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OZET

GUMUS NANOPARTIKULLERININ Kribbella turkmenica 16K104 ILE
EKSTRASELULER SENTEZI, KARAKTERIZASYONU, ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITESI VE GENOTOKSISITESININ ARASTIRILMASI

Tugba CELIK
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Ocak/2022
Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Ali Osman ADIGUZEL

Boyutlar1 genellikle 100 nm’den kiigiik olan nanopartikiiller genis ylizey alanina sahip
olmalari, biyolojik ozellikleri ve yigin halindeki formlarindan farkli o6zellikler
gostermis olmalarindan dolay1r son yillarda olduk¢a 6nemli hale gelmislerdir. Tip
alaninda teshis ve tedavide, atiksu aritiminda, gidalarin bozulmasinin énlenmesinde
ve genis antimikrobiyal etkileri sayesinde giimiis nanopartikiiller (AgNP’ler)
nanomalzemeler arasinda en dikkat ¢eken metal nanopartikiillerdir. Bu tez
calismasinda glimiis nanopartikiiller Kribbella turkmenica 16K104 tarafindan
ekstraseliiler olarak sentezlenmistir. Reaksiyon kosullarinin ve besi yeri igeriklerinin
giimiis nanopartikiil sentezi tlizerine etkilerini 6grenmek amaciyla optimizasyon
deneyleri yapilmistir. Optimum Kkosullarda sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
karakterizasyon c¢alismalari i¢in bazi analizler yapilmistir. Sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin kiiresel formda olduklar1 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
analizi ile belirlenmistir. Giimiis nanopartikiillerin 4-20 nm boyutlar1 araliginda
homojen dagilim gosterdikleri ve ortalama pargacik boyutunun 6 nm oldugu Dinamik
Isik Sacilim1 (DLS) analizi ile belirlenmis, zeta potansiyelinin negatif degerde -30.6
+ 10.1 oldugu bulunmustur. Biyolojik yontemler kullanilarak sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin patojen bakteriyel suslara karsi onemli derecede inhibe edici ve
bakteriyosidal etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda, glimiis
nanopartikiillerin Hep G2 hiicrelerine kars1 genotoksik potansiyeli arastirilmis ve 24
saatlik maruziyet sonrasinda giimiis nanopartikiillerin 16 pg mL™ ye kadar ciddi bir
genotoksisitesi bulunmamistir. Yapilan bu galisma ile glimiis nanopartikiillerin
sentezi zararli kimyasallar, yiiksek enerji ve yiiksek maliyet gerektirmeden Kribbella
turkmenica 16K104 bakterisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin kiigiik boyutlu olmasi, homojen dagilim gostermesi ve kararliligi
endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Giimiis Nanopartikiil, Yesil Sentez, Antimikrobiyal Aktivite,
Genotoksisite.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EXTRACELLULAR SYNTHESIS OF SILVER
NANOPARTICLES BY Kribbella turkmenica 16K104 AND
CHARACTERIZATION, ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND GENOTOXICITY
OF SYNTHESIZED NANOPARTICLES

Tugba CELIK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Molecular Biology and Genetics
Master, January/2022
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ali Osman ADIGUZEL

Nanoparticles, which are generally smaller than 100 nm in size, have become
very important in recent years due to their large surface area, biological properties and
different properties from their bulk forms. Silver nanoparticles (AgNPs) are the most
remarkable metal nanoparticles among nanomaterials, thanks to their wide
antimicrobial effects in diagnosis and treatment, in wastewater treatment, in the
prevention of food spoilage and in medicine. In this thesis study, silver nanoparticles
were synthesized extracellularly by Kribbella turkmenica 16K104. Optimization
experiments were carried out to learn the effects of reaction conditions and media
contents on silver nanoparticle synthesis. Some analyzes were carried out for the
characterization studies of silver nanoparticles synthesized under optimum conditions.
The spherical form of the synthesized silver nanoparticles was determined by Scanning
Electron Microscopy (SEM) analysis. It was determined by Dynamic Light Scattering
(DLS) analysis that silver nanoparticles showed homogeneous distribution in the range
of 4-20 nm sizes and the average particle size was 6 nm, and the zeta potential was
found to be -30.6 = 10.1 at negative value. It has been determined that silver
nanoparticles synthesized using biological methods have significant inhibitory and
bacteriocidal effects against pathogenic bacterial strains. At the same time, the
genotoxic potential of silver nanoparticles against Hep G2 cells was investigated and
no serious genotoxicity of silver nanoparticles up to 16 pg mL-1 was found after 24
hours of exposure. With this study, the synthesis of silver nanoparticles was carried
out using Kribbella turkmenica 16K104 bacteria without requiring harmful chemicals,
high energy and high cost. The small size, homogeneous distribution and stability of
the synthesized silver nanoparticles show that they can be used in industrial
applications.

Keywords: Silver Nanoparticle, Green Synthesis, Antimicrobial Activity,
Genotoxicity.
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1. GIRIS

Glimiisiin biitiin cesitleri tarihsel olarak tek basina veya diger teknolojilerle
birlikte bir antimikrobiyal iiriin olarak kullanmilmistir. Giiniimiizde ise bu metalin
giimiis nitrat veya giimiis siilfadiazin olarak yaniklar1 ve iilserleri tedavi etmek icin
krem ve pansumanlara, kontaminasyonu Onlemek amaciyla gida ambalajlarina,
buzdolab1 ve ¢amasir makinesi ve endiistriyel alanda c¢esitli uygulamalar gibi ev
aletlerine dahil edilerek bakteri tiremesini engelleme yeteneginden yararlanmak igin
calisilmaktadir. Glimiis nanopartikiiller (AgNP’ler) boyutlart 1-100 nm araliginda olan
bir nanomalzeme olarak tanimlanmaktadir ve dokme bigimindeki giimiise kiyasla daha
biiyiik kapasite ve daha yiiksek yiizeye (alan-hacim orani1) sahiptirler. Nano 6l¢ekteki
giimiisiin sahip oldugu elektriksel ve optik 6zellikleri bu materyallerin hedeflenen
ilaglarin dagitiminda, bir takim hastaliklarin ya da molekiillerin teshisinde ve biyo-
sensorlerin ~ liretiminde  kullanilmalarmma olanak saglamaktadir. AgNP’lerin
fotokatalitik 6zellikleri antioksidant ve remediasyon ajani olarak kullanilabilmelerini

olanakli kilmaktadir.

Gliniimiizde karsilasilan 6nemli sorunlardan bir tanesi ise mutasyon, Kirlilik ve
degisen ¢evre kosullar1 nedeniyle ¢ok sayida antibiyotige kars1 direng mekanizmasi
gelistiren viral, bakteriyal ve fungal suslarin sayisinda artis meydana gelmesidir. Bu
durum, enfeksiyon hastaliklarinda morbite ve mortalite artisina, hastanede yatis ve ilag
maruziyet siirelerinin artmasina, tedavi maliyetlerinin yiikselmesine neden oldugu i¢in
hastalar ve devletler i¢in sosyoekonomik bir yiik yaratmaktadir. Bu nedenle, AgNP’ler
gibi yenilik¢i ve etkili antiviral ve antimikrobiyal reaktiflerin farkli kaynaklardan
ekonomik ve siirdiiriilebilir yontemlerle iiretimini ve tipta kullanimini temel alan

antibiyotik sonrasi bir ¢agin kapilar1 halihazirda aralanmstir.

AgNP’ler fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle sentezlenebilmektedirler.
Kimyasal yontemlerde sentez igin genellikle toksik bilesikler kullanilmakla birlikte
sentez sonrasinda hem dogaya hem de insan sagligina zararli yan iriinler agiga
cikmaktadir. Fiziksel yontemlerde ise yiiksek sicaklik, basing ve pH gerekliligi
prosesin maliyeti ile birlikte is saglig1 ve glivenligi acisindan riskleri de arttirmaktadir.
Fiziksel ve kimyasal yontemlerin bu temel dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak igin
cogunlukla bitkileri ve mikroorganizmalar1 kullanan biyosentez yontemi ¢evre dostu
bir yaklasim olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Yousaf, et al., 2020). Biyolojik

yontemlerle gerceklestirilen sentezde ise yigin ya da mikron haldeki giimiis bilesikler
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hiicreler icerisindeki ya da hiicreler tarafindan disariya salinan bilesiklerin araciligiyla

giimiis nanopartikiillerine indirgenmektedir.

Mikroorganizmalar kisa siirede biiyiik hacimlerde tireyebilmeleri, iiretilmeleri
sirasinda ¢cogu durumda pahal1 ve spesifik besin maddelerine ihtiyag duymamalari,
kapali suni ortamlarda cevre sartlarindan etkilenmeksizin gelistirilebilmeleri,
gelisimleri sirasinda genis arazi gereksinim olmamasi gibi 6zelliklerinden dolayi
endiistriyel birgcok biyolojik iiriiniin iiretiminde bitki ve hayvanlara kiyasla daha ¢ok
tercih edilmektedir.  Endiistriyel tretimde siklikla kullanimi tercih edilen
mikroorganizma gruplarindan biri aktinobakterilerdir. Aktinobakteriler dogada
oldukca fazla bulunmalari, farkli jeolojik Ozelliklere sahip ortamlarda yayilis
gosterebilmeleri ve genomlarinda bir¢ok biyokimyasal yolakla iliskili genlere sahip
olmalar1 ile ¢esitli  biyoaktif —molekiilleri sentezleyerek hiicre disina
salgilayabilmektedirler. Bu sebeplerden dolayr aktinobakterilerin  kiiltiir
slipernatantinin giimiis nanopartikiillerinin sentezinde indirgeyici ve stabilize edici
ajan olarak kullanilmasi prosesin siirdiiriilebilirligi ve maliyeti acisindan oldukga

onemlidir.
1.1. Tezin amaci

Sunulan bilgiler 1s1ginda gerceklestirilen bu tezin temel amaci yeni bir
aktinobakteri tiirii olan Kribbella turkmenica 16K104’{in kiiltiir sivis1 kullanilarak

glimiis nanopartikiillerinin sentezlenmesidir. Bu kapsamda;

i. Kribbella turkmenica 16K104’in kiiltiir sivist ile AgNP’lerin iretimi i¢in

reaksiyon kosullarinin optimize edilmesi,

ii. AgNP’lerin sentezi igin gerekli Kribbella turkmenica 16K104 kiiltiiriiniin
hazirlanmas1 sirasinda  kullanilacak besiyeri bilesenleri konsantrasyonlarinin

geleneksel ve istatistiksel yontemlerle optimizasyonu,

lii. Optimum kosullar altinda sentezlenen AgNP’lerin optik 6zellikleri,
boyutlari, sekilleri, boyut dagilimlari, zeta potansiyelleri ve kristalin yapilar1 gibi

fiziko-kimyasal 6zelliklerinin agiga ¢ikarilmasi,

vi. Sentezlenen AgNP’lerin hastaneden temin edilen bakteri suslar1 kargisindaki

inhibe edici ve 6ldiriicii dozlarinin belirlenmesi,



V. Sentezlenen AgNP’lerin Hep G2 hiicrelerindeki genotoksik etkisinin

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanoteknoloji

Nano terimi, "ciice" anlamma gelen Yunanca kelimeden kdken almaktadir. On
ek olarak kullanildiginda, 10 seklinde ifade edilmektedir. Nano &lgekli materyaller
diinyadaki yasamin baslangicindan bu yana dogada var olmustur (Erci, 2018). Bir
nanometre (nm), metrenin milyarda biri veya kabaca yan yana {i¢ atomun uzunluguna
tekabiil etmektedir. Bir DNA molekiilii ~ 2.5 nm, bir protein ~ 50 nm ve bir grip viriisii
ise ~ 100 nm genisligindedir (Thakkar, 2010). Nanomateryallere ait uzunluk skalasi
Sekil 2.1° de gosterilmektedir. Nanoteknoloji, yaklasik 1 ila 100 nm’lik nano dlgekte
yiiriitiilen bilimsel faaliyetleri ifade etmekle birlikte miihendislik ve doga bilimleri ile
i¢ ice ge¢mis bir disiplindir. Baz1 durumlarda ise 0,1 ila 1000 nm arasinda Slgiilen
atomlarin ve molekiillerin 6zelliklerinin ve kullanim potansiyellerinin arastirildig bir

disiplini ifade etmektedir (Kumarasmy, 2015).
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Sekil 2.1. Nanomateryallerin logaritmik uzunluk skalas1 (Erci, 2018)

Nanoteknoloji, geleneksel kimyasal tekniklerden tibbi ve ¢evresel teknolojilere
kadar etkili uygulamalara sahip alanlar sunmaktadir (Ahmad, et al., 2019).
Nanoteknoloji, nanopartikiillerin essiz fizikokimyasal 6zelliklere yani yiiksek yiizey
alani, yiiksek reaktivite, ayarlanabilir gozenek boyutu ve par¢acik morfolojisine sahip
oldugu icin biyoteknoloji ve diger endiistriler i¢in yeni bir uygulama alan1 agmaktadir

(Erci, 2018).

Nanoteknoloji alani, atomlar veya molekiiller arasinda ¢ok kiigiik boyutlara
sahip kimyasal, fiziksel ve biyolojik sistemlerin iiretilmesini saglar ve olusturulan
nano boyuttaki maddelerin daha biiyiik sistemlere entegre olmasini saglamaktadir.
Nanoteknoloji, yeni {iriinler yaratmak icin kullanilan yenilik¢i yoOntemlerin
yayginlagtirilmasinda, yiiksek performansl iiretim ekipmanlarinin gelistirilmesinde,
ayni isi daha az enerji ile yapabilen cihazlarin liretiminde, daha dayanikli kompozit

materyallerin olusturulmasinda, ¢evreye verilen zararin azaltilmasinda énemli bir rol
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oynamaktadir. Boylece, nanoteknoloji madde ve enerji tiiketiminin azalmasina katkida
bulunarak asir1 tiiketimden kaynakli g¢evresel sorunlarin siirdiiriilebilir bir yolla

diizeltilmesi i¢in heyecan verici bir olasilik sunmaktadir (Nasrollahzadeh, et al., 2019).

Nanoteknoloji; maddenin temelindeki bosluklari doldurmasi, daha iyi 6zellikte
uygulamalar i¢in iimit vermesi Ve endiistriyel Ol¢eklerde {iiretiminin miimkiin
olmasiyla maliyetlerin azalmasi gibi sebeplerden dolay:1 fizik, elektronik, enerji
tiretimi, giyilebilir teknoloji, ilag, gida, tedavi ve teshis gibi birgok bilim alanlarinda

en gozde ¢alisma konularindan bir tanesi olmaktadir (Beykaya, 2016).

Nanoteknolojik ¢alismalar neticesinde elde edilen nanomalzemeler (1-100 nm),
y1gmn formlarma kiyasla benzersiz fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1r farmasétik,
kozmatik, gida , tekstil, makine ve elektronik sanayi sektorlerinde son birkag yildir cok

fazla ilgi gormektedir (Xu, 2020).
2.2. Metalik Nanopartikiiller

Nanoteknoloji  hayatin  her evresinde kullannom imkani bulabilecegi
diisiiniildiginden ve malzeme 6zelliklerini 6nemli dlgiide iyilestirme ve gelistirme
imkan1 sagladigindan, bilimsel ve teknolojik olarak ¢ok fazla ilgi ¢eken bir alandir.
Nanopartikiiller en temel sekilde organik ve inorganik esasli olmak iizere iki temel
grup altinda incelenmektedir. Organik partikiiller karbon igerirken, inorganik nano
partikiiller manyetik nanopartikiiller, asil metal nanopartikiiller (altin ve gliimiis gibi)
ve yari iletken nanopartikiiller (titanyum oksit ve ¢inko oksit gibi) seklinde farkl
malzemeleri icermektedir. En Onemli biyomedikal nano malzemeler metalik

nanopartikiiller olarak kabul edilmektedir (Kalemtas, 2019).

Nano 6lgekte kuantum mekaniginin kurallar1 gegerlidir. Oyle ki, maddenin
normal boyutlarda sergiledigi davranislar ile nano boyutlarda sergiledigi davranislari
birbirinden degisiklik gostermektedir. Nano Olgekte erime noktasi, ¢oziniirlik,
manyetik ve optik 6zellikler degismektedir. Ornegin giimiis nanopartikiiliin erime
sicaklig giimiislin erime sicaklifindan ¢ok daha diisiiktiir. Titanyum beyazlatma araci
olarak kullanilmaktadir. Nano titanyum ise seffaftir. Normalde sar1 renkteki altin
elementi nano boyutlara indiginde kirmizi renkte olmaktadir. Aslinda bir soy metal
olan altin nano boyutlarda katalitik 6zellikler sergilemektedir. Normal kosullarda
erime noktast 1064 °C dir ancak nanometre boyutunda 600 °C civarlarina kadar

diismektedir. Nanopartikiillerin bu degisimini saglayan sey yiiksek yiizey/hacim



oranlaridir. Ozellikle metal nanopartikiillerin, diisiik erime noktalari, genis yiizey
alanlar1 ve degisik optik ve manyetik 6zelliklerinden dolay1 endiistriyel alanda bir¢ok

uygulama yeri bulunmaktadir (Giindogan, 2021).

Tablo 2.1. Bazi metal nanopartikiillerin kullanim alanlar1 (Giindogan, 2021)

Metal Nanopartikiil Kullanim Alani

Altin DNA Etiketleme, Biyosensor, Kanser, Antimikrobiyal
Giimiis Antikanserojen, Biyosensor, Antibakteriyel, Antiviral
Palladyum Biyokataliz

Bakir Antimikrobiyal

Demir Molekiiler Goriintiilleme, Kanser

Cinko Kozmetik

Platin Antikanserojen, Kozmetik

Selenyum Antikanserojen, Antimikrobiyal

Metalik NP’ler, saf metallerden veya bunlarin bilesiklerinden tiretilmis mikron-
alt1 boyutlarinda maddelerdir. Metalik nanopartikiiller uzun yillar boyunca bilim
insanlarinin ilgisini cekmektedir. Nanoteknoloji, alanindaki 6nemli giicii sebebiyle son
zamanlarda biyoteknolojik alanlarda yogun olarak c¢alisiimaktadir. Metalik nano
yapilarin sekil ve boyutlar;; mekanik, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini
etkilendiginden nano yapilarin iretiminde seklinin ve boyutunun kontrol edilmesine

yonelik caligmalar her gegen giin artmaktadir (Uyanikgil ve Salmanoglu, 2020).
2.2.1 Giimiis Nanopartikiiller

Ayurveda’ya (eski bir Hint T1bb1 incelemesi) gbre nano giimiis, bulasici hastaliklarla
savasma konusundaki benzersiz yeteneginden dolayr bir¢ok Hint saglik {iriinlerinde

yaygin bir katki maddesidir (Dhand, et al., 2016).

