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OZET

POLIMER KAPLI PASLANMAZ CELIiK YUZEYE ENZIM
IMMOBILIZASYONUNUN DENIZEL BiYOFILM TABAKASI OLUSUMU
UZERINE ETKISININ INCELENMESI

Kati- stv1 etkilesiminin oldugu yiizeylerde mikroorganizmalar zamanla biyofilm
olusturmaktadir. Biyofilm olusumunun neden oldugu ekonomik kayb1 énlemek amaciyla
tarih boyunca cesitli boyalar ve kaplamalar kullanilmigtir. Ancak kullanilan tekniklerin
cogu, biyosit etkilerini agir metallerin ¢evreye salinimiyla saglamakta ve ¢evre kirliligine
sebep olmakla kalmayip ekosistemi tehdit etmektedir. Bu nedenle ¢evre dostu, diisiikk
maliyetli, uzun siireli kullanima uygun yeni tekniklerin tiretilmesi 6nem kazanmaktadir.
Bu calismada, metal iizerinde deniz kaynakli biyofilm olusumunun engellenmesine
odaklanilmistir. Bu amagla, antibiyofilm etkileri bilinen anilin ve 0-anisidin monomerleri
kullanilarak ilk asamada 304 paslanmaz ¢elik lizerine sodyum okzalat, sodyum salisilat,
sodyum molibdat, sodyum p-toluen siilfonat ve amonyum okzalat ortamlarinda,
doniistimlii voltametri teknigi kullanilarak polimer film sentezleri gergeklestirilmistir.
Mersin Balik¢t Barinagi'nda 12 giin boyunca denize birakilan 304 paslanmaz celik
kuponlarin {izerindeki kaplamalarin antibiyofilm etkileri kristal viyole ile boyama
yontemiyle spektrofotometrik olarak Karsilastirilmistir. Amonyum okzalat ve sodyum
salisilat ortamlarinda sentezlenen polianilin (PANI) ve poli(o-anisidin) (POA) filmlerin
antibiyofilm performanslarinin diger elektrolit ortamda sentezlenen kaplamalara gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Denizel ortamda gelisen biyofilmlerin agirlikli olarak
protein, karbohidrat, lipit ve niikleik asit ierdikleri gézoniinde bulundurularak, PANI ve
POA sentez ortamlarina oa-amilaz, DNAz, glukoz oksidaz, a-kimotripsin, lipaz ve
pektinaz enzimleri ayr1 ayr1 ve farkli kombinasyonlarda eklenerek kaplama matriksine
enzimlerin tekli ve ¢oklu immobilizasyonlar1 saglanmistir. Enzim ile modifiye edilmis
polimer kapl yiizeylerin 6zellikleri antibiyofilm performanslari, kristal viyole boyama,
floresans mikroskobu, taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagitict x-1s1n1
spektroskopisi (EDX) ile karakterize edilmistir. Beklenilenin aksine, tek bir enzim
immobilize edilmis kaplamalar, ko-immobilize enzim iceren kaplamalara gore daha
yiiksek antibiyofilm etki gostermistir. Her asamada en yiiksek antibiyofilm ozellik
gosteren enzimsiz, tek enzimli ve ko-immobilize enzimli kuponlar denizde bekeltildikten
sonra yiizeylerindeki biyofilmin karbohidrat, protein ve bakteri miktarlar1 belirlenmis;
yiizeye tutunan bakteri tiirleri MALDI-TOF MS analizi ile arastirilmstir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION of the EFFECT of ENZYME IMMOBILISATION on
POLYMER COATED STAINLESS STEEL SURFACE on MARINE BIOFILM
LAYER FORMATION

On surfaces where solid-liquid interactions occur, microorganisms form a biofilm
over time. Various paints and coatings have been used throughout history to prevent
economic loss caused by biofilm formation. However, most of the techniques which have
been used provide their biocide effects with the release of heavy metals to the
environment and by this they do not only cause environmental pollution, but also threaten
the ecosystem. For this reason, it is important to develop new ideas that are
environmentally friendly, low-cost and suitable for long-term use. In this study, we
focused on marine biofilm formation on metal. For this purpose, aniline and o-anisidine
monomers with known antibiofilm effects were used. In the first stage, these polymers
were synthesized separately on 304 stainless steel in sodium oxalate, sodium salicylate,
sodium molybdate, sodium p-toluene sulfonate and ammonium oxalate electrolytes using
cyclic voltammetry technique. Antibiofilm effects of the coatings were quantitatively
compared with crystal violet (CV) staining method after immersed in the sea for 12 days
in Mersin Fisherman's Shelter. The subsequent studies were carried out with ammonium
oxalate and sodium salicylate medium, which showed higher antibiofilm activity
compared to the other electrolytes. Considering that the biofilms formed in the marine
environment mainly contain protein, carbohydrates, lipids and nucleic acids, a-amylase,
DNAse, glucose oxidase, a-chymotrypsin, lipase and pectinase enzymes are added
separately and in different combinations to the PANi and POA synthesis media, and the
enzymes are added to the coating matrix as single and multiple immobilizations were
performed. The properties of enzyme-modified polymer-coated surfaces were
characterized by their antibiofilm performance, crystal violet staining, fluorescence
microscopy, scanning electron microscope (SEM), energy dispersive x-ray spectroscopy
(EDX). Contrary to expectations, coatings with a single enzyme immobilized showed
higher antibiofilm activity than coatings with co-immobilized enzyme. After the enzyme-
free, single-enzyme and co-immobilized crush coupons with the highest antibiofilm
properties at each stage were kept in the sea, the carbohydrate, protein and bacterial
amounts of the biofilm on their surfaces were investigated, and MALDI-TOF MS analysis
was performed to determine the bacterial species attached to the surface.

2023, 112 pages

Key Words: Antibiofilm cyclic voltammetry, polyaniline, polyanisidne, enzyme
immobilisation



TESEKKUR

Oncelikle; bilgisi ve kisiligi ile benim i¢in idol olmus; tiim doktora siireci boyunca
bana yol gosteren, ilerlememi saglayan, tez konusunda benimle ayn1 heyecani paylasmais,
bilgisi ile bana 151k olmus ve bilginin paylastikca giizel oldugunu bana hissettirmis olan;
Ogrencisi olmaktan mutluluk ve gurur duydugum, kelimelere zor sigdiracagim sayin
danigsmanim Prof. Dr. Giil OZYILMAZ' a sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tezim ile ilgili her tiirlii sorumu rahatlikla sorabildigim; zaman ve mesafeden
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beni aydinlatmis; doktora ¢aligmalarimin gergeklesmesinde biiyiik katkist olan, bilgisine
derin sayg1 ve hayranlik duydugum saym hocam Prof. Dr. Ali Tuncay OZYILMAZ' a;
bana laboratuarini acan, fikir ve elestirileriyle calismalarimi zenginlestiren Tez izleme
Komitesi iiyesi sayin hocam Prof. Dr. Ali KILINC' a ve sevgili hocam Prof. Dr. Birgiil
OZCAN'a ¢ok tesekkiir ederim.

Uzerine doktora tezimi gergeklestirdigim fikri ilk duydugunda "bos islerle
ugrasmamam" gerektigini soyleyerek bu konu {izerine ¢alismay1 istememe sebep olan;
laboratuarda gecirdigim zamanlarda zorunlu bekarlik yasadigi i¢in sikayet eden ama yine
de destegini ve sevgisini her daim hissettigim sevgili hayat arkadasim Fadil
USTUKARCTI'ya; mutfak isleri iizerinden tezde karsilastigim sorunlar1 anlattigimda bana
¢ozlim bulmak i¢in beyin jimnasti§i yapan hamur islerinde duayen sevgili annem
Meryem OZTURK e,

Tez ¢alismalarim siiresince, tim laboratuar ¢alismalarimda yapmis olduklar1 katki
ve yardimlar1 nedeniyle fbrahim FILAZI, Cenk ERDOGAN, Seda AGCAM ve Melina
DONMEZ'e, érneklerin denize konmasindaki yardimlari ve ilgileri igin BALIKCI ARIF
teknesi sahibi, ¢alisanlarina,

Olumsuz sonuglanan denemeler sonrasinda "Olduramadim" sarkisiyla moral
bulmami saglayan Ozkan UGUR 'a,

Tez caligmalarim sirasinda tiim boliim olanaklarindan yararlanmami saglayan
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliim Baskanligi’na,

Egitim hayatim boyunca beni maddi ve manevi olarak destekleyen, giivenen ve her
daim yanimda olan canim aileme ve bu tezin gercgeklestirilmesinde, lizerinde emegi olan
ancak ismini hatirlayamadigim veya zikredemedigim herkese sonsuz minnet ve

stikranlarimi1 sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Biyofouling

Mikroorganizmalarin ¢ogu dogal ¢evrelerde, sivi-kat1 ve sivi-hava arayiizeylerini
barindiran ortamlarda bulunur. Sulu ortamlarda, farkli amaglar dogrultusunda kullanilan
malzemelerin ylizeyleri, sivi-kat1 ara yiizeyine sahiptir ve molekiiller, proteinler, hiicreler
ile organizmalar1 adsorbe etme egilimindedir (Banerjee ve ark., 2011). Bu yiizeylerde
adsorbe edilebilen besin madde miktari, sivi ortamda bulunan miktardan daha fazladir
(Madigan ve ark., 2003). Boylesi ortamlarda mikroorganizmalar tutunabilmek ve
yasamlarini devam ettirebilmek i¢in bir maddeye ihtiya¢ duyarlar. Mikroorganizmalarin
bu tiir yiizeylere tutunduktan sonra yine kendileri tarafindan hiicre disina salgilanan,
ekstraselliiler polimerik civik bir matriks (EPS) vardir. Bu matriks, biyofilm olarak
adlandirilir (Kacgar, 2009; Omuzbiiken, 2016). Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen bu
yap1 ayn1 zamanda mikroorganizmalarin g¢esitli ¢evresel streslere ve biyositlere karsi
direng gostermelerini saglamaktadir (Chambers ve ark., 2006).

Bir genelleme yapildig: takdirde, biyofilmin % 10-95 oraninda polisakkarit, % 1-
60 protein, % 1-10 arasinda niikleik asit, % 1-40 yag ve ironik asitler gibi gesitli
bilesenlerden olustugu goriiliir. Bu yap1 kararli olmakla birlikte, cevresel stresler ve
degisimler dogrultusunda cevap olusturma yetenegine sahip dinamik bir sistemdir (Kagar,
2009).

Ozel bir durum olarak; deniz ortamindaki canli veya cansiz, dogal ya da insan
yapimi yiizeyler iizerine tutunarak gelisim gosteren canlilara fouling organizmalari
denilmektedir. Bu organizmalarin gelisim siireci ise fouling olay1 olarak adlandirilir
(Geldiay ve Kocatas, 2002). Fouling kelime olarak, yiizey lizerinde gerceklesen
reaksiyonlar, korozyon veya kristalizasyon gibi durumlar1 da ifade edebileceginden
organizmalarin  gerceklestirdigi  siirec  biyofouling olarak  adlandirilmaktadir

(Railkin,2004).



1.1.1. Biyofouling Olusum Siireci

Bir yiizey, su ig¢ine birakildiginda, mevsim ve konumdan bagimsiz olarak,
Brownian hareketler, elektrostatik iligskiler ve Van der Waals etkilesimleri sebebiyle bir
kag saniye icerisinde; polisakkarit, lipit ve protein gibi organik molekiilleri adsorblayarak
kaplanir. Oziimlenebilir organik karbonun yiizey {izerinde birikimi mikrobiyal {iremeyi
tesvik eden maddelerin basinda gelir. Bu tabaka olustuktan sonraki 24 saat icerisinde
biyofouling baslar. Bu adim birincil kolonizasyon olarak adlandirilir. Bu asamada
yiizeye, bakteri, diatom ve mayalarin yerlesimi goriiliir. Daha sonra ¢evre kosullarinin da
elverigli olmast durumunda; ikincil kolonizasyon bagslar. Bu yaklasik 1 hafta sonra
gerceklesir ve bu asamada ylizeye; makroalg sporlari, mantar ve protozoalarin yerlestigi
gortliir. Biyofilm yapisinda bulunan organik maddelerin yapigskan 6zellik gostermesi ve
mikrobiyal kolonilerin biyofilmdeki diizensiz yerlesimi, ikincil kolonizasyon i¢in daha
fazla organizmanin yakalanmasina sebep olmaktadir. Yaklasik olarak 2 ila 3. haftalardan
itibaren lgiinciil kolonizasyon gergeklesir. Burada yiizeye omurgasiz hayvanlarin
larvalarinin yerlesimi gozlenir (Callow ve Fletcher, 1994; Hellio ve Yebra 2009) (Sekil
1.1).

Makrofouling

Mikrofouling

pssssisisasisissiissssisisisacisisssnasd

Ugiinciil Kolonizasyon

ikincil Kolonizasyon

Birincil Kolonizasyon

Organik Film
Substrat
dakikalar 1 saat- 1 giin 1 hafta 2.3 hafta
organik balteri ve makroalg makrofouling canhlannm larvalan
molekiillerin diatomlarm yiizeye sporlannm ve

adezyomu verlesmesi protozoalarm
yiizeye verlesimi

Sekil 1.1. Biyofouling siireci

[k asamada gerceklesen bakteriyel tutunma ve bunlarin olusturduklari biyofilmin
Ozellikleri tlizerinde bir¢ok faktor etkili olmaktadir. Bu faktdrlerin basinda ylizeyin

ozellikleri, elektriksel yiikii, topografisi, suya kars1 davranis1 gibi yiizeyden kaynaklanan



etkenlerin yaninda deniz suyunda bulunan yiiklii iyonlarin negatif veya pozitif yiikli
olusu, deniz suyunun barindirdig1 protein, seker, yag ve humik asitler gibi deniz suyundan
kaynaklanan etkenler de bulunmaktadir. Yiizeye ve denize bagh ozelliklerin disinda
hiicreye bagh 6zelliklerde tutunmay1 ve biyofilmi etkilemektedir. Bu 6zellikler arasinda,
hiicre ylizeyinin Ozellikleri, hiicre uzantilari, hiicre ylizeyinde bulunan uzun zincirli
polimer yapilarin varlig1 sayilmaktadir. Foulinge sebep olan tiir sayisinin 4000'den fazla
oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir. Ancak bu tiirlerin sadece kii¢iik bir
kismi tamimlanabilmistir (Yebra ve ark., 2006) . Ekonomik Isbirligi ve Gelisimi
Organizasyonu (OECD), 1960 yillarinda Fransizlar tarafindan olusturulmus ve o
zamandan beri ekleme yapilan fouling tiirlerinin listesini yayinlamistir (Almeida ve ark.,
2007).

Fouling olay1, bolgesel olarak farklilik gostermektedir. Farkli cografik bolgelerin
sundugu; pH, tuzluluk, sicaklik, ¢6ziinmiis madde miktar1 ve ¢esidi, ¢oziinmiis oksijen
miktar1 gibi suya bagl ozellikler, yerel tiirler ve Giines'ten gelen radyasyon miktari,
sentezlenen biyofilm {izerinde etkili olmaktadir. Bu 6zellikler arsinda sayilan sicaklik,
biyofouling {izerinde en etkili olan parametredir. Sicakligin yiiksek oldugu durumda,
fouling daha yogun iken diisiik oldugu durumlarda baskilanir. En fazla biyofilm olusumu,
20-40°C arasinda gergeklesirken bu araligin diginda fouling olaymin yavagladigi,
10°C'nin altinda ve 70°C'nin iizerinde durdugu tespit edilmistir (Geldiay ve Kocatas,
2002). Buna bagli olarak sicaklik degisimlerinin az oldugu tropik iklim kosullarinda
foulinge neden olan tiir say1s1 hem daha fazladir ve fouling y1l boyunca devam etmektedir

(Almeida ve ark., 2007).

1.1.2. Biyofoulingin Neden Oldugu Zararlar

Fouling olayma, sorun olarak, kiyisal alanlarda daha ¢ok rastlanmaktadir. Bu
durumun baglica sebebi, fouling organizmalarinin kiyilarda daha ¢ok bulunmasidir.
Ancak burada, gemi yiizeylerine yerlesen tiirler, gemilerle birlikte hareket etmektedir.
Biyofoulingin neden oldugu zararlar arasinda ekonomik kayiplar biiylik bir bolim
olusturmaktadir. Biyofouling gemilerde, yiizeyleri piirlizlendirdigi i¢in artan oranda bir
siirtinme direncine neden olur. Bu ise geminin hizin1 ve manevra kabiliyetini azaltir.

Yapilan hesaplamalar gostermistir ki, ylizeyde bulunan sadece ince bir film tabakasi bile,



bu tabakanin neden oldugu siirtiinme ve hiz kaybinin iizerinden gelinmesi i¢in, % 11
oraninda giic gereksinimi artisina neden olmaktadir. Bu karsin, agir biyofouling
olusumlarinda bu deger % 86'ya varabilmektedir (Shultz, 2007). Giiniimiiz kiiresel
ticaretinin % 80'inden fazlasinin deniz yoluyla gerceklestirildigi géz oniine alindiginda,
bu etkiler; isletmeler i¢in artan yakit maliyetlerine, daha uzun baglama siirelerine, yogun
personel ve makine kullanimi nedeniyle mali kayiplara; havuz iglemlerinin siklagmasi
dolayisiyla hem zaman kaybina ve toksik atik iiretiminin artmasina neden olabilir
(UNCTAD,2019).

Gemi pervanelerine yerlesen fouling organizmalart hem pervanenin manevra
kabiliyetini etkilemekte hem de geminin ses izini degistirerek aktif ve pasif sonar
sistemlerinde sorunlara neden olabilmektedir (Chambers ve ark., 2006).

Biyofoulingin zararlar1 arasinda bir diger onemli kalem, ¢evre boyutudur.
Biyofoulingin neden oldugu artan yakit tiiketimi, atmosferde artan CO2, SOx ve NOx
emisyonlarina neden olur. Bu ise kiiresel 1sinmaya katki sagladigi gibi, asit yagmurlarinin
ve saglik sorunlarmin artmasina neden olmaktadir (Eyring ve ark, 2005). Cevre lizerine
bir diger etkisi ise, istilaci tiirlerin gemilere yapisarak gdgmesine neden olup biyolojik

cesitliligi riske sokmasidir (Giraud, 2008).

1.2. Antifouling Uygulamalari

Biyofoulingi azaltmaya veya Onlemeye yonelik gergeklestirilen caligmalara
antifouling denilmektedir. Bu ¢alismalar, insanli§in deniz ulagimini kesfettigi zaman ile
birlikte baglamistir. Antifouling caligmalar1 temelde ikiye ayrilir: organizmalarin yiizeye
tutunmasini engellemek ve yiizeye tutunmus olan biyokirliligin bozulmasini saglamak.
Antifouling c¢aligmalar1 tarih boyunca cesitli asamalardan geg¢mistir. Antifouling
uygulamalarinin ilk zamanlarinda; gemi ylizeyleri, balmumu, parafin, zift ve katran ile
muamele edilmistir (Almeida ve ark., 2007). M.O. 5.yy'da siilfiir ve arsenik karisiml
yaglar antifouling i¢in kullanilirken 13. ve 15.yy'lar arasinda agirlikli olarak zift kullanimi
goriilmektedir (Yebra ve ark., 2004). William Beale'in almis oldugu, 1625 yilina ait
patent, bakirin Ingiltere'de antifouling amagch ilk kullanimini gostermektedir. 18. yy
siiresince de, bakir, bir¢ok iilkede antifouling amagh olarak gemilerde kaplama olarak

kullanilmistir. Cesitli yaglarin igerisinde dagilan bakir, civa oksit veya arsenik gibi toksik



maddeleri barindiran antifouling boyalarin kullanimi 19 yy. ortalarina denk gelmektedir.
1950 civarinda ilk organometalik boyalar kullanilmaya baslanmistir. Biyosit amagh
kullanilan organometalik bilesikler arasinda, RMeX genel formiilasyonuna sahip
bilesiklerde R organik radikal, Me metal, X halojen veya asit kalintisin1 ifade etmektedir.
Metalin civa olmast durumunda bilesik, organik civa; arsenik olmast durumunda organik
arsenik; kursun olmasi durumunda organik kursun olarak adlandirilir. Tribiitiltin (TBT);
organik kalay icermektedir. 1970'li yillarda kendi kendini temizleyen 6zelligi ile TBT
kisa siirede tiim pazarin % 70'ine sahip olmustur. Ancak TBT'in sadece biyokirlenmeye
neden olan organizmalar {izerinde degil, diger deniz organizmalar1 i¢in de son derece
zehirli oldugunun belirlenmesinin ardindan 2001 yilinda Uluslararast Denizcilik
Orgiitii'niin (International Maritime Organization, IMO) aldig1 bir kararla, 1 Ocak
2003'ten itibaren iiretimi; 1 Ocak 2008'den itibaren ise bu boyalarin kullanimi tamamen
yasaklanmistir (Almeida ve ark., 2007). TBT'nin yasaklanmasiyla antifouling ¢aligmalari
hiz kazanmis ve calismalar genel olarak bes grupta siiflanmistir: 1. Kendi kendini
temizleyen ylizeyler (biyomimik yaklagim) 2. Kendiliginden diizenlenen ince tabakalar

3. Polimer firga yiizeyler 4. Mikro- nanoyapili yiizeyler 5. Biyositler.

1.3. 1iletken Polimerler

lletken polimerler en genel anlamda, elektrigi iletme yetenegine sahip, organik
polimerler olarak tanimlanabilir. Bunlar, metallerin sahip oldugu elektriksel iletkenligi,
polimerlerin mekaniksel ve kimyasal Ozellikleriyle biitiinleyerek, metallerle yar1
iletkenler arasinda bir iletkenlik gosteren polimerlerdir (Tas, 2007). elektronik ve optik
ozellikleri ile polimerlere benzeyen iletken polimerler, mekanik 6zellikleri ile metallere
benzemektedir. Boylelikle ti¢ farklt malzemenin 6zelliklerini biinyesinde toplamistir.
lletken polimerlerde konjuge ¢ift bag veya m-baglari bulunur. Iletken polimerlerin
iletkenligi, bu konjuge sistemler arasinda elektronlarin delokalize hareketi sayesinde
meydana gelir (Ozyillmaz, 2004). Ayn1 zamanda bu konjuge ¢ift baglar sayesinde, bu
polimerler ile ylizey kaplamalar1 gerceklestirildiginde hem yiizeyin elektrik iletkenligi
devam etmekte hem de yiizeyler iizerinde bariyer olusturarak ylizeyi korumaktadirlar
(Yasmin, 2015).

Bu calismada anilin ve bir anilin tiirevi olan 0-anisidin monomerleri (Sekil 1.2.)



kullanilarak homopolimerler olusturulmustur. Polianilin (PANI), &zellikle; diisiik
maliyetli olusu, kolay hazirlanabilme 6zelligi, kararliligi ve de elektrokimyasal olarak
aktif olmasi sebebiyle ¢ok c¢alisilan bir malzemedir (Waware ve ark., 2020). Bu
ozelliklerinin yaninda, PANI'nin; Gram (+), Gram (-) ve fungi iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Yapilan calismalarda; PANI antimikrobiyal etkisini, polimer zincir
tizerindeki asidik dopantlarin bakterilerle etkilesmesi ve bu etkilesimler sonucu
gergeklesen elektrostatik yapigsmanin bakterinin 6liimiine neden olmasiyla gostermektedir
(Agarwala ve ark., 2014, Wang ve ark., 1999). o-anisidin ise diger anilin tiirevlerine gére

daha kolay polimerlesebilen bir monomerdir (Eger, 2019).

