioglu, Nalan Oya San, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay, Tamer Uyar*,

“Bacteria immobilized electrospun polycaprolactone and polylactic acid fibrous webs for
remediation of textile dyes in water” Chemosphere (revised)

Bu proje kapsaminda sunulan uluslararasi bildiriler:

1) Omer Faruk Sarioglu, N. Oya San Keskin, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay, Tamer Uyar "
Bacteria encapsulated/immobilized electrospun polymeric nanofibrous webs for wastewater
treatment”, MACRO 2016-46th IUPAC World Polymer Congress, Istanbul, Turkey, 17-21
July 2016 (Invited Talk)

2) Omer Faruk Sarioglu, N. Oya San Keskin, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay, Tamer Uyar
"Reusable bio-integrated electrospun fibrous webs for water cleaning purposes”,
Electrospinning: Principles, Practice and Possibilities, 3-4 December 2015, London, UK.
2015 (Oral Presentation)

3) Nalan O. San, Omer F. Sarioglu, Asli Celebioglu, Turgay Tekinay, Tamer Uyar, “Reusable
bacteria immobilized electrospun nanofibrous webs for wastewater treatment” 250th
American Chemical Society (ACS) National Meeting & Exposition, Boston,
Massachusetts, USA, August 16-20, 2015. (Oral Presentation)

Bu proje kapsaminda sunulan ulusal bildiriler:

1) Tamer Uyar* “Electrospinning of Functional Nanofibers and Their Applications” 28th
National Chemistry Congress, Mersin, Turkey, August 15-21, 2016 (Invited Talk)

73



6. KAYNAKLAR

Agarwal, S., Greiner, A. 2011. "Nanofibers by electrospinning”, Polymers for Advanced
Technologies, 22, 372-8.

Agarwal, S., Wendorff, J. H., Greiner, A. 2010. "Chemistry on electrospun polymeric
nanofibers: Merely routine chemistry or a real challenge?", Macromolecular Rapid
Communications, 31, 1317-31.

Amna, T., Hassan, M. S., Pandeya, D. R., Khi, M. S. L., Hwang, I. H. 2013. "Classy non-
wovens based on animate L. gasseri-inanimate poly(vinyl alcohol): upstream application in

food engineering”, Applied Microbiology and Biotechnology, 97, 4523-31.

Aoki, N., Nishikawa, M., Hattori, K. 2003. “Synthesis of chitosan derivatives bearing
cyclodextrin and adsorption of p-nonylphenol and bisphenol A",Carbohydrate Polymers, 52,
219-23.

Barhate, R. S., Ramakrishna, S. 2007. “Nanofibrous filtering media: Filtration problems and

solutions from tiny materials”, Journal of Membrane Science, 296, 1-8.

Berna, J. L., Cassani, G., Hager, C. D., Rehman, N., Lopez, I., Schowanek, D., Steber, J.,
Toeger, K., Wind T. 2007. “Anaerobic biodegradation of surfactants”, Tenside Surfactants
Detergents, 44, 312-47.

Birgll, A., Akal-Solmaz, S. K. 2007. “Tekstil endustrisi atiksulari Uzerinde ileri oksidasyon ve
kimyasal aritma prosesleri kullanilarak KOI ve renk gideriminin arastiriimasi”, Ekoloji, 15
(62), 72-80.

Bolong, N., Ismail, A. F., Salim, M. R., Matsuura T. 2009. “A review of the effects of emerging

contaminants in wastewater and options for their removal”, Desalination, 239, 229-46.

Celebioglu, A., Uyar, T. 2010. "Cyclodextrin nanofibers by electrospinning”, Chemical
Communications, 46, 6903-05.

Celebioglu, A., Uyar, T. 2011. "Electrospun porous cellulose acetate fibers from volatile

solvent mixture", Materials Letters, 65, 2291-94.

Celebioglu, A., Uyar, T. 2012. "Electrospinning of nanofibers from non-polymeric systems:

polymer-free nanofibers from cyclodextrin derivatives”, Nanoscale, 4, 621-31.