Hem 1s1 hem de elektrik iletkenligi yiiksek, yumusak beyaz ve parlak bir metal
olan giimiig, yiiksek antimikrobiyal etkisi ve disiik toksisitesi nedeniyle One
cikmaktadir. Glimiis ve tuzlar1 insanlarda diisiik toksik etki gosterdigi i¢in tipta uzun
yullardir yaygin olarak kullanilmaktadir. Kolloidal glimiis insan metabolizmasi igin
gerekli enzimlere zarar vermeden yalnizca tek hiicreli mikroorganizmalarin
enzimlerini yok etmektedir. Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) 1938 yilinda
kolloidal giimiisii ila¢ olarak tanimlamistir. Bununla birlikte, kolloidal giimiisiin

atilim1 bobreklerden kisa siirede gerceklesmektedir (Glindogan, 2021).



Glimiisiin insan viicuduna zarar veren 650 mikrobiyal mikrobu oldiirme
yetenegine sahip olduguna literatiirde yer verilmistir (Almalah, et al., 2019). Giimiis
(Ag) iyi bilinen bir metaldir ve benzersiz 6zellikleri nedeniyle tibbi amagclar igin
kullanilmaktadir. Giimiis bazli topikal kremlerin yara iyilesmesinde patojenlere karsi
etkili bir antimikrobiyal tedavi araci oldugu halihazirda kanitlanmistir. Giimiis
nanopartikiilleri giimiisten daha genis yilizey alanina sahiptir (Kumar, et al., 2018). Bu
durum, giimiis iyonlarinin mikroorganizmalarla daha iyi temas halinde olmalarina
neden olmakta ve bdylece mikroorganizmalarin tireme ve gelisimini ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi engellemektedirler. AgNP’ler bir patojenin i¢ine girdiginde,
pargaciktan salman Ag iyonlari canlinin 6limiine neden olur. Ag iyonu veya
AgNP’lerin bakteriler iizerindeki aktivitesini agiklamak icin ¢esitli mekanizmalar

Onerilmistir. Bunlar;
i) Solunum zincirinin inaktivasyonu,
If) Hiicre zarinin bozulmasi ve hiicresel i¢eriginin sizmasi,

Iii) Protein denatiirasyonuna neden olan fonksiyonel protein grubuna baglanma

ve hiicre 6limd,
iv) DNA replikasyonunun bloke edilmesi,
V) Besinleri bakteri hiicre zar1 boyunca tasiyan enzimlerin denatiirasyonudur.

Bu 6zelliklerinden dolay1 nanoglimiis, antibiyotige direngli suslar da dahil olmak
lizere genis bir bakteri yelpazesine karsi etkili bir oldirici olarak hareket
edebilmektedir (Dhand, et al., 2016).

2.3. Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiillerin (NP'lerin) sentezi “yukaridan agsagiya” ve “asagidan yukariya”
olmak tizere iKi yaklasimda gerceklestirilebilmektedir (Sekil 2.2). Yukaridan asagiya
yaklagim, bilyeli 6giitme, kirma ve 6giitmede kullanilan mekanik enerji, elektrik ark-
desarj yontemi ve lazer ablasyon yonteminde kullanilan elektrik enerjisi ve buhar
yogusma yonteminde kullanilan termal enerji gibi NP'leri sentezlemek icin cesitli
fiziksel kuvvetler kullanarak dokme malzemelerden metal NP'lerin olusumunu ifade
etmektedir. Esas olarak fiziksel yontemleri kapsayan yukaridan asagiya yaklasimi ile
kimyasal katki maddeleri kullanilmaksizin 10 ile 100 nm arasinda pargacik boyutuna

sahip saf nanopartikiiller elde edilebilmektedir. Fiziksel yontemle sentezlenen NP'ler,



diizgiin parcacik boyutu dagilimi ve yiiksek saflik sergileyebilmektedir. Fiziksel
yaklagim, insana ve c¢evreye zarar verebilecek kimyasal reaktifler icermemektedir.
Ancak, bu yontemin temel dez-avantaji stabilizatér veya kapatma ajanlarinin
yoklugundan dolay1 aglomerasyonun onlemesindeki zorluktur. Bu yontemin diger
onemli dez-avantajlari ise karmasik ekipman ve maliyeti 6nemli oranda arttiran harici
enerji kullanimin1 gerektirmektedir. Asagidan yukariya yaklasim ise ¢ekirdeklenme ve
bliylime siirecleri kullanilarak molekiiler bilesenlerden NP'ler elde etmek igin
karmasik kiimelerin olusturulmasini igermektedir. Yaygin olarak kullanilan asagidan
yukariya yaklasimlar 6ncii bir tuzun indirgenme ile NP'lere doniisttirtildiigii Kimyasal

ve biyolojik sentez yontemlerini igermektedir.
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Sekil 2.2. Nanopartikiilii asagidan yukariya ve yukaridan asagiya sentezi

Yukaridan asagi yontemi

2.3.1. Kimyasal Yontemler

Glimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in kimyasal yontemler; kimyasal indirgeme,
elektrokimyasal teknikler, 1sinlama destekli kimyasal yontemler ve piroliz olarak alt
boliimlere ayrilabilir. Glimiis nanopartikiillerinin kimyasal yontemle sentezi igin
hazirlanan reaksiyon karisimi genellikle ii¢ ana bilesen icermektedir. Bunlar; metal
onciileri, indirgeyici ve stabilize edici ajanlardir. Yaygin olarak kullanilan indirgeyici
ajanlar arasinda borohidrit, sodyum sitrat, askorbik asit, alkol ve hidrazin bilesikleri
bulunmaktadir. Kimyasal yontemlerin en temel avantaji nanopartikiillerin diger
yontemlere gore daha hizli sentezlenebilmesi ve fiziksel yontemlerle kolayca kombine

edilebilmesidir.

Birgok farkli tipte nanopartikiiliin sentezi i¢in hali hazirda var olan kimyasal
yontemler fazla miktarda enerjiye, sentezlenen nanopartikiillerin kararli bir yapida
kalmasini1 saglayan ajanlara ve zararli kimyasallara gereksinimi olan maliyetli ve

statik olmayan yontemlerdir. Ayrica, sentezlenen nanopartikiillerin canlilar tizerinde



kullanimda olas1 yan etkilere sahip olabileceginin belirtilmesi, kimyasal yontemlerin

basta tip, gida ve kozmetik sanayi olmak iizere bir ¢ok endiistri dalinda kullanimlarini

kisitlamaktadir (Akcay ve Avci, 2018).
2.3.2. Fiziksel Yontemler

AgNP'lerin fiziksel yontemle sentezi mekanik siirecleri ve buhar bazli siiregleri
icermektedir. Fiziksel yontemler nanopartikiillerin sentezi i¢in mekanik enerjiyi
(bilyeli 6giitme yontemi), elektrik enerjisini (elektrik arki bosaltma yontemi), 151k
enerjisini (lazer ablasyon yontemi) ve termal enerjiyi (fiziksel buhar biriktirme)
kullanmaktadir (Xu, et al., 2020).

Bilyeli 6glitme islemi sirasinda seramik, ¢akmaktasi cakillar1 ve paslanmaz
celikler gibi sert bilyeler arasindaki yiiksek hizli ¢arpismalar, metali ¢ok ince tozlar
halinde 6giiten yerel yiiksek basinglar tiretmektedir. Elektrik ark desarj yontemi ile,
dogru akim (DC) giicii altinda ark desarj cihazi araciligiyla NP'ler elde
edilebilmektedir. Cihaz, anot olarak toz reaktif tabakasinmi kullanir ve elektrotlar
hidrokarbonlar, sivi atil gaz ve deiyonize su gibi dielektrik sivilara daldirilir. Lazer
ablasyon yontemi, bir metal plakanin ytiksek giiclii bir lazer ile ablasyonunu ifade eder,
metal hedef lazer 151n1 enerjisini ve fotoiyonlar1 emer, ardindan plazma tiiyii sogutma
islemi sirasinda metal pargaciklarinin ¢ekirdeklenmesi ve biiylimesi sonunda NP'ler
sentezlenmektedir. Piiskilirtme, substrat lizerinde birikebilen atom veya molekiilii
puskiirtmek i¢in hedef kaplama malzemesinin yiiksek enerjili bir elektrik ytikiiyle
bombardimana tutulmasini ifade etmektedir. Buharlasma, kaplama malzemesinin
vakum ortaminda kaynama noktasina kadar isitilmasi ve buharlasmasi anlamina
gelirken, buharlasan malzeme vakum odasinda yiikselir ve alt tabaka iizerinde
yogunlasir. Bahsedilen tiim bu fiziksel yontemler biiylik 6lcekte AgNP'ler iiretebilse
de AgNP'ler bir araya gelerek kiimelesebilir ve sonraki uygulamalar etkileyecek

biiyiik boyutlu pargaciklar olusturabilir (Xu, et al., 2020).

Fiziksel yontemlerin ¢cogu yiiksek enerji ve daha fazla maliyet isterler ¢iinki
sentezlenen NP’leri kiimelenmeye karsi korumak i¢in bir stabilizator gerekmektedir
(Kratosova, et al., 2018).

2.3.3. Biyolojik Yontemler

Kimyasal ve fiziksel yontemlerin ¢ok maliyetli, ¢alisanlarin is saglig1 agisindan

birtakim tehlikeler igermesi ve gerek sentez sirasinda kullanilan kimyasallarin gerekse
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de sentez sonrasinda agiga ¢ikan yan iirlinlerin ¢evre dostu olmamasindan dolay1

biyolojik sentezin 6nemi giderek daha fazla vurgulanmaktadir (Taha, vd., 2019).

Son birka¢ yilda bakteri, aktinomisetler, mantarlar, maya, viriisler ve deniz
yosunlar1 gibi mikrobiyal ajanlar kullanilarak nanopartikiillerin biyosentezi yesil
nanoteknoloji alaninda biiyiik ilgi gormiistiir. Mikroorganizmalar, glimiis, altin,
paladyum ve bakir gibi farklt metalik nanopartikiillerin ve ¢inko oksit, titanyum oksit
gibi metal oksitlerin ¢evre dostu ve ucuz sentezi igin potansiyel nanofabrikalar olarak

gorev iistlenmektedirler (Gahlawat and Choudhury, 2019).
2.3.3.1 Giimiis Nanopartikiillerin Bakteri Aracili Biyolojik Sentezi

Bakterilerin giimiis acisindan zengin bir ortamda hayatta kalma 0Ozelligi,
AgNP'lerin birikmesine yol agabilir. Nanopartikiil dagiliminin konumuna bagli olarak,
AgNP'ler hiicre i¢i veya hiicre dis1 olarak biyokiitle, siipernatant, hiicre igermeyen
ekstraktlar ve bakterilerin hiicre iginden disar1 salgilanan bilesenleri kullanilarak
sentezlenebilir. Bu iki yoOntem arasinda, hiicre dig1 yontem, AgNP'lerin geri
kazanilmasinin  rahatligi nedeniyle hiicre i¢i yoOnteme gore avantajlidir.
Ekzopolisakkarit, peptitler, proteinler, enzimler, kofaktorler, c-tipi sitokromlar ve
giimiise direngli genler gibi bakterilerdeki ¢esitli organik maddeler indirgeyici ajan
olarak kullanilabilmektedir. Bunlar arasindan o6zellikle nitrat rediiktaz ve laktat
dehidrojenaz gibi enzimler nanopartikiil sentezinde basta rol oynayabilmektedir.
Ayrica, metionin, sistein, lisin ve arginin gibi 6zel amino asitli peptitler, atom
cekirdegi ylizeyine yapisabilir ve indirgeyici ajanlar olarak iglev gorebilmektedir. Bir
tir NADH'ye bagimli enzim olan nitrat rediiktaz, AgNP'lerin bakteri aracili sentezinde
daha fazla dikkat ¢cekmektedir. Nitrat rediiktaz elektron tasima zincirine katilmakta ve
daha sonra hidrojen atomlarini aktararak minyatiir bir indirgeme ortami yaratmaktadir.
Enzim, NADH'den bir elektron alarak onu NAD™a oksitler ve giimiig iyonlarini
AgNP'lere indirgemek i¢in oksidasyona ugratir. Bakterilerce sentezlenen bazi organik
maddeler ise nanopartikiillerin agregasyonunu dnlemek igin stabilizator ve kapatma
maddesi olarak da islev gormektedir. Sonug olarak, AgNP'lerin bakteri aracili sentezi

basit, etkili ve gevre dostu bir yontemdir (Xu, et al., 2020).
2.3.3.2. Giimiis Nanopartikiillerin Mantar Aracili Biyolojik Sentezi

AgNP'lerin mantar aracili sentezi, etkili ve basit bir yaklagimdir.

Nanopartikiillerin konumuna gore, mantar aracili sentez, sirasiyla misel ve mantar
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hiicresi igermeyen filtrat kullanarak hiicre i¢i ve hiicre dis1t AgNP'ler elde edebilir.
Hiicre ici sentez ile karsilastirildiginda, mantarlar kullanilarak AgNP'lerin hiicre dist
sentezi, uygun toplama ve akis asagi isleme avantajlart nedeniyle tercih edilmektedir.
Mantar 6ziitii kullanilarak hiicre dis1 yontemle sentezlenen AgNP'ler, gereksiz mantar
bilesenlerini yikayarak veya cokelterek saflastirilabilmektedir. Mantarlarin ¢esitli
organik bilesenleri, nitrat bagimli rediiktaz, ksilanazlar, naftokinonlar ve antrakinonlar
gibi AgNP'lerin sentezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Cesitli inkiibasyon kosullari,
karbon ve nitrojen kaynaklarinin tiirleri, sicaklik ve 1sik kaynagi gibi etmenler
AgNP'lerin 6zelliklerini etkileyebilir. Sonug olarak, AgNP'lerin mantar aracili sentezi

diisiik maliyetli ve enerji tasarrufu saglayan bir biyolojik yontemdir (Xu, et al., 2020).
2.3.3.3. Giimiis Nanopartikiillerin Bitki Aracili Biyolojik Sentezi

Nanopartikiillerin sentezi i¢in bitkilerin yaprak, yumru, aga¢ kabugu, tomurcuk
gibi gesitli kisimlarindan elde edilen 6zler kullanilabilmektedir. Bitki 6zlerini kullanan
yontemler, terpenoidler, flavonoidler, fenol tiirevleri, bitki enzimleri (hidrojenazlar,
rediiktazlar, kinonlar) ve bunlarin tiirevleri, dihidrik fenoller ve benzeri gibi
fitokimyasallari1 i¢erir ve bu molekiiller metal tuzlarinin varliginda indirgeyici gorevi
gormektedir. Bitki 6zlerinde bulunan bazi polifenoller, partikiil boyutunu kontrol
etmek i¢in dogal kapaklama ajanlari olarak da islev gormektedir. Yapraklar genel
olarak alkaloidler, fenilpropanoidler, terpenoidler ve c¢ok ¢esitli bakteri ve mantar
enfeksiyonlara karsi iyilestirici gligleri ile taninan diger polifenolleri igermektedir
(Rao and Paria, 2013). Bitkiler kullanilarak NP sentezinin dez-avantajlar1 ise bu
amagla kullanilacak bitkilerin dogada yetistirilmeleri i¢in genis araziye ihtiyac olmasi,
gelistirilmeleri sirasinda pahali giibrelerin ve pestisitlerin kullanilmasi, bakiminin
yiiksek isgiicli gerektirmesi ve toplanmalariin maliyetli olmasidir. Bu nedenle biiytik
oOlgekli NP tiretimi i¢in kullanim potansiyelinin diisiik oldugu goriilmektedir. (Iravani,
eta., 2014).

2.4. Giimiis Nanopartikiillerin Sentez Mekanizmasi

AgNP’lerin biyosentezi, AgNO3’1n (giimiis nitratin) mantarlar, bakteri ve algler
gibi canlilarla veya indirgeyici/stabilize edici ajanlar olarak gorev yapan hiicre i¢i ya
da hiicre dis1 salgiladiklar1 biyoaktif molekiiller ile karistirilmasiyla elde edilen basit
ve kolay bir yontemdir (Akintelu, et al., 2020).
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Mikroorganizmalar, ¢evrede c¢esitli tiirlerde metaller ve metaloidlerle
karsilagirlar ve hayatta kalabilmek icin belirli genetik ve biyokimyasal metal direng
mekanizmalarina kavusurlar. Bu mekanizmalardan bazilar1 hiicre disi1 ¢okelme, hiicre
dis1 baglanma ve komplekslesme, tiyol igeren molekiiller tarafindan karmasik
bilesiklere ayirma, hiicre i¢i biriktirme, metal iyonunun redoks durumunu degistirme,
hiicresel disa akis pompalama sistemi ve bir 6zel metal tagima sistemidir. Metallerin
¢ogu i¢in bu direncin ve dengenin saglanmasi, yukarida bahsedilen mekanizmalarin
kombinasyonlarin1 i¢ermektedir. Bu olay, hiicresel makineler araciligiyla metal
iyonlarinin temel metale indirgenmesini igermektedir. Nanopartikiil sentezinin
mekanik yonii hala tam olarak anlagilmamis olsa da AgNP'lerin sentezinde bakteri
genlerinin ve proteinlerin roliinii aydinlatmak i¢in ¢esitli hipotezler Onerilmistir

(Singh, et al., 2015).

Bakteriler boyutu 0,2 ila 2 um (¢ap) arasinda degisen prokaryotlardir ve bazi
suslariin metalik iyonlar1 nanopartikiillere indirgeme yetenegine sahip oldugu bir
kisim arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Bakteriler metal bulunan bir ortamda
tutuldugunda elektrostatik etkilesimlerle metal iyonlarini hiicre duvari ve zarina dogru
cekerek buradaki enzimler yardimiyla nanopartikiillerine indirgerler. Prabhu ve
Poulose (2012) bakteriyel AgNP sentezinin ¢ogu fungusda oldugu gibi nitrat rediiktaz
enziminin aktivitesinden kaynaklandigin1 vurgulamiglardir. Bakteriler yaygin olarak
nitrati ana nitrojen kaynagi olarak kullanirlar. Nitratin kullanimi indirgenmis bir
nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) formunun indirgeme giiciinden yararlanilarak
nitrat rediiktaz tarafindan nitrite dondstiiriillmesiyle gergeklestirilir. Arastirmacilar,
nitrat rediiktaz gibi indirgenme reaksiyonlarinda yer alan katalizérlerin AgNO3z gibi
bilesikleri Ag" iyonlarina biyo-indirgenmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.
Kumar ve arkadaglar1 Fusarium oxysporum’dan saflastirdiklari nitrat rediiktaz
enziminin in-vitro olarak o-NADPH yardiyla AgNO3’ii AgNP’lere indirgedigini
belirlemislerdir. Bazi arastirmacilar ise nanopartikiillerin sentezinde bakteriler
tarafindan salgilanan pigmentlerin ya da fenolik sekonder metabolitlerin de etkili

olabilecegini belirtmislerdir.