NH- NH,
OCH3

Sekil 1.2. Anilin (a) ve 0-anisidin (b) monomerlerinin kimyasal yapilari
1.4. Enzimler

Iliml1 kosullarda, en basit biyolojik reaksiyondan en karmasiina kadar birgok
biyolojik reaksiyonu katalizleyebilen, ¢ogu sadece protein yapisinda olan
biyokatalizorlere enzim denilmektedir. Enzimler, canlhilar tarafindan sentezlenir ve
katalizinde gorev aldiklar1 reaksiyondan degismeden ¢ikarlar.

Enzimler gerekli sartlarin saglanmasi durumunda in vitro kosullarda da aktivite
gosterebilir. Bu durum, enzimlerin birgok endiistriyel alanda kullaniminin artmasina yol
acmuistir.

Enzimler ¢ok genis bir yelpazede etki gosterirler. Bu nedenle enzimlerin
siiflandirilmasi ihtiyaci dogmustur. Enzimler siniflandirilirken, her enzime, 4 sayidan
olusan Enzim Komisyon numaras1 (EC numarasi) denilen bir numara verilmistir. Ilk say1
enzimin sinifini, ikinci numara alt sinifini, iiglincli numara enzimin grubunu, dordiincii

numara ise enzimin sira numarasini belirtir. Enzimler alt1 sinifa boliinmiistiir. Bunlar; 1.



Oksidorediiktazlar, 2. Transferazlar, 3. Hidrolazlar, 4. Liyazlar, 5. Izomerazlar ve 6.

Ligazlardir.
1.4.1. Oksidorediiktazlar

Bu smifta bulunan enzimler, redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Bu
ana siifta; dehidrogenazlar, oksidazlar, oksigenazlar, rediiktazlar, trasnhidrogenazlar ve
hidroksilazlar gibi alt siniflar bulunur.

Bu grupta, glukoz oksidaz (GOD, EC 1.1.3.4) enzimi de bulunur. Bu enzim; -D-
glukoz: oksijen oksidorediiktaz olarak da bilir. Aspergillus niger kaynakli olan GOD, 80
kDa agirhi@ma sahip iki es alt iiniteden olusur (Ozyilmaz,2005). Bu enzim; glukozun
molekiiler oksijen ile yiikseltgenip glukono- 1,5- lakton ve hidrojen peroksit (H20.)
olusturdugu reaksiyona etki etmektedir. Olusan lakton sulu ortamda, enzimsiz olarak

hidrolizlenerek glukonik aside doniisiir (Sekil 1.3.).

Glukoz Olksidaz \
f-D-ghikoz + Oz 7 Ghikono- 1.5- lakton + H202

H:0

Glukonilk asit
Sekil 1.3.Glukoz oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon

Enzimin katalizledigi reaksiyon sonucunda agiga c¢ikan hidrojen peroksidin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve antibiyotik olarak davrandig: belirlenmistir (Keilin

ve Hartree, 1948).

1.4.2. Hidrolazlar

Hidrolaz sinifinda bulunan enzimler, suyun katildig1 par¢calanma ve kondenzasyon
reaksiyonlarini katalizler. Bu sinifin altinda; esterazlar, proteazlar, peptidazlar, niikleazlar
ve fosfatazlar gibi alt siniflar bulunur. a-amilaz (EC 3.2.1.1), deoksiriboniikleaz I (DNAz)
(EC 3.1.21.1), a-kimotripsin (EC 3.4.21.1), lipaz (EC 3.1.1.3) ve pektinaz (EC 3.2.1.x)



bu grupta bulunan enzimlerdendir.

a-amilazlar ¢okga c¢alisilmis olan ve iyi bilinen endoamilazlardir. a-amilazlar
kalsiyuma bagimli metaloenzimlerdir. Bunlar kalsiyum yoklugunda islev gosteremezler.
Bunlar amiloz veya amilopektin zincirlerinin i¢ kisminda bulunan a-1,4 glikozidik baglar
izerine etkir. a-amilazin substrat {izerine etkisiyle olusan son {iriinler, farkli sayis1 alt
birimden olusan a-konfigiirasyonlu oligosakkaritler ve dalli oligosakkaritleri olusturan a-
limit dekstrinlerdir. Reaksiyon sirasindan nisasta zinciri {izerinde rastgele hareketlerde
bulunup uzun zincirli karbohidratlar1 pargalar. Bunun sonucunda; amilozdan maltotrioz
ve maltoz olustururken amilopektinden maltoz, glikoz ve o-limit dekstrin olusturur
(Tiwari ve ark., 2015).

Deoksiriboniikleazlar; DNA molekiiliinii spesifik olmayan noktalardan pargalayan
enzim ailesinin genel adidir. Kofaktor ihtiyact ve aktif oldugu pH araligi gibi
parametrelere gore siniflandirilir (Yang, 2011). Bu enzimlerin etkin oldugu optimum pH
degerlerine gore deoksiriboniikleazlar, notral ve asidik DNAz'lar olarak ikiye ayrilir.
Deoksiriboniikleaz I (DNAz I), kofaktor ihtiyaci olan ve nétral DNAZz'lar1 temsil eden, iyi
bilinen bir enzimdir. pH 7-8 arasinda aktivite gdsterir ve aktivite gostermek icin Mg*? ile
Ca*? iyonlarina gereksinim duyar. Enzimin DNA molekiiliine etkimesi sonucu 3'OH
grubuyla biten iirlinler olusur (Zannoni ve ark.,2006).

a-kimotripsin, en 1yi bilinen ve karakterize edilmis olan proteinlerden biridir. a-
kimotripsin bir endopeptidazdir. Proteinlerin yani sira, peptid, ester, amid ve arilamidleri
de hidrolizler. Aromatik amino asitlerin (triptofan, tirozin, fenilalanin) karboksil
gruplartyla dahil oldugu peptit baglar icin yiiksek bir secicilik sergiler (Appel, 1986).

Lipazlar, optimum pH aralig1 6-7,5 araliginda olan, ancak pH 4-8 arasinda aktivite
gosterebilen enzimlerdir. Genel olarak triacilgliserolii, gliserol ve yag asitlerine
parcalayan bir enzim olarak tanimlanir. Ancak bu ester bagi hidrolizi disinda; susuz
ortamda esterifikasyon olarak adlandirilan, bir yag molekiilii ile alkol molekiilii arasinda
ester bagl olusumunu da katalizler. Transesterifikasyon denilen; bir ester ile bir alkol
arasinda acil radikalinin degisimini de katalizledigi gibi; interesterifikasyon denilen iki
esterin yeni bir ester olusturmasinda da etkindir (Rajakumara ve ark., 2008).

Pektinazlar; genel olarak polisakkaritleri pargalayan, zincir kirici enzimlerdir.
Pektinazlar etki mekanizmalarina gore temelde pektinesterazlar ve depolimerazlar olarak

iki ana sinifa ayrilir. Depolimerazlar ise katalizledikleri reaksiyon mekanizmasina gore



hidrolazlar (endopoligalakturonaz, ekzopoligalakturonaz) ve liyazlar (pektat-liyaz,
pektin-liyaz) olarak ikiye ayrilir (Soares ve ark., 1999). Endopoligalakturonazlar; pektik
asitlerin serbest karboksil wucuna yakin glikozidik baglar1 rastgele kirar.
Ekzopoligalakturonazlar ise pektik asit zincirlerini sonundan parcalar. Bu hidrolizler
sonucunda monomerler agiga cikar. Pektin-esterazlar ise deesterifikasyonu katalizler.
Serbest karboksil ucuna yakin esterli galakturonik asit artiklarina etki eder.
Deesterifikasyon sonunda metanol ayrilir ve diisiik esterli pektin veya pektik asitler

olusur (Yener, 2007).

1.5. Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon; kelime olarak hareketsiz hale getirmek anlamina gelir. Serbest
enzim  kullanilmas1  durumunda  karsilasilan  sorunlardan  bazilar1  enzim
immobilizasyonuyla asilabilmektedir. Immobilize edilmis enzimlerin serbest enzimlere
kars1 bazi Ustiinliikleri asagidaki gibi siralanabilir;

» Reaksiyon bitiminde ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilme
Cevre kosullaria kars1 yiiksek dayaniklilik
Uzun siire kullanim
Stirekli proseslere uygunluk
Uriin olusumunun kontrolii
Siral1 reaksiyonlar i¢in kullanim kolaylig

Serbest enzimlere kiyasla daha yiiksek aktivite

VvV V.V V V VYV V

Kendi kendini par¢calama ihtimalinin azlig

Sekil 1.4'te immobilizasyon yontemleri verilmistir.



ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLERT

[COZUNMEZ FORMDA ENZIM IMMOBILIZASYONU | COZUNEN FORMDA ENZIM IMMOBILIZASYONU |
1. Tutuklama 1. Ultrafiltrasyon membranlarin kullanimi
- Jelde tutuklama 2. Oyuk- elyaf membranlarin kullanimi
-Mikrokapsiilleme 3. Coziinen- ¢oziinmeyen enzimler
-Lipozom teknigi
2.Baglama

-Capraz baglama

-Enzim kopolimerizasyonu

-Tasiyiciya baglama
-Adsorbsiyon
-fyonik baglama
-Selat baglama
-Kovalent baglama
-Biyospesifik baglama

Sekil 1.4. Enzim immobilizasyon yontemleri

Temelde, ¢oziinmez ve ¢Oziinen formda immobilizasyon olarak ikiye ayrilan
immobilizasyon yontemleri daha ayrintili incelenecek olursa; ¢o6ziinmez formda
immobilizasyonun tutuklama ve baglama; ¢oziinen formda ise ultrafiltrasyon veya oyuk-
elyaf membranlarin kullanomi ya da ¢6zlinen-¢6ziinmeyen enzim yoOntemleri

bulunmaktadir.

1.5.1. Céziinmez Formda Enzim Immobilizasyon Yontemleri

1.5.1.1. Baglama

Baglama yonteminin altinda ii¢ grup bulunmaktadir: ¢apraz baglama, enzim
kopolimerizasyonu ve tagiyicitya baglama.

Capraz baglama yonteminde, suda coziinmeyen kompleksler olusturulur. Bu
kompleksler; en az 2 fonksiyonel gruba sahip reaktiflerin enzim birimlerinin arasinda
baglar olusturmasiyla meydana getirilir. Bu sekilde gerceklestirilen immobilizasyonun
derecesi; protein ve reaktif derisimine, enzimin 6zelliklerine ve pH degerine baghdir.

Enzim kopolimerizasyon yonteminde; enzimler, gergeklestirilen kopolimerizasyon
tepkimesinde monomerlerden biri gibi davranir ve matrikse baglanir. Bu yontem polimer
matrikse tutuklanmaya benzer. Ancak enzim kagisini onlemesi yoniiyle bir Gstiinligii
vardir.

Tastyiciya baglama yotemiyle immobilizasyonda bes farkli metod bulunmaktadir.

10



Temelde protein olan enzimin yapisindan yararlanilir. Baglamada, enzim yiizeyindeki;
iyonik gruplar, fonksiyonel gruplar ve hidrofobik bolgeler islev goriir. Enzim
immobilizasyonunda ¢ok ¢esitli tagiyict membranlar kullanilabilmektedir. Ancak tasiyici
olarak kullanilacak materyalin; hidrofilik 6zellige sahip olmasi, gozenekli olmasi,
partikiil formunun uygun olmasi, termal ve kimyasal kararlilik gdstermesi, ucuz olmasi,
toksik olmamasi gibi 6zelliklere sahip olmasi beklenir. Bunlarin yaninda dikkat edilmesi
gereken Onemli bir bagka 6zellik ise enzim ile tasiyici baglanmasinin enzimin aktivitesi
icin 6nemli olan gruplar lizerinden gerceklesmemesi ve tasiyicinin enzim tarafindan
par¢alanmamasidir. Kullanilacak olan tasiyicinin reaktif olmamasi durumunda bunun
yardimct bir reaktif ile aktiflestirilmesi gerekmektedir. Bu yontem uygulanirken ¢ok

yumusak kosullar (oda kosullari, nétral pH vb.) gerekmektedir.

1.5.1.2. Tutuklama

Tutuklama ydnteminde, enzim molekiilii herhangi bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanmadan belirli bir mekanda durmaya zorlanir. Bu durum, tutuklama
yontemini kovalent ve capraz baglama ile immobilizasyon yontemlerinde ayiran en
onemli 6zelliktir. Bu yontemde enzim mikrobiyal ataklara karsi korunabilir. Tutuklama
ile immobilizasyon yontemi ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar; polimer matrikste tutuklama,
mikrokapsiilleme ve lipozom teknigidir.

Polimer matrikse tutuklama yonteminde; bir enzim c¢ozeltisi igerisinde yiiksek
derecede ¢apraz bagli bir polimer olusturulurken enzim molekiilleri, ¢apraz bagh aglar
arasinda tutuklu kalmakta ve ¢ozeltiye gegmesi engellenmektedir.

Mikrokapsiilleme yonteminde, enzimler yar1 gegirgen bir membran igerisinde
tutuklanir. Dikkat edilmesi gereken, kullanilacak olan yar1 gecirgen membranin gozenek
boyutudur. Gézenekler, substrat ve {iriiniin giris ¢ikisini engellemezken enzimin ¢ikisina
izin vermeyecek boyutta olmalidir. Yontemin verimliligi, substrat molekiillerinin boyutu
kii¢iildiikge artar.

Lipozom tekniginin temeli s1vi- yiizey yapict membrana dayanir. Bu yontemin en
Oonemli avantajlar1 arasinda; stireksiz olusu, doniisiimlii olusu ve tamamen fiziksel olusu
bulunmaktadir. Oldukga biiyiik bir temas yiizeyine sahip olan s1vi- ylizey yapict membran

ayni zamanda tek adimda birden fazla enzimin immobilizasyonuna imkan tanir.
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Yontemin dezavantajlari arasinda ise; islem sirasinda enzimin inaktif olusu, sivi halde
bulunan membrandan enzimin kagma olasilifinin yiliksek olusu ve substrat ile tirliniin

membrandan gecisinin bunlarin membranda ¢oziiniirliigiine bagli olusu bulunmaktadir.

1.5.2. Céziiniir Formda Enzim immobilizasyon Yontemleri

Coziiniir formda immobilizasyon yontemi enzimin yar1 gegirgen zarla ¢cevrelenerek,
enzime genis bir hareket alaninin saglandigi bir metottur. Burada enzim membranla
herhangi bir fiziksel veya kimyasal etkilesime girmemektedir. Oyuk elyaf membranlar ve
ultrafiltrasyon membranlar1 substrat ve iriinlerin gegisine izin verirken enzim gegisini
engellemektedir. Ayrica bu membranlar enzimi mikroplardan korumaktadir. immobilize
edilen enzimler destege fiziksel veya kimyasal olarak baglanmadigindan enzimin
geometrisi, esnekligi ve katalitik 6zellikleri etkilenmez. Bu yontemin dezavantaji ise
membranin substrat gecirgenligidir. Substrat molekiiliiniin boyutu ne kadar kiigiik ise
membrandan geg¢is o kadar kolaylasacak dolayisiyla enzim etkinligi o kadar
artacaktir.(Ozyilmaz, 2005).

Bu galigmanin amact; biiylik ekonomik kayiplara neden olan ve deniz biyogesitliligi
tizerinde olumsuz etkileri olan denizel biyofilm olusumunu, siirecin heniiz ilk
asamalarinda geciktirmeye yonelik, etkili bir enzim hapsedilmis kaplama olusturmaktir.
Bu amagla; paslanmaz celik kuponlar iizerine, elektrokimyasal polimerizasyon yontemi
kullanilarak enzim immobilize edilen ve enzimsiz polimer kaplamalar sentezleyerek

bunlarin ger¢ek deniz ortaminda antifouling etkinliklerini test edilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Sha ve ark. (2022), eugenol temelli kendi kendini cilalayan bir polimer kaplama
hazirlamiglardir. Suya daldirma islemiyle birlikte, fenolik esterlerin hidrolizi ile regine
segmenti; hidrofobik o6zellikten hirofilik 6zellige doniisiim gergeklestirmektedir. Bu
durum sayesinde dis ortama toksik olmayan dogal eugenol salinimi ger¢eklesmektedir.
Yapay deniz suyuyla gercgeklestirilen ¢alismada, daldirmanin gergeklestigi anda salinim
miktar1 en yiiksek olup (0,48 pg/ cm?. giin) ardindan sabitlenme egilimi (0,14 pg/ cm?.
giin) gostermistir. Midye baglanma deneyleri gerceklestirilmis ve midyelerin ylizeyden
kacinma egiliminde oldugu goriilmiistiir.

Ibrahim ve ark. (2022), ¢alismalarinda bir grafen oksit- manganoksit nanohibrit
sentezini gergeklestirmisler ve bunu siilfonlanmis polietersiilfon (SPES) ultrafiltrasyon
membranlarina uygulamiglardir. Kompozit membranlari, faz inversiyon yontemiyle
hazirlamiglar; membranlari, SEM, yiizey zeta potansiyeli, su akisi, gozeneklilikleri
belirleyerek karakterize etmislerdir. Tekrar kullanilabilirligi, membranin anti-fouling
ozelligine bakarak test etmislerdir. Bu amagla gerceklestirilen denemede; membranlarla
agir metal filtrasyonu gergeklestirmis ve ardindan membranlar metallerin desorbsiyonu
i¢in 30 dk boyunca 0,50M HCI ile temizlendikten sonra distile su ile yikamiglardir. Daha
sonra distile su akigi Olgiilerek anti-fouling &zelligi arastirarak, nanokompozit
uygulanmamis olan membranlarda temizleme sonras1 % 72,6 + 3,1 baslangic akis1 geri
kazanilirken kompozit membranlarda bu deger % 90,5 + 2,9 olarak hesaplamiglardir.

Cao ve ark. (2021), SS 304 yiizeyini dopaminle modifiye ettikten sonra, yiizeyi
Turgencin BMox2 ile kaplayarak, kaplamanin antifouling ve antikorozyon etkilerini
incelemislerdir. Yiizeyin modifikasyon Oncesi ve sonrasinda fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini; Fourier doniisimii kizilotesi spektrometresi (FTIR), X-1s1m1 fotoelektron
spektrometresi (XPS); temas agis1 dlgtimii (CA), 3D optik profilometre, elipsometre ve
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile karakterize etmislerdir. Basarili bir sekilde yiizeyi
kaplayan antimikrobiyal peptitin laboratuar kosullarinda; Vibrio natriegens ve
Phaeodactylum tricornutum ile gerceklestirilen antifouling testlerinde kaplanmamis
yiizeylere kiyasla, sirasiyla % 99,85 ve % 67,93 oraninda azalma oldugunu rapor
etmislerdir.

Karlsen ve ark. (2021), gergeklestirdikleri ¢alismada altin model yiizeyine kovalent
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olarak baglanan antimikrobiyal peptidlerin anti-fouling &zelliklerini incelemislerdir.
Altin yiizey, bir asetilen ile sonlanan, kendi kendine diizenlenmis bir polietilen glikol tekli
tabakas1 ile modifiye ederek peptidleri yiizeye, bakir Kkatalizli azid- asetilen
baglanmasiyla kovalent olarak baglamislardir. Yiizeylerin anti-fouling etkinliklerini
Certika ¢ogalma tayini ile tespit etmisler; bu amagla bakteri olarak S. epidermidis
kullanarak ve 5 saat gozlemlemislerdir. Siire sonunda, kullanilan antimikrobiyal peptit

orneklerinde, bakteriyel kolonizasyonda 6 log birime kadar bir azalma elde etmislerdir.

Yao ve ark. (2020), femtosaniye lazer isinlama ve florlama tekniginin bir
kombinasyonunu kullanarak, kendi kendini temizleyen paslanmaz ¢elik, 304SS, ylizeyler
elde etmiglerdir. Yiizey serbest enerjisi ve bunun polar ile dagilmis bilesenleri, Owens-
Wendt-Rabel- Kaelble yontemini kullanilarak hesaplamiglardir. Yiizey morfolojisini
analizlemek i¢in XPS kullanmislar; yiizeyin antifouling 6zelligini yiikksek hizli kamera
kullanarak kaydetmislerdir. Florlama islemiyle, su kayma agilar1 azaltilmig, bu sayede
kendi kendini temizleme ve diisiik yapisma 6zelligine sahip siiperhidrofobik yiizeyler
elde etmislerdir. Gergeklestirilen calismada antifouling 6zellik yaninda fouling
ajanlariyla su damlaciklari arasindaki etkilesim siireglerini de incelemisler; florlanmis
yiizeylerin, ylizey serbest enerjileri islem gérmemis Orneklere kiyasla daha diistik
antifouling 6zelliklerini daha yiiksek bulmuslardir.

Aykin ve ark. (2019), gergeklestirdikleri ¢alismada ticari olarak alinan; a-amilaz,
ksilanaz, glukanaz, proteaz, pektinaz, lipaz, viscoyme kompleks ve lysing kompleks,
ticari hidrolik enzimlerinin, biyofilm olusturan Pseudoalteromonas agarivorans
FJ040188, Vibrio lentus FJ200649 ve Exiguobacterium homiense FJ200653 deniz
bakterilerine kars1 gosterdikleri antibiyofilm etkilerini incelemislerdir. Mikroplakada,
steril deniz suyunda, 20°C'de, 24 saat siiresince gerceklestirilen inkiibasyon sonucunda
bakterilerin yapismasi ve toplam biyofilm miktarinin belirlenmesine yonelik iki calisma
gerceklestirmislerdir. Bakteri yapismasinin 6nlenmesine yonelik olan ¢alismada enzimler
bakterilerden bir saat Once mikroplakalara almmis, toplam biyofilm miktarinin
belirlenmesine yonelik ¢alisma igin ise enzimleri bakterilerden bir saat sonra ortama
eklemislerdir. Siire sonunda DAPI boyama teknigi ile epifloresans mikroskobu
araciligiyla yapilan incelemede; lysing kompleksin her iki testte de en basarili sonuglari

verirken sadece glukanazin beklenildigi yonde sonug gostermedigini tespit etmislerdir.
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Aykmm ve ark. (2018), ticari olarak alinan proteaz, oa-amilaz, lipaz, ksilanaz,
pektinaz, glukanaz, viscozyme ve lysing kompleksi; Izmir Kérfezi'nden izole edilen
P.porphyrae ve P.elyakovii tlizerinde 3 ile 24 saat inkiibe edilerek antifouling etkilerini
arastirmiglardir. Antifouling 6zellik tayinini, DAPI kullanilarak, total biyofilm biyokiitle
kantifikasyonu ile gergeklestirmislerdir. Sonug olarak; P.porphyrae ve P.elyakovii
proteaz ile 24 saat inkiibasyonla; P.elyakovii 3 saatlik inkiibasyonla etkilenmis; lysing
kompleksi, viscozyme, ksilanaz, pektinaz ve a-amilaz farkli konsantrasyonlarda 24 saat
inkiibasyonlarla biyofilm bakterilerine etki etmistir. Lipaz ise sadece P.porphyrae iizerine
3 ve 24 saatlerde etkili olmustur.