74



Celebioglu, A., Uyar, T. 2013a. "Electrospinning of nanofibers from non-polymeric systems:
Electrospun nanofibers from native cyclodextrins”, Journal of Colloid and Interface Science,
404,1-7. (a)

Celebioglu, A., Uyar, T. 2013b. "Electrospun gamma-cyclodextrin (y-CD) nanofibers for
entrapment of volatile organic compounds", RSC Advances, 3, 22891-95. (b)

Chen, K. C., Wu, J. Y., Liou, D. J., Hwang, S. C. 2003. “Decolorization of the textile dyes by

newly isolated bacterial strains”, Journal of Biotechnology, 101, 57—68.

Cooper, A., Oldinski, R., Ma, H., Bryers, J. D., Zhang, M. 2013. "Chitosan-based nanofibrous

membranes for antibacterial filter applications", Carbohydrate Polymers, 92, 254-59.

Crini, G., Morcellet, M. 2002. "Synthesis and applications of adsorbents containing

cyclodextrins”, Journal of Separation Science 25, 789-813.

Ergul-Ulger, Z., Ozkan, A. D., Tunca, E., Atasagun, S., Tekinay T. 2013. “Chromium (VI)
biosorption and bioaccumulation by live and acid-modified biomass of a novel Morganella

morganii isolate”, Separation Science and Technology, in press.

Eroglu, E., Agarwal, V., Bradshaw, M., Chen, X., Smith, S. M., Raston, C. L., lyer, S. 2012.
“Nitrate removal from liquid effluents using microalgae immobilized on chitosan nanofiber
mats”, Green Chemistry, 14, 2682-85.

Forrez, |., Carballa, M., Boon, N., Verstraete, W. 2009. “Biological removal of 17a-
ethinylestradiol (EE2) in an aerated nitrifying fixed bed reactor during ammonium starvation”,

Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 84, 119-25.

Fung, W., Yuen, K. H., Liong, M. T. 2011. “Agrowaste-based nanofibers as a probiotic
encapsulant: babrication and Ccharacterization”, Journal of Agriculture and Food Chemistry,
59, 8140-47.

Gensheimer, B., Becker, M., Brandis-Heep, A., Wendorff, J. H., Thauer, R. K., Greine, A.
2007. "Novel biohybrid materials by eectrospinning: nanofibers of poly(ethylene oxide) and
living bacteria”, Advanced Materials, 19, 2480-82.

Gibson, D. J. 1984. “Microbial degradation of organic compounds”, Microbiology Series, 13-
21.

75



Greiner, A., Wendorff, J. H. 2007. "Electrospinning: a fascinating method for the preparation
of ultrathin fibers", Angewandte Chemie International Edition, 46, 5670-5703.

Hanlon, E. B., Manoharan, R., Koo, T. W., Shafer, K. E., Motz, J. T., Fitzmaurice, M.,
Kramer, J. R., ltzkan, 1., Dasari, R. R., Feld, M. S. 2000. “Prospects for in vivo Raman
spectroscopy”, Physics in Medicine and Biology, 45(2), R1-59.

Huang, L., Manickam, S. S., Cutcheon, J. R. 2013. "Development of eco-efficient micro-
porous membranes via electrospinning and annealing of poly (lactic acid)", Journal of
Membrane Science, 436, 213-20.

Iglewski, B.H. 2003. Pseudomonas. Texas: University of Texas Medical Branch.

Ispir, E., Serin, S. 2006. “Polysiloxanes and Their Applications”, KSU Journal of Science and
Engineering, 9, 46-51.

Kayaci, F., Aytac, Z., Uyar, T. 2013. "Surface modification of electrospun polyester
nanofibers with cyclodextrin polymer for the removal of phenanthrene from aqueous
solution”, Journal of Hazardous Materials, 261, 286-94.

Klein, S., Avrahami, R., Zussman, E., Beliavski, M., Tarre, S., Green, M. 2012.
"Encapsulation of Pseudomonas sp. ADP cells in electrospun microtubes for atrazine

bioremediation”, Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 39, 1605-13.