Bakterilerin aracililik ettigi sentez mekanizmalari hiicrenin dogrudan kendisinin
kullanildig1 “hiicre i¢i (intraseliiler) sentez” ve hiicrenin salgiladigr molekiillerin
kullanildigr “hiicre dis1 (ekstraseliiler) sentez” olarak ikiye ayrilmaktadir.

Nanopartikiillerin bakteriler aracili sentezinde ekstraseliiler sentez daha ¢ok tercih
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edilmektedir. Ciinkii, hiicre dis1 sentezde nanopartikiillerin geri kazanilmasi kolaydir,
oysa hiicre i¢i sentezde sonikasyon, otoklavlama, deterjan ve tuz kullanim1 ve otoliz
gibi ek islemler gerektiren hiicre par¢alanmasi nanopartikiillerin geri kazanilmasi igin
tek segenektir. (Garg, et al., 2020). Nanopartikiillerin ekstraseliiler sentez prosesinin
birinci basamaginda bakteriler uygun bir besiyerinde gelistirildikten sonra hiicreler
santrifiijle kiltiir sivisindan uzaklastirilmaktadir (Sekil 2.3). Daha sonra kiiltiir sivist
ve belirli konsantrasyonda AgNO3 ¢ozeltisi karistirilarak belirli bir siire igin uygun
kosullarda inkiibe edilmektedir.
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Sekil 2.3. Giimiis nanopartikiillerin bakteriler araciligiyla hiicre i¢i ve hiicre dis1 sentezi (Molnar, et al.,
2018).

2.5. Nanopartikiillerin Kullamm Alanlari

Farkinda olmaksizin toplumlar tarafindan binlerce yildir kullanilmakta olan
nanopartikiillerin glinlimiizde ortaya c¢ikan ileri teknikler sayesinde sekle ve boyuta
bagl fizyokimyasal 6zelliklerinin detaylica karakterize edilebilmesi bu materyallerin

tekstil, elektronik, medikal, gida gibi bir¢ok sanayi dalinda mevcut iirinlerin
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gelistirilmesi ya da inovatif yeni tirlinlerin tiretimi i¢in kullanilabilmesini saglamistir

(Sekil 2.4).

BIYOMEDIKAL
KOZMETIK -
TARIM VE ZIRAAT
SU VE ATIKSU

- , EVRE

ARITIMI NANOPARTIKULLERIN ¢

UYGULAMA ALANLARI
TIP
GIDA
SANAYI
BivO-SENSOR
ILAC
SANAYI . TEKSTIL
ELEKTRONIK

Sekil 2.4. Nanopartikiillerin uygulama alanlari

Giinlimiizde insanlar Kkaliteli, islem gormemis, koruyucu katki maddesi
icermeyen, daha uzun siire saklanabilen {iriinlere ulasmay1 arzu etmektedirler. Bu
yiizden Tlriinlerin daha uzun siire saklanabilmesi ve istenen Ozelliklerde olmasini
saglamak i¢in nanoteknoloji alanindaki ¢alismalar 6nem kazanmistir. Nanoteknoloji
uygulamalari kullanilarak sentezlenen nanopartikiiller ile gida maddelerine uzun raf
omrii ve tat gibi istenilen Ozelliklerde iiretilebilmesi geceklestirilebilmektedir.
Ozellikle ¢abuk bozunabilen maddelerin antimikrobiyal &zellikte bir ambalajla
kaplanabilmesi, gidalarin uzun siire saklanabilmesini saglamaktadir. Gidalarin akilli
paketlerle ve nanosensorlerle kaplanmasi bozulan gidalardaki tat, renk, koku gibi
degisikliklerin algilanmas1 saglanarak gida ile ilgili zehirlenmelerin Oniine
gecilebilmektedir. Ozetle nanoteknolojinin gida alanindaki uygulama alanlar1 dért ana

baslik altinda toplanmaktadir. Bunlar:

I. Gidalarin islenmesi ve daha iistiin 6zellikteki {lirtinlerin gelistirilmesi,

ii. Biyoaktif maddelerin tasinmasi ve kontrollii salinima,

iii. Bozulan iiriinlerin tespiti ve gida giivenliginin artirilmasi,

(\2 Paketleme sistemlerinin gelistirilerek gidalarin raf Odmriiniin uzatilmasi
(Saka ve Giilel, 2015).
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Tarimda ve ozellikle bitkisel liretimde nanoteknoloji uygulamalarina yonelik
aragtirmalar, genel olarak tarimsal kimyasallar veya sensorler icin dagitim
sistemlerinin gelistirilmesi yoluyla kaynaklarin daha verimli kullanilmasini saglamak
amaciyla son zamanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Simdiye kadar Onerilen
nanopestisitler ve nanogiibreler olarak adlandirilanlarin ¢ogu, mevcut aktif bilesenlere
kiyasla daha iyi performans elde etmek ve tarimda kullanilan mevcut kimyasal
tirtinlere ait dezavantajlara karsi koymak amaciyla kayitli aktif bilesenlerin yeniden
formiile edilmesini igermektedir. Aktif bilesenin zararliya hedeflenen teslimi ve/veya
giibre etkinliginin artirilmasi, 6nemli dl¢iide azaltilmis uygulama oranlariyla verimi
korumaya ve hatta artirmaya yardimci olmak ve es zamanli olarak tarimin ekosistemler
ve insan saghig tizerindeki olumsuz etkilerini en aza indirmek igin tasarlanmis
stratejiler arasindadir. Nano agrokimyasallarin konvansiyonel iiriinlere gére daha
iistiin olabilecegi dne siirlilmekte ve sektdrdeki nanoteknoloji uygulamalarinda biiyiik
beklentiler olusturulmaktadir. Gelistirilmekte olan ve bazilar1 halihazirda piyasada
bulunan nanopestisit tiirleri, bocek 6ldiiriicli, mantar 6ldiiriicli veya herbisit 6zelliklere

sahip tescilli aktif igeriklerin yeniden diizenlenmesinden olusmaktadir (Kah, et al.,

2018).

Nanopartikiillerin ¢evreyi koruma alaninda uygulamalari bulunmaktadir. Cevre
miithendisliginde igme suyu ve atik su aritiminda demir, giimiis, manganez,
magnezyum, aliiminyum ve titanyum gibi nano malzemeler olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Igme suyunun aritilmasi isleminde dezenfeksiyon amaciyla bu
nanomalzemelerden genellikle giimiis nanopartikiiller kullanilirken, agir metallerin
igme suyundan giderilmesi amaci ile demir oksit nanopartikiillerin tercih edildigi

bilinmektedir (Esmeray ve Ozata, 2019).

Nanopartikiiller terapétik ilaglarin kontrollii olarak hedef dokulara daha hassas
bir sekilde iletilebilmesinde kullanilabilmektedir. Uygulama sirasinda terapotik ilaglar
nanopartikiiller tarafindan sikica cevrelenmekte ya da nanopartikiillere kimyasal
olarak baglanmaktadir. Ayrica, nanopartikiiller tip alaninda hastaliklarin teshis ve
tedavisinde de oldukga yaygin olarak kullanilabilmektedir. Ornegin; sinirsel iletimin
diizenlenmesi ile duyularin arttirilmasinda nanopartikiillerin canli hiicrelerdeki bazi
molekiilleri  harekete  gecirebilme yeteneginden faydalanilmaktadir. Bazi
nanopartikiillerin ise kanser tedavisinde kullanilabilecegine dair literatiirde ¢ok sayida

calisma bulunmaktadir (Patra, et al., 2018). (Aydin ve Pehlivanoglu, 2019). Giiglii
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antimikrobiyal etkileri nanopartikiillerin yara sargilari, idrar sondalari, cerrahi aletler,
dis implantlar1 ve kemik protezleri gibi tibbi tiriinde kaplama materyali yada materyal
bileseni olarak kullanilmalarini saglamistir (Zhang, et al., 2014). Zika, sitma ve diger
ciddi hastaliklarin bulagsmasindan sorumlu sivrisinek larvalarini kontrol etmek icin
giimiis nanopartikiillerin kullanildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Marsili and Das,
2016).

Elektrik ve elektronik alaninda, geleneksel muadilleri ile kiyaslandiginda
nanapartikiiller kullanilarak iiretilen yeni cihaz ve aletlerin daha biiyiik kapasiteli ve
daha hizli islemcili oldugu goriilmektedir. Ayrica nanopartikiillerle liretilen elektronik
aletler daha az enerji tiiketimine de olanak saglamaktadir (Saygili, 2021).
Nanopartikiiller kullanilarak yiiksek hassasiyet ve ¢oOziiniirliikkte analiz yapabilen
biyo/nano-sensorler gelistirilmistir. Simdiye kadar gelistirilen nano-sensorlerden
biiytik bir kismi1 (i) igme suyunda bulunan alg toksinlerinin, mikobakterilerin ve
civanin tespit edilmesinde, (ii) topraktaki mikrobiyal zararlilarin ve besinlerin
analizinde, (iii), tarimsal ve hayvansal triinlerdeki hormon ya da ilag kalintilarinin

belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Nanoteknoloji  fosil yakitlar ile c¢alisan sistemlerde verimlilik artigini
saglamaktadir. Ayrica, tasimacilik sektoriinde dayanikliligr arttirmak i¢in basta motor
ve kaporta olmak lizere bir kisim arag parcalarmin iretiminde belirli oranlarda
kullanilmaktadir. Boylece geleneksel muadilleri ile karsilagtirildiginda daha hafif
triinler elde edilmekte ve hafif olmasindan &tiirii de maliyet ve enerji tasarrufu

saglanmaktadir (Saygili, 2021).

Bazi nanopartikiillerin sentetik lifler i¢ine ilave edilmesiyle lifler fotokatalitik
etkiye, UV absorblamaya, kumaslarda dekontaminasyon amagli kimyasal veya
biyolojik maddelere karsi koruyucu ozelliklere sahip olabilmektedirler. Metal
nanopartikiillerin askeri ve insan saghiginin korunmasi {izerine ¢aligmalari
bulunmaktadir ve bu calismalar kumaslarin antimikrobiyal 6zellikte {iretilmesine,
kendi kendini temizleme yetegine sahip olmasina yonelik ¢calismalardir. Katki maddesi
olarak ZnO kullanilan naylon liflerinin etkili bir UV koruma yaninda antistatik 6zellik
de kazanarak kumaslarin kir itici Ozellikte olmasini saglamaktadir. TiO2/MgO
nanopartikiilleri ile iiretilen kumaslar kendi kendini temizleme 6zeligine sahiptir. Ciba
Specialty Chemicals (CSC) antimikrobiyal nanokapsiiller ile lifleri birlestirerek

bakteri gelisimini Onleyebilen kumaslar iiretebilmektedir. Kore’de ‘“Mipan Nano-
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Magic Silver” tiretimi gergeklestirilen life, glimiis metali nanopartikiil olarak ilave
edilmektedir. (Ozdogan, vd., 2006).

Nanopartikiiller, 6zellikle de AgNP’ler giinliik yasamda sik¢a kullanilan
iiriinlerde ana bilesenlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Ornegin, AgNP bazli
irlinler ¢amasir makinelerinin, su aritma cihazlarinin, oyuncaklarin ve ambalaj
malzemelerinin ylizey kaplamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica tekstil

iiriinlerine ve giines kremi basta olmak iizere bazi1 kozmetik tirlinlere dahil edilmistir.
2.6. Giimiis Nanopartikiiliin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Antibiyotiklerin kesfi ve gelistirilmesi, bir zamanlar insan saglig1 ve yasami i¢in
ciddi tehdit olusturan patojenlerin insidansin1 ve mortalitesini biiyiik Olgiide
azaltmistir. Ancak son 20 yilda antibiyotik kullaniminin yayginlagmasi, 6zellikle de
antibiyotiklerin koétiiye kullanilmasiyla birlikte ilaca direngli bakterilerin sayisinin
artmasi antibiyotik etkinliginin azalmasina, 6zellikle yeni tehditleri ve insan sagligina
yonelik zorluklar1 beraberinde getiren “sliperbakterilerin” ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Su anda, bakteri direncinin ortaya ¢ikmasi en dnemli kiiresel endiselerden
biri haline gelmistir. Nanoteknoloji, nanopartikiillerin geleneksel antimikrobiyal
ajanlara gore {stiin antibakteriyel 6zelliklere sahip olmasi bakteri direnci sorununu

¢Ozmek i¢in yeni firsatlarin ortaya ¢ikarmasini saglamstir.

Nanopartikiillerin AgNP'lerin antimikrobiyal aktivitesinin arkasindaki kesin
mekanizma hala ¢ok iyi bilinemese de genel kabul goren mekanizmalar su sekilde
Ozetlenebilmektedirler (Sekil 2.5.);

) Nanopartikiiller elektrostatik etkilesimlerle mikroorganizma yiizeyinde
adsorbe edilmesi ve mikroorganizmalarin membran yapisini tahrip ederek protein
sizintisina ve bakterilerin inaktivasyonuna neden olabilirler,

i) Nanopartikiiller hiicre igerisine girerek oksidatif stres mekanizmasin
tetikleyerek hiicre icindeki DNA ve proteinler gibi makromolekiillerin yapisini tahrip
edebilen reaktif oksijen radikalleri tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olabilirler,

i) Nanopartikiiller hiicre zarindaki enerji iiretimi ile ilgili enzimlerin

yapisinit bozarak mikroorganizmalarin gelisiminin sinirlanmasina sebep olabilirler.
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Sekil 2.5. Nanopartikiillerin etki mekamzmasi1 (CYP: Sitokrom P enzim grubu) (Unsar &
Perendeci, 2016)

AgNP'lerin  antimikrobiyal aktivitesinin yaygin olarak kabul edilen
mekanizmasi, AgNP'lerde bulunan pozitif yiliklii giimiis iyonlarinin, proteinler ve
niikleik asit gibi farkl negatif yiiklii fosfor veya kiikiirt igeren biyo-makromolekiillere
midahale edebilmesidir. Bu durum bakteri hiicrelerinde yapisal degisikliklere, hiicre
duvarinda ve hiicre zarinda metabolik siireglerin kesintiye ugramasina neden olan
deformasyon ve hasarlara ve nihayetinde hiicre dliimiine neden olmaktadir. Ornegin,
nanopartikiiller tarafindan glimiis iyonlarmin salinmasi, potasyum iyonlarinin (K*)
taginmasini ve salinmasini degistirecek ve bdylece hiicrelerin tasima aktivitesini
etkilemektedir. Hiicre zar1 gegirgenliginin artmasi, mikroorganizmalarin hayalet hiicre
etkisini indiikleyebilen sitoplazma, proteinler, iyonlar ve hiicresel enerji deposu ATP
gibi hiicresel igeriklerin kaybolmasina veya sizmasina da neden olabilmektedir
(Salleh, ve digerleri, 2020). Ayrica, hiicre yiizeyindeki nanopartikiillerden tiiretilen
farkli serbest radikallerin membran gegirgenligini artirarak hiicre zarindaki hasardan

sorumlu oldugunu da ileri siiren aragtirmalar bulunmaktadir (Hug, 2020).

AgNP'ler mikrobiyal membranin yiizeyine baglandiginda dis zarindaki porin ad1
verilen su dolu bir kanal yoluyla bakteri hiicrelerine girebilirler. Hiicre i¢ine niifuz
eden AgNP’ler negatif yiiklii proteinlere baglanabilir. Boylece proteini yapisal olarak
degistirerek deaktivasyonuna neden olabilir. Li ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar
calismada, AgNP'nin Staphylococcus aureus'ta (Gram-pozitif bakteri) gliserol-3-
fosfat dehidrojenaz gibi cesitli enzimleri dihidroksiaseton'a doniistiirerek solunum
zinciri dehidrojenazin1 inhibe ettigini ve bdylece bakteri hiicrelerinin normal

biiylimesine ve metabolizmasina miidahale ettigini kanitlamistir. Ek olarak, AgNP'ler
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bakteriyel DNA ile etkilesime girerek DNA'nin denatiirasyonuna neden olabilir ve
mikroplarin hiicre biiylimesini kesintiye ugratabilir. AgNP'ler, ayn1 polar yiike sahip
DNA ve AgNP'ler nedeniyle elektrostatik itme ile DNA yapisinin stabilitesini
azaltabilir. Sadoon ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, giimiis iyonlarinin
DNA ile etkilesime girebilecegini ve boylece DNA ipliklerinin H-baglarin1 bozarak
cift ipliklerin tek ipliklere ayrilmasini igeren ¢ift iplikli DNA'nin hibridizasyonuna

neden olabilecegini gostermistir (Salleh, et al., 2020).

ROS, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi ¢esitli hiicresel biyolojik
olaylarda yer alan oksijenli bilesikler i¢in genel bir terimdir. AGNP'lerin antibakteriyel
potansiyeline iligkin gii¢lii mekanizmalardan biri nanopartikiillerin ROS ve serbest
radikaller iiretme ve nihayetinde hiicrelerde oksidatif stresi artirma yetenegi ile
ilgilidir. Hiicreler aras1 ROS firetimi lipid hasarini, hiicresel biyomolekiillerin
sizintisini indiikleyebilecegi ve nihayetinde hiicre apoptozisine yol agabilecegi i¢in
nanopartikiillerle ilgili toksisiteye yonelik en onemli gostergelerden biri haline

gelmistir.
2.7. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin boyut dagilimi ve verimleri iizerinde hassas kontrol,
nanobilimin birincil amacidir. Metal nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin
karakterize edilmesi, hedef uygulamalar igin istenen Ozelliklere sahip
nanopartikiillerin tasarimi ve sentezi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Ghodake, et al.,
2020). Nanopartikiillerin karakterizasyonu, molekiiler agirlik, boyut, yiizey bilegimi,
ylizey enerjisi, yiizey yiiki, sekil, stabilite ve c¢oziintirliik gibi fizikokimyasal
ozelliklerin degerlendirilmesine dayanmaktadir (Lin, et al., 2014).