Balasubramanian ve ark. (2018), calismalarinda, nadir deniz biyofilm bakterisi
Kocuria rosea'dan tanimlanan lanosterol, vinil regine boyaya dahil edilerek deniz
kosullarinda antifouling etkisini incelemislerdir. ilk asamada PVC (poli vinil kloriir)
plakalari, Hindistan'in Tamil Nadu kiyisinda, 10 farkli istasyondan derinligi 2 m'yi
gegmeyecek seviyelerde daldirip, 30 dk, 1, 2, 4, 5 ve 6 saat siireler sonunda ¢ikararak
biyofilmleri toplamis, bakteri izolasyonlar1 ger¢eklestirmis ve fenotipik metod ile 16S
rRNA gen sekans metodu ile NCBI veritabaninda bulunan bakteriyel sekanslarla BLAST
kullanarak karsilastirmis ve bakterilerin tanimlanmasim gergeklestirmislerdir. Izole
edilen K. rosea'dan biyoaktif sekonder metabolitleri ekstrakte edip FTIR ve GC-MS ile
karakterize ettikten sonra, ilk olarak in vitro kosullarda 24 saat siire sonunda 595 nm'de
UV-vis absorpsiyon spektrumunu alarak antifouling 6zelliklerini test etmislerdir. Son
asamada vinil recineyi baglayici, poliamidi sertlestirici olarak kullanarak kaplama
¢ozeltisinin igerisine test edilecek olan lanosterolii 10, 100 ve 1000 pg ekleyerek,
plakalara 75 um kalinhginda uygulamiglardir. 1 haftalik kuruma siirecinin ardindan
plakalart Tamil Nadu kiyisindan, yaklasik olarak 2m derinlige birakmislardir. Kuponlarin
denize birakildig1 bir yilsonunda boyaya eklenen lanosterol konsantrasyonuna bagli
olarak goriilen fouling miktar1 farklilik gostermistir. 10 pg lanosterol uygulanan
kuponlarda ortalama 0,16 kg/ m?, 100 pg uygulandiginda 0,095 kg/ m? ve 1000 pg
uygulandiginda 0,02 kg/ m? fouling goriilmiis; lanosterol uygulanan alanlarda herhangi
bir makro fouling organizmasina rastlamamislardir.

Cao ve ark. (2018), caligmalarinda dopamin ile modifiye edilmis SS 304 yiizeyini,
zaylf alkali ortamda glimiis nanopartikiillerle kaplamiglardir. Kapli yiizeyin, yiizey

morfolojisi ve kimyasal bilesimi; alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FE-SEM),
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AFM ve XPS ile analizlemiglerdir. Yapay deniz suyuyla gerceklestirilen antifouling
testlerinde 24 saat inkiibasyon sonunda, kaplamanin Escherichia coli (% 99,9) ve
Staphylococcus aureus (% 99,5) bakterilerinin ve Chlorella pyrenoidosa (% 98,5),
Phaeodactylum tricornutum (% 98,2) ve Naviculaceae spp (% 98,7) deniz yosunlarinin
yiizeye baglanmasini azalttigini rapor etmislerdir.

Feng ve ark. (2018), X65 ¢elik borular1 elektrodepozisyon teknigi ile ¢inko nano
kaplamalar ile kaplamiglardir. Su temas agisin1 gevresel gonyometre ile dlgmiis; Yyiizey
morfolojisi ve bilesimini SEM ve EDX ile karakterize etmislardir. FTIR ile hazirlanan
kaplamalarin yapisini ve fonksiyonel gruplarini incelemis; hazirlanan nano kaplamalarin
antifouling 6zelligini, kaplanmis olan ¢elik yiizeylerin bir gamur sivisina ve toprak altina
daldirarak test etmislerdir. Siiperhidrofobik yiizeylerin antifouling yeteneteginden yola
cikilarak gerceklestirdikleri denemelerde yiizeyleri 1 dk ve 1 saat boyunca ¢amur
cozeltisine daldirig; 1 saat sonunda ¢inko kapli yilizeyde bir birikim goriilmezken ¢iplak
metalde kahverengi ¢amur ve demir past gézlemlemislerdir.

Rostam ve ark. (2018), gerceklestirdikleri ¢alismada, siilfonatli polietersiilfon/
polirodanin (SPES/ PRh) membranlar iiretmislerdir. Elde edilen membranlarin
karakterizasyonunu FTIR, FESEM, temas agisi, IlH NMR, TGA ve EDS analizleri ile
yapmiglardir. SPES/ PRh membraninin hidrofilikliginin gelistigini ve sulu ¢ozeltiler i¢in
daha iyi akis saglandigini rapor etmislerdir. SPES membraniyla karsilastirildiginda akis
58,21 L/m?sa degerinden SPES/ PRh membrani igin 139,78 L/m?.sa degerine
yiikselmistir. Gergeklestirilen operasyonel performans, antibakteriyel ve antibiofouling
testlerinden sonra SPES/ PRh membraninin gelismis akis, daha yiiksek birikim reddetme,
antifouling etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Quan ve ark. (2018), polianilin, benzil siibstitiiye polianilin (BP) ve bromin-benzil
disiibstitiiye polianilini (BBP) kimyasal oksidazyon yontemiyle hazirlayarak, bunlarin
karakterizasyonunu SEM, FTIR, AFM, UV-Vis absorpsiyon spekturumu, 1slanabilirlik,
termogravimetrik, antibakteriyel ve antifouling analizlerle karakterize etmislerdir.
Antifouling testi, laboratuar kosullarinda E. coli kullanilarak iki hafta siiresince, 10° kob
baslangi¢ birimi igeren ortamlara daldirilarak gergeklestirilmistir. Laboratuar
kosullarinda gercgeklestirilen denemeler sonrasi, denemeler 30 giin siireyle durgun bir
nehirde de gergeklestirilmistir. Siire sonunda nehirden ¢ikarilan Orneklerin iizerinde

neredeyse hi¢ birikimin olmadig1 gorilmistiir.

16



Wu ve ark. (2016), glisidol ile 1,1,1- trimetilopropani baslatic1 olarak kullanarak
anyonik, halka agict polimerizasyon ile dentrik poligliserol sentezlemiglerdir. Dentrik
poligliseroidroksil (dPG) gruplar1 mesilasyon, niikleofilik siibstitiisyon ve rediiksiyon
adimlari kullanarak % 5 amin gruplariyla modifiye etmislerdir. Modifiye edilen dPG’i
cam yiizey tizerine kovalent olarak baglamiglardir. Cam yiizeylerin modifikasyonundan
sonra, yiizeyleri zaman kaybetmeden peroksidaz, GOD, glukoz ve dPG varliginda
hidrojel filmler ile kaplamislardir. Bu kaplama, glukoz varhiginda siirekli H2O>
salmaktadir. Antibakteriyel tayin; 100 ml'lik flasklara, kaplanmis cam parcalari ile 25ml
Pseudomonas putida ve Straphylococcus aureus bakterilerinin ODsa40; 0,03; 0,10; 0,30 ve
1,0 silispansiyonlar1 konarak, 24 saat boyunca 30°C'de, 60 rpm ile inkiibasyonu
sonrasindan kolonilerin sayilmasi ile gerceklestirilmistir. Buna gore; kaplamanin
Pseudomonas putida bakterisine karsit % 100 antifouling etki gosterdigini ancak bu
etkinin Straphylococcus aureus i¢in % 40 dolaylarinda kaldigin1 rapor etmislerdir.

Baldissera ve ark. (2015), gergeklestirdikleri ¢alismada ticari olarak satilan, bakir
(I) oksit ile titanyum dioksit iceren boyaya PANInin ¢esitli sekillerden doplanmis
hallerini katki maddesi olarak eklemislerdir. Bu boyayi, Brezilya'da bulunan Tramandai
nehrine, ¢elik plakalara iki kat siirdiikten sonra ve Akdeniz'de kiyisi olan Fransa, Toulon
sehrinden PVC plakalara iki kat siirerek suya birakmislar ve farkli zaman araliklarinda
cikarip incelemisglerdir. Toplam suda kalis siiresi 53 hafta olarak belirlenmistir. Yiizey
analizlerini FTIR spektroskopisi, termogravimetrik analiz, elektriksel iletkenlik ve SEM
ile; korozyon testlerini ise tuz pirkirtme, erozyon ve sizdirma testleri ile
gerceklestirmislerdir. Sonug olarak, PANI katki maddesi igeren boyalarin, igermeyen
boyalara gore daha yiiksek antifouling etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Rane ve ark. (2015), ¢aligmalarinda gram pozitif bakterilerin iirettigi biyofilm
tizerine antifouling etkinlik gosteren, deniz kaynakli bromopirol alkaloidlerden tiiretilen
17 farkli sentetik organik bilesik sentezlemislerdir. Antibiyofilm tayini i¢in; Meticiline
duyarli Staphylococcus aureus (MSSA), Meticilin direngli S. aureus (MRSA),
Streptococcus epidermidis ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerini kullanmislardir. 96
kuyucuklu mikroplakalar igerisinde 37°C'de 6 saat inokiile edilen bakterilere farkli
konsantrasyonlarda bilesikler ilave ettikten sonra mikroplakalar1 37°C'de 24 saat inkiibe
etmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin ¢ogu, MSSA ve MRSA bakteri suslarinin biyofilm
olusumuna kars1 antifouling 6zellik gostermistir. 2-(4,5-Dibromo-1-metil-1H-pirol-2-yl)-
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5-(2,4-diklorofenil)- 1,3,4-okzadiazol bilesigi, MSSA susuna karsi standart referans
olarak kullanilan Vancomisin'e kiyasla 4 kat daha yiiksek antifouling 6zellik gosterirken,
ayni susa kars1 4-(5-(4,5-Dibromo-1-metil-1H-pirol-2-yl)-1,3,4-okzadiazol-2-yl) anilin,
2-(4-Klorofenil)-5-(4,5-dibromo-1-metil-1H-pirol-2-yl)-1,3,4-okzadiazol, 2-(4,5-
Dibromo-1-metil-1H-pirol-2-yl)-5-(4-metoksifenil)-1,3,4-okzadiazol, 2-(4,5-Dibromo-
1-metil-1H-pirol-2yl)-5-(4-nitrofenil)-1,3,4-okzadiazol ve 2,5-bis(4,5-dibromo-1-metil-
1H-pirol-2-yl)-1,3,4-okzadiazol bilesikleri 3 kat daha yiiksek antifouling O6zellik
gostermistir.

Polidietil siloksan (PDMS), biyofouling disindaki fouling ¢esitlerine kars1 etkili
olmakla birlikte bakteri ve diatomlar gibi organizmalarin neden oldugu mikrobiyal
kirlenmeye egilimlidir. Sankar ve ark. (2015), gergeklestirdikleri ¢alismada, yliksek
fouling ozelliklerine sahip kompozitler olusturmak i¢in PDMS matrisine metal oksit
nanopargaciklar1 dahil etmislerdir. Bu amagla; CuO ve ZnO (agirlikga % 0,1 oraninda)
kullanmisg; antibiyofilm ozellikleri B. Flexus bakterisi ve Navicula sp. diatomuna karsi
laboratuar kosullarinda test edildikten sonra kaplanan paslanmaz gelik yiizeyler, acik
denizde 1 metre derinliginde 45 giin inkiibe ederek arastirmiglardir. Laboratuar
kosullarinda, 24 saat sonunda, bakteri canlilig1 Live/ Dead Baclight, bakteriyel yasam kiti
kullanarak kantitatif olarak belirlemislerdir. Klorofil analizini spektrofotometrik olarak
gerceklestirmis; denize daldirilan yiizeyleri belirli peryotlarda denizden ¢ikararak
fotograflamiglardir. Denizde 45 giin inkiibasyon sonrasi tiim nanokompozitlerin, PDMS
kontrol yiizeyine gore daha yiiksek performans gostermis olmakla birlikte en yiiksek
antifouling etkimligini % 80 oraniyla PDMS icerisine ZnO nanopartikiillerinin eklendigi
kaplamanin gosterdigini rapor etmislerdir.

Majik ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada; izole etmis olduklar1 9 fouling bakterisi
tizerinde, Kirby- Bauer disk difiizyon metodunu kullanarak, 28°C'de 24 saat siiresince,
izatin ve sentezlenen 13 tiirevinin antifouling 6zelligini incelemiglerdir. Sentezlenen
tirevleri; MR-VIS, FTIR, H NMR; Accurate-Mass TOF LC/MS, TLC, kolon
kromotografisi ile incelemis; izatin tiirevlerini alkalilasyon, brominasyon ve Wiiting
reaksiyonlariyla elde etmislerdir. Sentezlenmis olan (E)- 3- (2-okzopropiliden) indolin-
2- on bilesiginin, tiirevlendigi izatin bilesiginden daha yliksek antifouling etkinlige sahip
oldugunu tespit etmislerdir.

Zanaroli ve ark. (2011), ticari olarak elde ettikleri; a-kimotripsin, fisin, a-amilaz,
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selilaz ve lipaz enzimlerinin antifouling etkilerini yapay deniz suyunda, Trieste
Kérfezi'nden (Italya) elde ettikleri mikroorganizma karigiminin olusturdugu biyofilm
tizerinde denemislerdir. 20°C'de, karanlik ortamda, 5 ile 10 giin inkiibe edilen
mikroplakalar tizerinde, biyofilm iiretim miktarin1 % 0,005 kristal viyole boyama
yontemiyle arastirmiglardir. Calisma sonucunda, secilen enzimlerin tek baglarina
biyofilm {izerinde etkili olmadigin1 ancak a-kimotripsin, a-amilaz ve lipaz enzimlerinin
bir karisimi kullanildiginda, kat1 yiizeye bakteri adezyonunun % 90 oraninda azaldigini
rapor etmislerdir.

Kristensen ve ark. (2010), gergeklestirdikleri caligmada, enzimatik olarak hidrojen
peroksit (H202) iireten, nisasta, glukoamilaz ve heksoz oksidaz enzimi igeren bir
kaplamanin bir dizi laboratuar ve gercek deniz ortaminda antifouling etkisini
incelemislerdir. Coziinmiis H20,, mikroplakalarda test edilen dokuz deniz
Proteobacteria'sinden sekizinde bakteriyel biyofilm olusumunu engelledigini, ancak
kaplamadan salinan H2O>’in dogal deniz suyunda, bakteri kaynakli biyofilm olusumunu
engelleyemedigi rapor edilmistir. Kuzey Denizi'nde 97 giin boyunca inkiibe edilen
kaplamalarin bulundugu denemede ise; enzimsiz kaplamada 35-40 kabuklu hayvan, % 10
oraninda alan kaplayan diatom ve % 15 oraninda alan kaplayan tunikatlar bulunurken;
enzim igeren kaplamalarda yalnizca 6-12 kabuklu hayvan, % 10 oraninda alan kaplayan
diatom gozlenmis ve tunikat tespiti yapilmamistir. Bu sonug, H2O> salinimi gergeklestiren
enzim iceren kaplamalarin bakir igeren ticari kaplamalara benzer performansa sahip
oldugunu gostermektedir.

Olsen ve ark. (2010), caligmalarinda hacimce % 30 nisasta ve glukoamilaz ile
heksoz oksidaz enzimlerini igeren kaplama malzemesini piiskiirterek kurutma yontemini
kullanarak yiizeyleri kaplamiglardir. Burada ilk olarak glukoamilaz tarafindan nisastanin
glukoza pargalanmasi ardindan heksoz oksidaz enzimi ile kontrolli H20; salinimi
amaclanmistir. Bu sekilde kaplanmis olan malzemeleri; gergek deniz ortamina, Singapur
(tropikal iklim) ve Barselona (Akdeniz iklimi) kiy1 agiklarina 8 ve 14 hafta boyunca
daldirmiglar, yapilan uygulamanin antifouling etkisinin ticari olarak satin alinan

kaplamalara gore yetersiz kaldigini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Elektrotlar

Deneysel caligmalarda kullanilan elektrotlar Cizelge 3.1'de siralanmustir.

Cizelge 3.1. Kullanilan elektrotlarin bilesim ve 6zellikleri

Elektrot Bilesimi Ozellikleri
Referans elektrot Ag/ AgCl 3M KCI, HACH 5240
Karsit elektrot Platin (%99,99) 3,64 cm? alanli kare levha
Calisma Elektrodu Paslanmaz ¢elik (SS304) 4,5 cm? alanh dikdortgen
levha

Calisma elektrodu olarak kullanilan SS304 paslanmaz geligin elementel bilesimi

Cizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 32 Calisma elektrodu olarak kullanilan SS304 elektrodunun elementel bilesimi
(% w/w) (Ozyilmaz ve ark., 2006)

Elektrot C Mn Si S P Ni Cr Mo Cu Co
SS304 0038 1,31 0,36 0,01 0,036 8,16 18,10 0,32 0,25 0,05

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir. Amonyum
okzalat, disodyum okzalat, sodyum p-toluen siilfonat, sodyum salisilat, anilin, o-
kimotripsin (EC 3.4.21.1, 25 kDa, 350 U/mg , sigir pankreas1), kristal viyole, glasiyel
asetik asit, etanol (%100), glukoz, sodyum kloriir Merck firmasindan; sodyum molibdat
dihidrat, o-amilaz (EC 3.2.1.1, 50 kDa, 35,9 U/mg, Aspergillus oryzae),
deoksiriboniikleaz I (EC 3.1.21.1, 31 kDa, 2000 U/mg, sigir pankreas1), glukoz oksidaz
(EC 1.1.3.4, 160 kDa, 17300 U/g, Aspergillus niger), lipaz (EC 3.1.1.3, 48 kDa, 300
U/mg, domuz pankreasi), pektinaz (EC 3.2.1.x, 42 kDa, 3800 U/ml, Aspergillus
aculeatus), agar, maya ekstrakti, sigir serum albiimini (BSA), 4',6-diamino-2-
fenilindol(DAPI) ve Coomassie Briliant Blue G-250 Sigma Aldrich firmasindan; siilfiirik
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asit, formaldehit, fosforik asit ve fenol Tekkim firmasindan; 0-anisidin Fluka firmasindan

tedarik edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Caligmada kullanilan cihazlar Cizelge 3.3'de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaclari

Kullamlan Cihazlar Marka Kullanim Amaglari
Dijital hassas tarti Radwag AS 220/C/2 Kimyasal maddelerin agirhgmin
6lglimii
Manyetik karistirict Velp Are / Velp AreD Cozeltilerin hazirlanmasi ve
1sitilmast

Hassas otomatik pipet

Eppendorf/100uL, 1000uL,
5000uL

Hassas miktarlarda s1vi
kimyasal ¢ekimi

Kesintisiz gii¢ kaynag1

Tungmatik Newtech Pro IT X9

Elektrokimyasal ¢alisma
istasyonu i¢in

Elektrokimyasal ¢alisma

CH Instrumants 660B

Elektrot kaplama iglemleri

istasyonu (SN.A1420)
pHmetre WTW pH538 MultiCal pH o6l¢iimlerinin
gerceklestirilmesi
pH elektrodu WTW Sentix 41 pH o6l¢iimlerinin
gerceklestirilmesi
Fotograf makinesi Canon /EOS-5D Kupon yiizey fotograflarinin
cekilmesi
Lens Canon/EF 100mm Ultrasonic Kupon yiizey fotograflarinin
Macro cekilmesi
Flag Canon/SpeedLite430EX Kupon ylizey fotograflarinin
cekilmesi
Spektrofotometre Perkin Elmer UV/VIS Lambda Kaplama yiizeylerindeki
25 biyofilm miktarlarinin toplam
karbohidrat ile toplam protein
kantitatif tayini
Kondiiktometre Inolab/Cond 7110 Deniz suyuna ait bazi
parametrelerin tayini
Floresans mikroskop Nikon/Eclipse Ni Kaplamalarin ylizey yap1
morfolojilerinin eldesi
Taramali elektron mikroskobu Carl Zeiss/Sigma 300 VP Kaplamalarin ylizey yap1
(SEM) morfolojilerinin eldesi
Yiizey analizi dedektorii EDAX dedektor EDX analizleri

Ultrasonik homojenizator

Bandelin /Mini 20

Kuponlar iizerinde olusan
biyofilmlerin yiizeylerden
toplanmast

Santrifiij Hettich/ Universal 320R Kuponlar iizerinde olusan
biyofilmlerin yiizeylerden
toplanmasi
MALDI TOF MS Bruker Daltonik MALDI Mikrobiyolojik tanimlama
Biotyper

Cizelge 3.3’de siralanmis olan cihazlara ek olarak, ¢aligsmalar sirasinda distilasyon

21



diizenegi, kafes ve buzdolabi; manyetik karistirici gubuklari, polistiren kiivet, cam deney
tiipleri, cam pipetler, beherler, balon jojeler, spatiiller, meziirler, boncuklar, misina ve

petriler kullanilmastir.

3.1.4. Cahsma Alam

Calisma; Mersin Yenisehir ilcesinde bulunan Balik¢1 Barmagi'nda (36°47'44"N -
034°37'52"E) gergeklestirilmistir (Sekil 3.1.). Calisma i¢in balik¢1 barmaklari; durgun
suya sahip olmalari, durgun sularda biyofilm olusumunun daha hizli gelismesi, agik deniz
firtinalarindan korunmus olmalar1 dolayisi ile segilmistir. Biyofilm olusum hizinda ve
miktarinda; deniz suyu sicakligi, tuzluluk orani, biyofilm olusturan yerel mikroorganizma
cesitliligi gibi parametreler gbéz Oniinde bulundurularak farkli zaman araliklarinda

calismanin gergeklestirilmesi uygun bulunmustur.

Sekil 3.1. Calisma alan1 (Google Earth)

3.2. Yontem

Tim ¢alismalar boyunca kullanilan ¢ozeltiler ultra saf su ile hazirlanmistir.

3.2.1. Cahsma Elektrotlarinin Elektrokimyasal Polimer Sentezi icin Hazirlanmasi

0,01 mm kalinliginda temin edilen SS304 paslanmaz ¢elik levha makas yardimiyla
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0,90 cm genisliginde ve 4,00 uzunlugunda kuponlar olusturacak sekilde kesilmistir.
Kupon, uzun kenarin bir kenarindan 0,50 cm uzaklikta, genisligi ortalayacak sekilde
zimba ile delinmistir. Zimba ile delinmeyen kenarindan her 0,50 cm'ye makasla, 5 kesi
atilmistir. Kesim islemi biten kuponlar, eldiven kullanilarak, deterjan ile yikanmis
ardindan bi-distile su ile yikanip kurumaya birakilmistir. Kesim isleminden sonra
kuponlara bir daha el degdirilmemistir. Hazirlanmis olan elektrotlar sentez ortamina
batirilmadan Once teknik saflikta 1:1 etanol: aseton karisiminda bir siire bekletilmis

ardindan distile sudan gecirilerek olas1 kirliliklerden arindirilmastir.

3.2.2. Polimerlerin Elektrokimyasal Sentezi

Calisma kapsaminda gerceklestirilen tiim elektrokimyasal polimerizasyon
uygulamalari, oda kosullarinda, elektrokimyasal calisma istasyonunda, dontisiimlii
voltametri (CV) teknigi kullanilarak tek hiicrede 1¢ elektrot teknigi ile
gerceklestirilmistir.

