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OZET

Algler ekosistem biitlinliigiiniin korunmasinda ¢ok Onemli canli gruplaridir.
Yapilarinda ¢esitli minerallerin yan1 sira vitaminler, antioksidanlar, terpenler ya da
flavonoidler gibi ¢esitli bilesikler bulundururlar. Bu bilesikler nanobiyoteknolojide biyolojik
indirgeyici ajan olarak sikca kullanilmaya baglanmistir. Nanoteknolojik ¢aligmalar endiistri,
teknoloji ve tip alanlarindaki yaygin uygulamalari nedeniyle, ¢esitli nanomalzemelerin
iiretimi i¢in yogun talep gdrmektedir. Nanopartikiillerin sentezlenme asamasi genel olarak
kimyasal yollarla gerceklesir ancak bu olay oldukca yiiksek maliyetler gerektirir. Son
yillarda daha ekonomik ve daha az kimyasal gerektiren ¢evre dostu iiretim teknikleri iizerine

yogunlasilmaktadir ve bu iiretim teknigi ‘Yesil Sentez’ olarak adlandirilmaktadir.

Calismamizda, Eskisehir il smirlarinda yer alan Musadzii goletinden izole ve
identifiye edilen yesil mikroalgler kullanilmis ve yesil sentez yoluyla altin nanopartikiil
eldesi i¢in pH, metal tuzu konsantrasyonu ve zaman parametreleri kullanilarak optimizasyon
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Sentezlenen nanopartikiiller UV-Vis spektrofotometre,
dinamik 1s1k sacilimi (DLS), Zeta-sizer, X-1sin1 kirinimi (XRD), Fourier doniisiimlii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FE-SEM)
ve gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile karakterize edilmistir. Chlorella 6ziitlinden elde
edilen nanopartikiiller ortama 5-15 nm, Scenedesmus 6ziitiinden elde edilen nanopartikiiller
ise ortama 3-15 nm boyutunda ve kiiresel yapidadir. Broth mikrodiliisyon ve agar disk
diftizyon testleri kullanilarak altin nanopartikiillerin standart ve klinik Candida izolatlar1
iizerine gli¢lii antifungal etkileri tespit edilmistir. Altin nanopartikiiller ile Candida hiicreleri
arasindaki morfolojik ve hiicresel etkilesimler TEM ile degerlendirilmistir. Nanopartikiiller
genel olarak hiicre iizerinde duvar ve membran yapilarini hasarlandirmig, sonrasinda da
stoplazma erimeleri ve diizensizlikleriyle etkisini gostermistir. Sonug olarak yesil sentez ile
elde edilen altin nanopartikiiller medikal ve endiistriyel kullanim i¢in gii¢lii bir potansiyele

sahiptirler.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Altin nanopartikiil, Karakterizasyon, Antifungal
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SUMMARY

Algae are one of the important living group in maintaining the integrity of the
ecosystem and they provide nutrient and protection for aquatic organisms. They have various
minerals as well as vitamins, antioxidants, terpenes or flavonoids in their structural
compounds. Nanotechnological studies due to widespread applications in the fields of
industry, technology and medicine see high demand for the production of various
nanomaterials. The synthesis process of nanoparticles usually takes place chemically,
however, requires very high costs. In recent years, it is focused on more economical and
requires less chemical environmentally friendly production techniques and these production

technique is called ‘Green Synthesis’.

In our study, green microalgae isolated and identified from Musadzii pond located in
the provincial borders of Eskisehir were used and optimization was performed using the pH,
metal salt concentration, and time parameters to obtain gold nanoparticle by green synthesis.
Synthesized nanoparticles will be characterized by UV-Vis spectrophotometer, dynamic
light scattering (DLS), Zeta-sizer, X-ray diffraction pattern (XRD), alternately Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), field emission scanning electron microscopy (FE-
SEM) and transmission electron micro (TEM). Nanoparticles obtained from Chlorella
extract are 5-15 nm, and nanoparticles obtained from Scenedesmus extract are 3-15 nm in
size and spherical. Strong antifungal effects of gold nanoparticles were determined on
standard and clinical Candida isolates of gold nanoparticles using broth microdilution and
agar disc diffusion tests. Morphological and cellular interactions between gold nanoparticles
and Candida cells were evaluated by TEM. Nanoparticles generally damaged the wall and
membrane structures on the cell and then showed an effect with cytoplasm melting and
irregularities. As a result, gold nanoparticles obtained by green synthesis have a strong

potential for medical and industrial use.

Keywords: Microalgae, Green synthesis, Gold nanoparticle, Characterization, Antifungal
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1. GIRIS VE AMAC

Metal nanopartikiiller sahip olduklar1 essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerle optik,
elektronik ve biyomedikal bilimlerde yaygin olarak kullanilmakta olup, performanslar
boyut, sekil ya da kompozisyonlarina bagh degisiklikler gostermektedir. Cok farkli kimyasal
yontemlerle sentezlenebilmelerine ragmen, reaksiyonlarda kullanilan baglatict  ve
reaktantlarin ¢ogu toksik ve potansiyel olarak tehlikelidir. Ayrica proses sirasinda ortaya
cikan istenmeyen yan {rlinler, uygulama olanaklarin1 ve iretilen nanomateryalin
biyouyumlulugunu o6nemli Olglide smirlar.  “Yesil Sentez’ yontemi ile metal
nanopartikiillerin eldesi, geleneksel kimyasal yontemlere goére ¢ok daha avantajli
alternatifler sunar. Clinkii bu yontem, giivenli olmayan kimyasallarin kullanilisin1 azaltmak
ve tehlikeli atiklarin meydana gelisini minimize etmek suretiyle yenilenebilen, diisiik
maliyetli ve c¢evre dostu bir iiretim yontemi saglayabilmektedir. Bu amagcla
mikroorganizmalar, mantarlar, bitkiler ya da algler kullanilmaktadir. Kullanilan bu biyolojik
malzemeler ya da bunlardan elde edilen 6ziitler ¢esitli protein, polisakkarit, vitamin ya da
alkaloidler gibi bilesenler icerirler. Bu bilesenler sentez sirasinda nanopartikiil olusumunu
uyarmak ve kiimelenmeyi engellemek suretiyle, biyobozunur ve toksik olmayan bir
yontemle nanopartikiillerin eldesine imkan verir. Ozellikle algler, metal nanopartikiil sentezi
icin onemli bir fitokimyasal kaynag1 olup dogal olarak bulunabilen canlilardir ve son yillarda
farkli alg oziitiileri kullanilarak g¢esitli metal nanopartikiil sentezi ¢alismalar1 ¢ok dikkat
cekicidir. Metal nanopartikiiller yesil sentez yontemiyle elde edilebilmesine ragmen, {iretilen
materyallerin boyut, sekil ya da dagilma ozellikleri kullanilan ‘yesil yaklasim’a gore
degisiklik gosterir. Boylece fiziksel ve kimyasal 6zelliklere paralel olarak {iretilen partikiiliin
biyolojik aktivitesi de biiyiik farkliliklar gosterebilir. Bu nedenle nanomateryal iiretiminde
kullanilacak yesil maddenin se¢imi ve sonrasinda elde edilen iiriiniin etkinligini tayin etmede

kullanilacak tarama yontemlerinde de ¢ok dikkatli olunmasi gerekir.

Metal nanopartikiiller genis ylizey alanlar1 ve hacim oranlar1 ile giiglii bir
antimikrobiyal etkinlige sahiptirler, boylece geleneksel antibiyotiklere gore toksisitede
azalma, maliyet dusiikliigii ve direncin iistesinden gelme gibi avantajlar1 vardir. Patojenik
mikroorganizmalar iizerine nanoboyuttaki partikiillerin antifungal etkilerinin arastirilmasi,

giiclii antifungal ajanlar olarak etkinliklerini a¢iklayabilir.