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda en sik kullanilan teknik elektron
mikroskopisidir. Teknigin uygulamasi i¢in kullanilan elektron mikroskobu (EM)
nanomalzemelerin atomik boyutlar (1 nm) seviyesine kadar uzaysal ¢oziiniirliikte
dogrudan goriintiilerini ve kimyasal bilgilerini saglar. Elekron mikroskopisinde, gelen
elektron demeti ¢ok ince bir folyo numunesi araciligiyla iletilir, bu sirada numune ile
etkilesime giren gelen elektronlar sagilmamis elektronlara, elastik olarak sagilmig
elektronlara veya elastik olmayan sekilde sacilmis elektronlara doniistiiriiliir. Ornegin
biiyiitiilmesi esas olarak objektif lens ile numune arasindaki mesafenin ve objektif lens
ile goriintii diizlemi arasindaki mesafenin orani ile belirlenir. Sagilan veya sagilmayan
elektronlar bir dizi elektromanyetik mercek tarafindan odaklanir ve daha sonra bir
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elektron kirinimi, genlik-kontrast goriintlisi, bir faz-kontrast goriintiisii veya
sacilmamig elektronlarin yogunluguna gore degisen karanlikta bir gdlge goriintiisii

olusturmak i¢in bir ekrana yansitilir (Lin, et al., 2014).

Hidrodinamik boyut, sekil, yapi, kiimelenme durumu ve biyomolekiiler
konformasyon dahil olmak iizere nanomalzemelerin gesitli fizikokimyasal 6zellikleri
radyasyon sacilim teknigi kullanilarak kesfedilebilmektedir. En popiiler 151k sa¢ilim
modalitelerinden biri dinamik 1s1k sagilmasidir (DLS). DLS'nin ilkesi, sabit bir
sacilma acisiyla kendi dalga boyundan ¢ok daha kiigiik  boyuttaki
pargaciklarin/molekiillerin lizerine gelen 1518 Brownian hareketinden kaynaklanan
elastik sagilma yogunlugunun, Rayleigh sac¢ilmasinin zamansal dalgalanmasini
izlemektir. DLS; farkli konsantrasyonlardaki nanopartikiil popiilasyonundaki farkli
boyutlara sahip partikiillerin dagilimlarinin belirlenmesini diisiik maliyetli ve yiiksek
hassasiyetli olarak kisa siirede gergeklestiren bir tekniktir. DLS, kiiresel olmayan
nanomalzemelerin boyutlarin1 dogru bir sekilde 6l¢mek i¢in uygun degildir, ¢iinkii

analizde parcaciklarin zaten kiiresel oldugu varsayilmaktadir (Lin, et al., 2014).

Fourier transform kizilétesi (FTIR) spektroskopisi, nanomateryal-biyomolekiil
konjugasyonunun belirlenmesinde kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin yiizeyindeki
biyoaktif bilesenlerin tiirleri izerinde yorum yapmamiza olanak saglamaktadir. FTIR
analizi sonucunda elde edilen spektrumdaki bantlar referans spektral bantlarin
pozisyonlar1 ile karsilagtirillir ve bdylece sentezlenen nanopartikiil yilizeyindeki
fonksiyonel gruplar belirlenmektedir. Ayrica FTIR, karbon nanotiipler iizerine
kovalent olarak asilanmis fonksiyonel molekiillerin dogrulanmasi gibi nano o6lg¢ekli

malzemeleri incelemek i¢in de oldukg¢a kullanighidir (Lin, et al., 2014).

Iyonik bir ¢dzeltide, yiiklii bir pargacigin yiizeyi zit yiiklii iyonlara sikica
baglanmakta ve Stern tabakasi adi verilen ince bir siv1 tabaka olusturmaktadir. Bu
tabaka gevsek bir sekilde iligkili iyonlardan olusan bir dis daginik tabaka tarafindan
cevrelenmektedir. Bu iki katman, sozde elektriksel ¢ift katmani olusturmaktadir.
Yikli parcacigin bir dis kuvvet veya Brown hareketi tarafindan meydana gelen
tegetsel hareketi goz oniine alindiginda, yiiklii pargcacigin hareketi daginik katmandaki
yiiklii parcacikla taginan iyonlar1 katmanin disinda toplu dagiticr ile kalan iyonlardan
ayirmaktadir. Kesme yiizeyindeki elektrik potansiyeli zeta potansiyeli olarak
adlandirilmakta ve genellikle numune ¢ozeltisi boyunca bir harici elektrik alaninin

varhiginda yiiklii tiirlerin elektrota dogru hizinin dlgiilmesiyle belirlenmektedir. £30
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mV degerindeki zeta potansiyeli, genellikle, 30 mV'den biiylik bir mutlak degerin
kararli bir durumu gosterdigi, 30 mV'den kiigiik bir diisiik zeta potansiyeli degerinin
ise kararsizliga, agregasyona, pihtilasmaya yonelik bir durumu gosterdigi partikiil

kararliligini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir (Lin, et al.,2014).

Cesitli X-1511 spektroskopik modalitelerinde, X-1s1n1 difraksiyonu (XRD),
kristal malzemelerin ti¢iinciil yapilarini atomik dlgekte tamamen ¢ézmek igin birincil
bir aractir. X-1s1nlarinin kirmnimi, Bragg yasasina gore incelenen bir numunenin kristal
diizlemleri iizerine gelen paralellestirilmis bir X-1sinlar1 demetinin yansimasi olarak
basit¢e tanimlanabilmektedir. Tipik olarak, X-isinlarinin genis agili elastik sagilimina
dayanan XRD; kristal boyutu, sekil ve kafes distorsiyonunu uzun menzilli sira ile
karakterize etmek icin kullanilan bir aragtir. Ancak, kullanimi diizensiz malzemelerle
smirhdir. XRD, kokli bir teknik olmasina ve atomik Olcekte malzeme yapisini
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmasina ragmen, kristallerin biiyiitiilmesinin
zorlugu ve Ornegin sadece tek konformasyon/baglanma durumundan sonug

alinabilmesi, XRD tekniginin uygulamalarini kisitlandirmaktadir (Lin, et al., 2014).
2.8. Giimiis Nanopartikiillerin Genotoksisitesi

Nanopartikiiller essiz 6zelliklerinden dolayr gilinlimiizde tip, miihendislik ve
teknoloji gibi bir ¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak
kullanilmasina ragmen nanopartikiillerin insan saglig1 ve diger biyolojik sistemlerdeki
olas1 zararl etkileri hakkinda yetersiz bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle son yillarda
nanopartikiillerin neden oldugu toksisite g¢aligmalarina ait in vivo ve in vitro
caligmalarin sayisinda artis meydana gelmistir (Magdolenova, et al., 2014).
Nanopartikiillerin toksisitesinin anlagilmasini saglayan mekanizmalar; oksidatif stres,
inflamasyon, immiinotoksisite ve genotoksisitedir. Nanopartikiillerin giivenli
kullanimin1 saglamak icin genotoksisite mekanizmasinin agiklanmasi gerekmektedir.
Ciinki biyolojik sistemlerde kalitim materyalinin korunmasi gerekmektedir. Kalitim
materyalinde meydana gelen degisiklikler istenmeyen sonuglara neden olabilmektedir

( kanser, tiretkenlik kayb1 vb.).

Nanopartikiiller son yillarda 6zellikle yesil sentez ile farkli modeller kullanilarak
sentezlenmektedir. En c¢ok sentezlenen ve arastirmalara en ¢ok konu olan
nanopartikiiller TiO2, demir ve gilimiis nanopartikiilleri olmustur. Metalik
nanopartikiiller sinifinda yer alan AgNP’ler bir ¢ok {riinde yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Yogun tiiketim sirasinda insanlar ve diger canlilar solunum, deri ve
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besin zinciri gibi farkli yollardan AgNP’lerine maruz kalmaktadirlar (Rodriguez-
Garraus, et al., 2020). Insanlarin giinliik AgNP maruziyeti farklilik gostermekle
birlikte bu maruziyetlerin neden olabilecegi risklerin degerlendirmelerinin gerekli
oldugu bilinmektedir. Anahtar giivenlik degerlendirmelerinden biri de genotoksisite
degerlendirmesidir (Rodriguez-Garraus, et al., 2020). Farkli metotlar tarafindan

sentezlenen AgNP’lerin genotoksisite arastirmasina ait bir ¢ok ¢aligma bulunmaktadar.

Ornegin, Kumari ve ark. (2009), AgNP’lerin Allium cepa kék hiicrelerindeki
etkilerini incelemislerdir. Yaptiklar1 calismada, nanopartikiilin dort farkh
konsantrasyonunu kullanmislardir. Yikselen dozlarda mitotik indeksin diistiiglinii

gbzlemislerdir.

Demir ve ark. (2011), glimiis nanopartikiillerinin genotoksik etkisini Drosophila
kullanarak degerlendirmislerdir. Nanopartikiillerin genotoksik etkiye neden oldugunu

belirtmislerdir.

Li ve ark. (2014), giimiis nanopartikiillerinin sitotoksisite ve genotoksisitesini
farelerde arastirmislardir. Arastirma sonunda sitotoksisite ve oksidatif DNA hasari

meydana geldigini belirtmislerdir.

Mecwan ve ark. (2021), Cinnamon ekstrakti kullanarak sentezledikleri
AgNP’lerinin in vitro genotoksisite degerlendirmesini insan periferal kaninda
kromozom aberasyon testi ile degerlendirmislerdir. Maruziyet sonrasinda doza bagh
olarak kromozom aberasyon sikliginda yiikselme oldugunu belirtmislerdir. Yesil

sentez AgNP’lerin, diisiikk dozda genotoksisitesinin azalabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Tez caligmasi1 sirasinda kullanilan kimyasal maddeler Merck (Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya) ve Sigma (Sigma Chemical Co., Louis, ABD) markalarindan

kullanilmustir.

Calisma esnasinda bakterilerin kat1 ortamda gelistirilmesi i¢in Ecocell marka
etliv; sivi ortamda gelistirilmesi icin Miprolab marka c¢alkalamali inkiibator

kullanilmistir.

Sterilizasyon islemlerinde Tuttnauer marka otoklav cihazi kullanilmistir.
Otoklavlama islemi malzemelerin cihaz igerisinde 121 °C ve 1 atm basingta 15 dakika

stiresince bekletilmesi ile gerceklestirilmistir.

Santrifiij islemleri i¢in MPW sogutmali santrifiij cihaz1 kullanilmigtir.
Santrifiijlenecek malzemenin miktarina bagl olarak 1,5 mL, 15 mL, ve 50 mL’lik

falkon tiiplere uygun rotorlar kullanilmistir.

Reaksiyon ortaminda giimiis nanopartikiil olusumun belirlenmesinde dalga boyu

Ol¢timii icin Thermo Multiskan Go spektrofotometre cihazi kullanilmstir.

Besiyerleri ve diger ¢ozeltileri hazirlarken pH derecesini ayarlamak i¢in Mettler

Toledo SevenCompact pH metre cihazi kullanilmistir.

AgNP’lerin sekil ve boyut analizini belirlemek i¢in JEOL JSM-7001F Field
Emission Scanning Electron Microscope taramali elektron mikroskobu cihazi

kullanilmistir.

Glimiis nanopartikiillerin kristal yapisinin ve element dagiliminin belirlenmesi
icin SmartLab X-Ray Diffractometer cihazi ile X-1smm1 kirmimini (XRD) teknigi

uygulanmustir.

AgNP’lerin bliyiik 0Olcekte iiretilmesi i¢in Electrolab marka biyoreaktor

kullanilmastir.
3.2. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

Tez calismasi kapsaminda bakterilerin izolasyonu, saflastirilmasi, cogaltilmasi
ve saklanmasinda asagida yer alan tablolardaki besiyerleri kullanilmistir.

Besiyerlerinin hazirlanmasinda distile su kullanilmistir.
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Tablo 3.1. GYM Agar Besiyerinin bilesenleri

Bilesen Miktar
Glukoz 4 g/L
Maya ozitii 4 g/L
Malt 6ziitii 10 g/L
Agar 20 g/L

Tablo 3.1. MGYP besiyerinin bilesenleri

Bilesen Miktar
Malt 6ziitii 30/L
Glukoz 10 g/L
Maya 6ziitii 3g/L
Pepton 2,50/L

Tablo 3.2. Mueller Hinton Broth besiyerinin bilesenleri

Bilesen Miktar
S1g1r inflizyon katist 2g/L
Kazein hidrolizat 17,5 g/L
Nisasta 1,5¢9/L

Tablo 3.3. Mueller Hinton Agar besiyerinin bilesenleri

Bilesen Miktar
Sig1r infiizyon katisi 2g/L
Kazein hidrolizat 17,5 g/L
Nisasta 1,5¢g/L
Agar 17 g/L

3.3. Aktinobakteri izolatlarimin Cogaltilmasi Ve Saklanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan mikroorganizmanm Ondokuz Mayis Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bo6liimii araciligiyla kullanimi
saglanilmustir. Izolatlar 4 g/L maya &ziitii, 4 g/L glukoz, 10 g/L malt 6ziitii, 20 g/L agar
ile yapilan GYM besi yerinde ¢ogaltilmistir. Kullanilincaya kadar +4 ‘C’de saklanmis

ve tez ¢aligmasi bitene kadar 3 ayda bir diizenli olarak pasajlanmistir.
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3.4. Kribbella turkmenica 16K104’iin inkiibasyonu ve Giimiis Nanopartikiil
Sentezi

GYM besi yerinde gogaltilan Kribbella turkmenica 3 g/L malt 6ziiti, 10 g/L
glukoz, 3 g/L maya 0ziitli ve 2,5 g/L pepton iceren MGYP besi yerinde 32 C’de 120
rpm’de 5 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra kiiltiir stvis1 13.000 g’de 10
dakika santrifiijlenerek berrak kiiltiir sivist elde edilmistir. Glimiis nanopartikiil
(AgNP) iiretimi i¢in berrak kiiltiir sivisina son konsantrasyonu 1,5 mM olacak sekilde
glimiis nitrat (AgNO3) eklenmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi 30°C’de 120 rpm’de
48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rneklerin UV-Vis spektrofotometre
ile 300-800 nm dalga boylar1 arasindaki absorbans degerleri dl¢lilmiistiir. Agik sar1
reaksiyon karigiminin inkiibasyon sonunda koyu kahverengine donmesi ve 400-450

nm dalga boylar1 arasinda belirgin pik goriilmesi AgNP sentezini gostermektedir.
3.5. Giimiis Nanopartikiillerin Kararhhg:

K. turkmenica 16K104 tarafindan biyolojik yontemlerle sentezlenen AgNP’lerin
endiistriyel amagl kullanildiginda raf dmriiniin uzun olmasi rakipleriyle yarigabilmesi
acisindan 6nemli bir 6zelliktir. Optimum kosullar altinda sentezlenen AgNP bir yil
boyunca oda sartlarinda muhafaza edilmis ve bir yilin sonunda UV-Vis

spektrofotometrik analizi yapilmistir.
3.6. Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Reaksiyon karisiminin en uygun inkiibasyon siiresinin bulunmasi i¢in, reaksiyon
karisim1 30°C’de 120 rpm ‘de inkiibe edilmigtir. 24-48-72 saat araliklariyla alinan
orneklerin 300-800 nm dalga boylar1 arasindaki absorbans spektrumlari 6l¢tilmiis ve

sonuglar1 not edilmistir.

Reaksiyon ortaminin en iyi oldugu sicakligi bulmak amaciyla; reaksiyon
karisimi oda sicakliginda, 30°C, 40°C ve 50C’lerde 48 saat boyunca 120 rpm’ de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra alman 6rneklerin 300-800 nm dalga boylar1

arasindaki absorbans spektrumlari 6l¢iilmiis ve sonuclari not edilmistir.

Reaksiyon karigimindaki en iyi AgNOg3 konsantrasyonunu bulmak i¢in kiiltiir
stvilarina farkli konsantrasyonlarda ( 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2mM, 2,5 mM ve 3
mM ) AgNOs eklendi. Reaksiyon karisimlar: 50 C’de 120 rpm’de 48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda drneklerin 300-800 nm dalga boylar1 arasindaki

absorbans spektrumlari 6l¢iilmiis ve sonuglari not edilmistir.
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Reaksiyon karisiminin hangi pH derecesinde en iyi oldugunu belirlemek i¢in
kiiltiir sivilart NaOH ve HCl ile farkli pH derecelerine( 4-5-6-7-8-9-10) ayarlanmustir.
AgNOs ‘in son konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde ayarlanmis ve 50C’de 120
rpm’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda &rneklerin 300-800
nm dalga boylar1 arasindaki absorbans spektrumlar1 Ol¢lilmiis ve sonuglar1 not

edilmistir.
3.7. Besi Yeri Bilesenlerinin Optimizasyonu

Besi yerinde bulunan malt 06ziitii, glukoz, maya 0ziitii ve peptonun giimiis
nanopartikiill sentezine etkilerini 6grenmek amaciyla optimizasyon deneyleri
yapilmistir. MGYP besi yerinde 3 g/L malt 6ziitii, 10 g/L glukoz, 3 g/L maya 6ziitii ve
2,5 g/L pepton bulunmaktadir.

Glukozun AgNP iiretimine etkisi i¢in glukoz konsantrasyonu litrede 0-1-2-3-4-
5-6-7-8-9-10 gr olacak ve diger besi yeri bilesenleri ayn1 kalacak sekilde besi yerleri
hazirlanmistir. Besi yerleri 5 giin 30 C’de 120 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra 13.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek iistteki berrak sivi
alinmistir. Son konsantrasyon 2mM olacak sekilde AgNOs eklenip, pH 10’a
ayarlanarak 48 saat 50 C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra her besi
yerinin 300-800 nm dalga boylari arasindaki absorbans spektrumlart 6l¢iilmiis ve

sonuglar not edilmistir.

Maya oziitliiniin AgNP iiretimine etkisi i¢in maya 6ziitii konsantrasyonu litrede
0-0,5-1-1,5-2-2,5-3 gr olacak ve diger besi yeri bilesenleri ayn1 kalacak sekilde besi
yerleri hazirlanmistir. Besi yerleri 5 gin 30 C’de 120 rpm’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra 13.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek {istteki
berrak sivi alinmigtir. Son konsantrasyon 2mM olacak sekilde AgNOs eklenip, pH
10’a ayarlanarak 48 saat 50 ‘C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra her
besi yerinin 300-800 nm dalga boylar1 arasindaki absorbans spektrumlart 6l¢iilmiis ve

sonuglar not edilmistir.