3.2.2.1. lletken Polimer Film Sentezi

Calisma elektrotlar1 iizerinde, iletken homopolimer film sentezi; ultra saf su ile
hazirlanmis, 0,10 M anilin veya 0,075 M o-anisidin monomerlerinden birini igeren,
derigimi 0,20 M olan amonyum okzalat, sodyum molibdat, sodyum okzalat, sodyum p-
toluen siilfonat veya sodyum salisilat elektrolit ¢ozeltisi icerisinde gerceklestirilmistir. 50
mV/s tarama hiz1 ile 16 segment uygulanarak gerceklestirilen denemelere ait uygulanan
potansiyel araliklar1 Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5.'te verilmistir. Polimer film ile kaplanmis
SS304 kuponlari, sentez ortamindan ¢ikarildiklarinda iizerlerindeki kalan artiklarin
temizlenmesi igin bi-distile su ile yitkanmistir. Yikama isleminden sonra da kuponlar

hicbir yiizeye temas ettirilmeden muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.4. Anilin homopolimer sentezi i¢in uygulanan potansiyel araliklar

Elektrolit Potansiyel Aralik (V)
Amonyum okzalat - 0,30/1,50
Sodyum Molibdat - 0,30/1,50
Sodyum Okzalat - 0,30/1,50
Sodyum Salisilat - 0,30/1,30
Sodyum p-toluen siilfonat -0,30/1,20

Cizelge 3.5. 0-Anisidin homopolimer sentezi i¢in uygulanan potansiyel araliklar

Elektrolit Potansiyel Aralik (V)
Amonyum okzalat - 0,30/1,20
Sodyum Molibdat - 0,30/1,50
Sodyum Okzalat - 0,30/1,20
Sodyum Salisilat - 0,30/1,50
Sodyum p-toluen siilfonat -0,30/1,50

3.2.2.2. lletken Polimer Film Sentezi ile Enzim Immobilizasyonu

Calismada enzim immobilizasyonu, hapsetme yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu
amagla sentezlerden hemen 6nce, anilin veya 0-anisidin igeren elektrolit ortamlarina, son
konsantrasyonlari 50 U/ml olacak sekilde, a-amilaz (A), deoksiriboniikleaz 1 (DNAZz)
(D), glukoz oksidaz (G), lipaz (L), a-kimotripsin (C) veya pektinaz (P) enzimlerinde biri
veya toplam konsantrasyonu 50 U/ml olacak sekilde bu enzimlerin g¢esitli
kombinasyonlari eklenip karigtirilmistir. Sentez kosullari, 16 segment boyunca, 50 mV/s
tarama hiziyla Cizelge 3.6. ve Cizelge 3.7'da belirtilen potansiyel araliklarinda

uygulanmustir.

Cizelge 3.6. Anilin monomerini igeren ortam igin potansiyel araliklar

Elektrolit Potansiyel aralik (V)
Amonyum okzalat - 0,30/1,50
Sodyum salisilat - 0,30/1,30

Cizelge 3.7. 0-anisidin monomerini igeren ortam i¢in potansiyel araliklar

Elektrolit Potansiyel aralik
Amonyum okzalat - 0,30/1,20
Sodyum salisilat - 0,30/1,50
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3.2.3. Calisma Elektrotlarinin Denizde inkiibasyonu

Laboratuvarda giplak ve polimer film ile kaplanan SS304 kuponlari, iki kupon
birbirine degmeyecek sekilde aralarima boncuklar konarak misinalara dizilmistir.
Misinalar, SS304 kuponlarinin birbiriyle temasina izin vermeyecek araliklarla Sekil
3.2°de verildigi sekilde kafese baglanmistir. Kafes bir halat yardimiyla, Mersin Balik¢1
Barinagi'nda sabit bulunan bir tekneden suya, 2 m derinlige birakilmistir. Kafes 12 giin
boyunca burada baghh  kalmistir. Siire zarfinda deniz suyu sicaklig
https://tr.seatemperature.net ve https://pirireis.mgm.gov.tr internet sitelerinden takip
edilmigtir. Siire sonunda denizden ¢ikarilan SS304 kuponlari, igerisinde deniz suyu

bulunan kapali kaplarda laboratuvara getirilmistir.

Sekil 3.2. Kuponlarin denizde inkiibasyonu i¢in kullanilan kafes sistemi

3.2.4. Floresans Mikroskobu ile Yiizey Goriintiileme

Kuponlarin deniz dncesi ve sonrast floresans goriintiilerinin elde edilmesi igin,
ornekler ilk olarak saf su ile yitkanmistir. Tiim kuponlardan 0,50 cm'lik birer ¢entik
kesilmistir. Her ¢entige %3,6 NaCl’de hazirlanmis %2,5 formaldehit ¢ozeltisi eklenerek
90 dk. 4°C'de inkiibe edilmistir. Siire sonunda saf su ile yikanan 6rneklere 300 ul, 4 pg/ml
4'6- diamino- 2 -fenilindol (DAPI) eklendikten sonra 20 dk. karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. DAPI, ¢ift sarmal DNA'nin Adenin (A)- Timin (T) 'ce zengin mindr oluklarina
baglanan spesifik bir DNA boyasidir (Sekil 3.3.) (Kapuscinski, 1995). Sonrasinda saf su
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ile yikanan ornekler kurumaya birakilmigtir. Kuruyan 6rneklerin, Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Bitki Saghg Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan
floresans mikroskobuyla, 450-490 nm araliginda, 10 kat biiyiitme ile goriintiileri

alinmustir.

N .
HoN ‘ N 2hc
H

NH
NH 2
NH

Sekil 3.3. 4',6- diamino-2-fenilindol (DAPI) boyasiin kimyasal yapis1

3.2.5. Cahsma Elektrotlarindan Biyofilm Eldesi

Denizden ¢ikan kuponlardan kesilen 0,50 cm'lik g¢entiklerin iizerinde bulunan
biyofilm tabakalarinin, ultrasonik homojenizatér ile her ¢entik i¢in 4 defa 20 sn siireyle
manuel olarak Am %90 seviyesinde uygulanarak kupon yiizeylerinden ayrilmasi
saglanmistir. Bu islem polistiren kiivetler icerisinde gerceklestirilmistir. 3 ml distile su
eklenen homojenat 1 dk vortekslendikten sonra 6000 rpm'de 10 dk santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonrasi list faz ayr1 bir tiipe konulmustur. Pelet iizerine %8,5 NaCl ile %0,22
formaldehit iceren ¢ozelti eklenip 1 dk vortekslenmistir. Ardindan daha dnce ayr1 bir tiipe
konmus olan {ist faz ile birlestirilip 12000 rpm'de 30 dk santrifiijlenmistir. Elde edilen

¢oOzelti toplam karbohidrat ve toplam protein tayininde kullanilmistir.
3.2.6. Biyokimyasal Tayinler
3.2.6.1. Kantitatif Biyofilm Tayini
SS304 kuponlarin iizerinde olusan biyofilm miktarinin tayini igin kristal viyole
(Sekil 3.4.) ile boyama yontemi kullanilmistir. Bu boya, negatif yiklii molekiilleri

baglayarak hem biyofilmi olusturan bakterileri hem de bunlar1 ¢evreleyen biyofilm

matriksini boyamaktadir (Ommen, 2017). Olusan renk 590 nm dalga boyunda
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spektrofotometrik olarak Sl¢iilmektedir.
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Sekil 3.4. Kristal viyole boyasinin kimyasal yapisi

Denizden ¢ikarilan Ornekler, iizerlerine yapisik olmayan maddelerin 6lgiim
sonuclarini etkilememesi i¢in distile sudan gegirilmistir. Ardindan kuponlar, i¢erisinde 3
ml 90,50 kristal viyole boya ¢6zeltisi bulunan polistiren kiivetlere, kuponlarin higbir
yiizii kiivete degmeyecek sekilde konarak 30 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Kiivetlerden ¢ikarilan kuponlar, baglanmayan boyanin bertarafi i¢in tekrar distile su ile
yikanmistir. Sonrasinda kuponlar, dik sekilde bos kiivetlere hicbir yiizeye degmeyecek
sekilde yerlestirilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan 6rneklerde 0,50
cm boyutlarinda pargalar kesilerek, el degmeden cam deney tiiplerine yerlestirilmistir.
Her bir deney tiipline 5 ml %20 glasiyel asetik asit ile %80 absolute etanol igceren ¢ozelti
eklenmis ve 15 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda olusan renk 590 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile Olgiilmiistiir. Antibiyofilm etki 3.1.'de gosterilen

formiil ile bagil olarak hesaplanmistir.

iplak Metale ait ortalama Abs—Kaplamaya ait ortalama Abs
£ x 100 (3.1)

Biyofilm % azalma = ,
Ciplak metale ait ortalama Abs

3.2.6.2. Toplam Karbohidrat Tayini

Karbohidrat tayini i¢in fenol-siilfiirik asit yontemi kullanilmigtir. Siilftirik asit
varhiginda fenol; sekerlerin ve bunlarin metil tiirevlerinin, oligosakkaritlerin ve
polisakkaritlerin kantitatif olarak kolorimetrik mikro tayinlerinde kullanilan hassas,

giivenilir ve ucuz bir yontemdir (Dubois, 1956). Yontemin prensibi, karbohidratlarin
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giiclii asit varliginda olusan furfuraldehit veya bunun homologlarinin aromatik fenoller
ile polimerizasyonu sonucu olusan renkli bilesiklerin 490 nm dalga boyunda
spektrofotometrik dlgtimlerinin alinmasina dayanir (Kochert, 1978).

Gergeklestirilen calismalarda 250 pl 6rnek tizerine ilk olarak 250 pl %5 fenol
cozeltisi eklendikten sonra 750 pl %095 silfiirik asit eklenmistir. Masuko ve
arkadaslarinin (2004) yaptiklart calismaya gore reaksiyon karisimini bu sira ile
hazirlamak en iyi renk sonucunu vermektedir. 10 dk. oda sicakliginda inkiibasyon
sonrasinda 30 sn vortekslenen 6rnekler 30°C'de de 30 dk inkiibe edildikten sonra 9
tekrarli olarak spektrofotometrik dl¢iimler 490 nm dalga boyunda alinmistir.

Karbohidrat standart egrisinin (Sekil 3.5) olusturulmasi i¢in standart olarak glukoz
kullanilmistir. 250; 125; 62,5; 31; 7,8; 3,9 ve 0,97 ug/ml glukoz konsantrasyonlarina

sahip 7 ¢ozelti hazirlanmis ve yukarida siralanan asamalardan sonra 490 nm'de dl¢iimleri

alinmistir.
Fenol- Siilfiirik Asit Standart Egrisi
0,8
y =0,0058x + 0,1444
w» 0,6 R?=0,9753
c
]
S04
[72]
<
0,2
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Karbohidrat Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 3.5. Fenol- siilfiirik asit standart egrisi

3.2.6.3. Toplam Protein Tayini

Toplam protein tayini i¢in Bradford yontemi kullanilmistir. Bradford yontemi boya
baglama prensibine dayanmaktadir. Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin (Sekil
3.6.) asidik gruplari, proteinlerde bulunan bazik gruplar (Lys, Arg) ile etkilesime girerek
renk olusturmaktadir. Olusan renk 595 nm'de spektrofotometrik olarak oOlciilmektedir

(Bradford, 1976).
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Sekil 3.6. Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin kimyasal yapisi

Bu yontemde Bradford reaktifi kullanilmaktadir. Bu reaktif; 40 mg Coomassie
Brilliant Blue G-250, 50 ml % 95 (v/v) etanol, 55 ml % 85 (v/v) fosforik asidin
karistirilarak distile su ile 1L'ye tamamlanmasiyla elde edilmektedir. Hazirlanan reaktif
koyu renkli bir sise igerisinde saklanmaktadir.

Gergeklestirilen protein tayininde 250 pl 6rnek, 1000 pl Bradford reaktifi ile
etkilestirildikten sonra 13500 rpm'de 20 dk. santrifiijjlenmistir. Santrifiij sonrasi 595
nm'de spektrofotometrik &lgiimler almmustir. Olgiimler ii¢ tekrarli gerceklestirilmistir.
Protein konsantrasyonlarinin hesaplanmasi, seyreltme faktorii dikkate alinarak standart
egri (Sekil 3.7.) yardimiyla gerceklestirilmistir. Bradford standart egrisinin hazirlanmasi
icin, standart protein olarak Sigir Serum Alblimin'i (BSA) kullanilmistir. Bu amagla 20,
30, 40, 50, 60, 80 ve 90 pg/ml BSA iceren 7 ¢ozelti hazirlanmis ve yukaridaki deney

asamalar1 izlenerek Slgiimleri alinmastir.
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Bradford Strandart Egrisi
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Sekil 3.7. Bradford standart egrisi

3.2.7. Mikrobiyal Tanimlama

Mikrobiyolojik tanimlamanin gerceklestirilmesi amaciyla matriks ile desteklenmis
lazer desorbsiyon/ iyonizasyon ugus zamam kiitle spektrometrisi (MALDI- TOF MS)
kullanilmistir. Bu yontemle, petrilerde gelistirilen mikroorganizma kolonilerinden
tanimlama yapilabilmektedir. MALDI-TOF MS ile mikroorganizmalarin tanimlanma
islemi bozulmamis hiicreler veya hiicre ekstraktlar1 kullanilarak gergeklestirilmektedir.
Yontemin prensibi; petrilerde iiretilen mikroorganizmalara ait proteinlerin, uygulanan
lazer etkisiyle termal desorpsiyonu sonucu vakum tiipiindeki hareketinin 6l¢iilmesidir. Bu
vakum tiipiinde bulunan elektrik alan, ayrilan iyonlarin, kiitlelerine ve elektrik yiiklerine
gore hizlanmasina neden olur. Tiipiin uzunlugu, desorbe olmus parcaciklarin daha fazla
ayrilmasini saglar. Bu ise desorbe parcaciklarin ugus siirelerinde, belirgin ve olciilebilir
farkliliklara yol acarak, her canli i¢in parmak izi niteligindeki polipeptidlerin kiitlelerinin
hassas olarak hesaplanmasini saglar (Wieser ve ark., 2012).

Caligsmada; % 0,01 maya ekstrakt1 ve % 2 agar igeren steril deniz suyu kullanilarak
hazirlanan besiyerinden her petriye 20 ml dokiilmiistiir. Denizde inkiibasyon sonrasi
secilen kuponlardan, 6 ¢entik (3cm) kesilerek igerisinde 5 ml %1,50 steril NaCl ¢ozeltisi
bulunan tiiplere alinmig ve steril tek kullanimlik 6ze ile biyofilm tabakasi kazinarak
ardindan vortekslenmistir. Her bir kupondan elde edilen siispansiyondan steril % 0,90
NaCl kullanilarak 10 katli seyreltme yapilmistir (101-10%). Hazirlanan her bir

seyreltmeden agar ortamlarina 100ul eklenerek yayma ekim yapilmustir. Petriler 14 giin
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stire ile 25°C'de inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi koloni sayimlar1 yapilmistir (3.2).

Sayilan koloni sayisi)seyreltmefaktorii
kob/ml = S yisuseyreltmef (3.2)

ornek hacmi(ml)

14 giinliik inkiibasyon sonrasinda morfolojik yonden farklilik gosterdigi belirlenen
kolonilerden tekrar agar ortamina ¢izgi ekim yapilarak 2 giin stireyle 25°C'de inkiibe
edilmistir. Petri ortaminda gelistirilen izolatlarin MALDI-TOF/MS ile identifikasyonu
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saghg Klinigi Uygulama ve Arastirma

Merkezinde gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular:

4.1.1. Farkh Elektrolit Ortamlarda PANI ve POA Filmlerinin Sentezi ve
Karakterizasyonu

4.1.1.1. Elektropolimerizasyon

Elektrolit olarak amonyum okzalat, sodyum molibdat, sodyum okzalat, sodyum p-
toluen siilfonat ve sodyum salisilat ortamlarinda sentezlenen PANI ve POA filmlerine ait
sentez egrileri sirastyla Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.'de verilmistir. Grafiklerde kirmizi ile
gosterilen egriler, monomerin bulunmadigi sadece elektrolit varliginda, mavi ile
gosterilen egriler ise sdz konusu elektrolitte monomer varliginda elde edilmis egrilerdir.
Sekil 4.1°de kirmiz1 ile verilen sadece elektrolitin bulundugu ortamlarda yaklasik 1,20 V
dolaylarinda goriilen akim artis1 paslanmaz ¢eligin krom oksitlerinin ¢dziinmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu potansiyelden sonraki hizli akim artis1 oksijen ¢ikisina karsilik
gelmektedir. Mavi ile verilen elektrolittmonomer ortamlarinda elde edilen sentez
egrilerinde ise iki farkli potansiyel degerinde gozlenen iki pik monomer oksidasyonuna
karsilik gelmektedir. Monomer oksidasyonunun iki farkli potansiyel degerinde
gozlenmesi, paslanmaz ¢elik yiizeyindeki demir oksit yaninda kararli krom ve nikel
oksitlerin varligindan kaynaklanmaktadir. Elektrolit ortamina eklenen anilin monomeri
varliginda biitiin ortamlar icin monomer oksidasyona karsilik gelen akim degerlerinin
birbirine benzer olduklar: tespit edilmistir. Diger taraftan biitiin ortamlar i¢in monomer
oksidasyona karsilik gelen akim degerlerinin birinci segmentten sonra diismesi,
paslanmaz ¢elik yiizeyinde sentezlenen polimer filmin iletkenliginin ¢iplak paslanmaz

celik yiizeyine gdre daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir (Ozyilmaz, 2004).
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Sekil 4.1. Farkli ortamlarda PANI sentezine ait CV egrisi (a) amonyum okzalat (b)
sodyum molibdat (c) sodyum okzalat (d) sodyum p- toluen siilfonat (e) sodyum salisilat
(Kirmizi: elektrolit, Mavi: elektrolit + monomer)

Elektrolit olarak amonyum okzalat, sodyum molibdat, sodyum okzalat, sodyum p-
toluen stilfonat ve sodyum salisilat ortamlarinda sentezlenen POA filmlerine ait sentez
egrileri Sekil 4.2.'de verilmistir. Kirmiz1 ile verilen sadece elektrolit ortamlarin aksine o-
anisidin monomerinin bulundugu ve mavi renkte goriilen sentez egrilerinden elde edilen
monomer oksidasyonuna karsilik gelen akim degerlerinin, anilinli ortamlara gore olduk¢a
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum o-anisidin yapisindaki metoksi (-OCHS3) grubunun
benzen halkasinin etkinligini artirmasi ile elektropolimerizasyon hizini artirmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.2. Farkl1 ortamlarda POA sentezine ait CV egrisi (a) Amonyum okzalat (b)
Sodyum molibdat (¢) Sodyum okzalat (d) Sodyum p-toluen siilfonat (¢) Sodyum
salisilat (Kirmizi: elektrolit, Mavi: elektrolit + monomer)

4.1.1.2. Kuponlarin Yiizey Fotograf Goriintiileri

Ciplak SS304 kuponu ve polimer film kapli SS304 kuponlarinin deniz 6ncesi ve
denizde inkiibasyon sonrasi yiizeyleri, fotograf makinesiyle gortintiilenmistir (Sekil 4.3).
Sekil 4.3’de verilen deniz sonrasi g¢ekilen fotograflardan farkli elektrolit ortamlarinda
sentezlenen PANI film kapli kuponlar ile ¢iplak metal kupon karsilastirildiginda, polimer
film kapli kuponlarda, ¢iplak metale gére daha az miktarda biyofilm olusumu belirgin bir

sekilde goriilmektedir.
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Ciplak Amonyum Sodyum Sodyum Sodyum Sodyum p-
Metal Okzalat Salisilat Okzalat Molibdat  Toluen
Siilfonat

Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.3. Farkl elektrolit ortamlarinda sentezlenen PANI filmlerin kupon gériintiileri

Ayni sekilde farkl elektrolit ortamlarinda sentezlenen POA film kapli kuponlar ile
ciplak metal kuponun deniz sonrasi ¢ekilen fotograflar1 (Sekil 4.4.) karsilastirildiginda,
polimer film kapli kuponlarin iizerinde ¢iplak metale gore daha az miktarda biyofilm

olustugu agikg¢a goriilmektedir.
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Ciplak  Amonyum  Sodyum Sodyum Sodyum  Sodyum p-
Metal Okzalat Salisilat Okzalat Molibdat Toluen

Siilfonat

Sekil 4.4. Farkli elektrolit ortamlarda sentezlenen POA filmlerinin kupon goriintiileri

b

Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Ll [

4.1.1.3. SEM ile Elde Edilen Yiizey Goriintiileri

Deniz 6ncesi ve denizde inkiibe edildikten sonra, kupon yiizey goriintiileri, taramali
elektron mikroskobu ile elde edilmistir. Ornekler analiz yapilincaya kadar azot gazi
gecirilmis tiiplerde muhafaza edilmistir.

Sekil 4.5.”de farkl1 elektrolitlerde sentezlenmis PANI film kapli kuponlar ile ¢iplak
metal kuponuna ait 500 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiileri bulunmaktadir.
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Ciplak Metal Amonyum Okzalat- Sodyum Okzalat-Anilin
Anilin

Deniz Oncesi

Tz 15004V SignaiA = ntons Date: 10 Jun 2022 Tz 150007 ‘Signai A = ntons Dafe: 10 Jun 2022
Mag= Time: 140804 — Mag= 50X Time: 144517
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Deniz Sonrasi

Signal & = inLenz Dt 5.um 2022
Mag= 500X Time: 132848

Sodyum Molibdat- Sodyum Salisilat-Anilin ~ Sodyum p-Toluen Siilfonat-
Anilin Anilin

Deniz Oncesi

Signa A = ntans Date: 10.Jun 2022
Mag= S00X Time: 154547

Deniz Sonrasi

Signa 4= intenz Dole: 4.0 2022 fesz = Signal 4 = inLenz Do 5un 2022
Mog= 5003 Time: 129048 = Mag= 5003 Time: 105701 A = Mag= 500

Sekil 4.5. Farkli PANI kuponlarina ait SEM gériintiileri

Sekil 4.5. incelendiginde denizde inkiibe edildikten sonra yiizeylerde bir birikimin
oldugu goriilmektedir. Sodyum p-toluen siilfonat ortaminda sentezi gerceklestirilen PANI
filminin disinda kalan elektrolitlerde sentezlenmis PANI film kapli kuponlarm
yiizeylerinde biyofilm birikimi ¢iplak metal kupona kiyasla daha az oldugu

gorilmektedir.
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Ciplak Metal Amonyum Okzalat- Sodyum Okzalat-
Anisidin Anisidin

Deniz Oncesi

SignaiA = ntons Date: 10 Jun 2022

Deniz Sonrasi

Sodyum Molibdat- Sodyum Salisilat- Sodyum p-Toluen Siilfonat-
Anisidin Anisidin An'S'l

SignaiA = ntane Date: 10.Jun 2022
Mag= SB0X Time 15:3227

Deniz Oncesi

Signal A= inLens.
Mag= 500

Deniz Sonrasi

ENT = 1500V Signat A= inlens Do 4.Jun 2022
Wo= 8.1 mm Mag= 500X Time: 130108

-~
Dt 4ium 2022 £
Time: 131328

Sekil 4.6. Farkli POA kuponlarina ait SEM goriintiileri

Sekil 4.6.'da farkli elektrolitlerde sentezlenmis POA film kapli kuponlar ile ¢iplak
metal kupona ait 500 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiileri bulunmaktadir. Sekil 4.6’dan da
gorildiigi gibi denizde inkiibasyon ile ylizeylerde bir birikimin olustugu goriilmektedir.
Ciplak metal kupona kiyasla amonyum okzalat ve sodyum salisilat elektrolitlerinde
sentezlenen POA film kapli kuponlarda birikimin belirgin bir sekilde daha az oldugu,
diger elektrolitlerde sentezlenen POA filmlerinin de biyofilm olusumuna kars1 etkinlik

gosterdikleri goriilmektedir.
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4.1.1.4. EDX Analizleri

Deniz 6ncesi ve sonrasi ¢iplak ve polimer film kapli kuponlarin 5000 kat biiylitme
ile goriilen alandaki elementel yiizey analizi mikroskoba bagli EDAX dedektorii ile
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1.'de farkli elektrolitlerde sentezlenmis PANI film kapli kuponlara ait

deniz Oncesi ve sonrasi verileri bulunmaktadir.