Klein, S., Kuhn, J., Avrahami, R., Tarre, S., Beliavski, M., Green, M., Zussman, E. 2009.
"Encapsulation of bacterial cells in electrospun microtubes”, Biomacromolecules, 10, 1751—
56.

Korehei, R., Kadla, J. F. 2014. "Encapsulation of T4 bacteriophage in electrospun

poly(ethyleneoxide)/cellulose diacetate fibers", Carbohydrate Polymers, 100, 150-57.

Li, S. F.,, Fan, Y. H., Hu, R. F.,, Wu, W. T. 2011a. "Pseudomonas cepacia lipase immobilized
onto the electrospun PAN nanofibrous membranes for biodiesel production from soybean

oil", Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 72, 40-45.

Li, S. F., Fan, Y. H., Hua, J. F., Huanga, Y. S., Wu, W. T. 2011b. "Immobilization of
Pseudomonas cepacia lipase onto the electrospun PAN nanofibrous membranes for

transesterification reaction", Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 73, 98-101.

76



Li, L., Hashaikeh, R., Arafat, H. A. 2013. "Development of eco-efficient micro-porous
membranes via electrospinning and annealing of poly (lactic acid)", Journal of Membrane
Science, 436, 57-67.

Li, D., Xia, Y. 2004. "Electrospinning of nanofibers: reinventing the wheel?", Advanced
Materials, 16, 1151-70.

Liu, Y., Gan, L., Chen, Z.,, Megharaj, M., Naidu, R. 2012. “Removal of nitrate using
Paracoccus sp. YF1 immobilized on bamboo carbon”, Journal of Hazardous Materials, 229—
30.

Lopez-Rubio, A., Sanchez, E., Sanz, Y., Lagaron, J. M. 2009. "Encapsulation of living

bifidobacteria in ultrathin PVOH electrospun fibers", Biomacromolecules,10, 2823-29.

Lugo-Lugo, V., Barrera-Diaz, C., Bilyeub, B., Balderas-Hernandez, P., Urefa-Nunez, F.,
Sanchez-Mendieta, V. 2010. “Cr(VI) reduction in wastewater using a bimetallic galvanic

reactor”, Journal of Hazardous Materials, 176, 418-25.

Mahanta, N., Valiyaveettil, S. 2013. "Functionalized poly(vinyl alcohol) based nanofibers for

the removal of arsenic from water", RSC Advances, 3, 2776-278.

O'Hara, C. M., Brenner, F. W., Miller, J. M. 2000. “Classification, identification, and clinical
significance of Proteus, Providencia, and Morganella”, Clinical Microbiology Reviews, 13 (4),
534-46.

Olah, J., Cserhati, T., Szejtli, J. 1988. "B-Cyclodextrin enhanced biological detoxification of
industrial wastewaters", Water Research, 22, 1345-55.

Pagga, U., Beimborn, D. B. 1993. “Anaerobic biodegradation test for organic compounds”,
Chemosphere, 27, 1499-1509.

Pham, Q. P., Sharma, U., Mikos, A. G. 2006. "Electrospinning of polymeric nanofibers for

tissue engineering applications: A review", Tissue Engineering, 12, 1197-1211.

Ramakrishna, S., Fujihara, K., Teo, W., Lim, T., Ma, Z. 2005. "An introduction to

electrospinning and nanofibers", World Scientific Publishing Company.

Ramakrishna, S., Fujihara, K., Teo, W., Lim, T., Ma, Z., Ramaseshan, R. 2006. "Electrospun

nanofibers: solving global issues”, Materials Today, 9, 40-50.

77



Raveendran, S., Dhandayuthapani, B., Nagaoka, Y., Yoshida, Y., Maekawa, T. D. S., Kumar,
2013. "Biocompatible nanofibers based on extremophilic bacterial polysaccharide, Mauran
from Halomonas maura", Carbohydrate Polymers, 92, 1225-33.