Malt 6ziitliniin AgNP iiretimine etkisi i¢in malt 6ziitii konsantrasyonu litrede 0-
0,5-1-1,5-2-2,5-3 gr olacak ve diger besi yeri bilesenleri ayn1 kalacak sekilde besi
yerleri hazirlanmistir. Besi yerleri 5 giin 30 C’de 120 rpm’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra 13.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek {istteki
berrak sivi alinmistir. Son konsantrasyon 2mM olacak sekilde AgNOgz eklenip, pH
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10°a ayarlanarak 48 saat 50 C’de inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyondan sonra her
besi yerinin 300-800 nm dalga boylar1 arasindaki absorbans spektrumlari 6lgiilmiis ve

sonuclar not edilmistir.

Peptonun AgNP iiretimine etkisi i¢in pepton konsantrasyonu litrede 0-0,5-1-1,5-
2-2,5 gr olacak ve diger besi yeri bilesenleri ayni1 kalacak sekilde besi yerleri
hazirlanmistir. Besi yerleri 5 giin 30 C’de 120 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra 13.000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek iistteki berrak sivi
alimmistir. Son konsantrasyon 2mM olacak sekilde AgNOsz eklenip, pH 10’a
ayarlanarak 48 saat 50 ‘C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra her besi
yerinin 300-800 nm dalga boylari arasindaki absorbans spektrumlart 6l¢iilmiis ve

sonuglar not edilmistir.

3.8. Giimiis Nanopartikiil Sentezi I¢in Kiiltiir Besiyerinin Yiizey Yamit
Yontemi (Response Surface Methodology: RSM)- Merkezi Kompozit
Tasarim (Central Composite Design: CCD) ile Optimizasyonu

Glimiis nanopartikiillerinin sentezinde kullanillanilacak K. turkmenica 16K104
kiiltiir besiyerinin RSM-CCD ile optimizasyonuna yonelik deneylerde bagimsiz
degiskenler glukoz (X1), maya oziitii (X2), malt 6ziitii (X3) ve pepton (X4) olarak
belirlenmigtir. RSM-CCD tasariminin ingasi i¢in kodlar ve her bir degisken igin

kodlara karsilik gelen seviyeler Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.5. RSM-CCD tasariminin ingasi igin kodlar ve her bir degisken i¢in kodlara karsilik gelen

seviyeler
Besiyeri Semboller Kod seviyeleri
bilesenleri -0 -1 0 +1 +q
Glukoz X1 0 2,5 5 7,5 10
Maya Oziitii X2 0 0,75 1,5 2,25 3
Malt Oziitii X3 0 0,75 1,5 2,25 3
Pepton X4 0 0,63 1,25 1,88 2,5

Tasarim Stat-Ease Design Expert programi yardimiyla yapilmistir (Tablo 3.5).
Buna gore; glimiis nanopartikiillerinin sentezinde kullanilmak tizere MGYP besi yeri
kiiltiirti Tablo 3.6°de belirtildigi gibi farkli oranlarda glukoz, maya 6ziitli, malt 6ziitii
ve peptonunun kullanildigi 30 farkl: besiyerinde tiger tekrarli sekilde hazirlanmistir.
K. turkmenica 16K104’iin bu besiyerlerinde kiiltivasyonu gergeklestirildikten sonra
kiltlir siipernatantlar1 santrifiigasyonla geri kazanilmis ve giimiis nanopartikiillerinin

sentezi i¢in kullanilmistir. Sentezler reaksiyonlarmin optimum Kkosullar altinda
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gergeklestirilmesinden sonra reaksiyon karistmmin 300-800 nm dalgaboylari
arasindaki absorpsiyon spektrumlari ¢izilerek elde edilen SPR piklerinin tepe

noktasina karigilik gelen absorbans degerleri yanit olarak kaydedilmistir.

Tablo 3.6. RSM-CCD optimizasyonu i¢in besi yeri bilesenleri

No Xi(g/lL) Xz(g/L) Xs(g/L) Xa(g/L) No Xi X2 X3 Xa
(/L) (g/L) (9/lL) (g/L)

1 5 15 15 1.25 16 75 075 225 0.625
2 5 1.5 1.5 1.25 17 25 075 225 1.875
3 2.5 2.25 0.75 0.625 18 75 225 0.75 1.875
4 2.5 0.75 0.75 1.875 19 5 0 15 125
) 5 15 15 1.25 20 5 1.5 15 125
6 2.5 0.75 2.25 0.625 21 5 15 15 125
7 7.5 2.25 2.25 1.875 22 5 15 3 1.25
8 2.5 2.25 2.25 0.625 23 5 15 0 1.25
9 0 1.5 1.5 1.25 24 75 075 225 1875
10 5 3 1.5 1.25 25 75 225 225 0.625
11 2.5 2.25 0.75 1.875 26 5 15 15 125
12 7.5 0.75 0.75 1.875 27 5 15 15 2.5

13 10 1.5 15 1.25 28 75 075 075 0.625
14 2.5 2.25 2.25 1.875 29 9 15 15 0

15 2.5 0.75 0.75 0.625 30 75 225 075 0.625

3.9. Giimiis Nanopartikiiliin Biyoreaktor Kullamlarak Uretilmesi

Mikroorganizmalarin iiretiminde ortam kosullarinin kontrol edilerek biiyiik
Olcekte liretilmesi amaciyla biyoreaktor kullanilmistir. 5 litrelik biyoreaktoriin 3 litresi
MGYP besiyeri ile doldurulmus; pH, sicaklik ve ¢Oziinmiis oksijen problari
yerlestirilmistir. Asit ve baz girislerine, oksijen girisine filtreler yerlestirilip
aliminyum folyoya sarilarak otoklavlanmistir. Otoklav isleminden sonra pH, sicaklik,
¢Oziinmiis oksijen, karistirict hizi ayarlanmis ve besiyerinin %20’si oraninda as1 kiiltiir
eklenerek mikroorganizmalarin tiremesi saglanmistir. Normal kosullar altinda bes
giinde iireyerek istenen yogunluga ulagan mikroorganizmalar biyoreaktdr kullanilarak

tiretildiginde istenen yogunluga ulagma siiresi iki giine diistiriilmiistiir.
3.10. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilacak giimiis nanopartikiiller 13,000 g’de
20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve distile su ile 3 kere yikandiktan sonra
hacminin iki kati kadar saf su cerisinde +4 C’de saklanmustir. Uretilen giimiis

nanopartikiillerin seklini ve boyutunu analiz edebilmek i¢in gecirimli elektron
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mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Giimiis nanopartikiiller 2 mm?’lik lam parcalar
tizerinde kurutulduktan sonra altinla kaplanarak Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile goriintiilenmistir. Nanopartikiillerin Enerji Dagilim Spektrometresi (EDS)
ile elemental analizi gergeklestirilmistir. Dinamik Isik Sac¢ilimi (DLS) analizi ile boyut
dagilimlar1 belirlenmis, zeta potansiyeli 6l¢limii ile yiizey yiikleri analiz edilmistir. X-
1s1n1 kirinimmini (XRD) analizi i¢in glimiis nanopartikiiller 13.000 g’de 20 dakika
¢oktiiriilmiis ve 60°C’de kurutularak kullanilmistir. FTIR analizi i¢in sentezlenen
AgNP’lerin, MGYP besiyerinin ve 2 Mm AgNO3 ¢ozeltisinin analizleri 500-4000 cm®

Laraliginda 4 cm™ ¢oziiniirlikkte yapilmistir.
3.11. Disk Difiizyon Metodu ile Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Tahmini hiicre sayis1 McFarland standartlarma gore 5.10°%mL’e gore
ayarlandiktan sonra 100 pL alinarak Mueller Hinton Agar besiyerine ekilmistir. Steril
dort disk petri lizerine esit araliklarla yerlestirilmistir. Steril disklerden birincisine
besiyeri, digerlerine sirasiyla 32, 64, 128 uL/mL olacak sekilde AgNP ¢ozeltisi 15’er
uL eklenerek 24 saat 37 C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra disklerin
cevresinde olusan zonlara gore antimikrobiyal aktiviteler belirlenmistir. Negatif

kontrol amaciyla diskler tizerine 15 uL distile su eklenmistir.

3.12. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) ve Minimum
Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) Degerlerinin Belirlenmesi

Ondokuz Mayis Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilen
ondort patojen mikroorganizma Mueller Hinton Agar besi yerinde 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra Mueller Hinton Broth besiyerine ekim
yapilarak McFarland standartlarina gore bakteri yogunlugu 5.10%mL olacak sekilde
bakterilerin gelismesi saglanmustir.

Tahmini hiicre sayist1 McFarland standartlarina gore belirlendikten sonra
AgNP’ler Mueller Hinton Broth besiyerinde ¢oziilerek azalan konsantrasyonlarda
(256-0,0312 ug/mL) AgNP ¢ozeltileri elde edilmistir. AgNP ¢ozeltilerinin homojen
bir sekilde ¢oziinmesi i¢in vorteks ve sonikator kullanilmistir.

MIK degerlerinin dlgiilmesi i¢in 96’lik plakalara her bir kuyucuga 140 uL
Mueller Hinton Broth besiyeri, 150 pL artan konsantrasyonlarda (0,0312-256 pg/mL)
olacak sekilde AgNP c¢ozeltisi ve 10 pL patojen mikroorganizma eklenerek 24 saat
30°C’de de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki bulanikliga gore
her bir patojen mikroorganizma igin MiK degerleri belirlenmistir.
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MBK degerlerinin belirlenmesi amaciyla her bakteri i¢in Mueller Hinton agar
besi yeri hazirlanmigtir. MIK deneyinin yapildign plakalarda bulunan artan
konsantrasyonlarda AgNP bulunan kuyucuklardan 10 pL alinarak petri tizerine belirli
araliklarla ekim yapilmistir. 24 saat 30C’de inkiibasyondan sonra bakteri gelisimi

gostermeyen konsantrasyon MBK degeri olarak belirlenmistir.
3.13. Giimiis Nanopartikiillerin Genotoksisite Potansiyelinin Arastirilmasi

Tez ¢alismasinda Kribbella turkmenica 16K 104 tarafindan sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin genotoksisitesinin belirlenebilmesi i¢in Hep G2 hiicre hatti
kullanilmistir. Hep G2 hiicre hatt1 besi yeri ortaminda (% 10 dana serumu, % 1
penisilin — streptomisin igeren Eagle’s Minimum Essential medium) 37 °C’de % 5 CO2
iceren inkiibatdrde ¢ogaltilmistir. Hiicreler istenen yogunluga ulagtiginda iki kez fosfat
tamponu ile yikanip, tripsin-EDTA ile hiicreler kaldirilmigtir. Hiicre canliligi ve sayisi
Cedex Smart Slide kullanilarak belirlenmistir. Hiicre sayisi istenen yogunluga
ulastiginda hiicreler 24 kuyucuklu plakalara ekilip, 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler Kribbella turkmenica 16K104 tarafindan sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Deneyler
birbirinden bagimsiz 3 tekrar seklinde gerceklestirilmistir. Deneyde hidrojen peroksit
pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.

Glimiis nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarina 24 saat boyunca maruz
kalan hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilmistir. Hiicre canliligin1 belirlemek i¢in tripan
mavisi kullanilmistir. Lamlar normal erime noktali agarla kaplanmigtir. Hiicreler de
diisiik erime noktali agarla karistirilmig, lamlara yayilmasi saglanmis ve lamlar lamel
ile kapatilarak 20 dakika siire ile 4 °C’de bekletilmistir. Bekletilen siire sonunda
lameller dikkatlice alinmis ve lamlar 60 dakika soguk lizis ¢dzeltisinde bekletilmistir.
Lizis uygulamas: ve bundan sonraki uygulamalar karanlikta gerceklestirilmistir.
lizisten ¢ikan lamlar elektroforez soliisyonunda 20 dakika bekletilip, 20 dakika
boyunca 300 mA, 25 V yiiriitme islemi yapilmistir. Elektorforezden sonra lamlar
ndtralizasyon sollisyonunda bekletilmistir. Hava yardimiyla kurutulan lamlar tizerine
etidyum bromid boyas: (10 pg mL™) damlatilmis ve floresan mikroskop ile hiicrelerde
meydana gelen DNA hasarlar1  kuyruk uzunluklarimin  boyutuna  gore

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Giimiis Nanopartikiillerin Sentezinde Reaksiyon Kosullarinin

Optimizasyonu

AgNP’lerin sentezi reaksiyon karisiminin agik sari renkten koyu kahverengiye
doniistimiiyle ve UV-Vis spektofotometrik analizlerle degerlendirilmistir. UV-Vis
spektofotometrik analizlerle sentez sonrasi reaksiyon karisiminin 300-800 nm dalga
boylar1 arasindaki absorbiyon spektrumlari ¢izilmis ve boylece AgNP’lere ait yiizey
plazmon rezonanslarimi (surfase plasmon rezonance: SPR) gosteren pikler
belirlenmistir. Reaksiyon kosullarinin sentez iizerine etkisi SPR piklerinin tepe
noktalarina karsilik gelen absorbsiyon ve dalgaboylarinin karsilastirilmas: temelinde
degerlendirilmistir.

4.1.1. AgNOs Konsantrasyonunun Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi

Uzerine Etkileri

Farkli konsantrasyonlarda AgNOs igeren reaksiyon karisimlart 40 °C’de 2 giin
inkiibe edildikten sonra sentezlenen AgNP’lere ait SPR pikleri Sekil 4.1.°de
gosterilmektedir. Buna gore; AgNOs konsantrasyonunun arttirilmasiyla AgNP’lerin
sentezinde artis gozlemlenmistir. Ancak konsantrasyonun 2 mM dan daha yiiksek
seviyede tutulmasi SPR piklerinde kaymalara neden olmustur. SPR pik tepe noktasinin
416 nm’den 438’nm dalga boyuna kaymasi sentezlenen nanopartikiillerin boyutunda
da artis meydana geldigini ifade ettigi i¢in sentez i¢in en uygun AgNO3

konsantrasyonu 2 mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1. AgNOs konsantrasyonun etkisini gésteren UV-vis spektrumlari

Literatiir caligmasi neticesinde nanopartikiillerin bakteri aracili sentezi sirasinda
reaksiyon karigiminda bulunmasi geren AgNOs miktarinin indirgeyici ve stabilize
edici ajan olarak kullanilan bilesenin kaynagina gore degisiklik gosterdigi
goriilmektedir. Bacillus sp. AW1-2’in kullanildigi bir ¢alismada nanopartikiil sentezi
icin hazirlanan reaksiyon karigimina son konsantrasyonu 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,3.5ve 4
mM olacak sekilde AgNOs ilave edilmistir. Reaksiyon sonrasinda maksimum
nanopartikiil sentezine 3 mM AgNOs ile ulasildig: rapor edilmistir. Ayni ¢aligmada,
sentezlenen nanopartikiile ait SPR pikinin tepe noktasinin ise 447 nm dalga boyunda
goriildiigi belirtilmistir (Ajaz, et al., 2021). AgNP’lerin sentezi i¢in Gram pozitif ve
endofitik bir bakteri tiirii olan Rothia endophytica’ya ait kiiltiir stvisinin kullanildigi
baska bir ¢alismada ise sentez i¢in 1 mM AgNOg3 kullanilmistir. Ancak bu sekilde
sentezlenen AgNP’lerin SPR pikinin ¢ok kisa oldugu (0.435 OD) goriilmektedir
(Elbahnasawy, et al., 2021). Ashraf ve arkadaslar1 (2019) Enterobacter cloacae aracili
ekstraseliiler AgNP sentez prosesini istatistiksel bir yaklasimla optimize etmisler ve
sonugta maksimum AgNP sentezinin reaksiyon karigimda 2.5 mM’lik AgNOs
varliginda oldugunu rapor etmislerdir. Bakteri aracili ekstraseliiler AgNP sentezinin
gercgeklestirildigi bir bagka ¢aligmada maksimum verimlilik i¢in en uygun AgNOs
konsantrasyonunun Escherichia coli sa2, Exiguobacterium aurantiacumm sa3 ve
Brevundimonas diminuta sa4 kiiltiir stvisinin kullanildig: reaksiyon karigimlarinda 1
mM oldugu belirtilmistir (Saeed, 2020).
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4.1.2. Reaksiyon Sicakh@imin Giimiis Nanopartikiillerin Sentezine Etkileri

Farkl1 sicakliklarda stirdiiriilen reaksiyonlar sonrasinda sentezlenen AgNP’lere
ait SPR pikleri Sekil 4.2.’de gosterilmistir. Reaksiyon sicakliginin 20 ve 30 °C’de
oldugu kosullarda AgNP’lerin sentezinin oldukca diisiikk oldugu belirlenmistir.
Sicakligin 40 °C’ye arttirilmasi ile Oonemli sayilabilecek seviyede nanopartikiil
sentezinin gerceklestigi goriilmiistiir. Ancak, SPR piklerinin gorece genis olmasi bu
sicakliklarda sentezlenecek nanopartikiillerin boyut dagilimlarinin oldukga dengesiz
olacagini gostermistir. Glimiis nanopartikiillerinin sentezi i¢in en uygun sicaklik en dar

ve en yliksek SPR pikinin gézlemlendigi 50 °C olarak belirlenmistir.