Metal nanopartikiiller teshis, tedavi ve ilag salimim sistemleri gibi pek c¢ok
uygulamada kullanilmaktadirlar. Boyut ve sekil bagimli optik 6zellikler gosterdiklerinden
farkl1 biyomedikal uygulamalarda kullanimlar1 miimkiimdiir. Ozellikle altin nanopartikiiller
derin doku goriintiilemelerinde 6nemli bir yer tutar. Canli hiicreler indirgeyici ajanlarla
metalik iyonlar1 tek degerlikli forma indirgeyebildiklerinden, toksik olmayan yesil sentez
olaymin gerceklesmesi biiyiik dikkat cekmektedir. Bu sekilde gerceklesen yesil sentez olayz,
kullanilan biyolojik materyale bagl olarak degisiklikler gostermektedir. Bu materyaller
bitki, mantar, alg ya da bakteriler olabilmektedir ve yesil sentez sentetik kimyasal indirgeyici
ajanlarla yapilan senteze karsi toksik olmayan, cevre dostu ve daha ekonomik bir
alternatiftir. Glimiis nanopartikiiller simdiye kadar iizerinde en fazla ¢alisilan gruptur. Altin
nanopartikiillerle yapilan sinirli sayida calismada ise yliksek derecede biyouyumlu ve
nispeten kolay bir sekilde sentez gerceklestigi rapor edilmektedir. Algler sulu ortamda
yasayan fototrofik organizmalar olup bazilar1 c¢esitli agir metalleri biriktirebilme
yetenegindedir. Ancak alglerle yapilan biyosentez ilizerine ayrintili ¢aligmalara ihtiyag
bulunmaktadir. Diger yandan altin nanopartikiillerin mikroorganizmalarla etkilesime girerek
cesitli antimikrobiyal aktiviteler gosterebildigi bilinmektedir. Ancak antifungal aktiviteleri
ve etki mekanizmalari iizerine ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Amacimiz alg aracili yesil sentez
yoluyla altin nanopartikiillerin iiretimi, karakterizasyonu ve antifungal etkilerinin detayli

olarak arastilabilmesidir.

Tez kapsaminda izlenecek asamalar su sekilde planlanmistir:

1. izole ve identifiye edilen alglerden &ziit hazirlanmasi,

2. Elde edilen 6ziitler yardimiyla metal iyonunun (Altin (Au)) indirgenmesi ve
sonrasinda metal nanopartikiillerin sentezlenmesi,

3. Olusan nanopartikiillerin boyut, sekil ve agregasyon durumlar1 hakkinda bilgi
edinebilmek i¢in gerekli karakterizasyon testlerinin yapilmasi,

4. Se¢ilen maya izolatlar1 iizerine antifungal etkinliklerinin arastiriimasi

amaglanmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddeler iizerinde 1-100 nm boyutlarinda gerceklestirilen isleme,
Ol¢iim, tasarim, modelleme ve diizenleme gibi ¢alismalara olanak veren bir bilim dalidir.
Maddeye atom ve molekiil seviyesinde gelismis ya da tamamen yeni fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zellikler kazandirmay1 hedeflemekte ve hizla gelismektedir. Nanoteknolojinin
diger bilim dallarindan en O©nemli farki, malzemenin nanoboyutlarda ylizey/hacim
oranlarinin artmasidir ki bu, malzemenin tiimiine gore yilizeydeki atomlarinin artis1 demektir
(Beykaya ve Caglar, 2016). Boylece malzemenin ozelliklerinde biiylik degisiklikler
saglanabilmektedir. Mekanik dayanim, termal stabilite, elektrik iletkenligi, manyetik ve

optik 6zellikler bunlar arasinda sayilabilir.

2.1.1. Tanim ve tarihgesi

Nanoteknoloji terimi “nano” ve “teknoloji” kelimelerinin birlesmesi ile olusur.
“Nano” kelimesi temel olarak Yunanca kaynakli olup “nannos” yani “cilice” anlamindadir.
Fiziksel bir biiyiikliigiin milyarda biri nano dlgekli olarak kabul edilir (1 nm = 10” m)
(Giindiiz, 2018). Bir malzemenin makroskobik ve mikroskobik boyutlardaki 6zellikleri ile
nano boyuttaki 6zellikleri 6nemli farkliliklar gostermektedir. Nanoteknoloji bilimi sayesinde
dogadaki atomik dizilimin taklit edilebilmesi ve atom ya da molekiillerin hassas bi¢gimde
birlestirilebilmesi miimkiin olmaktadir. Dolayisiyla farkli maddeler atom seviyesinde

islenerek yeni maddeler elde edilebilmektedir (Ozer, 2008).

Nanoteknoloji konusundaki arastirmalar 1950°1i yillarda baslamis ve kuantum
elektrodinamigi konusunda c¢aligmalar yapan fizik¢i Richard P. Feynman ilk kez
nanoteknoloji fikrini ortaya koymustur. Bu arastirmaci 1959 yilinda “asagida bir siirii yer
var (There’s Plenty of Room at the Bottom)” baslikli konugsmasini American Physical
Society toplantisinda yapmis ve maddelerin minyatiirlestirilmesi konusunda bilim
insanlarinin biiyiik dikkatini ¢ekmistir (Ozer, 2008). Terim olarak nanoteknoloji ise ilk kez

1974 yilinda Tokyo Universitesi’nde calisan bilim insan1 Norio Taniguchi tarafindan



kullanilmistir. Takip eden yillar icerisinde nano boyutta oOlglim yapabilen ¢esitli
mikroskoplar gelistirilmis ve Binning ve Rohrer, gelistirdikleri Taramali Tiinelleme
Mikroskobu ile 1986 yilinda Nobel Fizik Odiilii almislardir. 1990’11 yillarda karbon
atomlarmin simetrik olarak siralanmasiyla elde edilen “fullerene” molekiilleri ve sahip
olduklar1 iistliin 6zellikler kesfedilmistir. 1991 yilinda ise Sumio lijima tarafindan karbon
nanotiipler kesfedilmistir. Avrupa Birligi tarafindan nanoteknoloji ¢alismalarinin, Cergeve
Programina oncelikli alan olarak eklenmesi ile bu konudaki arastirmalar biiylik bir hiz

gostermistir (Giindiiz, 2018).

2.1.2. Uygulama alanlan

Nanoteknolojik yontemler sayesinde nano boyutlu yapilarin eldesi, bu yapilarin
cesitli Ozelliklerinin tayini enerji veriminin artirtlabilmesi, ekonomik ve saglam yapilarin
eldesi, nano Olcekli ve iistiin nitelikli cihaz, malzeme ve sistemlerin gelistirilebilmesi

miimkiin olmaktadir (Dandil, 2013).

Nanopartikiiller, nanoteknolojinin temel taslarindan birini olusturmakta ve farkli
nanopartikiillerin farkli uygulama alanlari bulunmaktadir (Shankar vd., 2016). I¢inde
bulundugumuz yiizyilda gelistirilen inovativ teknolojilerle, nanopartikiiller stratejik bir
deger kazanmis ve enerji, gida, tarim, saglik, su aritma, bilgi ve iletisim teknolojileri ya da

cevre gibi birgok uygulama alaninda kendine yer bulmustur (Tunca, 2015).