Sahay, R., Kumar, S., Sridhar, R., Sundaramurthy, J., Venugopal, J., Mhaisalkar, S. G.,
Ramakrishna, S. 2012. "Electrospun composite nanofibers and their multifaceted
applications", Journal of Material Chemistry, 26, 12953-71.

Sakai, S., Liu, Y., Yamaguchi, T., Watanabe, R., Kawabe, M., Kawakami, K. 2010.
"Production of butyl-biodiesel using lipase physically-adsorbed onto electrospun

polyacrylonitrile fibers", Bioresource Technology, 101, 7344-49.

Salalha, W., Kuhn, J., Dror, Y., Zussman, E. 2006. "Encapsulation of bacteria and viruses in

electrospun nanofibres”, Nanotechnology, 17, 4675-81.

San, N. O., Celebioglu, A., Timtas, Y., Uyar, T., Tekinay, T. 2014. “Reusable bacteria
immobilized electrospun nanofibrous webs for decolorization of methylene blue dye in
wastewater treatment”, RSC Advances, 2014, 4, 32249-55.

San-Keskin, N. O., Celebioglu, A., Uyar, T., Tekinay, T. 2015a. “Microalgae Immobilized by
Nanofibrous Web for Removal of Reactive Dyes from Wastewater”, Industrial & Engineering
Chemistry Research, 2015, 54, 5802—-09. (a)

San-Keskin, N. O., Celebioglu, A., Sarioglu, O. F., Ozkan, A. D., Uyar, T., Tekinay, T. 2015b.
‘Removal of a reactive dye and hexavalent chromium by a reusable bacteria attached
electrospun nanofibrous web”, RSC Advances, 2015, 5, 86867-74. (b)

Sarioglu, O. F., Yasa, O., Celebioglu, A., Uyar, T., Tekinay, T. 2013. “Efficient ammonium

removal from aquatic environments by Acinetobacter calcoaceticus STB1 immobilized on

electrospun cellulose acetate nanofibrous web”, Green Chemistry, 15, 2566—72.

Sarioglu, O. F., Celebioglu, A., Tekinay, T., Uyar, T. 2015. “Evaluation of contact time and

fiber morphology on bacterial immobilization for development of novel surfactant degrading

nanofibrous webs”, RSC Advances, 5, 102750—8.

Sarioglu, O. F., Celebioglu, A., Tekinay, T., Uyar, T. 2016. “Bacteria-immobilized electrospun

fibrous polymeric webs for hexavalent chromium remediation in water”, International Journal

of Environmental Science and Technology, 13, 2057—66.

78


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=8915214600&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=9732892800&zone=

Socrates, G. 2004. Infrared and Raman Characteristic Group Frequencies: Tables and
Charts (3. Basim), New Jersey: Wiley.

Talari, A. C. S., Movasaghi, Z., Rehman, S., ur Rehman, I. 2007. “Raman Spectroscopy of
Biological Tissues”, Applied Spectroscopy Reviews, 42, 493-541.

Tong, H. W., Mutlu, B. R., Wackett, L. P., Aksan, A. 2013. "Silica/PVA biocatalytic
nanofibers", Materials Letters, 111, 234-37.

Tuttolomondo, M. V., Alvarez, G. S., Desimone, M. F., Diaz, L. E. 2014. “Removal of azo
dyes from water by sol-gel immobilized Pseudomonas sp.,” Journal of Environmental

Chemical Engineering, 2, 131-36.

Uyar, T., Havelund, R., Hacaloglu, J., Besenbacher, F., Kingshott, P. 2010. "Functional
electrospun polystyrene nanofibers incorporating a-, -, and y-cyclodextrins: Comparison of

molecular filter performance", ACS Nano, 4, 5121-30.

Uyar, T., Havelund, R., Nur, Y., Hacaloglu, J., Besenbacher, F., Kingshott, P. 2009.
"Molecular filters based on cyclodextrin functionalized electrospun fibers", Journal of
Membrane Science, 332, 129-37.

Vajdai, A., Szabd, B., Suvegh, K., Zelko, R., Ujhelyi, G. 2012. "Tracking of the viability of
Stenotrophomonas maltophilia bacteria population in polyvinylalcohol nanofiber webs by
positron annihilation lifetime spectroscopy"”, International Journal of Pharmaceutics, 429,
135-37.