Glimiis nanopartikiillerin kimyasal yoOntemlerle sentezi genellikle yiiksek
sicakliklarda gergeklestirilmektedir. Literatiirde bitki oziitlerinin kullanildig1 sentez
siireglerinin de yiiksek sicaklikta gerceklestigi ¢ok sayida rapor bulunmaktadir
(Kazlagi¢, 2020; Tailor 2020; Elmusa 2021). Bakteri aracili sentezler ise her ne kadar
bakterinin tilirline gore degisiklik gosterse de genellikle 25-45 °C gibi mezofilik
sicakliklarda gerceklestirilmektedir.
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Sekil 4.2. Giimiis nanopartikiillere farkli sicakliklarin etkisini gosteren UV-vis spektrumlari

Literatiirde Streptomyces, Rhodococcus, Pseudomonas, Pseudoduganella ve
Paenibacillus gibi taksonlarda siiflandirilan bazi bakteri tiirleri ile gergeklestirilen
caligmalarda AgNP’lerin ekstraseliiler sentezi i¢in gerekli en uygun sicakliklarin 25 —
50 °C araliginda oldugu rapor edilmistir (Hamed, 2020; Beeler 2020; Otari 2015, Huq
2020a, Hug 2020b). Bakteri aracili nanopartikiil sentez veriminin bu sicaklik
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araliklarinda yiiksek olmasinin sebebi sentezde rol alan nitrat rediiktaz gibi enzimlerin

bu sicakliklarda maksimum aktivite gdstermesi olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
4.1.3. pH Derecesinin AgNP Sentezine Etkileri

Farkli pH derecelerinde hazirlanan reaksiyon karisimlari ile sentezlenen AgNP
sentezine ait SPR pikleri Sekil 4.3.’te gosterilmistir. pH 6 derecesinde hazirlanan
reaksiyon karisiminda AgNP sentezine rastlanmamustir. pH 7 ve 8’de hazirlanan
reaksiyon karigimlarinda sentezlenen AgNP birbirine olduk¢a yakindir ancak pH 9 ve
10°da en iyi AgNP sentezi gozlenmistir. En iyi SPR pikinin oldugu pH derecesi 10
olarak gozlenmistir. Benzer sekilde, Pseudomonas taiwanensisa ile AgNP sentezinde
reaksiyon karistmi pH’smin 4’den 12’ye arttirilmasiyla sentez veriminin arttigi
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, literatiirde aktinobakteri-aracili birgcok AgNP
sentezinde reaksiyon karisimi baslangic pH’sinin 7 ve 8’ de tutuldugu goriilmektedir

(Shanmugasundaram, 2013).
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Sekil 4.3. Giimiis nanopartikiillere pH derecesinin etkisini gosteren UV -vis spektrumlari

4.2. Giimiis Nanopartikiil Sentezinde Kiiltiir Besiyerinin Optimizasyonu

Mikroorganizmalar aracilifiyla biyoteknolojik olarak sentezlenen AgNP’lerin
endiistriyel olarak kullanilabilmesi ve rakipleriyle rekabet edebilmesi i¢in maliyetin
diisiiriilmesi amaciyla AgNP sentezinde bakterilerin kiiltiir ortami bilesenlerinin
optimizasyonu gerceklestirilmistir.  Optimizasyon  iki  farkli  metotla
gerceklestirilmistir. Birincisinde degiskenlerin biri hari¢ digerlerinin sabit tutuldugu

“tek zamanda tek faktor (one factor at time: OFAT)”, ikincisinde ise “ylizey yanit
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yontemi- merkezi kompozit dizayn (response surface methodology-central composite
design: RSM-CCD) yaklagimlari kullanilmstir.

4.2.1. OFAT Yontemi ile Optimizasyon
4.2.1.1.Peptonun Giimiis Nanopartikiil Sentezine Etkileri

Besiyerindeki peptonun K. turkmenica 16K104 aracili ckstraseliiler AgNP
sentezi lizerine etkisinin gdzlemlenmesi icin  kiiltiir  besiyerleri  farkli
konsantrasyonlarda (0-2.5 g/L) pepton ile hazirlanmigtir. Kiiltivasyon sonrasinda
ekstraseliiler kiiltiir sivilart santrifiigasyonla ayrilarak nanopartikiil sentezinde
kullanilmistir. Besiyerinde peptonun yoklugunda ve farkli konsantrasyonlarda pepton
varhiginda elde edilen Kkiiltiirlerin siipernatantlarinin - kullanildigi tim sentez
reaksiyonlar1 sonucunda AgNP’lerin sentezlendigini gosteren acik saridan

kahverengiye dogru olusan renk degisimi gozlemlenmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda pepton ile hazirlanan besiyerlerindeki renk degigimleri

Sentezlenen AgNP’lerin miktarlart 300-800 nm dalgaboylar1 arasindaki
absorbsiyon spektrumlarinin karsilastirilmasi ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.5.). Buna
gore, en yiiksek nanopartikiil sentezi 2 g/L pepton igeren besiyerlerinde gelistirilen K.
turkmenica 16K 104’ nin kiiltiir sivisi ile elde edilmistir. Elde edilen AgNP’lere ait SPR
piki tepe noktasinin ise 406 nm’de oldugu gozlemlenmistir. Besiyerindeki pepton
konsantrasyonunun 1.5 mg/mL’nin altinda ya da 2 mg/mL’nin {izerinde tutuldugu

kosullarda ise sentezlenen SPR piklerinin yiiksekliklerinde 6nemli 6l¢lide azalma

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.5.Pepton konsantrasyonun giimiis nanopartikiil sentezine etkisi
4.2.1.2. Maya Ogziitiiniin Giimiis Nanopartikiil Sentezine Etkileri

K. turkmenica 16K104 kiiltiiriiniin hazirlanmasi i¢in kullanilan besiyerindeki
maya 6ziitii miktarinin giimiis nanopartikiillerinin sentezi tizerindeki etkisinin oldukga
onemli oldugu hem gorsel olarak (Sekil 4.6.) hem de sentezlenen AgNP’lerin 300-800
nm dalgaboylar1 arasindaki absorbsiyon spektrumlarinin karsilastirilmasi ile
belirlenmistir (Sekil 4.7.). Saridan koyu kahverengiye renk degisiminin en fazla
goriildiigii reaksiyon karigtmimin 3 g/L maya igeren besiyerinde gelistirilen K.

turkmenica 16K 104 kiiltiiriiniin siipernatanti ile hazirlandigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda maya 6ziitii ile hazirlanan renk degisimleri
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Sekil 4.7. Maya 06ziitii konsantrasyonun giimiig nanopartikiil sentezine etkisi

Spektrofotometrik analizler sonucunda en iyi SPR piki besiyerindeki maya
Oziitliniin 3 g/L oldugu kosullarda cizilmistir. Maya oOziitiiniin azaltilmasi ile
sentezlenen glimiis nanopartikiillerine ait SPR piklerinin yiiksekliklerinin de énemli
Olciide azaldig1 belirlenmistir. Ayrica, maya 6ziitiiniin diisiik konsantrasyonlarinda (0-
0,5 g/L) bant genislemesi, orta seviyedeki konsantrasyonlarda ise (1-2 g/L) 6nemli

Olciide pik kaymasi gdzlemlenmistir.
4.2.1.3. Malt Oziitiiniin Giimiis Nanopartikiil Sentezine Etkileri

Besiyerinde bulunan malt 6ziitiiniin K. turkmenica 16K104 aracili ekstraseliiler
AgNP sentezi lizerine etkisi hem gorsel olarak hem de spektrofotometrik analizlerle
degerlendirilmistir. Sekil 4.8.’de gosterildigi gibi besiyerinde 1.5 g/L malt oziitii
kullanildig1 kosullarda elde edilen kiiltiir s1visi ile gerceklestirilen nanopartikiil sentezi
sonunda reaksiyon ortamindaki saridan kahverengiye renk degisiminin daha kuvvetli

oldugu gozlemlenmistir.

Artan malt 6ziitli oranlariyla hazirlanan besi yerinde en iyi AgNP sentezi ve SPR
piki malt oziitiiniin 1,5 g/L oldugu Sekil 4.9’da gosterilmistir. Malt 6ziitiinliin en
yiiksek oranda bulundugu besiyerinde AgNP sentezinde azalma, SPR pikinde
genisleme gozlenmistir, bu da AgNP boyutunda artisa neden olmustur.
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda malt 6ziitii olan besiyerlerinde renk degisimleri

Spektrofotometrik analiz sonucunda da, maksimum nanopartikiil sentezinin 1.5
g/L malt dziitliniin kullanilmasiyla elde edilebilecegi goriilmiistiir. En yiiksek SPR piki
besiyerinde 1.5 g/L malt 6ziitiinlin kullanildig1 kosullarda gézlemlenmistir. Bununla
birlikte, malt 6ziitiiniin 2 ve 2.5 g/L olarak besiyerine ilave edildigi kosullarda da
yiikksek sentez verimi kaydedilmistir. Malt Oziitiiniin 3 g/L’ye arttirilmasi ise
nanopartikiil sentezinde onemli bir diislise neden olmakla birlikte sentezlenen
nanopartikiillere ait SPR pikinin genislemesine ve pik tepe noktasinin daha yiiksek

dalga boylarinda goriilmesine sebebiyet vermistir.
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Sekil 4.9. Malt 6ziitii konsantrasyonun giimiis nanopartikiil sentezine etkisi
4.2.1.4. Glukozun Giimiis Nanopartikiil Sentezine Etkileri

K. turkmenica 16K104 kiiltiirleri farkli konsantrasyonlarda glukoz kullanilarak
hazirlandiktan sonra santrifiigasyonla kiiltiir sivilar1 geri kazanilmis ve AgNP’lerin

sentezinde kullanmilmistir. Boylece, kiiltiirtin hazirlanmasi sirasinda besiyerindeki
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glukoz miktarinin ekstraseliiler AgNP’lerin sentezi tizerindeki etkisi sentez sonrasinda
reaksiyon karisimindaki renk degisimi (Sekil 4.10.) ve elde edilen AgNP’lerin 300-
800 nm dalgaboylar1 arasindaki absorbsiyon spektrumlarinin karsilastirilmast ile

degerlendirilmistir (Sekil 4.11.).

Kontrol haricinde farkli konsantrasyonlarda glukoz olan besiyerlerinde
gelistirilmis K. turkmenica 16K104 kiiltiirti ile gerceklestirilen tiim ekstraseliiler
sentez deneylerinde AgNP’lerin sentezlendigi gorsel olarak kanitlayan renk degisimi
gozlemlenmistir (Sekil 4.10.) Ancak, renk degisim oranlarinin tiim denemelerde
benzer olmasindan dolayr besiyerindeki glukoz konsantrasyonunun AgNP’lerin
ekstraseliiler sentezi iizerindeki etkisi gorsel olarak degerlendirilememistir. Bunula
birlikte, 4 g/L glukoz bulunan besiyerinde gelistirilen K. turkmenica kiiltiiriine ait
siipernatantin kullanildig1 sentez islemi sonrasinda reaksiyon karigmimi renginin

digerlerine oranla daha koyu oldugu dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarda glukoz olan besiyerlerindeki renk degisimleri

Sentezlenen AgNP’lerin 300-800 nm dalgaboylar1 arasindaki absorbsiyon
spektrumlari incelendiginde ise besiyerinde bulunan glukozun K. turkmenica 16K104
aracili AgNP’lerin ekstraseliiler sentezi lizerinde 6nemli etkisi oldugu goriilmiistiir.
SPR pik tepe noktalarina karsilik gelen absorbanslara gore karsilagtirilma
yapildiginda, giimiis nanopartikiillerinin en yiiksek verimle sentezi glukozun litrede 4
gram kullanildig1 besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltliriine ait siipernatantinin
kullanilmast ile gergeklestirilmistir. Bu kosulda sentezlenen AgNP’lere ait SPR
pikinin tepe noktasina karsilik gelen absorbans ve dalga boyu ise sirasiyla 3.5288 ve
403 nm bulunmustur. Besiyerindeki glukoz konsntrasyonunun 2 g/L oldugu kosullarda
sentezlenen AgNP’lere ait SPR pikinin tepe noktasinin ise 3.0168 absorbans ve 404
nm dalga boyuna karsiik geldigi tespit edilmistir. Glukozun diger

konsantrasyonlarinda ise sentezlenen AgNP’lere ait SPR piklerinin boyunun 6nemli
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oranda azaldig1 (< 2.4) goriilmiistiir. Ayrica, bu SPR piklerine ait tepe noktasina
karsilik gelen dalga boyularinda da 0.1 - 0.3 nm’lik artis tespit edilmistir. Sonug olarak,
AgNP’lerin sentezinde kullanilacak bakteri kiiltiiriiniin {iretimi i¢in en uygun glukoz

konsantrasyonunun 4 g/L oldugu belirlenmistir.

Besiyeri bilesenlerinin yiiksek verimlilikte AgNP iiretimi i¢in OFAT yaklasimi
ile gergeklestirilen optimizasyonu neticesinde en uygun pepton, maya Oziitii, malt
Oziitli ve glukoz konsantrasyonun sirastyla 2 g/L , 3 g/L, 1.5 g/L ve 4 g/L oldugu
belirlenmistir. Optimize edilen besiyeri ile elde edilen K. turkmenica 16K104 kiiltiir
stvist ile sentezlenen AgNP’lere ait SPR pikinin tepe noktasinin ise spektrumun 403

nm dalgaboyunda konumlandig tespit edilmistir.

Gergeklestirilen deneyler neticesinde besiyeri bilesenlerinin konsantrasyonunun
kiiltiir stvis1 ile sentezlenecek AgNP’lerin miktarlar1 ve boyutlari {izerinde 6nemli bir

etki gosterdigi agikca goriilmektedir. Bu etkinin;

) K. turkmenica 16K104’nin ayni bilesenlerin farkli konsantrasyonlart ile
olusturulan besiyerlerinde farkli bliylime davranisi gosterebilmesi,

i) Herhangi bir bilesenin AgNO3’tiin AgNP’lere indirgenmesinde rol alan
bir ya da birka¢ molekiiliin sentezlendigi biyokimyasal yolagin ¢aligma
hizin1 arttirabilmesi

gibi sebeplerden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.11.Glukoz konsantrasyonun giimils nanopartikiil sentezine etkisi
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4.2.2. RSM-CCD ile Optimizasyon

Glimis nanopartikiil sentezi i¢in kiiltiir besiyerinin istatistiki optimizasyonu i¢in
RSM-CCD yaklasimi1 kullanilmistir. Bu yaklagim ile; K. turkmenica 16K104
kiltliriiniin hazirlanmasi i¢in kullanilan glukoz, maya 0ziitii, malt 6ziitii ve pepton
arasindaki iliskinin AgNP’lerin sentezi iizerine etkileri arastirilmistir. Boylece;
besiyeri bilesenlerinin maksimum seviyede nanopartikiil sentezi i¢in kiiltiir ortamina
ilave edilmesi gereken konsantrasyonlari belirlenmistir. RSM deney tasarimi
sonucunda elde edilen deneysel ve tahmini yanitlar Tablo 4.1.’de g6sterilmistir. Buna
gore en yliksek miktarda nanopartikiil sentezi 7.5 g/L glukoz, 2.25 g/LL maya 6ziitii,
2.25 g/L malt oziitii ve 1.88 g/L pepton iceren besiyerinin kullanildigi, en diisiik
miktarda nanopartikiil sentezi ise 2.5 g/L glukoz, 0.75 g/L maya 6ziitii, 0.75 g/L malt
oziitii ve 0.63 g/L pepton igeren besiyerinin kullanildigi K. turkmenica 16K 104 kiiltiiri
ile elde edilmistir. Ayrica deneysel ve tahmini yanitlar arasinda bir anlamsizlik tespit
edilmemistir. Her bir deneye ait spektrumlar Sekil 4.12°de gosterilmistir. Spektrum
analizleri neticesinde, sentezlenen nanopartikiil miktarinin azalmasi anlamina gelen
absorbans azalmast SPR piklerinin tepe noktasi kaymasi ve pik genislemesi
gbzlemlenmistir. Bu durum, sentez miktar1 azaldikca AgNP boyutunun arttigini ve

ayni zamanda pargacik dagilim araliginin da genisledigi seklinde yorumlanmustir.

Tablo 4.1. RSM-CCD tasarimi deney yanitlar1 ve tahminleri.

No Deneysel Tahmini No Deneysel Tahmini
yanit yanit yanit yanit
(absorbans) (absorbans) (absorbans) (absorbans)
1 3.19 3.23 16 2.66 2.73
2 3.16 3.23 17 2.26 2.33
3 2.67 2.74 18 3.80 3.86
4 2.07 2.11 19 1.69 1.63
5 3.18 3.23 20 3.26 3.23
6 2.20 2.14 21 3.28 3.23
7 3.97 3.91 22 3.59 3.66
8 3.33 3.38 23 3.12 3.06
9 1.97 1.94 24 2.93 2.85
10 3.78 3.84 25 3.72 3.68
11 3.43 3.37 26 3.28 3.23
12 2.92 2.89 27 3.47 3.54
13 2.98 3.02 28 2.37 2.43
14 3.75 3.67 29 2.86 2.79
15 1.52 1.59 30 3.36 3.30
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Sekil 4.12. RSM-CCD tasarim1 deneyleri sonucunda elde edilen spektrumlar.

Deneysel tasarim ¢ercevesince elde edilen sonuglar neticesinde yanitlara gore
besiyeri bilesenleri ve giimiis nanopartikiillerin sentezi arasindaki iliskiyi tanimlayan
matematiksel model, olacak sekilde formiile edilmistir.

Absorbans : +3.23 + 0.27 X{,+0.55 X, + 0,15 X3 + 0,19 X, — 0.072 X, X,
—0.064 X;X3 — 0.016 X; X, + 0.021 X, X3 + 0.027 X, X,
—0.083 X5X, — 0.19 X? — 0.12 X% + 0.033 X2 — 0.015 X2

Modelin istatistiksel analizi varyans analizi (ANOVA) ile gerceklestirilmistir.
Analiz sonucunda model i¢in p-degeri ve F-degeri sirasiyla <0.0001 ve 126.01 olarak
hesaplanmistir. Modelin istatistiksel a¢idan degerlendirilmesi esnasinda p-degerinin
F-degerine bolliimii ile elde edilen sonucun 0.05’den kiiciik olmas1t modelin anlamli
oldugu yoniinde yorumlanmaktadir. Bu bakimdan nanopartikiil {iretiminde besiyeri
bilesenlerinin etkisini belirleyen ve optimize edilmesinde kullanilan bu model
istatistiki olarak anlamlidir. Ayrica, modelde hata meydana gelme sansinin %0.01°den
kiigiik oldugu da tespit edilmistir. Modele ait 0.9916 olarak hesaplanan regresyon
katsayis1 (R?) degeri model esitligi yardimi ile tahmin edilecek sonuglarin deneysel
sonuglara oldukca yakin olacagimi gdstermektedir. Ek olarak, elde edilen R? degeri
degiskenlerin ve sonuglarin %99.16’sinin model kapsaminda agiklanabilecegini ifade
etmektedir. Model icin tahmini (predicted) regresyon katsayis1 (Pred-R?) ve
diizenlenmis (adjusted) regresyon katsayis1 (Adj-R?) degerleri sirasiyla 0.9567 ve

0.9837 olarak hesaplanmistir. Bu iki regresyon katsayisinin birbirine yakinligi ise

42



modele herhangi bir terim eklenmesine gerek olmadigini gostermistir. Sinyal’in
giiriiltliye oranini belirten Adeq-Precision degeri 39.628 olarak bulunmustur. Bu
degerin 4’lin ilizerinde olmas1 modele ait sinyal giiciiniin ve modelin hassasiyetinin
yeterliligini géstermektedir.