2.2. Nanopartikiillerin Simiflandirilmasi

Nanopartikiillerin inorganik ve organik olmak iizere iki cesidi bulunmaktadir
(Loomba ve Scarabelli, 2013). Organik nanopartikiiller ise poly-lysine, kuaterner amonyum
bilesenleri, katyonik kuaterner polielektrolitler, N-halamin bilesenler ve kitosan1 kapsar.
Organik nanopartikiiller genellikle yiiksek sicakliklarda daha az stabildirler. Bu yiizden
antimikrobiyal polimerler olarak inorganik nanopartikiiller daha ¢ok tercih edilirler.
Inorganik nanopartikiiller, potansiyel antibakteriyal ajanlar olan metal ve metal oksitlerini
icerirler. Gilimiis, demir oksit, titanyum oksit, bakir oksit ve c¢inko oksit inorganik
nanopartikiillere 6rnek olarak verilebilir. Metallik nanopartikiiller sahip olduklar: iistiin

ozelliklerden dolay1 pek ¢ok bilim alaninda ilgi ¢cekmektedir.



2.3. Metal Nanopartikiiller

Metalik nanopartikiiller 10-100 nm boyutunda olabilen nano boyutlu metallerdir.
Oldukga biiyiik bir yiizey alani/hacim oranina sahiptirler ve bu durum difiizyonun daha hizli
olmasin1 saglar. Diger yandan diisiik sicakliklarda uygulanabilme olanagi da saglar. Bu
sebeplerden dolayr metal nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite ozelligi oldukga
giicliidiir. Ayrica yiizey plazmon rezonansi ve optik ozellikleri sebebiyle de essiz bir

karakteristige sahiptirler (Kumar vd., 2018).

2.3.1. Uygulama alanlan

Son yillarda ozellikle giimiis, altin, demir gibi metal nanopartikiillerin optik,
elektronik, biyolojik ve farmasotik uygulamalardaki genis uygulamalarindan dolayz,
iiretimlerinde de inanilmaz bir artis gézlemlenmektedir.

Metal nanopartikiillerin bazi kullanim alanlari:

Nanotiip iceren bilesikler, kimyasal kaplamalar, alagimlar, akilli malzemeler
Bilgisayar teknolojisi, hafiza kartlar1

Biyoanaliz sistemleri, ayristirma teknolojiler

Kozmetik endiistrisi

Hidrojen iiretimi ve bataryalar

Filtre sistemleri, yapistiricilar, boyalar ve parlatict maddeler

TV teknolojisi, elektronik cihazlar, mobil iletisim sistemleri

Optik sistemler

Sensorler, dedektorler, lazerler

Doku miihendisligi ve ilag tasiyicilar

Tipta goriintiileme teknolojileri, yapay implantlar

Tekstil, otomobil endiistrisi, insaat malzemeleri seklinde siralanabilir (Bar vd., 2009;

Shankar vd., 2016).



2.3.2. Metal nanopartikiil cesitleri

Simdiye kadar yapilan metal ve metal oksit nanopartikiillerle ilgili caligmalar
incelendiginde altin, giimiis, demir ya da paladyum gibi metalik nanopartikiiller {izerine
yogun calismalar rapor edilmektedir. Giiniimiizde sentezlenen metallik nanopartikiiller
cesitli kimyasal fonksiyonel gruplarla modifiye edilerek biyoteknoloji, hedeflenmis ilag
salimimi, diagnostik goriintiileme gibi pek ¢ok alanda uygulama potansiyeli bulmaktadir

(Mody vd., 2010).

Demir oksit kirmizimsi-kahverengi ve dogada paramanyetik olarak bulunan
inorganik bir bilesendir. Boyutu, manyetik 6zellikleri ve biyouyumlulugu sebebiyle cesitli
biyomedikal uygulamalar icin iyi bir aday konumundadirlar. Ancak bazi ndronal hiicre
tipleri lizerine toksik etki gdstermeleri kullanimlarinin sinirlt olmasina sebep olur (Mody

vd., 2010).

Glimiis nanopartikiiller ¢aligilan birkac¢ nanopartikiil arasinda en ¢ok uygulama alani
bulan ve 6nemli goriilen materyallerdir. Kanser teshis ve tedavisi, antibakteriyal, antifungal,
antiviral, antiinflamatuar gibi pek ¢ok amagla kullanilmak {izere arastirilmakta ve olumlu
sonuglar alinmaktadir. Glimiis nanopartikiillerin biyolojik 6zelliklerinin yani sira optik,
elektrik, termal, ytliksek elektriksel iletkenlik gibi 6zellikleri de bulunmaktadir ve bdylece
endiistriyel, evsel ve saglik bakimu tirlinlerinde, medikal ara¢ kaplamalarinda, kozmetikte,
besin endiistrisinde, ortopedik alanda ya da tekstil sanayisinde olmak {izere pek ¢ok alanda

kullanilmaktadirlar (Zhang vd., 2016).

Bakir oksit yart iletken bir metal olup 6nemli optik, elektrik ve manyetik 6zelliklere
sahiptir. Boylece manyetik depolama, sensdr, kataliz, yakin kizil6tesi filtreler ve yari-iletken
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica antimikrobiyal ve biyosit 6zellikleri
dikkat ¢ekmektedir ancak toksik etkileri medikal alanda kullanimi i¢in dezavantazdir.
Bagslica toksisite sebebi reaktif oksijen tiirlerinin tiretimindeki artisa dayanmaktadir. Boylece
bu nanopartikiiller oksidatif stresi indiikleyerek DNA ve mitakondri hasarma yol acabilir

(Grigore vd., 2016).
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Cinko oksit nanopartikiiller ise ilging fiziksel ve kimyasal ozellikleri sebebiyle
kauguk, boya, kaplama ve kozmetik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica biyo-
uyumlu, ekonomik ve diisiis toksisiteli 6zellikleri sebebiyle biyolojik uygulamalarda da
oldukca popiilerdir. Diger yanda ¢inko, insiilinin yapisal biitiinliigiinii sagladig1 icin
antidiyabetik tedavide onemlidir ve ¢inko nanopartikiiller 6nemli liiminesans 6zellikleri

sebebiyle biyo-goriintiilemede kullanilmaktadir (Jiang vd., 2018).

2.3.2.1. Altin nanopartikiiller

Altin, kesfedilen ilk metallerden biri olup en az birka¢ bin yildir bilinmektedir.
Kollaidal altin lizerine ilk veriler Cin, Arap ve Hint bilim insanlar1 tarafindan tibbi amaglarla
kullanilmistir. Kollaidal altin Avrupa’da Ortacag boyunca calisilmis ve simya
laboratuarlarinda kullanilmistir. Daha sonraki yillarda altin, mental hastaliklar ve sifilis
tedavisinde epilepsi, diare ya da cilizzam gibi hastaliklarda tedavi amacgli olarak
kullanilmistir. Altin nanopartikiillerin biyolojik calismalarda ilk kez kullanimi ise 1971
yilinda Ingiliz bilim insanlar1 tarafindan yapilmustir. Arastiricilar Salmonella yiizey
antijenlerinin direkt elektron miksopkobik incelenmesi i¢in kollaidal altin igeren antikor
konjugasyonu kullanmiglardir. Daha sonraki pek ¢ok ¢aligmada altin nanopartikiiller klinik
kimya, genomik, biyosensOr arastirmalari, immiino analizler, ila¢ hedefleme ¢alismalari
optik goriintiileme, mikroorganizmalar ve kanser hiicrelerinin tespiti gibi alanlarda ¢ok genis
kullanim alanlar1 bulmustur. Genel olarak altin nanopartikiiller teshis, tedavi, korunma ve
hijyen gibi hemen hemen tiim medikal uygulamalarda kullanilabilir (Dykman and khlebtsov,
2011).