Van Ginkel, C. G. 1996. “Complete degradation of xenobiotic surfactants by consortia of
aerobic microorganisms”, Biodegradation, 7, 151-64.

Wendorff, J. H., Agarwal, S., Greiner, A. 2012. "Electrospinning: materials, processing, and

applications”, Wiley-VCH, Germany.

Xiao, Y. C., Chung, T. S. 2007. "Functionalization of cellulose dialysis membranes for chiral
separation using beta-cyclodextrin immobilization", Journal of Membrane Science, 290, 78-
85.

Xie, J., Li, X., Xia, Y. 2008. "Putting electrospun nanofibers to work for biomedical research",

Macromolecular Rapid Communications, 29, 1775-92.

Xie, J., Mac Ewan, M. R., Schwartz, A.G., Xia, Y. 2010. "Electrospun nanofibers for neural

tissue engineering"”, Nanoscale, 2, 35-44.

79


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6602279161&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=26032146700&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7004383760&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7006430962&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6603946383&zone=

Yilmaz, O., Sunlu, U, Sunlu, F.S. 2006. “izmir Kérfezi'nde Anyonik Deterjan Dizeylerinin
Arastiriimas”, E.U. Su Urlnleri Dergisi, 23, 107-11.

Yoon, K., Hsiao, B., Chu, B. 2008. "Functional nanofibers for environmental applications",
Journal of Material Chemistry, 18, 5326-34.

Zhou, X., Xiang, X. 2013. “Effect of different plants on azo-dye wastewater bio-

decolorization”, Procedia Environmental Sciences, 18, 540-46.

80



TUBITAK
PROJE OZET BILGI FORMU

Proje YUrGtlcusu:

Dog. Dr. TAMER UYAR

Proje No: 114Y264

Proje Baslig: Elektrospin yontemi ile Uretiimis nanolif/nanoag yapilara biyoremediasyon 6zelligi bulunan
bakteri entegrasyonu ve bu biyokompozit malzemelerin farkli endustriyel kirletici iceren
atik su giderimindeki verimliliginin arastiriimasi

Proje Turl: Uluslararasi

Proje Siresi: 24

Arastirmacilar: TURGAY TEKINAY,

NALAN OYA SAN KESKIN

Danismanlar:

Projenin Y irataldugu
Kurulus ve Adresi:

IHSAN DOGRAMACI BILKENT U. NANOTEKNOLOJI ARASTIRMA MERKEZI

Projenin Baslangic¢ ve Bitis Tarihleri:

01/11/2014 - 01/11/2016

Onaylanan Biitce:

266787.0

Harcanan Blitce:

202667.58

Oz:

Elektrospin yéntemi, degisik polimerlerden, polimer karigsimlarindan, inorganik
malzemelerden, supramolekdiler yapilardan ve kompozitlerden nanolif/nanoag elde edilen,
kolay ve maliyeti diisiik bir iiretim teknigidir. Ustiin ézelliklere, bircok isleve sahip olan ve
fiziksel/kimyasal yollarla modifiye edilebilen bu nanolifler 6zellikle membran/filtre
uygulamarinda yuksek kullanim potansiyeline sahiptirler.

Gunumuzde biyoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde agir metal, tekstil boyar maddesi
ve deterjan kirleticilerini iceren atik sularda ureyebilen ve bu kirleticilere kargi direnci fazla
olan bakterilerin bahsedilen kirleticilerin gideriminde kullanilabildikleri bilinmektedir.
Bakterilerden daha verimli bir sekilde yararlanmak ve daha kullanish hale getirebilmek igin,
taslyici bir malzeme ile entegre ederek kullanmak oldukga yeni ve 6zgun bir yaklagimdir.
Nanoboyutta kompozit yapilarin gelistirimesine olanak saglayan elektrospin teknigdi ve bu
teknik kullanilarak elde edilen nanolif yapilari, farkli amaclarla kullanilabilecek bakterilerin
immobilizasyonu/enkapstlasyonu igin oldukga elverisli malzemelerdir.