Varyans analizi neticesinde bagimsiz degiskenlerin hepsinin (p/F < 0.0001)
nanopartikiil sentezi iizerindeki etkisi istatistiki olarak Onemli bulunmustur.
Degiskenlerin birbirleri arasindaki etkilesimlerin glimiis nanopartikiillerinin sentezi
lizerine etkileri istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Buna gore; glukoz — maya 6ziitii
(p-degeri= 0.0035), glukoz — malt 6ziitii (p-degeri= 0.0076) ve malt 6ziitii — pepton (p-
degeri= 0.0012) aralarindaki ¢oklu regresyon iligkilerinin giimiis nanopartikiillerinin
sentezini anlamli diizeyde etkiledigi saptanmistir. Ote yandan glukoz — pepton, maya
Oziitli — malt 6ziitli, maya Oziitli — pepton aralarindaki iligskinin sentez iizerindeki

etkisinin herhangi bir istatistiki anlam tagimadigi tespit edilmistir (p-degeri >0.1).

Maya 06ziitii ve glukoz arasindaki iliskinin giimiis nanopartikiillerinin sentezi
tizerindeki etkileri Sekil 4.13.’te hem {ii¢ boyutlu (3D) hem de 2 boyutlu olarak
sunulmustur. Buna gére maya oOziiti diisik ve orta seviyedeyken glukoz
konsantrasyonunun orta seviyeye yiikseltilmesi ile glimiis nanopartikiillerinin
sentezinde artig oldugu goézlemlenmistir. Besiyerindeki glukoz konsantrasyonunun
yiikksek seviyelere c¢ikartilmast (>7.5 g/L) ise AgNP’lerin sentezini olumsuz
etkilemistir. Glukoz konsantrasyonunun diisiik ve orta seviyelerde tutuldugu
kosullarda, besiyerindeki maya 0ziitli konsantrasyonunun arttiritlmasi sentezlenen

nanopartikiil miktarinin artigina sebep olmustur.

Absorbans
Maya oziitii

1.3240] 1.96008]

000 000 b 0.00 250 5.00 7.50 10.00

Sekil 4.13. Besiyerindeki maya 6ziitii ve glukoz konsantrasyonlarinin sentez iizerine etkisi li¢c boyutlu
(a) ve iki boyutlu (b) grafikler
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Besiyerindeki glukoz ve malt 6ziitii konsantrasyonunun AgNP’lerin sentezi
tizerine etkilerinin gosterildigi Sekil 4.14.”e gore her iki bilesenin konsantrasyonlarinin
yiiksek seviyede tutulmasi ile sentezlenen AgNP miktarinda azalma goézlemlenmistir.
Ayrica, besiyerindeki glukoz konsantrasyonundaki orta seviyeye kadar olan artisin
malt Oziitiindeki artisa gore AgNp’lerin sentezi iizerindeki etkisinin daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Besiyerindeki glukoz yogunlugunun 0-5 g/L oldugu
kosullarda ise malt 6ziitliniin arttirilmasiyla sentezlenen AgNP miktarinin da arttig1

belirlenmistir.
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3.9684

Absorbans

1.5214

Malt 6zutu

Sekil 4.14. Besiyerindeki malt 6ziitii ve glukoz konsantrasyonlarinin sentez {izerine etkileri ii¢ boyutlu
(a) ve iki boyutlu (b) grafikler

Pepton ve malt Oziitli arasindaki iligkinin nanopartikiil sentezi iizerindeki
etkilerini gosterir 3D ve 2D grafikler Sekil 4.15.a ve Sekil 4.15.b’ de gdsterilmektedir.
Buna gore, peptonun besiyerindeki konsantasyonunun diisilk ve orta diizeyde
tutuldugu kosullarda malt 6ziitii konsantrasyonunun yiikseltilmesi sentezlenen AgNP
miktarinda 6nemli diizeyde artisa neden olmustur. Benzer durum malt ekstraktin diisiik
ve orta diizeyde tutuldugu kosullarda pepton i¢in de kaydedilmistir. Dolayisiyla,
optimizasyon siirecinde her iki Dbilesenden sadece birinin  besiyerindeki
konsantrasyonunun arttirilmasinin yeterli olacagi ve bu durumun minimum girdi ile

yiiksek verimlilik agisindan 6nemli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. Besiyerindeki pepton ve malt 6ziitii konsantrasyonlarinin sentez lizerine etkileri tic boyutlu
(a) ve iki boyutlu (b) grafikler

Elde edilen veriler ¢ergevesince besiyeri bilesenlerinin maksimum nanopartikiil
sentezi i¢in en uygun konsantrasyonlar1 Design Expert 7 programindaki “numerical
optimization” aract kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuca gore en uygun
konsantrasyonlar glukoz, maya 0ziitii, malt 6ziitii ve pepton i¢in sirasiyla 5.71 g/L,

2.35 g/L, 0.66 g/L ve 2.34 g/L olarak belirlenmistir.

4.2.3 Optimizasyon Sonucunun Dogrulanmasi

K. turkmenica 16K104 RSM-CCD ile optimize edilmis besiyerinde
gelistirildikten sonra, kiiltiir stvist kullanilarak giimiis nanopartikiilleri optimum sartlar
altinda sentezlenmistir. Sentez sonrasinda Sekil 4.16.’da gosterilen glimiis
nanopartikiil siispansiyonuna ait absorbsiyon spektrumuna gore gercek sonuglarin
tahmini sonuca yakin oldugu gozlemlenmistir. Ancak, SPR pik tepe noktasi klasik
yontemle optimizasyon sonrasi sentezlenen nanopartikiillere ait SPR pik tepe
noktasmnin 12 nm ilerisine kaymistir. Bu durum, RSM-CCD ile optimize edilmis
besiyerinin kullanildig1 kosullarda sentezlenen nanopartikiillerin boyutlarinin klasik
yontemle optimize edilmis besiyerinin kullanildig1 kosullarda sentezlenenlerden daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bundan dolayi, sentez igin klasik yontemle optimize

edilmis besiyeri tercih edilmistir.
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Sekil 4.16.RSM-CCD ile optimize edilmig nanopartikiillerin absorbsiyon spektrumlari
4.3. Giimiis Nanopartikiillerin Kararhhg:

Optimum kosullarda sentezlenen AgNP’lerin sentezlendikten hemen sonraki ve
bir y1l sonunda UV-Vis spektrum 6lgiimleri sekil 4.17.’de gosterilmistir. AgNP’lerin
sentezinden hemen sonra ¢izilen SPR pikinin tepe noktasi 414 nm dalga boyunda, bir
yil siiresince oda sicakliginda bekletilen AgNP’lere ait SPR pikinin tepe noktas ise
413 nm dalga boyunda gozlemlenmistir. Ayrica, tepe noktasina karsilik gelen
absorbansda da 6nemli bir degisim goriilmemistir. Bu durum; sentezlenen AgNP’lerin
kiimeleserek boyutunun biiyiimedigini ifade etmektedir. Sentezlenilen nanopartikiiliin
kararliligiin ylizeyindeki bakteri kiiltiiriinden koken alan fonksiyonel gruplardan ya
da yiiksek pozitif ya da negatif zeta potansiyeline sahip olmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Gozlemlenen bu 6zelliklik endiistriyel agidan oldukg¢a 6nemlidir. Ciinkii; gerek
kimyasal, gerek fiziksel gerekse de biyolojik yontemler araciligi ile ticari amaglar igin
uretilen AgNP’ler 1-3 ay gibi kisa siirede kiimelesmekte ve boyutlar
farklilagsmaktadir. Bundan dolayi, lretim siparise gore yapilmakta ve iretim
sonrasinda hizla alictya teslim edilmek zorundadir. Ayrica alicinin kullanimina kadar
bekletebilecegi siire de oldukca kisa olmaktadir. Bu anlamada, gerceklestirdigimiz
calisma neticesinde sentezlenilen AgNP’lerin sanayideki muadillerine gore daha ¢ok

tercih edilme potansiyeli yiiksektir.
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Sekil 4.17. AgNP’lerin sentezden hemen sonra (a) ve bir yil sonra (b) cizilen absorbans spektrumlari
4.4. AgNP Karakterizasyonu
4.4.1. Taramah Elektron Mikroskobisi (SEM) ve EDS verileri

Optimum kosullar altinda K. turkmenica 16K104 araciligiyla ekstraseliiler
olarak sentezlenen AgNP’lerin SEM mikrografi Sekil 4.18.’de gosterilmektedir.
AgNP’lerin SEM mikrografi goriintiilerine gore giimiis nanopartikiillerin kiiresel
formda olduklar1 ve boyutlarmin 5-50 nm arasinda oldugu tespit edilmistir. Literatiir
calismasi neticesinde, ekstraseliiler sentez sirasinda farkli aktinobakteri suslari ile
farkli boyutlarda ve sekillerde nanopartikiillerin elde edilebilecegi goriilmektedir.
Manikprabhu ve arkadaslarinin (2016) gerceklestirdigi c¢alismada, hareketsiz bir
aktinobakteri olan Sinomonas mesophila MPKL 26 ile ekstraseliiler olarak sentezlenen
AgNP’lerin boyutlarinin 4-50 nm arasinda oldugu belirlenmistir. Vijayabharath ve
arkadaglarinin (2018) gergeklestirdigi ¢alismada Streptomyces griseoplanus SAI-25
aracili AgNP sentezi sonucunda olusan partikiillerin boyutunun SEM analizine gore
yaklasik 20-25 nm oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde, Streptomyces naganishii
MAY7 (Shanmugasundaram, 2013), Streptomyces calidiresistens IF11 (Wypij, 2018),
Pilimelia SP. SF23 (Anasane, 2016) ve Streptomyces coelicolor kimp33
(Manikprabhu and Lingappa, 2014) aciligiyla ekstraseliiler olarak sentezlenen
AgNP’lerin 5-50 nm arasinda boyutlara sahip olduklar1 rapor edilmistir. Bunun
yanisira, Streptomyces rochei MHM13 (Abd-Elnaby, 2016) ve Rhodococcus sp.
(Otari, 2012) ile sentezlenen AgNP’lerin boyutlarinin sirasiyla 85 ve 100nm’ye kadar
ulasabilecegi goriilmiistiir. Tamil Nadu (Hindistan) sahillerinden izole edilen bir
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aktinobakteri olan Nocardiopsis dassonvillei- DS013 ile sentezlenen AgNP’lerin
boyutlarinin ise yaklasik 100 nm oldugu bildirilmistir (Dhanaraj, 2020).

N
— 100nm KITAM
X 50,000 15.0kV SEI SEM WD 10.1lmm

Sekil 4.18. Optimum kosullarda sentezlenen Giimiis nanopartikiillerin SEM mikrografi

EDS analizi sonucunda nanopartikiillerin elemental igerigini gosteren grafik
Sekil 4.19.°da gosterilmektedir. SEM ile analiz edilen giimiis nanopartikiillerin var
oldugu EDS analizi ile kuvvetli giimiis sinyali ile bir kez daha dogrulanmistir. EDS
analizinde kaplamaya, analiz zeminin cam olmasina ve reaksiyon karigimindaki
organik bilesiklere bagli olarak sirasiyla altin; silisyum ve azot, oksijen kiikiirt

sinyallarine rastlanldig: sekil 4.19°da goriilmiistiir.

Sekil 4.19. Elemental analiz sonuglarini gosteren EDS grafigi
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4.4.2. Parcacik Boyut Dagilim Analizi

Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin boyut dagilimlart DLS ile analizi Sekil
4.20.’de gosterilmistir. Dinamik Isik Sag¢ilimi (DLS) analizi, nanopartikiillerin partikiil
boyutunu ve stabilitesini belirlemek i¢in kullanilan etkili bir yontemdir (Shah and
Rather, 2020). Analiz sonucunda giimiis nanopartikiillerin boyut dagiliminin homojen
oldugunu bulunan 0.311°lik polidispersite indisi (PDI < 0.5) gostermektedir.
Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin endiistriyel olarak kullanilabilmesi igin ¢ozelti
icinde boyut dagiliminin homojen ve daha kiicliik siirlar arasinda olmasi
beklenmektedir. Yapilan DLS analizinin sonuglar1 da sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin beklenildigi gibi 4-20 nm boyutlar1 arasinda oldukg¢a dar smirlar

arasinda dagilim gosterdigini ortaya koymustur.

Daha 6nce yapilan caligmalara bakildiginda Singh ve arkadaglarinin bakteriyel
kaynakli sentezlenip analiz edilen AgNP'lerin ortalama boyutunu, polidispers deger
(0,369) ile yaklasik 228.7 + 2.4 nm bulmuslardir (Singh, vd., 2018). Singh ve
arkadaglarinin 2016 yilinda Sporosarcina koreensis DC4 ‘den sentezledikleri AgNP
icin gbzlemlenen ortalama parcactk boyutunu PDI 0.240 ile 102 nm olarak
bulmuslardir (Singh, vd., 2016). Rapor edilen caligmalara bakildiginda bakteriyel
kaynakli sentezlenen AgNP’lerin boyutlar1 50-200 nm arasinda degisiklik
gostermektedir (Kumar and Mamidyala, 2011). Kribbella turkmenica 16K104
araciligi ile sentezlenen glimiis nanopartikiillerin diger nanopartikiillere kiyasla daha
kiiciik boyutlarda oldugu goriilmektedir.

20
25
2 |
5

10 A

Pargacik sayisi (%)

Boyut (nm)

Sekil 4.20. Guimiis nanopartikiillerin DLS analizi ile boyut dagilimi
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4.4.3. Zeta Potansiyeli Analizi

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda sahip olduklar1 zeta potansiyelleri
oldukga 6nemli bir analizdir. 30 mV'den yiiksek veya -30 mV'den diisiik bir zeta
potansiyeli, kararli bir sistemin gostergesidir (Geengan, et al., 2013). K. turkmenica
16K104 araciligiyla sentezlenen giimiis nanopartikiillerin zeta potansiyeli -30.6 & 10.1
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.21.).

Siispansiyondaki tim pargaciklar biiylik bir negatif veya pozitif zeta
potansiyeline sahip oldugunda, birbirlerini itme egiliminde olacaklar ve pargaciklarin
bir araya gelme egilimi olmayacaktir. Yani, partikiillerin zeta potansiyel degerleri
diisiik ise partikiillerin bir araya gelip topaklasmasini engelleyecek bir kuvvet
olmayacaktir. AgNP'lerin yiiksek negatif zeta potansiyelinden dolayr dogada
polidispersiyon oldugu aciktir; bu nedenle, elektrostatik itme kuvveti bunlar arasinda
nanopartikiillerin aglomerasyonunun dnlenmesi ile sonuglanir ve ayrica ¢ozeltide uzun

vadeli stabilite i¢in ¢ok yardimci olmaktadir (Elamawi, et al., 2018).

120000

100000

-100 100 200

0
Zeta potansiyeli
Sekil 4.21. Glimiis nanopartikiillerin zeta biiytikligii ve dagilimi

Onceki ¢alismalara bakildiginda Prakasham ve arkadaslarmin 2012 yilindaki
calismalarinda Streptomyces albidoflavus araciligi ile sentezledikleri AgNP’{in zeta
potansiyelini -8,5 mV olarak olgmiislerdir (Prakasham, et al., 2012). Kumar ve
arkadaglar1 2011 yilinda yaptiklari caligmada Pseudomonas aeruginosa araciligt ile
sentezledikleri AgNP’iin zeta potansiyelini -9,5 mV olarak bulmuslardir (Kumar and
Mamidyala, 2011). +30 mV'den yiikksek veya -30 mV'den diisiik zeta potansiyel
degerleri nanopartikiillerin kararliligin1 6nemli Olclide etkilemektedir. Sentezlenen
AgNP’ler biiylik bir negatif veya pozitif zeta potansiyeline sahip olduklarinda,

birbirlerini itme egiliminde olacaklardir ve parcaciklarin bir araya gelerek
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kiimelesmeleri engellenmis olacaktir. Endiistriyel amacl kullanilmasi planlanan
nanopartikiiller biribirini itme egiliminde olduklarinda zamanla kiimeleserek
boyutlarinin biiylimeleri engellemis olmaktadir, bu da {iriiniin raf démriiniin uzamasina

ve antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek olmasiyla sonuglanmaktadir.
4.4.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR, metal nanopartikiiller ile biyomolekiiller arasindaki fonksiyonel gruplarin
bagini anlamaya yonelik etkili bir analizdir. FTIR analizleri giimiis nanopartikiillerin
indirgenmesinden, kaplanmasindan ve etkin stabilitesinden sorumlu olabilecek
biyomolekiilleri belirlemek amaciyla gerceklestirilmektedir (Eraslan, 2020). AgNP
sentezine ait fonksiyonel gruplarin piklerini gosteren FTIR spektrumu Sekil 4.22.’de
gosterilmektedir. AgNP sentezinin gergeklestigi kiiltiir ortaminin FTIR spektrumu
Sekil 4.23.’te gosterilmektedir. 2 mM AgNO3z’in FTIR spektrumu Sekil 4.24.’te
gosterilmektedir. FTIR spektrum piklerine bakildiginda 3338.2, 3336.11 ve 3336,13
pikleri O-H (H-bagl karboksilik asit) ve N-H (Amin, amid) gruplarin1 vermektedir.
2117,67, 2107,49 ve 2162,51 FTIR spektrum pikleri C=C Alkin grubunu ifade
etmektedir. 1637,78, 1636, 75 ve 1636,62 pikleri C=C Alken grubunu ifade etmektedir.
2 mM AgNOs ¢ozeltisindeki 1344,35 piki NO2 Nitro bilesikleri veya C-N Amin, amid

gruplarini ifade etmektedir.