Altin nanopartikiiller 6nemli fizikokimyasal 6zellikleri ve potansiyallerinden dolay1
biiytik ilgi gérmektedir. Altin degerli, inert ve daha az toksik bir metal olup ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. T1p alaninda kanser tespit ve tedavisindeki yerleri
yogun bi¢imde arastirilmaktadir (Rajeshkumar vd., 2013). Genelde kosegenli bir yapiya
sahip olan altin nanopartikiiller 6zelliklerine gore farkli davranislar sergilemektedir. Farkli
boyutlardaki altin nanopartikiiller biyolojik molekiilleri tespit etmede genis bicimde
kullanilmaktadirlar. Ornegin  biyolojik molekiiller ve neoplastik hiicreler altin
nanopartikiillerin ylizeyine kolayca yapisabilir. Kolloidal altin nanopartikiiller, spesifik

DNA sekanslarmni ya da tek bazli mutasyonlari tespit etmede; gen tedavisi, hedefleme ve in



vivo salmim teknolojilerinde de 6nemli kullanim alanlarma sahiptirler. Son yillarda
Sargassum wightii, Turbinaria conoides, Laminaria japonica ve Stoe chospermum
marginatum gibi c¢esitli alg Oziitleri kullanilarak altin nanopartikiillerin sentezlendigi
caligmalar rapor edilmistir (Ramaswamy vd., 2016). Altin nanopartikiiller kozmetik
iriinlerinde ve derinin korunmasinda da yaslanma karsitt komponentler olarak yer
almaktadirlar. Tekstilde pamuk ya da yiin ipliklerin kalici olarak boyanmasinda ya da

nanokompozitler halinde kaplama ve boyama uygulamalarinda da yiiksek bir potansiyale

sahiptirler (Li vd., 2011).

2.4. Nanopartikiil Sentezinin Genel Mekanizmasi

Nanopartikiil sentezinin genel mekanizmasi incelendiginde aktivasyon, gelisme ve
sonlanma olmak tizere ii¢ faz igerdigi goriilmektedir. Aktivasyon fazi metal iyonlarinin
indirgenmesi ve takiben c¢ekirdeklenmeyi kapsar. Gelisim faz1 kiigiik ve bitisik
nanopartikiillerin termodinamik bir stabiliteyle daha biiyiik boyutlu partikiiller olugturmak
iizere dogal kaynasmasini igerir. Sonlanma fazi ise nanopartikiillerin son seklini aldig1
dénemdir (Shankar vd.,2016). Uretim sirasinda kullanilan kimyasal reaktantlar; metal
kaynak, indirgeyici ajan ve biiyiimeyi kontrol etmek i¢in capping ligand’1 kapsamaktadir
(Iravani., 2014). Sentez olay1 ayrica sicaklik, pH, substrat konsantrasyonu, karistirma ya da

statik durumlar gibi pek ¢ok parametreden etkilenir.

2.5. Metal Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiil iiretimi i¢in kullanilan yontemler, malzemeden istenilen 6zellige gore
degisiklik gosterir. Uretim ve calisma parametreleri, elde edilecek nanopartikiiliin boyut,
morfoloji, kristal yap1 ya da kimyasal kompozisyonunu biiyiik 6l¢iide etkiler. Bu yiizden
malzemeye ait spesifik ozelliklerin gelistirilmesi, kullanilan prosesin kontrolii ile direk
iliskilidir. Nanopartikiillerin tiretiminde kullanilan yontemler yukaridan asagt ‘Top Down’

ve asagidan yukar1 ‘Bottom Up’ olarak iki ana yaklagimda toplanmaktadir.



2.5.1. Fiziksel ve kimyasal yontem

Yukaridan asag1 yaklagimina dahil olan yontemlerde, hacimsel malzemeye disaridan
mekaniksel ya da kimyasal yollarla enerji verilir ve malzemenin nano boyuta inecek kadar
kiigiik parcalara ayrilmasi saglanir. Bu yaklasima ¢ok sik kullanilan elektrobiriktirme
yontemi, litografi ve mekanik oglitme yoOntemleri Ornek verilebilir (Dauthal ve
Mukhopadhyay, 2016). Elektrobiriktirme yonteminde iyon yapilarini igeren ve elektrolit adi
verilen c¢ozeltiye elektrot daldirilir ve ardindan elektroda uygulanan potansiyel ile
elektrot/elektrolit ara yiizeyinde elektron transferi gergeklesir. Boylece elektrot yiizeyinde
atomlar birikir ve rediiklenen diger atomlarin kendinden 6nceki atomla bir araya gelmesi
sonucu ¢ekirdek meydana gelir. Litografi normalde baskili devre ve bilgisayar kartlarinin
kullaniminda kullanilan bir teknik iken, nanolitografide molekiil diizeyindeki yapilar bir
yere biriktirilir ya da oradan uzaklastirilir. Mekanik 6gtitme tekniginde yiizey aktiflestiriciler
ile stabil bir ylizey alan1 olusturulmakta ve malzemelerin mekanik olarak 6giitiilmesine
kimyasal ve fizikokimyasal etkilesimler eslik eder. Yukaridan asagi yaklagimlar i¢inde metal
nanopartikiillerin liretiminde en ¢ok kullanilan yontemdir. Ancak bu yontemde {iretilen
nanopartikiiller genis bir boyut araligina sahip oldugundan partikiil boyutunun kontrolii cok

zor olmaktadir (Giirmen ve Ebin, 2008).

Asagidan yukar1 yaklagimina dahil yontemlerde ise atomik ya da molekiiler boyuttaki
yapilar, kimyasal reaksiyonlar ile biiyiitiilerek partikiil olusumu gergeklestirilir. Bu yaklagim
ile daha kompleks yapida nanopartikiiler iiretilir. Ornegin elektrokimyasal sentez yontemi,
kat1 ylizeyler iizerinde inorganik depozitler olusturmak icin kullanilan bir ydntemdir.
Elementel haldeki metalin okside olmasini ve ¢dzeltiye gegen metal iyonlarinin katota
indirgenmesini saglar. Sonokimyasal ¢oktiirme tekniginde ise, yliksek enerjili sonokimyasal
tepkimelerde molekiiler birlesme olmaksizin, bir sivi i¢inde bulunan kimyasal tiirlerin
ultrasonik etki ile topak seklinde ¢okmesi, biliylimesi ve sekillenmesi ile nanoyapilar

meydana gelmektedir.

Diger bir siniflandirmada ise kullanilan fizikokimyasal prosese dayal iiretim sekli
gaz ve sivi fazindan nanopartikiiller elde etmek seklinde ikiye ayrilir. Gaz fazindan
nanopartikiil elde etmek i¢in gaz yogunlastirma teknigi ve kimyasal buhar yogunlagtirma

gibi yontemler kullanilirken, sivi fazdan nanopartikiil elde etmek i¢in sol jel ve ¢oktlirme
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teknikleri sik¢a kullanilir. Gaz yogunlastirma yonteminde metalik ya da organik malzemeler
basing altinda ve asal gaz ortaminda buharlagtirillir. Hedef metal, yiliksek sicaklikta
buharlastiricinin lizerine gonderilir ve metalin buharlagmasi saglanir. Olusan metal buharlari
hareket halindeki asal gaza ¢arparak yogunlasir ve nanopartikiil olusumu saglanir (Giirmen

ve Ebin, 2008).

Aciklanan bu yaklagimlar disinda nanopartikiil iiretim tekniklerinin kimyasal ve
fiziksel temelli olarak da gruplandirilmasi miimkiindiir. Kimyasal buhar yogunlastirma
yonteminde temel olarak gaz fazina gecirilen malzemeler termal parcalanma ile
nanopartikiile doniistiiriiliir. Rediikleyici ya da asal tasiyici gazlar ile baglangi¢ reaktifi
reaktore taginmakta ve termal parcalanma sonucu elde edilen nanopartikiiller sivi azot ile
sogutulmus yiizey etrafinda c¢oktiiriiliirler. Sol-jel yonteminde, metal kloriiriin diisiik
sicakliklarda ve sulu ayrigimi ile seramik yapili polimer ya da nanopartikiiller
yogunlagtirtlarak olusturulur. Sol-jel yonteminde {i¢ boyutlu capraz baglayicilar iceren
coziiciiler icinde kati formda nanopartikiiller elde edilir. Bu baglayicilar yardimiyla
nanopartikiiller yogunlasarak jel formunda elde edilirler (Toygun, 2013). Coktiirme
tekniginde ise nanopartikiil olusumunu saglayici bir ajan ile nanopartikiiller ¢okelti seklinde
elde edilerek siiziiliirler. Boylece sulu ya da sulu olmayan ¢dzeltilerden ince taneli metal

oksit ya da metal nanopartikiiller elde edilir (Giirmen ve Ebin, 2008).