Cizelge 4.1. PANI kuponlarina ait EDX analizleri (%)

PANI

Deniz Oncesi
Element CIPLAK AO SS SO SM STS
C K 3,41 6,91 5,07 7,36 5,45 11,18
N K 0,58 0,33 0,53 0,71 0,82
O K 0,75 0,85 0,96 1,33 1,26 1,47
Si K 0,99 0,84 1,02 0,92 1,02 0,86
Cr K 17,20 17,06 17,03 16,21 17,41 16,24
Fe K 68,81 65,60 67,50 65,27 66,93 61,51
Ni K 8,84 8,16 8,09 8,38 7,21 7,92

Deniz Sonrasi
C K 0,02 6,91 4,41 531 8,43 15,39
N K 0,62 0,63 0,74 1,23
O K 28,44 2,19 1,79 7,06 12,06 8,43
Na K 20,76 0,48 0,63 3,35 0,57 5,67
Mg K 2,31 0,49 0,65 2,19 1,64 1,22
Al K 1,39 0,65 1,25 191 0,66
Si 9,30 1,08 0,95 2,13 4,13 1,75
Cl K 20,54 0,67 0,29 3,22 0,62 3,28
K K 0,93 0,55
Ca K 1,16 0,97 2,20
Cr K 3,03 15,78 16,30 13,23 12,89 11,91
Fe K 8,97 63,32 65,25 52,47 48,91 44,35
Ni K 1,90 8,46 7,87 6,34 5,99 5,30
Mo L 1,24 0,82
S K 0,58 1,19 0,64

Cizelge 4.1 incelendiginde c¢iplak metalde deniz Oncesi durumunda ylizeyinde
bulunmayan azot elementinin PANI film sentezi sonrasi metal yiizeyinde bulunmasi,

kuponlarin azot elementi igeren anilin ile kaplandigin1 géstermektedir.
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Her kupon i¢in deniz dncesi ve sonrasi verileri ayr1 ayri karsilastirildiginda genel olarak
krom, demir ve nikel elementlerinin azaldigi buna karsin oksijen elementinin arttigi
goriliir. Bunun yaninda deniz 6ncesi durumda kupon ylizeylerinde bulunmayan 6zellikle
sodyum, magnezyum ve Kklor elementlerinin yiizeylerde biriktigi gézlenmektedir.
Amonyum okzalat ortaminda sentezlenmis olan PANI film disindaki yiizeylerde, denizde
bekleme sonrasi, aliiminyum elementinin biriktigi de goriilmektedir. Bu benzerlikler
disinda deniz sonrasi yiizeylerde; potasyum, kKalsiyum, kiikiirt ve molibden varligina da
rastlanmustir.

Farkli elektrolitlerde sentezlenmis POA film kapli kuponlara ait deniz 6ncesi ve sonrasi
verileri Cizelge 4.2'de verilmistir. Cizelge incelendiginde PANI film kapli kuponlarda da
goriildiigi gibi, POA film kapli deniz 6ncesi kupon yiizeylerinde azot elementinin varlig
goriilmektedir. Her kupon i¢in deniz 6ncesi ve sonrasi veriler ayr1 ayri karsilastirildiginda
genel olarak yiizeylerindeki karbon ve azot miktarlariin distiigii, buna karsin silisyum
miktarinin arttig1 goriilmektedir. Bunun yaninda denizden ¢ikarilan kuponlarin yiizeyinde
sodyum, magnezyum ve klor elementlerinin biriktigi goriilmektedir. Bu benzerlikler
disinda deniz sonrasi ylizeylerde; potasyum, aliiminyum, kalsiyum, kiikiirt ve molibden

varlig1 da goriilmektedir.

Cizelge 4.2. POA kuponlarina ait EDX analizleri

POA
Deniz Oncesi
Element CIPLAK AO SS SO SM STS
C K 3,41 38,18 44 58 38,65 9,12 60,89
N K 3,81 2,88 3,66 0,58 7,00
O K 0,75 3,77 6,89 4,32 1,40 13,20
Si K 0,99 0,47 0,69 0,50 0,86 0,36
S K 3,04
Cr K 17,20 10,36 8,78 10,13 16,75 3,67
Fe K 68,81 38,78 32,53 38,23 63,95 10,05
Ni K 884 463 366 452 733 180
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Cizelge 4.2 (Devam) POA kuponlarina ait EDX analizleri

Deniz Sonrasi
C K 0,02 28,24 20,03 28,01 7,90 35,95
N K 2,53 1,61 2,95 3,64
O K 28,44 3,54 4,34 4,39 12,83 8,51
Na K 20,76 0,32 0,29 0,46 0,46 0,42
Mg K 2,31 0,37 0,75 0,66 2,66 0,86
Al K 1,39 0,50 1,75
Si 9,30 0,71 0,80 0,66 4,71 0,74
Cl K 20,54 0,61 0,59 0,91 1,30 1,16
K K 0,93
Ca K 1,16 2,50
Cr K 3,03 12,63 12,79 11,93 12,62 9,56
Fe K 8,97 46,29 51,78 44,31 46,74 35,16
Ni K 1,90 4,76 5,76 572 5,80 4,00
Mo L 1,24 0,75
S K 0,74

4.1.1.5. Floresans Mikroskobu ile Elde Edilen Yiizey Goriintiileri

Farkli elektrolitlerde sentezleri gerceklestirilen PANI filmlerin kuponlarina ait
floresans goriintiileri Sekil 4.7.'de goriilmektedir. Denizde inkiibasyonlari sonrasi elde
edilen goriintiilerde ¢ok belirgin gériinmemekle birlikte ¢iplak metale kiyasla kuponlarin

tizerinde daha az biyofilm olusumunun ger¢eklestigi gézlenmistir.
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Ciplak Metal Amonyum Okzalat- Anilin

Sodyum Salisilat- Anilin Sodyum Molibdat- Anilin

Sodyum Okzalat- Anilin Sodyum p-Toluen Siilfonat- Anilin

Sekil 4.7. Ciplak metal ve PANI kuponlarina ait floresans mikroskobu gériintiileri

Sekil 4.8'de POA filmlerin farkli elektrolitlerde kupon {izerine sentezlenip denizde inkiibe
edildikten sonra floresans goriintiileri yer almaktadir. Goriintiiler incelendiginde 6zellikle
amonyum okzalat, sodyum salisilat ve sodyum p- toluen siilfonat ortamlarinda

sentezlenmis olan POA filmlerin belirgin antibiyofilm etkinligi goriilmektedir.
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Ciplak Metal Amonyum Okzalat- Anisidin

Sodyum Salisilat- Anisidin Sodyum Molibdat- Anisidin

Sodyum Okzalat- Anisidin Sodyum p-Toluen Siilfonat- Anisidin

Sekil 4.8. Ciplak metal ve POA kuponlarina ait floresans mikroskobu goriintiileri

4.1.1.6. PANI ve POA Filmlerinin Antibiyofilm Etkilerinin Kristal Viyole Boyama

ile Bagil Olarak Belirlenmesi

Sekil 4.9.'da farkl1 elektrolit ortamlarda sentezlenmis PANI ve POA filmlerinin
denizde inkiibasyon sonrasi, kristal viyole ile boyanarak ¢iplak metal kuponlan ile
kiyaslandiginda gostermis olduklar1 antibiyofilm etkinliklerinin yiizde olarak ifadesi yer
almaktadir. Grafikte en yiiksek antibiyofilm etkinliklerinin, her iki polimer film igin

amonyum okzalat ve sodyum salisilat ortamlarinda gergeklestigi acik¢a goriilmektedir.
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Farkli elektrolit ortamlarmda sentezlenen PANI filmlerin, ¢iplak metale kiyasla
gosterdigi antibiyofilm etki; sodyum salisilat % 50,64; amonyum okzalat % 46,19;
sodyum okzalat % 44,17; sodyum p-toluen siilfonat % 12,98 ve sodyum molibdat -%
12,06 seklindedir. Bu degerler POA filmler i¢in; amonyum okzalat % 69,88; sodyum
salisilat % 68,62; sodyum molibdat % 44,77; sodyum okzalat % 29,26; sodyum p-toluen
stilfonat -% 4,35 oraninda gorilmistiir. Anilinin elektropolimerizasyonunun sodyum
molibdat, o-anisidin monomerinin ise sodyum p-toluen siilfonat elektrolitlerinde
gerceklestirilmesi durumunda, ¢iplak metal kuponlarina kiyasla yiizeylerinde daha fazla

biyofilm olusumu gergeklesmistir.
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Sekil 4.9. Farkl: elektrolit ortamlarda sentezlenen PANI (M) ve POA (M) filmlerinin
antibiyofilm etkinlikleri

4.1.2. PANI ve POA Filmlerine Enzim immobilizasyonu ve Karakterizasyonu

4.1.2.1. Elektropolimerizasyon ile Enzim immobilizasyonu

Sekil 4.10.'da amonyum okzalat ortaminda anilin monomeri ile gergeklestirilen
PANI sentezinde, polimer filme enzimlerin immobilizasyonuna ait sentez egrileri
verilmistir. Grafiklerde kirmizi ile gdsterilen egriler, monomerin bulunmadigi, sadece
elektrolit varliginda elde edilmis olan egrilerdir. Mavi ile gosterilen egriler, s6z konusu

elektrolitte monomer varliginda elde edilen polimerizasyon sentez egrileridir. Yesil renk
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ile gosterilen egriler ise enzim varliginda sentezlenen PANI film egrilerine aittir.
Goriildigi gibi enzim varhiginda akim degerlerinde gozlenen diisiis, enzim varliginda
elektrolitin iletkenliginin diismesine bagli olarak elektropolimerlesme hizinin azalmasi
ile ve ayrica proteinlerin polimer film yapisina katilmasi sonucu polimer filmlerin

iletkenliklerinin azalmasi ile aciklanabilir.
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Sekil 4.10. Amonyum okzalat ortaminda anilin monomeri ile gergeklestirilen enzim
immobilizasyonlarina ait CV egrileri (a) a-amilaz (b) DNAz (c) glukoz oksidaz (d) a-
kimotripsin (e) lipaz (Kirmiz1: elektrolit, Mavi: elektrolit + monomer, Yesil: elektrolit +
monomer + enzim)

Sekil 4.11.'te sodyum salisilat ortaminda anilin monomeri ile gerceklestirilen PANI
sentezinde polimer filme enzimlerin immobilizasyonuna ait CV sentez egrileri

verilmistir. Enzim katkili ortamlarda monomer oksidasyon pikleri belirgin bir sekilde

tespit edilmis olup, lipaz ve pektinazli ortamlar hari¢ akim degerlerinin enzimsiz
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ortamlara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bu durum lipaz veya pektinaz
enzimlerinin bulundugu elektrolit ortamlarinda elektropolimerizasyon hizini artirdigi,

diger enzimlerin ise disiirdiiglinii géstermektedir.
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Sekil 4.11. Sodyum salisilat ortaminda anilin monomeri ile gergeklestirilen enzim
immobilizasyonlarina ait CV egrileri (a) a-amilaz (b) DNAz (c) glukoz oksidaz (d) a-
kimotripsin (e) lipaz (f) pektinaz (Kirmizi: elektrolit, Mavi: elektrolit + monomer, Yesil:
elektrolit + monomer + enzim)

Sekil 4.12.'te amonyum okzalat ortaminda 0-anisidin monomeri ile gerceklestirilen
POA sentezinde polimer filme enzimlerin immobilizasyonuna ait sentez egrileri
goriilmektedir. Amonyum okzalat ve 0-anisidin varliginda elde edilen sentez egrilerinde
goriilen monomer oksidasyon pik siddetlerinin enzimli ortamlara gore daha yiiksek
oldugu goriiliirken, monomer oksidasyon potansiyel degerlerinin ise enzimsiz ortam ile

hemen hemen ayn1 degerlerde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. Amonyum okzalat ortaminda 0-anisidin monomeri ile gerceklestirilen enzim
immobilizasyonlarina ait CV egrileri (a) a-amilaz (b) DNAz (c) glukoz oksidaz (d) a-
kimotripsin (e) lipaz (f) pektinaz (Kirmizi: elektrolit, Mavi: elektrolit + monomer, Yesil:
elektrolit + monomer + enzim)

Sekil 4.13.'te sodyum salisilat ortaminda 0-anisidin monomeri ile gerceklestirilen
POA sentezinde polimer filme enzimlerin immobilizasyonuna ait sentez egrileri
goriilmektedir. Sodyum salisilat ortaminda 0-anisidin monomeri ile gergeklestirilen
elektropolimerizasyon akim degerlerinin, enzimli ortamlara gore genellikle diisiik oldugu
sentez egrilerinden goriilmektedir.
Her iki elektrolit ortaminda hem anilin hem de o-anisidinin elektropolimerizasyon sentez
egrilerinin enzimli ortamlara gore farklilik gostermesi, sentezlenen polianilin ve poli(o-

anisidin) film yapilarinda enzimlerin tutuklandigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.13. Sodyum salisilat ortaminda 0-anisidin monomeri ile gergeklestirilen enzim
immobilizasyonlarina ait CV egrileri (a) a- amilaz (b) DNAz (c) glukoz oksidaz (d) a-
kimotripsin (e) lipaz (f) pektinaz (Kirmiz1: elektrolit, Mavi: elektrolit + monomer, Yesil:
elektrolit + monomer + enzim)

4.1.2.2. Enzim immobilize Edilmis Kuponlarin Yiizey Fotograf Goriintiileri

Ciplak SS304 kuponu ve tekli enzim (A: a- amilaz, D: DNAz, G: GOD, K: a-
kimotripsin, L: lipaz, P: pektinaz) immobilizasyonu gergeklestirilmis polimer film kaph
SS304 kuponlarinin yiizey fotograflari, deniz oncesi ve denizde inkiibasyon sonrasi
fotograf makinesiyle ¢ekilmistir. Kuponlarin, deniz 6ncesi ve denizde inkiibasyon sonrasi

fotograflar1 karsilastirilarak olusan biyofilm miktarlar1 karsilastirilmistir (Sekil 4.14).
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.14. Amonyum o kzalat ortaminda anilin monomeri ile enzim immobilizasyonu
gerceklestirilmis kuponlarin goriintiileri

Deniz sonrast c¢ekilen fotograflar arasinda (Sekil 4.14.), amonyum okzalat
ortaminda PANT ile immobilizasyonu gegeklestirilmis olan enzim barindiran kuponlar ile
ciplak metal kuponu karsilastirildiginda, enzim immobilize kuponlarda, ¢iplak metale
gore daha az miktarda biyofilm olusumunun gergeklestigi goriillmektedir. Sodyum
salisilat ortaminda PANI ile immobilizasyonu gegeklestirilmis olan enzim barindiran
kuponlar ile ¢iplak metal kuponunun deniz sonrasi g¢ekilen fotograflar1 (Sekil 4.15.),
karsilagtirildiginda, enzim immobilize kuponlarin iizerinde, ¢iplak metale oranla daha az

miktarda biyofilm olusumunun oldugu goriilmektedir.
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.15. Sodyum salisilat ortaminda anilin monomeri ile enzim immobilizasyonu
gerceklestirilmis kuponlarin goriintiileri
Enzim immobilizasyonu amonyum okzalat ortaminda POA ile gergeklestirilmis
olan kuponlar ile ¢iplak metal kuponunun deniz sonrasi ¢ekilen fotograflart (Sekil 4.16.)
karsilagtirildiginda, kaplamalarin siyah renkli olmasi dolayisiyla fotograflarda ¢ok net
goriilmemesiyle birlikte, enzim immobilize kuponlarin iizerinde, ¢iplak metale oranla

daha az miktarda biyofilm olusumu goriilebilmektedir.
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.16. Amonyum okzalat ortaminda 0-anisidin monomeri ile enzim
immobilizasyonu gergeklestirilmis kuponlarin gériintiileri

Sodyum salisilat ortaminda POA ile enzim immobilizasyonu gergeklestirilmis olan
kuponlar ile ¢iplak metal kuponunun, deniz sonrasi g¢ekilen fotograflar1 (Sekil 4.17)
karsilagtirildiginda, POA film tabakasinin koyu renkli olmasi sebebiyle fotograflarda cok
net goriilmemekle birlikte, enzim immobilize kuponlarin, ¢iplak metale oranla daha az

miktarda biyofilm tagidig1 goriilebilmektedir.
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.17. Sodyum salisilat ortaminda 0-anisidin monomeri ile enzim immobilizasyonu
gerceklestirilmis kuponlarin goriintiileri

4.1.2.3. SEMile Elde Edilen Yiizey Goriintiileri

Deniz oncesi ve denizde inkiibe edildikten sonra, ¢iplak SS304 kuponu ile enzim
immobilizasyonu gerceklestirilmis polimer film kapli SS304 kuponlarinin SEM
goriintiileri karsilastirilmistir. Ornekler gdnderilmeden 6nce azot gazindan gegirilmistir.

Sekil 4.18. 'de ¢iplak metal kuponuna ait 500 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii ile
amonyum okzalat ortaminda sentezlenmis PANI film kapli kupona ait 500 kat
bliyiitiilmiis SEM goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 4.18. Ciplak metal ve amonyum okzalat ortaminda sentezlenmis PANI film kaplt
kuponlara ait SEM goriintiileri
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Sekil 4.19. Amonyum okzalat ortaminda anilin ile immobilizasyonu gergeklestirilmis a-
amilaz, DNAz ve glukoz oksidaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi
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Sekil 4.20. Amonyum okzalat ortaminda anilin ile immobilizasyonu ger¢eklestirilmis a-
kimotripsin, lipaz ve pektinaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri

Sekil 4.19. ve Sekil 4.20. incelendiginde enzim immobilize kuponlarda ¢iplak metal
ile kiyaslandiginda daha az miktarda biyolojik birikimin oldugu goriilmektedir.

Sodyum salisilat ortaminda sentezlenen PANI ve bu ortamda enzim
immobilizasyonu gerceklestirilmis kuponlara ait SEM goriintiileri verilmistir. Deniz
Oncesi ile deniz sonrasina ait goriintiilerin karsilastirmali olarak verildigi Sekil 4.21'te
ciplak metal kupon ile sodyum salisilat ortaminda sentezlenmis PANI film kapli kupona

ait goriintiiler yer almaktadir.
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Sekil 4.21. Sekil Ciplak metal ve sodyum salisilat ortaminda sentezlenmis PANI film
kapl1 kuponlara ait SEM goriintiileri
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Sekil 4.22. Sodyum salisilat ortaminda anilin ile immobilizasyonu ger¢eklestirilmis o-
amilaz, DNAz ve glukoz oksidaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri

Sekil 4.22 ile Sekil 4.23 sodyum salisilat ortaminda sentezi gerceklestirilen PANI
filmi ile enzim immobilizasyonu saglanmis enzimleri barindiran kuponlara ait SEM
goriintiileri yer almaktadir. Bu goriintiilerde de goriildiigii gibi kuponlara enzim
immobilizasyonunun gerc¢eklestirilmis olmasi biyofilme olusumuna karsi bir etkinlik

saglamistir.
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Deniz Oncesi
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Deniz Sonrasi

Sekil 4.23. Sodyum salisilat ortaminda anilin ile immobilizasyonu gerceklestirilmis o-
kimotripsin, lipaz ve pektinaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri

Sekil 4.24'de ¢iplak metal ile amonyum okzalat ortaminda sentezlenen POA kaph

filme ait SEM goriintiileri bulunmaktadir.
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Ciplak Metal
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Sekil 4.24. Ciplak metal ve amonyum okzalat ortaminda sentezlenmis POA film kapl
kuponlara ait SEM goriintiileri
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Signara = inLanz afe: 2 4pr 2022

e = i

Hog= 500X

Deniz Sonrasi

afe: 2 4pr2022.
Time: 130432

Sekil 4.25. Amonyum okzalat ortaminda o0-anisidin ile immobilizasyonu
gerceklestirilmis a-amilaz, DNAz ve glukoz oksidaz enzimlerini bulunduran kuponlara
ait SEM goriintiileri

L
I3
m

Deniz Oncesi

‘Signat = inLanz afe: 2 4pr 2022

Hog= 500X Time: 152326

Deniz Sonrasi

‘Signara = inLanz afe: 2 4pr2022
Hog= 500X Time: 153654

Sekil 4.26. Amonyum okzalat ortaminda o-anisidin ile immobilizasyonu
gerceklestirilmis a-kimotripsin, lipaz ve pektinaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait
SEM goriintiileri

Sekil 4.25. ile Sekil 4.26. incelendiginde ¢iplak metale kiyasla en yiiksek
antibiyofilm etkinin amonyum okzalat ortaminda POA ile immobilizasyonu
gerceklestirilmis olan a-kimotripsin ile lipaza ait oldugu goriilmektedir.

Ciplak metal kupon ile sodyum salisilat ortaminda sentezlenmis POA film kaph
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kupona ait SEM goriintiileri Sekil 4.27'de bulunmaktadir.

Ciplak Metal

Deniz Oncesi

ENT= 1500

Date: 10 Jun 2022
¥ 140808 wo= Temm

Deniz Sonrasi

zr1ss|
Time: 132845

Sekil 4.27. Ciplak metal ve sodyum salisilat ortaminda sentezlenmis POA film kaplh
kuponlara ait SEM goriintiileri

Deniz Oncesi

ENT= 1300 k¥ Signar = inLanz Date: 15 Apr 2022
wo- s Hag= 500X Time: 152425

‘Signar = inLanz Date: 15400 2022
Mag= 500X Time: 15:47.28

Deniz Sonrasi

Sekil 4.28. Sodyum salisilat ortaminda 0-anisidin ile immobilizasyonu gercgeklestirilmis
a-amilaz, DNAz ve glukoz oksidaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM
gorilintiileri
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.29. Sodyum salisilat ortaminda 0-anisidin ile immobilizasyonu gergeklestirilmis
a-kimotripsin, lipaz ve pektinaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri
Sodyum salisilat ortaminda POA ile gerceklestirilen enzim immobilizasyonlarina
ait SEM goriintiileri Sekil 4.28. ile Sekil 4.29'da verilmistir. Bu ¢izelgelerde de goriilecegi
gibi sodyum salisilat ortaminda POA ile gergeklestirilen a-kimotripsin immobilizasyonu
diger enzim immobilizasyonlarina kiyasla daha yiiksek antibiyofilm etkinligi

gostermistir.
4.1.2.4. EDX Analizleri

Cizelge 4.4.'de amonyum okzalat ortaminda anilin polimerizasyonu sirasinda
immobilizasyonlar1 gergeklestirilen o-amilaz, DNAz, glukoz oksidaz, a-kimotripsin,

lipaz ve pektinaz enzimlerini barindiran kuponlara ait deniz 6ncesi ve deniz sonrast EDX

verileri bulunmaktadir.
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Cizelge 4.3. Amonyum okzalat ortaminda anilin ile immobilizasyonu ger¢eklestirilmis

enzimleri bulunduran kuponlara ait EDX analizleri

Deniz Oncesi

Element  Ciplak PANI A D G K L P

C K 3,41 691 876 1122 1186 11,78 10,68 15,77
N K 0,58 0,99

O K 0,75 0,85

Si K 0,99 084 102 105 138 1,37 132 1,06
Cr K 17,20 17,06 17,30 1681 17,31 1629 17,02 1559
Fe K 68,81 6560 6522 6295 61,93 6301 6231 5999
Ni K 8,84 816 771 797 751 755 769 7,59
Deniz Sonrasi

C K 0,02 691 011 1414 003 1027 0,07 11,81
N K 0,62 1,52

O K 28,44 2,19

Na K 20,76 0,48 0,81

Mg K 2,31 049 769 142 383 1,74 341 164
Al K 1,39 8,34 488 119 327 282
Si K 9,30 1,08 1816 213 967 212 599 435
Cl K 2054 067 411 093 166 1,14 1,60

K K 0,93 2,21 1,58 1,01

Ca K 1,16 6,98 6,06 1,70 1,62
Cr K 303 1578 977 1620 1446 1651 1509 15,95
Fe K 897 6332 3602 5788 5085 5943 56,64 54,63
Ni K 1,90 846 483 730 697 760 742 7,18
Mo L 1,24 1,77 1,48

Cizelge 4.4 incelendiginde genel olarak tiim drneklerde deniz sonrasinda kuponlar

tizerinde silisyum miktariin arttigi buna karsin krom, demir ve nikel miktarlarinin

azaldig1, magnezyum ve klor elementlerinin ise biriktigi goriilmektedir. Bunlarin diginda,

deniz sonrasinda kupon yiizeylerinde sodyum, aliiminyum, potasyum, kalsiyum,

molibdenin de biriktigi gézlenmektedir.