— —~— S
i \

2117.67 cm-1 S

1637.78 cm-1

3338.2cm-1

Sekil 4.22. AgNP’lin FTIR spektrumu
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Sekil 4.23. MGYP besi yerinin FTIR spektrumu

2162.51 cm-1

134435 cm-1

1636.62 cm-1

3336.13 cm-1

T oomd

Sekil 4.24. AgNOs ¢ozeltisinin (2mM) FTIR spektrumu

Literatiire bakildiginda, Fouad ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar
caligmada Bacillus amyloliquefaciens (D29)’den sentezledikleri AgNP’lerde 3384.91,
1633.91, 1359.54, 1064.84 ve 528.96 cm™ FTIR spektrum piklerini, B. subtilis
(A15)’den sentezledikleri AgNP’lerde 3386.75, 1634.43, 1395.58, 1079.35 ve 532.60
cm™? FTIR spektrum piklerini elde etmislerdir. Elde edilen FTIR spektrum piklerine
gore AgNP’lerin sentezi sirasinda amino asit kalintilar1 ve sentezlenen protein arasinda
bulunan O-H gerilmesi ve C=C, =C—H, C=0, N-H fonksiyonel gruplarinin AgNP

sentezine neden olabilecegini gostermektedir (Fouad, et al., 2017).
4.4.5. X - Isitm Difraksiyon (X-RD)

X-1ginlart kirinimi, kristallerin atomlarin aralarindaki mesafe ve geometrik
diizeni hakkinda bilgi veren bir yontemdir. XRD analizi biyolojik olarak sentezlenmis
gliimiis nanopartikiillerdeki kristalin bilesiklerin kalitatif olarak taninmasinda
kullanilmaktadir (Kiitiik, 2019). K. turkmenica 16K104 araciligiyla sentezlenen
AgNP’lerin XRD sonucu Sekil 4.25.’te gosterilmektedir. XRD analizi sonucunda

Kribballa turkmenica 16K104 araciligi ile biyolojik yontemlerle sentezlenen
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AgNP’lere ait 38° ‘de yogun bir pik elde edilmistir. Yapilan diger galismalara
bakildiginda AgNP sentezine dair XRD sonuglarinda benzer sonuglar oldugu
goriilmektedir. Iqtedar ve arkadaslarinin 2019 yilinda Bacillus mojavensis BTCB15
‘ten elde ettikleri AgNP’de 26= 8, 20, 25, 32, 38, 43, 50, 75, 84 ‘te pikler elde
etmisglerdir ( Iqtedar, ve digerleri, 2019). Zaki ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklar
caligmada E. Coli ‘den elde ettikleri AgNP’de 2 6 = 45.3 ‘te yogun bir pik
gozlemlemislerdir (Zaki, et al., 2011).

Younluk (say1)

I T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80

2-theta (deg)

Sekil 4.25. AgNP’lerin XRD grafigi
4.5. Giimiis Nanopartikiillerin Bakteriler Uzerindeki Etkileri

4.5.1. Giimiis Nanopartikiillerin Disk Difiizyon Teknigi Ile Belirlenen
Bakteriler Uzerindeki Etkileri

Disk difiizyon teknigi bir maddenin bakteriler {izerindeki inhibe edici etkisinin
gozlemlenmesi agisindan oldukga pratik bir yontemdir. Disk difiizyon teknigi ile her
ne kadar sayisal bir sonu¢ alinmasi ¢ok fazla miimkiin olmasa da bir maddenin
antimikrobiyal etkili farkli maddelerle kiyaslanmasi agisindan da fikir verici bir
yontemdir. Yapilan disk diflizyon deneyi sonucunda, gilimiis nanopartikiillerin
Acinetobacter baumannii, Bacillus. cereus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Enterococcus spp. (VRE), Klebsiella pneumoniae, Providencia spp., Morganella
morganii, Pseudomonas aeruginosa, Stapylococcus epidermidis, Citrobacter freundii,
Corynebacterium striatum ve Streptococus pneumoniae patojenlerine Kkarsi
antibakteriyal etkisinin oldugu goriilmistiir. Fakat; nanopartikiillerin emdirildikleri
filtrelerden besiyerine diflizyon hizi ve difiizyon oranlarinin yetersiz olmasi

nanopartikiillerin farkli patojenlere karsi antibakteriyel aktivitesinin etkilerinin
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kiyaslanmasini engellemistir. Filtre izerindeki giimiis nanopartikiil miktarinin artisina
paralel olarak gozlemlenmesi gereken zon g¢api artisi da yetersiz difiizyon hizi ve
oranindan dolay1 acgik¢a goriilememistir. Patojen bakteri suslarmin gelistirildigi
besiyerlerine yerlestirilen ve giimiis nanopartikiil emdirilen filtrelerin etrafinda olusan

inhibisyon zonlar1 Sekil 4.26’da gosterilmistir.

Sekil 4.26. Giimiis nanopatikiillerin patojen mikroorganizmalara inhibisyon zonlar1

45.2. AgNP’lerin Bakteri Suslar1 Karsisindaki Minimum Inhibe Edici
Konsantrasyonlar1 (MIK)

K. turkmenica 16K 104 araciligiyla sentezlenen giimiis nanopartikiillerin analizi
yapilan patojen mikroorganizmalara karst MIK degerleri Tablo 4.2°de
gosterilmektedir. Giimiis nanopartikiiller Escherichia coli’ye kars1 en diisiik inhibe
edici etki olan 0.25 pg/mL MIK degerini, Morganella morganii ve Providencia spp.
‘ve 4 pg/mL’lik MIK degerini, Klesiella pneumoniae, Enterococcus spp. (VRE),
Pseudomonas aeruginosa, Stapylococcus aureus, Stapylococcus epidermidis,
Streptococus pneumoniae Ve Citrobacter freundii ye kars1 1 pg/mL MIK degeri olarak

Olciilmiistiir. Plakalardaki bakteriyel gelisim Sekil 4.27°de gosterilmistir.

El-Bendary ve arkadaslarmin 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Aspergillus
caespitosus 'tan elde edilen AgNP’lerin MIK degerleri, Bacillus cereus igin en diisiik
MIK ve E. coli ve Candida albicans i¢in en yiiksek MIK degeri 0.235-1.174 mg/ml
olarak bulmuslardir (EI-Bendary, et al., 2021). Alsamhary’nin 2020 yilinda ¢aligmada
Bacillus subtilis araciligi ile sentzledigi AgNP’lerin MiK degerlerini Staphylococcus
aureus (MRSA) i¢in 60 ng/mL, Staphylococcus epidermidis igin 70 ng/mL, Klebsiella
pneumoniae 90 ug/mL, Escherichia coli i¢in 50 90 ug/mL, Candida albicans igin 205
ug/mL olarak bulmustur ( Alsamhary, 2020). Velmurugan ve arkadaslarinin 2014
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yilinda yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis EWP-46 tarafindan sentezledikleri
AgNP’lerin MiK degerlerini P. fluorescens igin 129 + 10.8 ug/mL ve S. aureus igin
116 + 12.6 pg/mL olarak bulmuslardir (Velmurugan, et al., 2014). K. turkmenica
16K104 araciligiyla sentezlenen glimiis nanopartikiillerin antibakteriyal etkisinin diger
bakteriler tarafindan sentezlenen giimiis nanopartikiillerle karsilastirildiginda daha
yiilksek miktarda oldugu yapilan c¢alismalara bakildiginda goriilmektedir.
Antimikrobiyal aktivitesinin yliksek olmasi sentezlenen giimiis nanopartikiiliin
kaynagina, boyutuna ve boyutlarinin kiigiilmesinden dolay1 meydana gelen etki ettigi
yiizey alaninin bliyiimesinden dolay1 olabilmektedir.

Tablo 4.2. Kribbella turkmenica 16K104 tarafinda sentezlenen giimiis nanopartikiillerin caligilan
patojenlere karst MIK degerleri

Bacteria MIK (ug/mL)
Acinetobacter baumannii 2
Bacillus cereus 0.5
Corynebacterium striatum 0.5
Enterobacter cloacae 0.5
Escherichia coli 0.25
Klesiella pneumoniae 1

Enterococcus spp. (VRE)
Morganella morganii
Providencia spp.
Pseudomonas aeruginosa
Stapylococcus aureus
Stapylococcus epidermidis
Streptococus pneumoniae

T e e N U O A=Y

Citrobacter freundii
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Sekil 4.27. AgNP’lerin MIK deneylerine iliskin plaka goriintiilerinden 6rnek

4.5.3. Giimiis Nanopartikiillerin Bakteri Suslar1 Karsisindaki Minimum
Bakterisidal Konsantrasyonlar1 (MBK)

K. turkmenica 16K 104 araciligiyla sentezlenen giimiis nanopartikiillerin analizi
yapilan patojen mikroorganizmalara karsi MBK degerleri Tablo 4.3.te
gosterilmektedir. MBK degerleri tespit edilirken Sekil 4.28°de iiremenin goriilmedigi
kuyulardan ornekler alinarak besiyerine damlatilmistir. Besiyerlerinin inkiibasyonu
sonrasinda her bir bakteri susunun gelisimi ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Besiyeri
yiizeyine damlatilanlardan bakteri gelisiminin gézlemlenmedigi Grneklerin alindigi
kuyucuklar  tespit edilmistir. Bu  kuyucuklardaki  giimiis  nanopartikiil
konsantrasyonunu bakteriyi 6ldiirmek i¢in gerekli konsantrasyonlari ifade etmektedir.
Bu kuyucuklarda bulunan en diisik nanopartikiil konsantrasyonu giimiis
nanopartikiillerin 1ilgili bakteri karsisindaki MBK degeri olarak belirlenmistir.
Gergeklestirilen deneylerden elde edilen sonuglara gore giimiis nanopartikiiller en
yiiksek bakteriyosidal etkiyi Pseudomonas aeruginosa ve Stapylococcus aureus’a
kars1 1 pug/mL olarak gosterirken, Bacillus cereus’a kars1 2 pg/mL, Stapylococcus
epidermidis, Enterococcus spp. (VRE), Klesiella pneumoniae ve Escherichia coli ‘e
kars1 8 ng/mL, Morganella morganii ve Acinetobacter baumannii ‘e kars1 16 pg/mL,
Enterobacter cloacae ve Citrobacter freundii ‘e karsi 32 pg/mL MBK degeri
gostermislerdir. Corynebacterium striatum, Providencia spp. ve Streptococus

pneumoniae patojenlere karst MBK degerleri ¢alisilan araliklarin iizerinde oldugu

analiz edilmistir.
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Daha 6nceden yapilan ¢alismalara bakildiginda Singh ve arkadaslarinin 2020
yilinda yaptiklart ¢alismada Solibacillus isronensis sp. araciligiyla sentezledikleri
AgNP’lerin MBK degerlerini E. Coli i¢in 6.25 pg/mL , P. Aeruginosai¢in 3.12 pg/mL,
S. epidermidis ve S. aureus i¢in 50 pg/mL olarak bulmuslardir (Singh, et al., 2020).
Pallavi ve arkadaslarinin 2021 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada Streptomyces hirsutus
araciligiyla sentezledikleri AgNP’lerin MBK degerlerini S. aureus ve P. aeruginosa
icin 32 pg/mL, E. Faecalis i¢in 64 pg/mL, E. Coli i¢in 128 ug/mL olarak elde
etmislerdir (Pallavi, et al., 2021). Bakteriler araciligiyla sentezlenen AgNP’lerin MBK
degerlerine bakildiginda K. turkmenica 16K104 tarafindan sentezlenen
nanoparcacigin digerlerine gore bakterilerde daha fazla bakterisidal aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Bu Ustiinliigin sentezlenen nanopartikiillerin boyutuna, homojen
dagilim gostermesine sentezlendigi mikroorganizmaya bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 4.3. Kribbella turkmenica 16K104 tarafinda sentezlenen giimiis nanopartikiillerin caligilan
patojenlere karsit MBK degerleri.

Bacteria MBK (pg/mL)
Acinetobacter baumannii 16
Bacillus cereus 2

Corynebacterium striatum -

Enterobacter cloacae 32
Escherichia coli 8
Klesiella pneumoniae 8
Enterococcus spp. (VRE) 8
Morganella morganii 16

Providencia spp. -

Pseudomonas aeruginosa 1
Stapylococcus aureus 1
Stapylococcus epidermidis 8
Streptococus pneumoniae -
Citrobacter freundii 32
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A. baumannii B. cereus E. cloacae Enterococcus spp. (VRE)

M. morganii S. aureus P. aeruginosa

S. epidermidis C. freundii C. striatum S. pneumoniae

Sekil 4.28. AgNP’lerin MBK deneylerine iligkin petri goriintiilerinden 6rnek
4.6. Giimiis Nanopartikiillerin Genotoksik Potansiyelleri

Kribbella turkmenica 16K104 tarafindan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
Hep G2 hiicre hatlarinda caligilan genotoksisite deneylerinde meydana gelen DNA
hasarlarinin degerlendirilebilmesi i¢in hiicreler kuyruk uzunluklarina gore tip 0, tip1,
tip 2, tip 3 ve tip 4 olarak siniflandirilmistir. Sekil 4.29°da Hep G2 hiicrelerinin K.
turkmenica 16K104 araciligiyla sentezlenen AgNP’lere maruziyeti sonucu olusan
kuyruk tiplerinin floresan mikroskop goriintiileri a) tip 0, b) tip 1, ) tip 2, d) tip 3 ve
e) tip 4 seklinde verilmistir. Elde edilen verilere gore genotoksik potansiyelin
degerlendirilmesinde genetik hasar indeks (GHI) degeri kullanilmistir. Genetik hasar

indeksi asagida verilen formiile gére hesaplanmigtir.

GHI= [(% Tip0x0)+ (% Tiplx1)+ (% Tip2x2)+ (% Tip3x3)+ (% Tip
4x4)]/100
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Sekil 4.29. Glimiis nanopartikiilerin genotoksik potansiyelini gosteren komet analiz goriintiileri

Analizin duyarliliginin belirlenmesi i¢in hiicreler hidrojen peroksite maruz
birakilmigtir. Maruziyet sonucunda genetik hasar indeksi degerinde negatif kontrole
(0.67 £ 0.02) gore ciddi bir artis (1.87 + 0.4) gortilmistiir. Analiz edilen hiicrelerin
0.25, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 pg mL? yogunluklarinda giimiis nanopartikiillere maruziyeti
sonrasinda genetik hasar indeksi sirasiyla yaklasik 0.69 = 0.02, 0.71 + 0.01, 0.74 +
0.01, 0.78 £0.02, 0.80 = 0.03 ve 0.92 £ 0.03 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak yorumlandiginda genetik hasar indeksi degerlerinde ciddi bir artis
bulunmamustir. Ancak, hiicreler 16 ve 32 pg mL? yogunluklarinda giimiis
nanopartikiillere maruz birakildiginda negatif kontrole gore genetik hasar indeksinde

ciddi bir artis oldugu gozlenmistir.

Nanopartikiillerin genotoksik potansiyellerini belirlemek amaciyla yaygin
olarak komet ve mikroniikleus testleri kullanilmaktadir. Komet testi veya diger bir
ismiyle tek hiicre jel elektroforez testi, DNA hasar1 ve tamirinin tek hiicre seviyesinde
belirlenmesinde kullanilan ¢ok yonlii, basit ve ¢esitli hiicre tiplerine uygulanabilen bir
testtir. Komet, negatif yiiklii DNA parcalarinin, agaroz jel ortaminda uygulanan
elektroforez esnasinda kuyruklu yildiza benzer bir goriintii olusturmasiyla bilinen bir
testtir. Bu test, DNA’da zincir kiriklarint (zincir kingr ve tamamlanmamis kesip

cikarma onarim bolgeleri), alkali-label bolgeleri ve ¢apraz baglar gibi gesitli DNA
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hasarlarinin tespit edilmesinde kullanilmaktadir (Saygili, vd., 2021). Moteriya ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklart c¢alismada AgNP'lerin lenfosit kiiltiirlinde
genotoksik potansiyellerini belirlemislerdir. Lenfosit kiiltiirii, AgNP’nin ii¢ farkl
konsantrasyonu (2 pg, 50 ug, 200 pg) ile muamele edilmis ve DNA hasar1, kuyruklu
yildiz uzunlugu veya kuyruk uzunluguna goére Oolgiilmistir. Negatif kontrolle
karsilastirdiklarinda 2 ug ve 50 ug AgNP ile muamele edilmis hiicrelerde onemli
diizeyde DNA kirigina rastlamamislardir. Ancak, 200 ug ile muamele edilmis
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde DNA kiriklarin1 belirlemislerdir. (Moteriya and Chanda,
2020). Daha 6nce AgNP’lerin genotoksik potansiyellerini belirlemek amaciyla
yapilan ¢aligsmalarda genelde kimyasal olarak sentezlenen AgNP’ler veya biyolojik
sentez yoluyla mantarlar ve bitki oziitleri kullanilarak analizler yapilmigtir. Yapilan
calisma ile bakteriler tarafindan sentezlenen AgNP’lerin genotoksik potansiyeli

hakkinda bilgiler literatiire kazandirilmastir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen tez calismasinda AgNP’lerin sentezi Kribbella turkmenica
16K104 tarafindan biyolojik yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. AgNP’lerin
sentezi zararli kimyasallarin olmadigi, yiiksek sicaklik ve enerji gerektirmeyen
kosullarda olmustur; ayrica bitki ve mantarlar kullanilmadig1 i¢in sentezin daha kisa
stirede ve diisiik maliyetle ger¢ceklesmesi saglanmistir. AgNP’lerin en yiiksek verimde,
en kiiciik boyutta ve homojen bir sekilde dagilim gostererek sentezlenebilmesi igin
reaksiyon kosullart ve kiiltiir ortaminin bilesenleri optimize edilmistir. Optimum
kosullarda sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu belirlemek amaciyla bazi
analizler yapilmistir. Bunlar; SEM, EDS, DLS, FTIR, Zeta potansiyel ve XRD’dir.
Optimum kosullarda sentezlenen AgNP’ler negatif yiiklii, kiiresel sekilde ve 4-20 nm
boyutlart arasinda homojen dagilim gostermektedir. Optimum kosullar altinda
sentezlenen AgNP’lerin endiistriyel amagh kullanimi igin biiyiik 6lgekli iiretimi
biyoreaktér kullanilarak  gergeklestirilmistir. Endiistiyel amacgli  kullanimda
AgNP’lerin kararlilig1 ve uzun siire homojen bir sekilde dagilim gdstererek saklanmasi
son derece onemli ve rakipleriyle yarigmasinda biiyiik bir firsattir. Sentezlenen
AgNP’lerin patojen mikroorganizmalara kars1 mikrobiyal aktiviteleri analiz edilmis ve
Bacillus cereus, Escherichia coli, Klesiella pneumoniae, Enterococcus spp. (VRE),
Pseudomonas aeruginosa, Stapylococcus aureus ve Stapylococcus epidermidis’ e
kars1 inhibe edici ve 6ldiiriicti ajan olarak kullanilabilecekleri belirlenmistir. EK olarak,
genotoksisite degerlendirmesi sonucunda test edilen diisiik yogunluklarda, sentezlenen
AgNP’lerin DNA hasarina neden olmadig belirlenmistir. Sonug olarak, sentezlenen
AgNP’lerin  farkli uygulama alanlarinda giivenilir sekilde kullanilabilecegi

onerilmektedir.
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