Mevcut fiziksel ve kimyasal bir¢ok teknikle farkli boyut ve sekillerde altin
nanopartikiileri sentezlemek miimkiin olmasina ragmen, kullanilan tim kimyasal
yontemlerde hem toksik hem de pahali ayiraglara gereksinim bulunmaktadir. Tiim bu
sebeplerden dolay1 altin nanopartikiillerin yesil sentezle iiretimi olduk¢a dnemlidir. Boyle
bir sentez hem ¢evre dostu hem de diisiik maliyetli biit¢elerle gerceklestirilebilir (Gonzalez-

Ballesteros vd, 2017).

2.6. Biyosentez (Yesil Sentez)

Son yillarda ¢evre dostu ve yesil kimya bazli tekniklerle nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmekte ve bu amagla bitki, mantar, bakteri, polisakkarit, biyobozunur polimerler
ya da algler gibi dogal materyaller kullanilmaktadir. Bdylece ¢evre dostu, basit, ekonomik

ve temiz bir teknoloji kullanarak ve zararli kimyasal, kontaminant ya da yan iiriin icermeyen
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bir yontemle {iretim miimkiin olabilmektedir (Ishak vd, 2019). Bir tepkime ya da materyalin
‘yesil” olabilmesi i¢in giivenli olmasi, tek bir tepkime basamagi icermesi, atik tiretmemesi,
yenilenebilir hammaddeler kullanmasi, ¢evresel olarak kabul edilebilir olmasi, iiriiniin
tepkime ortamindan basit¢e ayristirilabilmesi ve %100 verim vermesi gerekir, ancak bircok

tepkimede bu kosullarin tamamini yerine getirmek zordur.

Farkli biyolojik kaynaklar kullanilarak nanopartikiil sentezi kullanim stratejileri

genel olarak su sekilde 6zetlenebilir:

2.6.1. Mikroorganizmalar ile nanopartikiil sentezi

Mikroorganizmalar nanopartikiil liretimi i¢in temiz, toksik olmayan ve ¢evre dostu
yaklagimlar sunan nanofabrikalardir. Ayrica nanopartikiil sentezi i¢in gerekli olan hiicre dis1
ve hiicre i¢i enzimlerin de potansiyel kaynagidirlar. Uygun cevresel kosullarin saglanmasi
durumunda nanopartikiiliin tespiti ve optimizasyonu daha kolay gerceklesmektedir.
Cevrelerinden hedef iyonlar1 tuttuklarinda nanopartikiil biyosentezi olur ve sonra metal
iyonlarin1 hiicre aktiviteleriyle meydana getirilen enzimlerle elemental metal atomlarina
cevirirler. Sentez, nanopartikiiliin yerlesimine gore hiicre i¢cinde ya da disinda olabilir. Hiicre
dis1 nanopartikiil sentezinde hiicre yiizeyindeki metal iyonlar1 tutuklanir ve bu iyonlar
enzimler yardimiyla indirgenir. Hiicre i¢i nanopartikiil sentezinde ise iyonlar nanopartikiil
sentezi i¢in enzim yardimiyla mikrobiyal hiicreye taginir. Simdiye kadar mikroorganizmalar
aracili metal nanopartikiil sentezi konusunda pek ¢ok galisma gerceklestirilmis ve asagida

kullanilan mikroorganizma grubuna gore gruplandirilarak 6zetlenmistir:

Viriisler ile metal nanopartikiil sentezi: Bu sistemde yag asidi ve aminoasit benzeri
biyomolekiiller yari-iletken kristallerin {iretimi i¢in kalip olarak kullanilabilmektedirler.
Mao vd. (2004) tiitiin mozayik viriisii kullanarak oksidatif hidroliz yoluyla demir oksit

nanopartikiilii sentezlemislerdir.

Mayalar ile metal nanopartikiil sentezi: Mayalar genelde yar1 iletken
nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilmiglardir. Bir ¢caligmada hiicre dis1 hekzagonal glimiis
nanopartikiillerinin {iretimi i¢in glimiise toleransli MKY3 mayas1 kullanilmistir (Kowshik

vd, 2003).
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Aktinomisetler ile metal nanopartikiil sentezi: Aktinomisetler hem hiicre i¢i hem
de hiicre dist olarak nanopartikiil sentezinde kullanilabilirler. Yapilan ¢aligmada
monodispers ve kiiresel altin nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezi i¢in Thermomonospora sp.
kullanilmistir (Maheswari vd, 2012). Diger bir calismada Rhodococcus sp. hiicre duvari ve
stoplazmik membranin i¢ tarafi lizerinde metal nanopartikiillerin hiicre i¢i biyosentezi i¢in

kullanilmisdir (Gericke ve Pinches, 2006).

Funguslar ile metal nanopartikiil sentezi: Metallerin biyobirikimi ve metal
tolerans yetenekleri funguslari metal nanopartikiillerin biyolojik iiretimi i¢in iyi bir aday
haline getirmektedir. Yapilan bir calismada Schizosaccharomyces pombe susu ile hiicre ici

yolla demir kadmiyum siilfit nanopartikiil sentezi i¢in kullanilmislardir (Kowshik vd, 2002).

Bakteriler ile metal nanopartikiil sentezi: Nanopartikiillerin bakteriyogenezi hem
hiicre i¢i hem de hiicre dis1 olarak gerceklesebilir. Yapilan bir calismada B. licheniformis
yoluyla glimiis nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezini gergeklestirmislerdir (Husseiny vd,
2007). Yine Lactobacillus’lar metal iyonlarina maruz birakildiklarinda bakteriyal hiicreler

icinde metal nanopartikiiller tespit edilmistir (Pugazhenthiran vd, 2009).

2.6.2. Bitkiler ile nanopartikiil sentezi

Bitkisel sistemler temel fotosentetik ototroflar olup besin zincirinin ilk {ireticileridir.
Dogal ¢evrede yiiksek bir biyokiitle iiretiminden sorumludurlar. Giines enerjisini kimyasal
enerjiye cevirebilme yeteneklerinden dolayir nanopartikiil {iretimi i¢in yenilenebilir ve
siirdiiriilebilir kaynaklar olarak kullanilabilmektedirler. Genis bir antioksidan ikincil
metabolit kaynagi olarak bilinirler. Ancak nanopartikiil tiretimi i¢in sahip olduklar
potansiyel hala tam olarak belirli degildir. Bitkiler, prokaryotik mikrobiyal sistemlere gore
daha yararl sistemlerdir. (Rai vd, 2009). Ornegin mikrobiyal sistemler pahali kiiltiir
korunma sistemleri gerektirirler. Bitki aracili metal nanopartikiil sentezi; bitkisel sistemlerin
alim, biriktirme, kullanma ve farkli minerallerin geri kazanimi yetenekleri baz alinarak
gerceklestirilir (Haverkamp ve Marshall, 2009). Boylece yiiksek derecede stabil
nanopartikiiller ¢ok hizli ve ekomik bi¢imde iiretilmis olur. Bitki biyokiitlesi, nanopartikiil

sentezi i¢in fiziksel ve kimyasal yontemlere gore ¢cevre dostu bir alternatif olusturmaktadir.
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Bu sistemde bitki metabolitleri genellikle meyve, tohum ya da yaprak gibi organlarin
konsantre sulu 6ziit halinde gelistirilmekte ve yliksek diizeyde antioksidan polifenol
icermektedir. Bol bulunuglar1 ve kolay eldeleri sebebiyle bitki aracili nanopartikiil sentezi
iizerine ¢ok fazla ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar agirlikli olarak canli bitkiler (hiicre
ici), bitki oOziitleri (hiicre dis1) ve fitokimyasallar kullanilarak altin ve giimiis
nanopartikiillerin ~ sentezine  yogunlagmistir. Ancak bu caligmalarin  ¢ogunda
nanopartikiillerin kiimelendigi ve stabil olmadig1; bunun sebebi olarak da e 6ziitte bulunan,
stabilizasyon ve rediiksiyonda anahtar rol oynayan fitokimyasallarin yiiksek oranda olmasi

gosterilmektedir (Shankar vd, 2016).