Proje calismasi kapsaminda, elektrospin yonetimi ile Uretilen nanoliflere, agir metal, tekstil
boyar maddesi ve deterjan giderimi yapabilen bakterilerin immobilizasyon/enkapsilasyon
teknikleri kullanilarak entegrasyonu saglanarak elde edilen biyokompozit malzemelerin atik su
aritimindaki potansiyelleri arastiriimistir. Bu projede agir metal, tekstil boyar maddesi ve
deterjan giderim 6zelligi gosteren bakterilerin nanoliflerle entegrasyonu Ug¢ farkh yaklasimla
gerceklestiriimistir. Birinci yaklagimda, homojen morfolojide elde edilen seluloz asetat (SA),
polisilfon (PSU), polikaprolakton (PCL), polilaktikasit (PLA) ve polistiren (PS) nanoliflerinin
yuzeyine fiziksel yollarla bakteriler immobilize edilmistir. Nanolif/nanoag morfoloji veya
dizilimdeki degisikliklerin bakteri tutunmasinda neden olabilecegi farkliliklari incelemek
acisindan, nanoliflerin bir kisminin gézenekli, paralel dizilimli ve farkl caplara sahip halleri de
uretilerek etkileri arastinlmistir. ikinci yaklagimda ise, polivinilalkol (PVA), polietilenoksit
(PEO) polimerleri ile siklodekstrin (CD) molekulleri kullanilarak, bakterilerin nanolif yapilarina
es zamanli enkapsiilasyonu saglanmistir. Ugiincii yaklasimda ise, bakterilerin polimer
yapisina direkt entegrasyonu sirasinda cikabilecek kayiplari azaltmak amaciyla es merkezli
hizalanmisg iki ignenin kullanildigi koaksiyal elektrospin sistemi kullanilarak, ¢ekirdek-kabuk
yapisinda nanolifler tretilmistir. Daha sonra, tim bu ydntemlerle Uretilen biyokompozit
malzemelerin, entegre edilen bakterinin 6zelligine gére endustriyel atik su aritimindaki
kullanim potansiyelleri degerlendirilmistir.
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elektrospin, nanolif, bakteri, agir metal, boya, biyoremediasyon, immobilizasyon,
enkapstulasyon

Fikri Urin Bildirim Formu Sunuldu
Mu?:

Hayir
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Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Microalgae Immobilized by Nanofibrous Web for Removal of Reactive Dyes from
Wastewater (Makale - Diger Hakemli Makale),

2- Removal of Reactive Dye and Hexavalent Chromium by Reusable Bacteria Attached
Electrospun Nanofibrous Web (Makale - Diger Hakemli Makale),

3- Reusable bacteria immobilized electrospun nanofibrous webs for wastewater treatment
(Bildiri - Uluslararasi Bildiri - S6zIi Sunum),

4- Evaluation of contact time and fiber morphology on bacterial immobilization for
development of novel surfactant degrading nanofibrous webs (Makale - indeskli Makale),
5- Reusable bio-integrated electrospun fibrous webs for water cleaning purposes (Bildiri -
Uluslararasi Bildiri - S6zlt Sunum),

6- Bacteria-immobilized electrospun fibrous polymeric webs for hexavalent chromium
remediation in water (Makale - indeskli Makale),

7- Elektro-Egirme Yéntemi ile Fonksiyonel Nanoliflerin Uretilmesi ve Uygulama Alanlari
(Bildiri - Ulusal Konferans - Davetli Konugmaci),

8- Bacteria encapsulated/immobilized electrospun polymeric nanofibrous webs for wastewater

treatment (Bildiri - Uluslararasi Konferans - Davetli Konusmaci),
9- DEVELOPMENT OF BIOINTEGRATED ELECTROSPUN NANOFIBERS FOR
ENVIRONMENTAL APPLICATIONS (Tez (Arastirmaci Yetistiriimesi) - Doktora Tezi),
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