Cizelge 4.5.'te

sodyum

salisilat ortaminda anilin

icerisine hapsedilerek

immobilizasyonlar1 gergeklestirilen a-amilaz, DNAz, glukoz oksidaz, a-kKimotripsin,

lipaz ve pektinaz enzimlerini barindiran kuponlarin deniz dncesi ve deniz sonrast EDX

verileri bulunmaktadir.
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Cizelge 4.4. Sodyum salisilat ortaminda anilin ile immobilizasyonu ger¢eklestirilmis
enzimleri bulunduran kuponlara ait EDX analizleri

Deniz Oncesi

Element  Ciplak PANI A D G K L P

C K 3,41 507 1055 1007 976 648 603 10,31
N K 033 070 068 072 082 047 0,33
O K 0,75 0,96

Si K 0,99 1,02 151 135 136 1,15 113 121
Cr K 17,20 17,03 17,97 1737 17,33 1757 17,17 17,43
Fe K 68,81 6750 62,26 63,38 6355 66,00 6699 63,46
Ni K 8,84 809 700 715 728 798 821 7,27
Deniz Sonrasi

C K 0,02 441 1016 1164 007 937 1018 11,14
N K 063 089 109 083 103 107 0,60
O K 2844 1,79 7091 3443 572 3,29

Na K 20,76 0,63 0,62

Mg K 2,31 065 1,18 123 334 09 074 101
Al K 1,39 065 156 141 521 1,02 063 1,12
Si K 9,30 095 269 369 10,82 1,82 121 249
S K 0,58

Cl K 20,54 0,29

K K 0,93 1,56

Ca K 1,16 6,25 2,44
Cr K 303 16,30 1547 1619 7,73 1517 1534 16,68
Fe K 897 6525 5320 57,79 26,37 5826 59,71 57,56
Ni K 1,90 787 694 69 338 670 721 6,95
Mo L 1,24

Veriler incelendiginde genel bir egilim olarak deniz sonrasinda analizlenen
kuponlarda azot ile silisyum miktarlarinin arttig1; krom, demir ve nikel elementlerinin
miktarlariin azaldigi ve yilizeylerde magnezyum ile aliiminyum birikimi oldugu
gbzlenmektedir. Bunlarin yaninda ylizeylerde, sodyum, klor, potasyum, kalsiyum,
kiikiirt, molibden varligina rastlanmaktadir.

Amonyum okzalat ortaminda, POA igerisine hapsedilen enzimlere ait deniz 6ncesi
ve sonrast EDX analiz sonuglar1 Cizelge 4.6'da verilmistir. Cizelge 4.6 incelendiginde
genel bir egilim olarak silisyum miktarinin arttigi goriilmektedir. Denizde inkiibasyon
sonrasi kupon yiizeylerinde sodyum, magnezyum, klor, potasyum, kalsiyum ve molibden

birikiminin oldugu goériilmektedir.
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Cizelge 4.5.

Amonyum

okzalat

ortaminda

o-anisidin ile
gerceklestirilmis enzimleri bulunduran kuponlara ait EDX analizleri

immobilizasyonu

Deniz Oncesi

Element Ciplak PANI A D G K L P

C K 341 3818 3790 48738 46,83 46,34 64,85 50,33
N K 381 427 613 642 631 979 7,84
O K 0,75 3,77

Si K 0,99 047 079 059 058 089 050 0,553
Cr K 17,20 10,36 1154 960 931 974 601 896
Fe K 68,81 38,78 40,68 3150 33,00 3312 16,77 28,98
Ni K 884 463 481 381 38 360 208 336
Deniz Sonrasi

C K 002 2824 4121 2430 2831 37,87 10,21 39,72
N K 253 410 724 58 473 302 646
O K 28,44 354

Na K 20,76 0,32 0,63 1,73
Mg K 2,31 037 121 617 300 218 327 152
Al K 1,39 166 925 471 324 627 2,38
Si K 9,30 071 336 2313 1086 7,04 1131 4,88
Cl K 2054 0,61 1,69 1,09 153
K K 0,93 2,23

Ca K 1,16 1043 313 365 466 217
Cr K 303 1263 956 337 941 831 11,88 8,03
Fe K 897 4629 3513 13,60 30,72 27,18 4027 2747
Ni K 1,90 476 3,77 250 399 347 493 410
Mo L 1,24

S K 0,86

Cizelge 4.7'de POA filminin igerisine sodyum salisilat ortaminda immobilizasyonu

gerceklestirilen enzimleri igeren kuponlara ait, deniz Oncesi ve sonrast EDX analiz

sonuclart  bulunmaktadir.

yiizeylerde karbon ve azot miktarinin azaldigi,

Veriler incelendiginde genel olarak deniz sonrasinda

silisyum miktarinin ise attig1

goriilmektedir. Denizde bekleme ile birlikte yilizeylerde; sodyum, magnezyum,

aliminyum, klor, kalsiyum ve molibden birikimi ger¢eklesmistir.
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Cizelge 4.6. Sodyum salisilat ortaminda 0-anisidin ile immobilizasyonu ger¢eklestirilmis
enzimleri bulunduran kuponlara ait EDX analizleri

Deniz Oncesi

Element  Ciplak PANI A D G K L P

C K 341 4458 37,44 4342 37,79 40,84 40,77 38,47
N K 288 486 505 472 598 6,05 511
O K 0,75 6,89 589 527 6,65

Si K 099 069 084 064 072 075 078 0,74
Cr K 17,20 878 11,28 923 997 906 10,75 11,22
Fe K 68,81 3253 4101 32,15 36,81 33,02 37,76 40,26
Ni K 884 366 459 362 473 371 389 420
Deniz Sonrasi

C K 0,02 20,03 3058 2844 2759 3368 39,39 26,35
N K 161 291 317 347 477 499 293
O K 28,44 434 1436 10,67 943 9,63 10,46
Na K 20,76 0,29 10,62 0,70
Mg K 231 075 063 063 079 061 0,84
Al K 139 050 08 078 075 081 092 106
Si K 930 080 192 165 159 138 132 229
Cl K 2054 059 0,73 6,13 0,71
K K 0,93

Ca K 1,16 1,92 056 071 1,45
Cr K 303 1279 991 761 1132 10,08 11,32 10,39
Fe K 897 51,78 32,03 2628 3917 3498 37,46 3842
Ni K 1,90 576 419 301 451 405 457 441
Mo L 1,24 0,75 0,66

4.1.2.5. Floresans Mikroskobu ile Elde Edilen Yiizey Goriintiileme

Amonyum okzalat ortaminda, paslanmaz ¢elik kuponlar {izerine anilin kullanilarak
ayr1 ayr1 hapsedilen a-amilaz, DNAz, glukoz oksidaz, a-Kimotripsin, lipaz ve pektinaz
enzimlerini i¢eren kuponlara ait, denizde inkiibasyon sonrasi floresans goriintiileri Sekil
4.30'da verilmistir. Fotograflarda goriilldigii iizere enzim immobilizasyonu
gerceklestirilmis kuponlarda ciplak kupona gore belirgin sekilde daha az biyofilm

goriilmektedir.
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iplak Metal PANI
-

A
G
L

Sekil 4.30. Ciplak metal ve amonyum okzalat ortaminda anilin ile immobilizasyonu
gergeklestirilmis enzimleri bulunduran kuponlara ait floresans mikroskobu goriintiileri

Sekil 4.31.'de amonyum okzalat ortaminda immobilizasyonu gerceklestirilmis
enzimleri bulunduran PANI film kapli kuponlara ait, 12 giin denizde bekledikten sonra

elde edilen floresans goriintiileri bulunmaktadir. Enzim immobilize edilmis olan
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kuponlarda, sadece PANI film kapli kupona ve ¢iplak metal kupona kiyasla biyofilm

olusumunun ¢ok daha az oldugu goriilmektedir.

C1|lak Metal PANI
A
-
G
-
L
-

Sekil 4.31. Ciplak metal ve sodyum salisilat ortaminda anilin ile immobilizasyonu
gergeklestirilmis enzimleri bulunduran kuponlara ait floresans mikroskobu goriintiileri
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Ozellikle a-amilaz ve glukoz oksidaz immobilizasyonu gerceklestirilmis
kuponlarda bu fark belirgin sekilde goriilmektedir.

Amonyum okzalat ortaminda, POA film tabakanin i¢erisine enzim hapsedilmis olan
kuponlara ait deniz sonras1 goriintiiler Sekil 4.32.'de verilmistir. Cizelge incelendiginde
enzim immobilizasyonlarin antibiyofilm etkinligi goriilmektedir. Lipaz ve a-
kimotripsin immobilize kuponlarda biyo film olusumunun daha az oldugu ¢ok belirgin

sekilde kendini gostermektedir.
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Ciplak Metal POA
- -
A D
- -
G K
- -
L P
- -
Sekil 4.32. Ciplak metal ve amonyum okzalat ortaminda o0-anisidin ile immobilizasyonu
gergeklestirilmis enzimleri bulunduran kuponlara ait floresans mikroskobu goriintiileri

Sekil 4.33’de sodyum salisilat ortaminda sentezi gergeklestirilen POA filmin
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icerisine enzim immobilize edilmis kuponlara ait deniz sonrasi floresans goriintiileri
bulunmaktadir. Floressans mikroskop goriintiileri incelendiginde enzim immobilize
edilmis POA film kapli kuponlarin yiizeyinde, enzimsiz POA film ve ¢iplak metal
kuponlara kiyasla daha az biyofilm olustugu acik sekilde goriilmektedir. Enzim
immobilize edilmis kuponlar arasinda yapilacak bir kiyaslamada DN Az, a-kimotripsin ve
lipaz bulunan POA polimer film kapli kuponlarin diger enzim immobilize kuponlara

oranla bir miktar daha fazla antibiyofilm etkinligi gézlenmistir.
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Ciplak Metal POA

- -

A D
- -

G K
- -

L P
- -
Sekil 4.33. Ciplak metal ve sodyum salisilat ortaminda o-anisidin ile immobilizasyonu
gergeklestirilmis enzimleri bulunduran kuponlara ait floresans mikroskobu goriintiileri
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4.1.2.6. Enzim Immobilize Kuponlarin Antibiyofilm Etkilerinin Kristal Viyole

Boyama ile Bagil Olarak Belirlenmesi

Sekil 4.34.'de amonyum okzalat ile sodyum salisilat ortamlarinda anilin monomerinin
elektropolimerizasyonu sirasinda filme hapsedilen enzimlerin bulundugu kaplamalara ait,
ciplak metale gore gostermis olduklari antibiyofilm etkinliklerinin yilizde olarak ifadeleri
bulunmaktadir. Grafik incelendiginde, sodyum salisilat ortaminda gerceklestirilen
immobilizasyonlarda amonyum okzalata gére daha yiiksek antibiyofilm etkinligi belirgin
bir sekilde goriilmektedir. Sodyum salisilat ortaminda gergeklestirilen enzim
immobilizasyonlari, ¢iplak metale gore; a- amilaz % 74,86; DNAz % 73,38; lipaz %
70,44; o-kimotripsin % 65,88; pektinaz % 61,92 ve glukoz oksidazin % 59,23 oraninda
antibiyofilm etkisi gostermistir. Ayni1  sekilde amonyum okzalat ortaminda
gerceklestirilen enzim immobilizasyonlarinin ¢iplak metale gore gdstermis olduklari
antibiyofilm etkinlikleri lipaz % 57,69; a-amilaz % 51,95; a-kimotripsin % 48,16;
pektinaz % 43,32; DNAz % 40,86 ve glukoz oksidaz % 35,04 olarak bulunmustur. Bu
caligmada, sodyum salisilat ortaminda polimerizasyonu gergeklestirilen PANI, ¢iplak
metale gore % 16,56 oraninda antibiyofilm etkinligi gosterirken, bu deger amonyum

okzalat ortaminda sentezlenmis PANI igin % 31,22 olarak hesaplanmustir.
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Biyofilm Azalma %
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o

Sekil 4.34. Farkli elektrolit ortamlarda anilin ile immobilizasyonu ger¢eklestirilmis
enzimleri bulunduran filmlerin giplak kupona gore bagil antibiyofilm etkinlikleri,
sodyum salisilat (™) ve amonyum okzalat (™)
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Sekil 4.35. Farkli elektrolit ortamlarda 0- anisidin ile immobilizasyonu gergeklestirilmis
enzimleri bulunduran filmlerin bagil antibiyofilm etkinlikleri, sodyum salisilat (M) ve
amonyum okzalat ()

Sekil 4.35.'de verilen grafikte, sodyum salisilat ve amonyum okzalat ortamlarinda
elektropolimerizasyonu gerceklestirilen 0-anisidin monomerinin igerisine hapsedilen
enzimlere ait, ¢iplak metal kuponuna bagli olarak gosterdikleri antibiyofilm etkinlikleri
goriilmektedir. Grafik incelendiginde, sodyum salisilat ortaminda gergeklestirilen enzim
immobilizasyonlarina ait antibiyofilm 6zelliklerinin, amonyum okzalat verilerine kiyasla
bir miktar daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sodyum salisilat ortaminda POA ile
immobilizasyonu gergeklestirilen a-Kimotripsin % 66,13; lipaz % 61,6; DNAz % 59,07;
glukoz oksidaz % 54,9; a-amilaz % 53,49 ve pektinaz % 45,83 oraninda ¢iplak metale
gore antibiyofilm 6zellik gdsterirken bu degerler amonyum okzalat ortami i¢in lipaz %
63,37; a-kimotripsin % 61,26; a-amilaz % 58,12; pektinaz % 44,93; DNAz % 42,18 ve
glukoz oksidaz % 40,96 seklindedir. Bu ¢alismada ¢iplak metale gore, sodyum salisilat
ortaminda sentezi gergeklestirilmis olan POA film kaplamanin gostermis oldugu
antibiyofilm etkinligi % 30,26 oraninda iken, amonyum okzalat ortaminda yliriitiilen

POA filmin gostermis oldugu etkinlik % 15,82 olarak bulunmustur.
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4.1.3. PANI ve POA Filmlerine Enzim Koimmobilizasyonu ve Karakterizasyonu

4.1.3.1. Elektropolimerizasyon ile Enzim Koimmobilizasyonu

PANI ve POA sentez ortamlarma calisilan enzimlerin ikili kombinasyonlari
eklenerek enzimlerin polimer filmlere ko-immobilize olmalar1 saglanmigtir. Sodyum
salisilat elektroliti varliginda sentezlenen polimer filmlere tekli immobilize edilen
enzimlerin antibiyofilm etkinlikleri daha yiiksek oldugundan g¢aligmanin bu asamasi
sadece sodyum salisilat elektroliti kullanilarak gergeklestirilmistir. Sekil 4.36'da, sodyum
salisilat ortaminda anilin monomeri ile gergeklestirilen koimmobilizasyonlara ait CV
sentez egrileri goriilmektedir. Enzim+ monomer igeren elektrolit ortamlarinda
gerceklestirilen elektropolimerizasyonlarda sentez egrilerinin  birinci monomer
oksidasyon akim degerlerinin, enzimsiz monomer ve elektrolit ortamlarina gore oldukg¢a
yiikksek oldugu gorilmiistir. Bu durum enzim karigimlarinin elektrolit ortaminin
iletkenligini artirdigt ve elektropolimerizasyon hizina olumlu katki yaptigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda bu davranis sentezlenen polimer yapisinda enzim varligin
da ifade etmektedir. Diger taraftan Sekil 4.36'da sodyum salisilat ortaminda anilin
monomeri igin en yiiksek monomer oksidasyon akim degerlerine a-amilaz + glukoz

oksidaz enzim karigim varhiginda ulasilmistir.
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Sekil 4.36. Anilin monomeri ile enzimlerin koimmobilizasyonlarina ait CV egrileri (a)
a-amilaz ve deoksiriboniikleaz (b) a-amilaz ve glukoz oksidaz (c) a-amilaz ve a-
kimotripsin (d) a-amilaz ve lipaz (e) deoksiriboniikleaz ve a-kimotripsin (f)
deoksiriboniikleaz ve lipaz (g) ile a-kimotripsin ve lipaz (h) a-amilaz,
deoksiriboniikleaz, a-kimotripsin ve lipaz (Kirmizi: elektrolit, Mavi: elektrolit +
monomer, Yesil: elektrolit + monomer + enzimler)

Sekil 4.37'de o-anisidin monomeri ile sodyum salisilat ortaminda gergeklestirilen

enzim koimmobilizasyonlarina ait sentez egrileri verilmistir. Grafiklerde kupon tizerinde
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sadece elektrolit, elektrolit+monomer ve elektrolit+monomer+enzimlerin varliginda elde
edilen film gelisimlerine ait egriler gorilmektedir. Sekil 4.37'de o0-anisidin
monomeri+sodyum salisilat ortamma  koimmobilizasyon icin eklenen
deoksiriboniikleaz+a-kimotripsin ve a-kimotripsin+lipaz ikili enzim karigimlar1 harig
diger ikili enzim karisimlarinda monomer oksidasyon akim degerlerinin enzimsiz ve
elektrolit ortamlarina gore daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Diger taraftan her
enzimli ortam igin bu o0-anisidin monomeri i¢in gézlenen akim degerlerinin, anilin
monomerininkine gore iki katindan fazla yliksek oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda
sodyum salisilat ortaminda anilin monomerinde oldugu gibi 0-anisidin monomeri igin de
en yiiksek monomer oksidasyon akim degerlerine a-amilaz+glukoz oksidaz enzim

karisim varliginda ulasilmistir.
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Sekil 4.37. 0-Anisidin monomeri ile enzimlerin koimmobilizasyonlarina ait CV egrileri
(a) a-amilaz ve deoksiriboniikleaz (b) a-amilaz ve glukoz oksidaz (c) a-amilaz ve a-
kimotripsin (d) a-amilaz ve lipaz (¢) deoksiriboniikleaz ve o-kimotripsin (f)
deoksiriboniikleaz ve lipaz (g) ile a-kimotripsin ve lipaz (h) a-amilaz,
deoksiriboniikleaz, a-kimotripsin ve lipaz (Kirmizi: elektrolit, Mavi: elektrolit +
monomer, Yesil: elektrolit + monomer + enzimler
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4.1.3.2. Enzim Koimmobilizasyonu Gerg¢eklestirilmis Kuponlarin Yiizey Fotograf

Goriintiileri

Ciplak SS304 kuponu ve farkli kombinasyonlarda koimmobilizasyonu
gerceklestirilmis polimer film kapli SS304 kuponlarinin yilizey fotograflari, deniz 6ncesi
ve denizde inkiibasyon sonrasi fotograf makinesiyle ¢cekilmistir. Kuponlarin, deniz 6ncesi
ve denizde inkiibasyon sonrasi fotograflar1 karsilastirilarak olusan biyofilm miktarlar
kalitatif olarak incelenmistir.

Deniz sonrasi g¢ekilen fotograflar arasinda (Sekil 4.38. ve Sekil 4.39.), sodyum
salisilat ortaminda PANI ile koimmobilizasyonu gegeklestirilmis olan enzimleri (A: a-
amilaz, D: DNAz, G: GOD, K: a-kimotripsin, L: lipaz ) barindiran kuponlar ile ¢iplak
metal kuponu karsilastirildiginda, koimmobilize enzimleri barindiran kuponlarda, ¢iplak
metale gore belirgin sekilde daha az miktarda biyofilm olugumunun oldugu

goriilmektedir.

Ciplak

Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.38. Ciplak metal ve anilin monomeri varliginda amilaz ile koimmobilizasyonu
gergeklestirilmis ¢esitli enzimleri bulunduran kuponlarin goriintiileri

76



D-K K- L A-D-K- L

Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.39. Ciplak metal ve anilin monomeri ile enzim koimmobilizasyonu
gerceklestirilmis cesitli kuponlarin goriintiileri
Sodyum salisilat ortaminda POA ile koimmobilizasyonu gegeklestirilmis olan
enzimleri barindiran kuponlar ile ¢iplak metal kuponunun deniz sonrasi c¢ekilen
fotograflar1 (Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.) karsilastirildiginda, koimmobilize enzimleri
barindiran kuponlarda, biyofilm olusumunun c¢iplak metale gére daha az oldugu

gorilmektedir.
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

POA

Sekil 4.40. Ciplak metal ve 0-anisidin monomeri varliginda a-amilaz ile
koimmobilizasyonu ger¢eklestirilmis ¢esitli enzimleri bulunduran kuponlarin
goriintiileri
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D-K

Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.41. Ciplak metal ve 0-anisidin monomeri ile enzim koimmobilizasyonu
gerceklestirilmis cesitli kuponlarin goriintiileri

4.1.3.3. SEM ile Elde Edilen Yiizey Goriintiileri

Sodyum salisilat ortaminda PANI ve POA filmlerine, farkli kombinasyonlarda ikili
ve dortlii olarak, a-amilaz, DNAz, a-kimotripsin, lipaz ve glukoz oksidaz
koimmobilizasyonu gerceklestirilen enzimlere ait kuponlar ile ¢iplak metal kupona ait
deniz 6ncesi ve deniz sonrast SEM gériintiileri karsilastirilmistir. Ornekler analiz
gonderilmeden Once azot gazindan gegirilmistir.