Farkli bitki tiirlerinin, agir metal birikimi ve detoksifikasyon (fitoremediasyon)
potansiyelleri vardir. Bu ylizen arastiricilar metal nanopartikiil sentezinde ¢esitli bitki
tiirlerinin bu potansiyelini aragtirmaktadirlar. Yapilan bir calismada ilk kez kati1 besiyerinden
altin iyon alim1 yoluyla altin nanopartikiilleri iiretmek i¢in Medicago sativa canl bitkisini
kullanmiglardir (Gardea-Torresday vd., 2002). Harris ve Bali (2008) Brassica juncea ve M.
sativa bitkilerini kullanarak glimiis alim potansiyelini arastirmis ve giimiis nanopartikiil

iiretimini rapor etmislerdir.

Literatiirde metal nanopartikiillerin hiicre ici sentezinden ¢ok az bahsedilmektedir.
Ciinkii biyokiitleden nanopartikiil elde etmek icin pahali ve zaman alic1 sistemler gerekir.
Bitkiler yoluyla metal nanopartikiil sentezi islemini kolaylastirmak i¢in metal iyonlarinin
indirgenmesinden sorumlu fitobilesenler 0ziit haline getirilir ve direk olarak metal
nanopartikiil sentezi i¢in kullanilir ki bu proses de hiicre dist sentez olarak bilinir. Bu yolla
metal nanopartikiil sentezi ve potansiyel uygulamalarinin incelenmesi i¢in pek ¢ok arastirma
yaptlmistir (Pavani vd, 2013; Seralathan vd, 2014). Bu yontemde farkli fitokimyasal
kompozisyonlarinin bulunusundan dolay1 nanopartikiil sentezinin ger¢ek mekanizmasini
tahmin etmek ¢ok zordur. Bu yiizden arastiricilar metal nanopartikiil sentezi i¢in belirli
antioksidan fitobilesenlerinin izolasyonuna odaklanmislardir. Bu konuda yapilan ¢ok siirl
caligma bulunmaktadir (Dauthal ve Mukhopadhyay, 2016). Genel olarak sulu ortamda ve
yesil sentezle metal nanopartikiil iiretiminde gerceklesen spesifik mekanizmalar tam olarak
acik degildir. Clinkii bitki oziitiinde bulunan fitokimyasallar (flavonoidler, fenolik asit ve
terpenoidler, proteinler, organik asitler) ¢ok fazladir ve yapilar1 komplekstir. Bu bilesenler

stabilize edici ve indirgeyici ajanlar olarak i goriirler. Burada baz1 fitobilesenlerin sinerjistik
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etkiyle calisabilecegi de unutulmamalidir. Bitki aracili nanopartikiillerin biyomedikal,
endiistriyel ve ¢evresel uygulamalarinin yani sira antimikrobiyal, antifungal, antiparazitik ve

antikanser aktiviteleri iizerine bazi ¢alismalar mevcuttur (Dauthal ve Mukhopadhyay, 2016).

2.6.3. Algler ile nanopartikiil sentezi

Algler metal nanopartikiillerin sentezi igin bir biyofabrika olarak kullanilmaktadirlar.
Bol ve kolay bulunuslar1 onlar1 metal nanopartikiil sentezi i¢in 6nemli bir kaynak haline
getirmektedir. Ayrica alglerle yapilan nanopartikiil sentezi diger biyosentez yontemlerinden
daha kisa siirede gerceklesmektedir. Ozellikle makroalgler, yiiksek metal alim kapasiteleri,
diisiik maliyetleri ve makroskopik yapilarindan dolay1 nanopartikiil sentezinde belirgin

avantajlara sahiptirler.

Algler yoluyla nanopartikiil sentezinin ii¢ 6nemli adimi bulunmaktadir:

(a) Alg 6ziitliniin su ya da organik bir ¢dziiciide belirli bir siire 1sitilarak/kaynatilarak
hazirlanmasi,

(b) Iyonik metal bilesenlerinin molar ¢dzeltilerinin hazirlanmast,

(c) Alg oziitii ve iyonik metal bilesenlerin belirli kosullar ve siirede stirekli

karistirarak ya da karistirmadan inkiibasyonu (Thakkar vd, 2010).

Nanopartikiil sentezi doz bagimli olup kullanilan alg ¢esidiyle ilgilidir.
Polisakkaritler, pigmentler ya da peptitler gibi c¢esitli biyomolekiiller metallerin
indirgenmesinden sorumludur. Sulu ¢ozeltilerde metal nanopartikiillerin stabilizasyon ve
kaplama ajanlari amino gruplar1 ya da sistein kalintilar1 yoluyla proteinlerle ya da

siilfatlanmis polisakkaritlerle gergeklesir.

Alglerle gerceklesen nanopartikiil sentezi antibakteriyal, antifungal, antikanser ve
yara iyilestirici aktivitelere sahip oldugundan, biyomedikal uygulamalarda ¢ok énemlidir.
Algler yoluyla sentezlenen nanopartikiillerin antifungal etkileri lizerine ise ¢ok sinirh
caligma bulunmaktadir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada kirmiz1 alg Gelidiella acerosa’nin
sulu 6ziitli kullanilarak gerceklestirilen glimiis nanopartikiil sentezi sonucu nanopartikiillerin
Humicola insolens (MTCC 4520), Fusarium dimerum (MTCC 6583), Mucor indicus
(MTCC 3318) ve Trichoderma reesei (MTCC 3929) iizerine antifungal aktivitesi
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gosterilmistir (Marimuthu vd.,2011). Diger bir ¢alismada ise Sargassum longifolium aracil
giimiis nanopartikiil sentezinin patojenik Aspergillus fumigatus, Candida albicans ve
Fusarium tiirleri izerine antifungal etkisi rapor edilmistir (Rajeshkumar vd., 2014). Giimiis-
klorid nanopartikiilii sentezi i¢in deniz algi Sargassum plagiophyllum kullanilan bagka bir
caligmada yapilan floresan ve elektron mikroskop analizleri nanopartikiillerin Escherichia

coli lizerine bakterisidal etki gosterdigini ortaya koymustur (Dhas vd., 2014).

Algler yoluyla sentezlenen metal nanopartikiillerin antikanser ve antioksidan
ozellikleri de ¢esitli ¢alismalarda rapor edilmistir (Boca vd, 2011; Govindaraju vd, 2015;
Eroglu vd, 2013; Sharma vd, 2014). Yapilan baska bir ¢alismada, bakir oksit nanopartikiiliin
sentezi i¢in Bifurcaria bifurcate (kahverengi alg) kullanilmis ve elde edilen
nanopartikiillerin (5-45 nm) gram negatif Enterobacter aerogenez ve gram pozitif
Staphylococcus aureus bakterilerine karsi antibakteriyel etkisi gosterilmistir (Abboud vd.,

2014).