Sodyum salisilat ortaminda sentezlenen PANI ve bu ortamda enzim
koimmobilizasyonu gergeklestirilmis kuponlara ait deniz dncesi ve deniz sonrasit SEM

gorintiileri Sekil 4.42., Sekil 4.43. ve Sekil 4.44.’de verilmistir.
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Sekil 4.42. Ciplak metal ve PANI film i¢inde ko-immobilize a-amilaz-DNAz ve a-
amilaz-glukoz oksidaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM gériintiileri
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Sekil 4.43. PANI film icinde ko-immobilize a-amilaz- a-kimotripsin, a-amilaz-lipaz ve
DNAaz- a-kimotripsin enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.44. PANI film icinde ko-immobilize DNAz- Lipaz, a-kimotripsin-lipaz ve o-
amilaz-DNAaz-a-kimotripsin-lipaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM
goriintiileri

Sekil 4.42., Sekil 4.43. ve Sekil 4.44 incelendiginde, PANT ile koimmobilizasyonu
gerceklestirilmis  olan, a-amilaz ile o-kimotripsin ve DNAz ile a-kimotripsin
koimmobilizasyonunun ¢iplak metal kupona kiyasla en yiiksek antibiyofilm etki
gosterdigi goriilmistiir. Bununla birlikte a-amilaz ile glukoz oksidaz koimmobilizasyonu
disinda tiim koimmobilizasyonlarda antibiyofilm etkisi goriilebilmektedir.

Sekil 4.45., Sekil 4.46. ve Sekil 4.47.'de sodyum salisilat ortaminda POA ile enzim
koimmobilizasyonlar1 gergeklestirilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde a-amilaz ile
lipaz koimmobilizasyonu disindaki kupon goriintiilerinde ¢iplak metal kupona kiyasla

daha az miktarda birikim goriilmektedir.
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Deniz Oncesi

Date: 10 Jun 2022
Time: 1558.06

Dafe: 100 2022

Time: 1605:30

Deniz Sonrasi

Signai A = intes Date: & an 2022
Mag= SB0X Time: 160322

Sekil 4.45. Ciplak metal ve POA film i¢inde ko-immobilize a-amilaz-DNAaz ve a-
amilaz-Glukoz oksidaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri

A-K A-L D-K

Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.46. POA film i¢inde ko-immobilize a-amilaz-a-kimotripsin, a-amilaz-Lipaz ve
DNAz- a-kimotripsin enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM goriintiileri
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Deniz Oncesi

Deniz Sonrasi

Sekil 4.47. POA film iginde ko-immobilize DNAz-Lipaz, a-kimotripsin-Lipaz ve a-
amilaz-DNAz-a-kimotripsin-Lipaz enzimlerini bulunduran kuponlara ait SEM
goriintiileri

4.1.3.4. EDX Analizleri

PANI film igerisine koimmobilizasyonu gerceklestirilen kuponlara ait EDX analiz
sonuglar1 Cizelge 4.8'de verilmistir. Deniz sonrasit EDX verilerine bakildiginda dncesine
gore, tiim kuponlarda oksijen miktarinin arttigi; krom, demir ve nikel miktarlarinin ise
azaldigi goriilmektedir. Kuponlarin yiizeysel element igerigini yansitan bu EDX
sonuglarina gore, kuponlarin yiizeyinde biriken biyofilm miktarina bagl olarak oksijen
miktar1 artarken, paslanmaz celik elementel igeriginde var olan krom, demir ve nikel
miktarlar1 da ylizeyin kapanmasindan dolay1 azalmistir. Deniz ortaminda beklemeyle
birlikte kuponlarin iizerinde; sodyum, magnezyum, aliiminyum, klor, potasyum,

kalsiyum, kiikiirt ve molibden birikimi gézlenmektedir.
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Cizelge 4.7. Anilin ile koimmobilizasyonu gergeklestirilmis enzimleri bulunduran
kuponlara ait EDX analizleri (A: a-amilaz, D: DNAz, GOD: Glukoz oksidaz, K: a-
kimotripsin, L: lipaz )

Deniz oncesi
Elemen Cipla PANI A-D A-G A-K A-L D-K D-L K-L A-D-

t k K-L
C K 341 507 687 733 59 630 672 670 6,26 841
N K 033 033 045 047 046 050 0,58 040 0,58

OK 0/ 09 136 111 08 098 097 119 120 0,88
Si K 09 102 084 089 08 091 083 104 09 0,78
crkK 1720 170 172 170 16,7 168 166 166 172 171
3 6 9 6 8 7 1 8 8
Fe K 6881 675 655 651 669 664 663 650 662 64,8
0 8 6 9 0 4 7 1 2
Ni K 884 809 777 79 809 807 79 881 769 734

Deniz Sonrasi
C K 0,02 441 981 001 149 249 990 6,87 105 8,97

1 3
N K 0,63 0,80 098 089 05 0,33 0,87
O K 2844 179 559 125 110 125 6,07 202 825 5,09
0 4 8
Na K 20,76 063 059 192 223 137 039 121 037 0,70
0
Mg K 231 065 117 206 101 133 0,70 041 144 0,78
ALK 139 065 093 166 116 171 0,68 094 110

SiK 930 09 166 394 449 405 245 097 273 188
ClK 2054 029 0,79 099 222 89 05 087 0,76 042

K K 093 0,99 0,98

Ca K 116 0,98 2,48 2,36 0,58

Cr K 303 163 148 135 120 937 150 16,0 136 152
0 1 4 0 5 1 8 0

Fe K 897 652 551 513 444 354 56,2 641 532 585
5 3 2 7 5 7 1 2 2

Ni K 190 787 704 590 548 480 654 720 6,08 7,33

Mo L 124 1,38 0,83

S K 0,58 0,70 2,69 0,57

Verilen Cizelge 4.9'da POA film igerisine koimmobilize formda hapsedilen enzim
kombinasyonlarini barindiran kuponlara ait deniz 6ncesi ve deniz sonras1 EDX verileri
karsilastirmali olarak sunulmustur. Tiim kuponlarda azot miktarinin azaldigi buna karsin
silisyum, krom, demir ve nikel oranlarinin arttig1 goriilmektedir. Kuponlarin yilizeyinde

azot miktarinin azalmasi, protein kaynakli biyofilm olusumunun az oldugunu gosterirken,

84



silisyum, krom, demir ve nikel oranlarinin artmasi ise polimer film gézenek yapisinin
artmasi/biiyiimesine bagli olarak paslanmaz c¢elik elementel igerik kaynaklidir. Tim
kuponlarin tizerinde denizde beklemeyle birikim yapan elementler ise; sodyum,
magnezyum ve klor olarak tespit edilmistir. Bunlarin yaninda goriilen elementler ise;
aliminyum, kiikiirt, fosfor, kalsiyum, potasyum ve molibdendir.

Cizelge 4.8. 0-Anisidin ile koimmobilizasyonu gercgeklestirilmis enzimleri bulunduran
kuponlara ait EDX analizleri(A: a-amilaz, D: DNAz, GOD: Glukoz oksidaz, K: a-
kimotripsin, L: lipaz )

Denizden Once

Element Ciplak POA  A-G A-K A-L D-K D-L K-L  A-D-
K-L

C K 3,41 4458 51,33 47,10 46,41 43,26 43,26 4522 49,04

N K 288 486 444 401 410 4,10 358 3,73

O K 0,75 6,89 802 829 7,70 744 744 7,06 8,26

Si K 0,99 069 052 052 054 051 051 051 0,50

Cr K 1720 878 711 784 819 893 893 8,73 7,90

Fe K 68,81 32,53 25,12 28,26 29,89 32,03 32,03 31,21 27,552

Ni K 8,84 366 304 355 326 373 373 368 3,06

Denizden Sonra

C K 0,02 20,03 8,16 2050 2247 19,88 6,05 2399 2281

N K 161 141 1,38 1,73 2,76

O K 28,44 434 11,11 336 1220 269 2391 839 3,13

Na K 20,76 029 162 561 140 0,47 1,23 420 0,39

Mg K 2,31 0,75 130 054 080 0,62 239 081 0,60

Al K 1,39 050 135 0,39 0,86 2,13 0,57

Si K 9,30 080 344 055 279 0,9 7,16 1,32 0,82

P K 0,35

S K 0,65 0,74 0,46

Cl K 2054 059 116 343 124 040 083 294 0,66

K K 0,93 0,68 0,66

Ca K 1,16 0,76 1,07 565 0,86

Cr K 3,03 12,79 13,17 12,32 11,25 14,06 9,36 1051 13,75

Fe K 8,97 51,78 4954 46,38 41,04 53,68 34,43 37,37 51,99

Ni K 1,90 576 566 496 488 660 372 548 584

Mo L 1,24 0,75 0,59 0,70

4.1.3.5. Floresans Mikroskobu ile Elde Edilen Yiizey Goriintiileri
Sekil 4.48.'de 12 giin denizde bekletildikten sonra DAPI ile etkilestirilip floresans

goriintiisii alinan ¢iplak metal kupona ait fotograf yer almaktadir. Sekil 4.49.'da sodyum

salisilat ortaminda sentezi gergeklestirilen PANI ile koimmobilizasyonlar: yapilan
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kuponlara ait goriintiiler bulunmaktadir. Burada verilen kupon goriintiilerinde en az

biyofilm olusumu a-amilaz ile lipaz koimmobilizasyonuna ait kuponda goriilmektedir.

Sekil 4.48. Ciplak metal kupona ait floresans mikroskobu goriintiisii

Bunun yaninda a-amilaz ile a-kimotripsin koimmobilizasyonuyla, DNAz ile a-
kimotripsin koimmobilizasyonuna ait kuponlarda da diger kuponlara oranla daha az

biyofilm olusumu goriilmektedir.

86



A-D A-G
A-K A-L
K-D L-D

A-D-K-L

--

Sekil 4.49. Anilin ile koimmobilizasyonu ger¢eklestirilmis enzimleri bulunduran
kuponlara ait floresans mikroskobu goriintiileri

87



A-D A-G
A-K A-L
K-D L-D

A-D-K-L

--

Sekil 4.50. 0-Anisidin ile koimmobilizasyonu gerceklestirilmis enzimleri bulunduran
kuponlara ait floresans mikroskobu goriintiileri
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Sekil 4.50'de sodyum salisilat ortaminda POA sentezi sirasinda film igerisine
hapsetme yontemi kullanilarak koimmobilizasyonlar1 gerceklestirilen enzimleri
bulunduran kuponlara ait floresans goriintiiler goriilmektedir. Goriintiiler incelendiginde
POA ile hapsedilen; a- amilaz ile a-kimotripsin, a-amilaz- glukoz oksidaz ve dortli
kombinasyon olan a-amilaz, DNAz, a-Kimotripsin ile lipaz koimmobilizasyonlarinin
sahip oldugu biyofilm Onleyici etkinlikleri agikga goriilebilmekte olup, diger
koimmobilizasyonlara ait goriintiiler de ¢iplak metal kuponu ile kiyaslandiginda biyofilm

azlig1 tespit edilmistir.

4.1.3.6. Enzim Koimmobilizasyonu Gerceklestirilmis Kuponlarin Antibiyofilm

Etkilerinin Kristal Viyole Boyama ile Bagil Olarak Belirlenmesi

A+D A+G A+K A+L K+D K+L

Biyofilm % Azalma
2 R N N W W S D WO
(6] o (6] o (6] o (6] o (6] o

L+D  A+D+K+L

Sekil 4.51. Anilin ile immobilizasyonu gergeklestirilmis enzimleri bulunduran filmlerin
bagil antibiyofilm etkinlikleri

Sekil 4.51.'de sodyum salisilat ortaminda anilin monomeri kullanilarak
gerceklestirilen enzim koimmobilizasyonlarin1 barindiran kuponlarm, ¢iplak metal
kuponlar iizerindeki biyofilm olusumuna kiyasla gdsterdikleri antibiyofilm etkinlikleri
yiizde olarak verilmistir. Grafikte de gorildiigii gibi en yiiksek antibiyofilm etkinlik
DNAz ile a-kimotripsin enzimlerinin koimmobilizasyonlart durumunda elde edilmistir.
Sayisal olarak ifade etmek gerekirse, elde edilen antibiyofilm etkinlik yilizdeleri; DNAz
ile a-kimotripsin % 45,4; a-amilaz ile a-kimotripsin % 33,19; a-amilaz ile lipaz % 24,76;
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a-amilaz ile DNAz % 13,39; DNAz ile lipaz % 13,3; a-amilaz- DNAz-a-kimotripsin ile
lipaz % 12,97; o-kimotripsin ile lipaz % 9,31 ve a-amilaz ile glukoz oksidaz

koimmobilizasyonu i¢in % 2,22 olarak hesaplanmistir.

40
30
20

. I
|- -

-
A+D A+G A+K K+D K+L L+D A+D+K+L

Biyofilm % Azalma

-10

-20

-30

Sekil 4.52. o-anisidin ile immobilizasyonu gergeklestirilmis enzimleri bulunduran
filmlerin bagil antibiyofilm etkinlikleri

Sekil 4.52.'de verilen grafikte kuponlar iizerine sodyum salisilat ortaminda POA
film sentezi ile hapsedilen enzim koimmobilizasyonlarinin, ¢iplak metal kuponunda
olusan biyofilm miktaria kiyasla gostermis olduklar1 antibiyofilm 6zellikleri ytizde ile
ifade edilmistir. Grafik incelendiginde gergeklestirilen a-amilaz ile a-kimotripsin
koimmobilizasyonunun en yiiksek antibiyofilm 0zelligini gosterdigi goriilmektedir.
Kristal viyole ile boyama sonucu elde edilen antibiyofilm 6zelligi yiizdeleri; a-amilaz ile
a-kimotripsin % 36,38; a-amilaz- DNAz- a-kimotripsin ile lipaz % 33,0; a-kimotripsin
ile lipaz % 23,97; a-amilaz ile glukoz oksidaz % 14,08; DNAz ile lipaz % 9,41; a-amilaz
ile DNAz % 3,67; DNAz ile a-kimotripsin -% 1,46 ve a-amilaz ile lipaz -% 19,9
seklindedir. Gortldigii gibi DNAz ile o-kimotripsin ve a-amilaz ile lipaz
koimmobilizasyonlarini barindiran kuponlarin yiizeyinde, ¢iplak metale kiyasla daha

fazla biyofilm olusumunun gergeklestigi goriilmektedir.
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4.1.4. Farkh Sekillerde Elde Edilmis Kupon Yiizeylerinin Biyokimyasal ve
Mikrobiyolojik Analizi

4.1.4.1. Toplam Karbohidrat Tayini
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Sekil 4.53. Segilen kaplamalara ait kuponlarda bulunan karbohidrat konsantrasyonlari
(ng/ml)

Sekil 4.53'teki grafikte, seyreltme faktorii de dikkate alinarak hesaplanan karbohidrat
konsantrasyonlar1 goriilmektedir. Gergeklestirilen fenol- siilfiirik asit tayininde; ¢iplak
metal 336 pg/ml, PANI 285,59 ug/ml, POA filmine hapsedilmis a-amilaz ile a-
kimotripsin érneginde 120,44 pg/ml, POA 69,31 pg/ml, PANI filmine hapsedilmis DNAz
ile a-kimotripsin 6rneginde 12,99 pg/ml karbohidrat konsantrasyonu belirlenmistir.
PANI filmine hapsedilmis a-amilaz ve POA filmine hapsedilmis o-Kimotripsin

orneklerinde karbohidrat belirlenememistir.
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4.1.4.2. Toplam Protein Tayini
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Sekil 4.54. Secilen kaplamalara ait kuponlarda bulunan protein konsantrasyonlari
(ng/ml)

Sekil 4.54'de gergeklestirilmis olan Bradford protein tayinine iligkin seyreltme
faktoriinlin ~ dikkate alinmasiyla hesaplanmis olan protein konsantrasyonlar
bulunmaktadir. Bu tayin sonucuna gore, POA filminde koimmobilize edilmis olan a-
amilaz ile o-kimotripsin drneginde protein konsantrasyonu 867,22 pg/ml, PANi'de
immobilize edilmis olan a-amilaz 6rneginde 859,63 pg/ml, ¢iplak metalde 837,59 pg/ml,
PANI filminde hapsedilmis olan DNAz ile a-kimotripsin drneginde 834,26 pg/ml, POA
kapli 6rnekte 723,33 pg/ml, PANI kapli 6rnekte 658,33 pg/ml ve POA'da immobilize a-

kimotripsin 6rneginde 616,11 pg/ml olarak hesaplanmistir.
4.1.4.3. Mikrobiyolojik Tanilama

Biyofilm ornekleri ve deniz suyundan ekim yapilan petrilerin 14 giin siireyle
25°C'de inkiibasyonu sonrast olusan koloniler sayilmig ve mililitre basina koloni
olusturan birim hesaplanmustir (Cizelge 4.10.). Istatistiksel olarak bir anlam ifade etmesi
nedeniyle petrilerde sayilacak olan kolonilerin 30-300 arasinda olmas1 gerekmektedir.
Dolayistyla kaplama ornekleri i¢in 10* seyrelme oranlarindan ekim yapilan petriler

dikkate alinirken deniz suyu igin 10 seyrelme oraninda ekim yapilan petriler sayima
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dahil edilmistir (Sekil 4.55.)

Cizelge 4.9. Secilen kaplamalara ait biyofilm &rneklerinin 10 seyrelme oraninda elde
edilen koloni sayilar1 ve mililitre basina hesaplanan koloni olusturan birim

Kupon Adi Koloni Sayis1 (10*) kob/ml
POA- a-Kimotripsin 61 6,1 x 10°
PANI- a-Amilaz 81 8,1x10°
POA-a-Amilaz - a- 139 13,9 x 10°
Kimotripsin
PANI 242 24,2 x 10°
POA 112 11,2 x 10°
PANI- DNAz- a-Kimotripsin 176 17,6 x 10°
Ciplak Metal 280 28 x 10°
Deniz suyu 82* (10 ) 8,2 x 10°

Sekil 4.57'de koloni sayimlar1 yapilmis olan petrilere ait fotograflar yer almaktadir.
Bu petrilerde farkli oldugu belirlenen toplam 51 koloniden 6rnek alinarak tekrar yeni

petrilere ekimleri gergeklestirilmistir.
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Deniz Suyu*

Ciplak Me

tal (10™)
//‘ <

Sekil 4.55. Agar ortaminda 25°C’de 14 giin gelistirilen biyofilm 6rnekleri 10
4 seyreltme oranina sahip yayma plak goriintiileri ile * 10 seyreltme oranina sahip
deniz suyuna ait yayma plak goriintiileri
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Petrilere ikinci kez ekimi yapilan izolatlar 2 giin 25°C’de inkiibe edildikten sonra
mikrobiyolojik tanimlama icin MALDI-TOF MS analizine gonderilmistir. MALDI-TOF
MS analizine gore bir 6rnegin yiiksek dogrulukta tanimlanabilmesi i¢in elde etmesi
gerecken minimum skor 2 iken muhtemel bir eslesme i¢in alinmasi gereken minimum skor
1,7' dir (Wieser ve ark., 2012). Buna istinaden 51 drnekten 15 tanesinin 2'nin iizerinde bir
skor ile yiiksek dogrulukta eslestigi belirlenmistir. Bu eslesmelerden 3 tanesi Vibrio
harvei, 12 tanesi ise Vibrio alginolyticus'u isaret etmektedir. Skor degeri 1,7 nin tizerinde
olan ve muhtemel eslesme gosteren 2 drnek ise, Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio nereis

olarak tanimlanmuistir.

4.2. Tartisma

Calismada ii¢ asamada denemeler gergeklestirilmistir. Ilk iki asama sonunda destek
elektrolit olarak sodyum salisilatin kullanilmasi durumunda antifouling etkisinin en
yiiksek oldugu saptanmistir. Price ve ark. (2000), salisilatin 6karyotlar iizerinde oldugu
kadar, bakteriler iizerinde de antibiyotik etki gosterdigini belirtmislerdir. Bunun yaninda
yapilan ¢alismalarla PANI ve tiirevlerinin Gram (+), Gram (-) ve fungi {izerinde etkisi
oldugu, iyi bir antimikrobiyal 6zellik tasidig1 belirlenmistir (Agarwala ve ark., 2014).

Ikinci asamada bes hidrolitik ve bir oksidorediiktaz enzim polimer filmlere
hapsedilmistir. Mikrokoloniler biyofilmlerin temel yap: birimidir. Ancak biyofilmlerin
yaklasik olarak % 10-15'ini hiicreler olustururken, geri kalan % 85-90'mi1 hiicrelerin
salgilamis oldugu ekstraseliiler polimerik matriks olusturur. Sivi ile temasta olan
biyofilmin temel bileseni sudur. Geri kalan maddede ise agirlikli olarak
ekzopolisakkaritler bulunur (Abd EI-Baky, 2011). Biyofilm igerisinde % 40-95
karbohidrat, % 1-60 protein, % 1-40 lipit ve % 1-10 arasinda niikleik asit bulunmaktadir
(Kagar, 2009). Antifouling etkiler karsilagtirildiginda; hidrolitik aktiviteye sahip olan a-
amilaz, lipaz, o-kimotripsin ve DNAz enzimlerinin daha yiiksek antifouling etkinlik
gosterdigi tespit edilmistir. Denenmis olan kaplamalar arasinda ise en yiiksek antifouling
etkinin, sodyum salisilat ortaminda PANI film icerisine hapsedilmis olan a-amilaz iceren
kaplamanin gosterdigi saptanmistir. Tesfaye ve arkadaslari (2022) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada, deniz kaynakli Pantoea agglomerans bakterisinden elde

edilen a-amilazin gida kaynakli biyofilm bakterilerine karsi inhibisyon etkinligi
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arastirilmistir. Elde edilen sonuglar a-amilazin farkli bakterilere karsi %73- 86 arasinda
biyofilm inhibisyonu sagladig1 goriilmiistiir. 2021 y1linda Lahiri ve arkadaslar1 terafindan
gergeklestirilen ¢alismada, ticari amilaz ve Bacillus subtilis bakterisinden elde edilen
amilaz, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa tarafindan iretilen
biyofilmlerin iizerinde antibiyofilm etkinlikleri incelenmistir. Bu ¢alismaya gore, izole
edilen a-amilazin etkinligi %89 - 99 arasinda etkinlik gosterrken, ticari enzim %86- 94
arasinda biyofilm inhibisyon etkinligi gdstermistir.

Uciincii asamada, ikinci asamada yiiksek antifouling etki gostermis olan hidrolitik
enzimlerin  polimer filmlere farkli kombinasyonlarda koimmobilizasyonlari
gerceklestirilmistir. Burada en yiiksek antibiyofilm o6zelligi, PANI film igerisine
hapsedilmis olan a-amilaz + DNAz ile elde edilen kaplamanin tasidig1 belirlenmistir.
DNAz kaynagi olarak sigir pankreasi tercih edilmistir. Bu kaynaktan elde edilen DNAZ |
enziminin hiicre icerisine giremedigi ve sadece ekstraselliiler DNA (eDNA) {izerine etkili
oldugu bilinmektedir. Biyofilm icerisinde bulunan niikleik asit, agirlikli olarak eDNA
seklinde bulunmaktadir. Tetz ve Tetz tarafindan 2009 yilinda gerceklestirilmis olan
calismada, biyofilm olusumunun sifirinci anindan itibaren DNAz I ile muamele edilen ve
edilmeyen denemelerinde, ilerleyen siirecte her iki denemede de 30kb uzunlugunda
eDNA'larin bulundugu buna karsin DNAz ile muamele edilen ¢alismada biyofilm ve
toplam bakteri biyokiitlesinin azaldigi, bakteri canliliginin diistiigli ve antibiyotiklere
kars1 tolerasin azaldig1 goriilmistiir. Her iki denemede de 30 kb uzunlugunda eDNA’larin
bulunmas1 ise ekstraselliiler ortama hiicreler tarafindan siirekli olarak eDNA
sekresyonunun oldugunu diislindiirmiistiir. eDNA biyofilm olusumunda, adezyonunda
yapisal kararliliginda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yaninda bir besin kaynagi ve
antimikrobiyal ajanlara kars1 bir koruma saglamaktadir (Vorkapic ve ark., 2016).