Rajeshkumar vd., (2013) kahverengi deniz algi Turbinaria conoides kullanarak altin
nanopartikiil sentezlemis ve Streptococcus sp, Bacillus subtilis ve K. pneumoniae tiirleri
tizerine antibakteriyel etkisini gostermislerdir. Diger bir ¢alismada Galaxaura elongata
kullanilarak sentezlenen altin nanopartikiillerin E. coli, Klebsiella pneumoniae, MRSA, S.
aureus, Pseudomonas aeruginosa bakterilerine karsi antibakteriyal etkileri rapor edilmistir
(Abdel-Raouf vd., 2013). Alg ile gerceklestirilen altin nanopartikiillerin biyosentezi sonucu

cesitli boyut ve sekillerde olusan altin nanopartikiil calismalar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1. Alg aracil1 altin nanopartikiillerin biyosentez ¢alismalari

NP | Alg Tiirleri NP Boyutu NP’iin Sekli Referans
(nm)

Au | Ecklonia cava 30 kiiresel-liggen J. Venkatesan vd., 2014
Fucus vesiculosus | gesitli kiiresel Y.N. Mata vd., 2009
Sargassum 5-15 - A. Susan vd., 2013
muticum
Chlorella 2-10 Uzamsal dizi J. Annamalai vd., 2015
vulgaris
Chondrus crispus | 30-50 polihedral ve S. Jayashee vd., 2015

kiiresel
Cystoseira 2.2-8.4 kiiresel N. Gonzalez-Ballesteros
baccata vd., 2017
Dunaliella salina | 5-45 nm kiiresel, Ankit Kumar Singh vd.,
hekzagonal,liggen | 2019
Padina 53-67 kiiresel, M. Singh vd., 2013
gymnospora hekzagonal
Padina pavonica | 30-100 kiiresel G. Isaac vd., 2015
Phormidium 7.9-15 - G. Singaravelu vd., 2007
valderianum
Spirulina 5-30 - D. Parial vd., 2014
subsalsa
Spyrogira 50 - S. Jayashee vd., 2015
insignis
Stoechospermum | 19-94 kiiresel, F.A.A. Rajathi vd., 2012
marginatum hekzagonal,liggen
Tetraselmis 5-35 kiiresel-liggen S. Senapati vd., 2012
kochinensis
Turbinaria 6-10 - R. Shanmugam., 2013
conoides
Ulva intestinalis 42 kiiresel D. Parial vd., 2014

16



17

2.7. Algler

Algler ekonomik ve ekolojik agidan onemli bir fotosentetik organizma grubudur.
Tath su, deniz suyu ya da nemli kaya yiizeylerinde yasayabilen tek ya da g¢ok hiicreli

organizmalardir.

Yiiksek bitkilerle bircok benzerlik gostermelerine ragmen, diger yandan higbir bitki
grubunda rastlanmayan hiicre ¢eper yapilari, hareketsizlik, gelisme evreleri, pigment yapisi
ve sekillerinin farklilig1 nedeniyle sayisiz ayricaliklara sahiptirler. Heterotrofik canlilar i¢in
organik besin kaynagi olusturmanin yani sira, fotosentez yaparak ortamin oksijenasyonunu
da saglarlar. Algler dig goriiniisleri bakimindan tek hiicreliden kolonial duruma, ipliksi
bicimlerden karistk  gelismis  talluslu  yapilara  kadar  degisik  bigimlerde

gozlenebilmektedirler.

Simdiye kadar yapilan bir¢ok ¢alismada farkli alg tiirlerinin ¢esitli fungal patojenler
tizerinde giiclii fungisidal aktiviteleri rapor edilmistir (Mickymaray ve Alturaiki, 2018;

Pesando ve Caram, 1984; Abedin ve Taha, 2008).

2.7.1. Alglerin kullanim alanlar:

Dogada biyolojik aktivite agisindan en 6nemli kaynaklardan biri de alglerdir ve
yapilarinda pek cok biyoaktif bilesen bulunmaktadir. Diger yandan okyanuslar i¢in ¢ok
onemli bir oksijen kaynagidirlar (Akyil vd, 2016). Algler mineral, vitamin, protein,
polisakkarit, aminoasit ve sterol gibi gibi bilesenlerce zengin olup kozmetik endiistrisinde,

gida sektoriinde ve eczacilikta yogun bi¢cimde kullanilmaktadir (Akyil vd, 2016).

Algler hem deniz hem de tath su habitatlarinda bulunabilmekte ve pek ¢ok alanda
kullanilmaktadirlar. Ornegin yakit endiistrisinde temiz, gevre dostu ve ekonomik bir
biyoyakit adayidir. Bazi algler besin olarak kullanildigi gibi farmasotik ve kozmetik
alanlarinda pigment, biyoaktif madde ya da tek hiicre proteini liretimindeki potansiyelleri de
biiytik ilgi ¢ekmektedir. Makro alglerden elde edilen agar besin endiistrisinde cesitli
alanlarda kullanildig1 gibi agaroz seklinde molekiiler biyolojide ya da tablet, antikoagulan

ve kapsiil gibi biyomedikal alanlarda da kullanilmaktadir. Tekstil endiistirisinde sikca
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kullanilan aljinat, bir kahverengi alg tlirevidir ve jellesme 6zelligi sebebiyle biiyiik 6nem
tasimaktadir. Baz1 alg yemleri ¢esitli balik larvalarin kiiltiiriinde kullanilmaktadir. Seliiloz
iceren algler kagit iiretiminde kullanilmakta ya da bazi mikro ve makro algler ¢cimlenmeyi,
bitki gelisimini ve ¢igeklenmeyi uyardigi i¢in kullanilmakta ya da bitki hastaliklarina kars1
biyolojik koruyucular olarak gérev yapmaktadirlar. Cesitli biyoaktif lipit bilesenlerinin en
onemli kaynaklar1 deniz mikroalgleridir ve c¢esitli hastaliklara kars1 etkili yag asitleri
icerirler. Diger yandan mikroalgal 6ziitler anti-aging krem, giines koruyucular1 ve sa¢ bakim

iirlinleri gibi kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir (Sharma ve Sharma., 2017).

Algler denizlerde tatlisulara oranla daha dar bir alan igerisinde yasama olanagi
bulurlar. Fakat primer iiriin olarak denizlerin verimliligi iizerinde Onemli bir etkiye
sahiptirler. Ayn1 zamanda atmosfer, su ve sediment arasindaki kimyasal degisim zincirinin
de 6nemli bir halkasini olustururlar. Deniz algleri yag, vitamin ve mineral agisindan zengin
olup polisakkarit, protein gibi biyoaktif maddeler igerirler. Bu 6zellikleri ile kanser, oksidatif
stres, inflamasyon, alerji, tromboz, lipidemi, yiiksek tansiyon ve diger dejeneratif
hastaliklara karsi potansiyel faydalari bulunmaktadir. Diger yandan, sahip olduklar
fitokimyasallar tek bir adimda nanopartikiil sentezini saglayabilen hidroksil, karboksil ve

amino fonksiyonel gruplarini icermektedir.