Genel olarak tek enzim hapsedilmis kaplamalarin, koimmobilize enzim barindiran
kaplamalara gore daha yiliksek antifouling etki gosterdigi goriilmektedir. Tekli enzim
immobilizasyonlarinda 50 U/ml enzim ile hazirlanan sentez ortamlari, ikili
koimmobilizasyon sirasinda toplam 50U/ml olarak sekilde her enzim i¢in 25 U/ml olacak
sekilde hazirlanmistir. Ortamda bulunan enzim miktarinin azalmasi, bununla birlikte
enzim hapsetme metodunun dezavantajlarindan sayilan difiizyon sinirliliklart dolayistyla
enzim aktivitesinin diismesi (Cinar, 2009) bu bulguyu desteklemektedir.

SEM hem bir yiizeye yapismis bakterilerin hem de bu yiizeyin morfolojisi ve bu
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ikisi arasindaki iliskiyi gozlemlemek icin bilinen en iyi yontemlerden biridir. Bunun
yaninda biyofilmin morfolojisi hakkinda da bilgi veren anahtar konumdaki teknikler
arasindadir. SEM, 1980'lerden beri biyofilm igerisinde yerlesim gosteren bakterilerin
gorsellestirilmesinde kullanilmaktadir. Her ne kadar biyofilm hakkinda bugiin sahip
oldugumuz bilgilerin elde edilmesinde biiyiik bir yeri olsa da SEM'in tiim avantajlarinin
yaninda bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Yukarida da belirtildigi gibi biyofilm
cogunlugu sudan olusan civik bir matrikstir. Ancak SEM analizi i¢in 6rnek hazirlanmasi
sirasinda dehidrasyon asamas1 mevcuttur. Bu nedenle elde edilen SEM goriintiilerinde,
bir biitiin halinde civik bir matriks yerine dehidrasyondan kaynaklanan ipliksi yapilar
goriinmektedir (El Abed ve ark.,2012). Bu literatiir bilgisi elde etmis oldugumuz SEM
gorlntiileri ile Ortismektedir. SEM goriintiilerinde aym1 zamanda kristaller de
goriinmektedir. Li ve ark., 2017 yilinda yayilamis olduklari ¢alismada, fouling tiirlerine
deginmislerdir. Buna gore fouling alt siniflari; organik, inorganik, kolloidal, biyolojik ve
kombinasyon seklinde siralanmistir. Calisma ortaminin deniz oldugu goz Oniine
alindiginda burada biyolojik fouling yaninda kimyasal foulingin de goériilmesi literatiir ile
uyusmaktadir.

DAPI, DNA spesifik floresans bir boya olmakla birlikte DNA disinda da
baglanabildigi molekiillerin varligi ve serbest haldeyken de DNA ile kompleks halde iken
yaklasik ayni floresans cevabi verebildigi icin DNA'nin kantitatif tayini i¢in kullanima
uygun degildir. DAPI kullaniminda tek parametre, incelenecek materyaldeki DNA
miktar1 degildir. DNA molekiiliinde bulunan Adenin (A), Timin (T) miktar1 6nemlidir.
DAPI'nin A ve T'ye baglanma o6zgiilliigii DAPI'nin ayn1 zamanda RNA'ya da
baglanmasina neden olmaktadir. Ancak bu kompleks ya hi¢ floresans 0Ozellik
gostermemekte ya da ¢ok az gostermektedir. Calisma sirasinda elde etmis oldugumuz
goriintiilerde, kirmizi floresans renk de goriilmektedir. Bu kirmiz1 rengin, Kautsky etkisi
olarak da bilinen klorofilin otofloresanst oldugu diisiiniilmektedir. Bu fenomen algler
arasinda siradan bir 6zellik niteligindedir. Bununla birlikte bakteri ve bitkilerde de
goriilmektedir. Fotosistem I az miktarda floresans lretirken fotosistem II goriiniir bir
floresansa neden olmaktadir. 440 nm ve 660 nm 15181 absorblayan klorofil kirmizi
floresans gostermektedir (Lichtenthaler, 1992).

Denizde inkiibasyon sonrast EDX analizleri gergeklestirilen kuponlar iizerinde,

deniz 6ncesinde tizerlerinde bulunmayan Na, Mg, CI, K ve Ca elementlerine rastlanmistir.
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Deniz ortami, tuzlu su ¢ozeltisidir ve genel olarak bakildiginda deniz suyunda ¢esitli
sodyum, magnezyum, potasyum ve Kkalsiyum tuzlarmin bulundugu bilinmektedir.

Kuponlar tizerinde goriilen bu elementlerin, kimyasal fouling sonucu kuponlarin tizerinde

bulundugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.10. 2016 yilina ait Mersin korfez bolgesi iz metal konsantrasyonlar1 (Mersin

Biiytiksehir Belediyesi, 2016)

> e e & & E E E E E = E
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Mersin 48,21 161,81 556,35 35,09 24,64 29359 2514 8356 0,33 12,82 15,85
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Mersin 37,86 185,34 588,94 34,19 28,80 33555 37,59 79,82 0,22 14,32 1822

Marina

oni

Cizelge 4.11.°deki degerler, kiyidan 5 km acgikta ve 100 metreye kadar olan
derinlikte elde edilmistir. Kuponlar iizerinde denizde inkiibasyon sonrasinda goriilen
aliminyum birikiminin de Cizelge 4.11.’de verilen tabloya dayanarak, deniz kaynakli
oldugu diistintilmektedir. Agir metallerle ilgili kirlilik seviyesini belirten tilkemize ait bir
yonetmelik heniiz bulunmamaktadir (Mersin Biiyliksehir Belediyesi, 2016).

Gergeklestirdigimiz calismada kuponlar sig kiyr sularinda inkiibe edilmistir.
Kuponlar tizerinde goriilen silisyum artiginin kum kaynakli oldugu sonucuna varilmistir.

Iletken polimerlerin metalleri korozyona karsi koruduklari uzun siiredir bilinen bir
durumdur. Bu polimerler katkilandiklar1 zaman ¢eligi anodik koruma mekanizmasiyla
korozyona kars1 korumaktadir. Bunu yiiksek koruma kapasiteli metal oksit tabakasi
olusturarak ve bu tabakanin zarar goérmesi durumunda, tabakayi rejenere ederek
gerceklestirmektedir. Sentezlenen kaplamanin bariyer etkisi g¢elik ylizeyinin polimer
kaplamanin koruyucu oksit tabakalari ile pasivasyonu iizerine olan etkinligi ile

aciklanabilir. Ancak CI” ve F gibi halojen iyonlar, metal yiizeyinde bulunan bu koruyucu
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oksit tabakasmin asinimini hizlandirmaktadir (Ozyilmaz, 2004). Bunu, kiiciik iyon
capina sahip olmalar1 sayesinde kaplamanin gozeneklerinden gecerek celigin anodik
¢oziinmesini hizlandirarak gergeklestirirler. Paslanmaz ¢elik oksitlenmesi, yilizeyinde
koruyucu demir, krom ve nikel oksitlerin olusumu kaynakli olup, polimer kaplama
bariyer davranisin artmasma olumlu katki saglamaktadir (Ozyilmaz ve ark., 2006).
Yiizeyde metal oksitlerin artmasi, EDX ile tespit edilen Cr, Fe ve Ni degisimlerine neden
olmustur. Bunun yaninda Cizelge 4.11.'de de gosterildigi gibi denizde bulunan Cr, Fe ve
Ni iyonlar1 da artisa neden olarak gosterilebilir.

Caligmanin her etabinda anilin ve 0-anisidin i¢in ayr1 ayr1 en yiiksek antifouling
etkiyi gosteren kaplamalar segilerek, bunlarin denizde inkiibasyon sonrasi iizerlerinde
olusan biyofilmlerin karbohidrat ve protein tayinleri gerceklestirilmistir. Fenol-siilfiirik
asit tayininde en yiiksek karbohidrat konsantrasyonu c¢iplak metal tizerinde olusan
biyofilmde goriiliirken en diisiik konsantrasyon PANI filmine immobilize a-amilaz ve
POA filmine hapsedilmis a-kimotripsin kaplamalarinda goriilmistiir. Ciplak metal ve a-
amilaz enzimlerinin bulundugu kaplamalardaki sonug¢ beklentiyi karsilamaktadir.
Bradford protein tayini sonucunda en yiiksek protein konsantrasyonu POA filmine
koimmobilize edilen a-amilaz-a-kimotripsin kaplamasinda goriiliirken, en diisiik protein
konsantrasyonu POA filminde hapsedilmis a-kimotripsin kaplamasina ait biyofilmde
tespit edilmistir. Biyofilm tabaka % 1-60 arasinda protein ihtiva etmektedir (Kagcar,
2009). Bilindigi gibi a-kimotripsin proteolitik bir enzimdir. Buna istinaden en diigiik
protein konsantrasyonunun a-kimotripsin barmndiran kaplamalarda goriilmesi beklenen
bir durumdur.

Mikrobiyal tanimlama icin secilmis olan kaplamalar ve ¢iplak metalin denizde
inkiibasyonu sonrasi yiizeyde olusan biyofilm yapilari izole edilmistir. Biyofilm izolatlari
ve farkli oranlarda seyreltilmis deniz suyu ornekleri petri ortamlarina ekilmistir.
Inkiibasyon sonrasi koloni sayimlar1 gerceklestirilmistir. Buna gore en diisiik kob/ml
degeri deniz suyunda goriilmiistiir. Madigan ve ark., 2003 yilindaki ¢aligmalarinda sivi
ortama kiyasla, metal/cozelti arayiizeyinde bulunan besin maddelerinin daha fazla
bulundugunu, buna bagli olarak yiizeylerinde mikroorganizma sayisinin ve aktivitesinin,
siviya ortamina oranla daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Elde etmis oldugumuz bulgu;
deniz suyunda 8,2 x 10% kob/ml iken, ¢iplak metale ait biyofilm izolatinda 28 x 10°

kob/ml'dir. Bu bulgu literatiir ile uyusmaktadir. Gergeklestirilen kaplamalar arasinda en
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diisiik koloni olusturan birimler POA filmine immobilize a-kimotripsin (6,1 x 10°) ve
PANI filmine hapsedilmis a-amilaz (8,1 x 10° ) kaplamalarina ait izolatlarda goriilmiistiir.
Railkin ve ark., 2004 yilinda polimer plakalar {izerinde gerceklestirdikleri bir fouling
calismasinda hiicre sayisini 107/ cm? olarak bulmuslardir. Bu enzimler, biyofilm yapisinin
temel yapisini olusturan karbohidrat ve protein molekiillerini hidrolizlemektedir. Buna
bagl olarak, buraya yerlesecek olan mikroorganizmalar igin gerekli besin maddelerinin
azaldig1 ve bakterilerin yerlesemedigi diisiiniilebilir. Zira bakteri sayisindaki artis,
biyofilm artmasmna ve ihtiya¢g duyulan besin maddelerinin artisina yol acar. Besin
maddelerinin azalmasi, kolonileri 3 sekilde etkilemektedir. flkinde kolonilerde bulunan
ve besin maddesinden uzakta kalan hiicrelerin, duragan faza gecerek, yasamlarinin
devami icin gerekli besin miktarini azaltmalaridir. ikinci olarak, bu koloniler biyofilm
altinda kanallar olusturarak biyofilm yiizey alanin1 arttirnp besine ulasmay1
kolaylagtirmaktadir. Son olarak ise, biyofilmde bulunan bakterilerin biyofilmi yikarak
burada bulunan besini kullanmasidir (Pasmore ve ark., 2003).

MALDI-TOF MS ile 51 6rnegin analizi gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda 14
izolatin identifikasyonu yapilabilmistir. Bu izolatlari Vibrio harvei, Vibrio alginolyticus,
Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio nereis olmak {izere dort tiir altinda toplandigi
belirlenmistir. Biyofouling olusum siirecinde ilk olarak Brownian hareketler,
elektrostatik etkilesimler ve Van der Waals etkilesimleri gerceklesir. Ardindan
polisakkarit, lipit ve protein gibi organik molekiiller yilizey tarafindan absorplanir. Bu
molekiiler tabakanin olugsmasiyla 1 giiniin sonunda birincil kolonizasyon baglar. Yiizeye
ilk yerlesen organizmalar fouling bakterileri, diatomlardir. Bunlarin ardindan ¢ok az bir
miktar olmakla birlikte heterotrofik flagellatlar gelir. Ikincil kolonizasyon yaklasik 1
hafta sonra baglar. Bu asamada makroalg sporlar1, mantarlar, protozoa yerlesimi goriiliir.
3. haftadan sonra {igiinciil kolonizasyon gerceklesir. Bu asamada ylizeye omurgasiz
hayvanlarin larvalar yiizeye yerlesim gosterir (Callow ve Fletcher, 1994; Hellio ve Yebra
2009). Railkin ve ark., 2004 yilinda polimer plakalar iizerinde gerceklestirdikleri fouling
calismasinda  bakteri/diatom/heterotrofik  flajellatlarin  oranin1  640/4/1  olarak
bulmuslardir. Calismamizda kuponlar denizde 12 giin siire ile tutulmustur. Buna baglh
olarak ylizeyde 0zellikle bakteri bulunmasi beklenmektedir. Fouling bakterileri arasinda
baslica Pseudomonas, Vibrio, Micrococus, Achromobacter, Flavobacterium, Bacillus,

Sarcina, Alteromonas, Pseudoalteromonas, Caulobacter cinsleri yer almaktadir (Geldiay
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ve Kocatasg, 2002). Bu agidan bakildiginda Vibrio tiirlerinin tanimlanmis olmast literatiirle
uyusmaktadir. Vibrionaceae ailesi deniz ve kiyr sularinda yasayan bakterilerden
olusmaktadir. Gram (-), heterotrofik bakterilerdir. Uzerlerinde bulunan tek veya ¢oklu
flajelleri ile aktif olarak hareket edebilmektedirler. Biiylimeleri sodyum iyonlari
tarafindan indiiklenmektedir. Hatta ¢ogu liyesi i¢in zorunludur. Vibrio harvei tip |

biyolojik 151ma gosteren bir tiirdiir ve lusiferaz enzimini bulundurur (Kagar,2009).
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5. SONUC ve ONERILER

Mikroorganizmalar, sivi-kati ve sivi-hava arayiizlerinin bulundugu her yere
yerleserek buralara yapigsma ve iireme egilimi géstermektedirler. Bu egilimleri baslica tip
alaninda kullanilan ameliyat malzemelerinin, protezlerin kontaminasyonundan hastane
enfeksiyonlarina (nozokomiyal enfeksiyon), deniz ulasiminda yakit maliyeti artislarina,
artan bakim siirelerine, biyolojik tiir istilalarina, ters ozmoz yontemiyle su elde edilen
tesislerde bakim ve onarim maliyetlerinin artmasina neden olmaktadir.

Bu c¢alismamizda deniz suyu ile temas halinde olan yiizeylerde olugan biyofilm
tizerine odaklanilmistir. Bu amagla ¢alisma alani olarak, biyofilm olusumunun yogun
oldugu bir durgun su alani tercih edilmistir. Balik¢1 barinaklar1 deniz olmasina ragmen
dalga kiranlarla agik denizden korunan, icerisinde akintinin neredeyse hi¢c olmadigi
durgun sulardir.

Calismamizin ilk asamasinda, antimikrobiyal etkileri bilinen anilin ve 0- anisidin
monomerlerinin -~ bes  farkli  elektrolit  ortaminda  elektropolimerizasyonu
gerceklestirilmistir. 0,2M amonyum okzalat, sodyum salisilat, sodyum okzalat, sodyum
molibdat ve sodyum p-toluen siilfonat i¢eren ortamlarda SS304 kuponlarinin {izerine
sentezlenen PANI ve POA filmleri, Mersin Balik¢1 Barmagi'nda 12 giin siire ile denizde
2 metre derinliginde inkiibe edilmistir. Bu siire zarfinda deniz suyu sicaklig1 takip edilmis
ve ortalama sicakligm 17,96°C oldugu gériilmiistiir. inkiibasyon siiresi sonunda zaman
kaybetmeden kuponlarin kristal viyole yontemi kullanilarak biyofilm miktarlari, ¢iplak
metal kupona bagli olarak hesaplanmistir. Buna gore PANI filmleri i¢in en yiiksek
antifouling 6zellik gosteren filmler, sodyum salisilat (% 50,64) ve amonyum okzalat (%
46,19) ortamlarinda sentezlenenler i¢in bulunmustur. Benzer sekilde POA filmleri i¢in en
yiiksek antifouling ozellik gosteren filmler amonyum okzalat (% 69,88) ve sodyum
salisilat (% 68,62) ortamlarinda sentezlenenler olmustur. Spektrofotometrik Slgtimlerle
birlikte kuponlarin DAPI ile etkilestirildikten sonra floresans mikroskobu ve SEM ile
yiizey analizleri ger¢eklestirilmistir. Tiim sonuclarin birbirini destekledigi goriildiikten
sonra bu bulgular gz Oniine alinarak bir sonraki agamaya amonyum okzalat ve sodyum
salisilat ortamlar1 ile devam edilmistir.

Ikinci asamada, elektrolit olarak amonyum okzalat ve sodyum salisilat ortamlari

kullanilarak anilin ve 0-anisidin monomerlerinin elektropolimerizasyonu sirasinda o-
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amilaz, DNAz, glukoz oksidaz, a-kimotripsin, lipaz ve pektinaz enzimleri polimer
icerisine hapsedilerek immobilizasyonlar1 gergeklestirilmistir. 12 giin boyunca denizde
inkiibasyonlar1 sirasinda deniz suyu sicakligi takibi yapilmis ve bu siire zarfindaki
ortalama sicaklik 18,95°C olarak hesaplanmustir. Inkiibasyonlar1 sonucu kristal viyole ile
gerceklestirilen boyama sonucunda elde edilen spektrofotometrik sonuglara gore genel
olarak sodyum salisilat ortaminda sentezlenen filmlerin amonyum okzalat ortaminda
sentezlenenlere gore daha yiiksek antifouling etkinlik gosterdikleri goOriilmiistiir.
Gergeklestirilen floresans mikroskobu ve SEM analizleri ile desteklenen bulgular
sonucunda, bu asamada immobilize edilen alt1 enzim arasindan dort enzim se¢ilmistir.
Bunlar a-amilaz (PANI % 74,86; POA % 53,49), DNAz (PANI % 73,38; POA % 59,07),
a-kimotripsin (PANI % 65,88; POA % 66,13) ve lipaz (PANI % 70,44; POA % 61,6)
enzimleridir.

Calismanin ti¢ilincii asamasinda ikinci asama sonunda secilmis olan enzimlerin ikili
ve dortlii koimmobilizasyonlari gergeklestirilmistir. Burada ortam olarak sodyum salisilat
kullanilmistir. Koimmobilizasyonlar SS 304 kuponlarina PANI ve POA filmleri ierisine
hapsedilerek gerceklestirilmistir. 12 giin siiresince denizde inkiibasyon sirasinda,
ortalama sicaklik 17,9°C olarak hesaplanmistir. Spektrofotometrik 6l¢iimler sonucunda
PANI filmlerde gergeklestirilen koimmobilizasyonlar arasindan, DNAz ile a-kimotripsin
koimmobilizasyonu % 45,4 ile en yiiksek antifouling etkisini gosterirken, POA filmlerde
en yiiksek etkiyi % 36,38 ile a-amilaz ile a-kimotripsin koimmobilizasyonu gostermistir.
Bu sonug floresans mikroskobu ve SEM analizleri ile desteklenmistir.

Son asamada, Onceki asamalarda en yiliksek antifouling 6zellik gostermis olan
sodyum salisilat ortaminda PANI ve POA, PANI filmlere immobilize a-amilaz, POA
filmlere immobilize o-kimotripsin, PANI filmlerde koimmobilize DNAz ile a-
kimotripsin ve POA filmlerde koimmobilize a-amilaz ile a-kimotripsin yaninda ¢iplak
SS304 kuponu 12 giin denizde bekletildikten sonra biyokimyasal ve MALDI-TOF MS
tayinleri gerceklestirilmistir. Fenol siilfiirik asit yontemi kullanilarak gercgeklestirilen
karbohidrat tayininde ¢iplak SS304 kuponunun tayininde 336 pg/ml karbohidrat tayin
edilirken, PANI filmlerde immobilize a-amilaz ve POA filmlerde immobilize o-
kimotripsin filmlerde karbohidrat tespit edilememistir. Bradford protein tayininde ¢iplak
SS304 metal kuponunda tayin edilen protein konsantrasyonu 837,59 pg/ml iken burada

en diisiik protein miktar1 POA filmlere immobilize bulunan a-kimotripsin kuponlarinda
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616,11 pg/ml olarak tespit edilmistir. Gerek biyofilm gerekse deniz suyundan alinan
orneklerin agar ortaminda 14 giin siireyle 25°C'de inkiibasyonu sonrasi koloni sayimi
gergeklestirilmistir. POA filmine immobilize a-kimotripsine ait petrilerde 61x10° kob/ml,
PANI filmine immobilize o-amilaza ait petrilerde 81x10° kob/ml tayin edilmistir.
Kiiltiirlerin tiimiinde farklilik gosterdigi belirlenen toplam 51 izolat se¢ilmis ve bunlarin
tanimlamalart MALDI-TOF MS analizi gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda izolatlarin
Vibrio harvei, Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio nereis olarak
tanimlanan dort tiir altinda toplandigi belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmanin sonucunda, ger¢ek deniz ortaminda gergeklestirilen
inkiibasyonlarda deniz suyu sicakligi, hava kosullari, derinlik ve akinti gibi
parametrelerin  sonug iizerine etkili oldugu belirlenmistir. Elektropolimerizasyon
sirasinda kullanilan elektrolit ortaminin, sentezlenen polimer film tiiriiniin antifouling
etkinligi tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Tekli immobilize edilen enzimlerin,
koimmobilize enzimlere kiyasla daha yiiksek antifouling etki gosterdigi goriilmiistiir.

lleriki galismalarda daha etkin antifouling kaplamalar1 elde etmek amaciyla ticari
enzimler yerine deniz mikroorganizmalar1 kaynakli enzimler kullanilabilir. Antifouling
etkinligi, sadece biyofilm yerine biyofilm ile quorum sensing mekanizmasi tizerinde de
etkili olacak sekilde enzimlerin immobilizasyonu iizerine ilerletilebilir. Deniz
mikroorganizmalar1 kaynakli enzimler iizerinde mutasyonlar ger¢eklestirilerek biyofilm
tizerinde daha etkin enzimler elde edilebilir. Ger¢ek enzimler yerine nanozimlerin
immobilizasyonun ger¢eklestirildigi kaplamalar olusturulabilir. Biyofilm iiretiminde en
etkin olan mikroorganizmalar belirlenerek bunlarin iiretmis olduklar1 biyofilmlere 6zgii
karakteristik bilesenler tespit edilerek bunlar1 hedef alan kaplamalar yapilabilir. Bunlarin
yaninda antifouling etkinligi yaninda antikorozyon etkinligi de gdsteren etkili kaplamalar

da olusturulabilir.
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