2.7.2. Alglerin simiflandirilmasi

Gergek kok, govde ve yapraklari bulunmayan algler, boyutlarina gére mikroalg ve
makroalg olarak ikiye ayrilirlar. Mikroalgler, hareket organelleri olmayan, su hareketleriyle
yer degistirebilen, boyutlar1 mikronla ifade edilen canlilardir. Makro algler ise boyutlart tiire
gore 1-2 cm ile 40-50 m arasinda degisen, sucul canlilar i¢in beslenme, barinma ve lireme
ortami olusturan organizmalardir. Algler igerdikleri pigment maddelerine goére farkli
renklerde goriiliirler. Ornegin Esmer (Phaeophyta), Kirmizi (Rhodophyta) ve Yesil
(Chlorophyta) algler morfolojik olarak renginden cins diizeyinde ayirt edilebilirler. Farkli
alg gruplarinin kendilerine ait 6zellikleri ortaya ¢iktik¢a farkli alanlarda kullanilmaya da
devam etmektedirler (Cizelge 2.2). En iyi bilinen kullanim sekillerinden biri mikrobiyolojik
caligmalarda kirmiz1 alglerden elde edilen agardir. Kahverengi alg bilesenlerinden alginat,

fukoidan, laminaran ve mannitol en bilinenleridir. Yesil algler i¢cinde besin degeri yiiksek
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bir cins olan Ulva, B vitamini ac¢isindan olduk¢a zengindir, ayrica yesil alglerde A, B, E az

miktarda da baz1 diger vitaminlere sahip oldugu bilinmektedir. (Giiner ve Aysel, 2011).

Cizelge 2.2. Farkl1 alg gruplarina ait habitat, pigment yapisi, depo maddeleri ve hiicre duvar
yapisi farkliliklar1 (Wehr, J.D ve Robert, G., 2003, Barsanti, L ve Gualtieri, P., 2014)

Alg Gruplan Habitat Pigmentler Depo Hiicre Flagella
maddeleri | duvar yapisi
Chlorophyta Tatlisu, deniz, | Klorofil a, klorofil | Nisasta Seliiloz hiicre | 0-¢ok
(Yesil algler) toprak, b, a, B ve vy duvar
simbiyotik karoten, lutein,
parasinoksantin
Phaeophyta Tatlisu, deniz, | Klorofil a, klorofil | Laminarin | Hiicre duvart | 2(esit
, . alginat
(Kahverengi toprak, c ve fukoksantin, matriks ile olmayan)
algler) simbiyotik karoten
Rhodophyta Tatlisu, deniz, | Klorofil a, | Floride Hiicre duvan | 0
. . . galaktoz
(Kirmizi toprak, Fikoeritrin, nigastasi .
polimer
algler) simbiyotik fikosiyanin, o, B matriks ile
karoten, lutein

Yesil alglerin ¢ok farkli tallus (tek hiicreli, kolonial, filamentli, sifonlu, parankimatik

talluslu) yapilar1 mevcuttur. Genellikle tatlisu algleri olup denizel formlarmin yani sira
toprakta ve simbiyotik yasayanlar1 da mevcuttur. Hiicre yapilarinda flagella bulunur. Yesil
alglerde sessil yasayanlar oldugu gibi (Ulvophyceae) hareketli yasayanlar da
(Chlamydomonaceae) vardir. Klorofil a, b, a, B ve y karoten, lutein, parasinoksantin
pigmentleri igerirler. Kloroplastlar1 ve ¢ekirdeklerinin yani sira pirenoidlere de sahiptirler.

Hiicre ¢eperi pektin ve selillozdur. Depolama firiinleri nisastadir.

Kahverengi algler genellikle deniz algleri olup %1 den daha az tathisularda yasar.
Hiicre yapilarinda flagella (esit olmayan sekilde ve 2 adet) bulunur. Klorofil a, klorofil ¢ ve
fukoksantin, karoten pigmentleri bulundururlar. Karotenler daha baskin oldugu igin

kahverengi goriiliirler. Depolama {irtinleri laminarindir.
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Kirmizi algler ise genellikle makroskobik olup, Floridophyceae’lar denizel alglerdir
ancak hem mikroskobik olup hem de tatli suda yasayan Bangiophyceae familyasina ait
tiirleri de bulunmaktadir. Hiicre yapilarinda hi¢ flagella bulunmaz. Pigmentlerden klorofil
grubundan sadece klorofil a igerirken, digerlerinden tipki siyanobakterilerde oldugu gibi
fikosiyanin ve fikoeritrin bulunur. Kloroplastlar: ¢ift zarlidir, depolama {irtinleri florida

nisastasidir. (Barsanti, L., ve Gualtieri, P., 2014).

2.7.3. Calismamizda kullanmilan alg tiirleri

Yesil bir bir mikroalg olan Chlorella sorokiniana (Shih Ira ve R. W. Krauss),
Chlorellaceae familyasina aittir (Guiry, 2002; Safi vd, 2014). Chlorella sorokiniana yiiksek
besin igerigine sahip olup dogal bir antioksidandir. Ayrica lipit ve karbonhidrat icerigi
bakimindan yiiksek bir iiretim kapasitesine sahiptir. Besin i¢erigini koruyan kalin bir hiicre
duvart bulunmaktadir (Azaman vd, 2017). Chlorella hiicreleri genellikle kiiresel
goriiniimliidiir koloniyal formlar1 da bulunur. Kloroplastlar: tekli ya da parietal olup, hiicre

icinde pirenoit olusumu mevcuttur (Schmidt ve Wilhelm, 2014).

Yesil bir mikroalg olan Scenedesmus incrassatulus (Bohlin) Scenedesmaceae
familyasina aittir (Guiry, 2002). Temel morfolojik karakteristikleri bir ya da iki sira halinde
diizenlenmis olan hiicrelerde diiz ya da hafifce egri plakali sonobiyum bulunmasidir. Bazi
tirlerinde boynuz benzeri ¢ikintilarinin olmasi ile karakteristiktir. Bu familyaya ait olan
tiirlerle son zamanlarda biyoenerji liretimi konusunda ¢aligmalar gelistirilmektedir. Bunun
sebebi biinyesinde bulundurdugu lipitlerden kaynaklanmaktadir. Boylece fosil yakitlara
alternatif olabilecekleri calismalarla desteklenmektedir (Wu vd, 2013).

2.8. Sentezlenen Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Nanopartikiillerin fiziksel olarak stabil olduklarini anlayabilmek igin partikiil
boyutuna ve partikiillerin dagilimina bakilir. Dinamik 151k sagilmasi ya da lazer kirinimi gibi
yontemlerle elde edilebilir. Bu yontemlerde en 6nemli parametre PDI (Poly dispersity index)
degeridir. PDI degerinin 0.1-0.25 arasinda olmasi durumunda istenilen dar dagilim elde
edilirken, 0.5’in tlizerinde olmas1 genis dagilim anlamina gelir. Ultraviyole ve goriiniir 151k

(UV-vis) absorbsiyon spektroskopi, bir 1sin demetinin Ornekten gectikten ya da
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yansitildiktan sonraki azalmasinin 6lgiilmesidir. Isigin siddetinin azalmasi absorblamanin
arttgim gosterir. Ornegin derisimi, belli bir dalga boyundaki absorbsiyonu élgerek bulunur.
Kolloidal partikiillerin karakterizasyonu i¢in dnemli bir kriterdir. Ozellikle metal partikiiller
icin idealdir, clinkii bu partikiiller goriiniir bolgede giiglii ylizey plasmon rezonans
absorbsiyonu gosterirler ve ylizey modifikasyonuna ¢ok duyarlidirlar. Nanopartikiillerin en
sik karsilagilan zorluklar1 kararlhiliklaridir. Zeta potansiyellerinin Ol¢iilmesi, kolloidal
dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda tahminde bulunmaya olanak verir. Genel olarak
yiikli partikiiller zeta potansiyeli yliksek olup, elektriksel itme nedeniyle partikiil
agregasyonu meydana gelme ihtimali daha azdir. Nanopartikiillerin zeta potansiyellerine
bakilarak kararliliklar1 ve topaklagsma egilimleri elde edilebilmektedir. Fourier doniistimlii
kizilétesi spektrumu (FT-IR) ise metal nanopartikiillerin sentezinin hangi baglar iizerinden
yurtidiginii belirler. Gegirimli (TEM) ve alan emisyonlu taramali (FE-SEM) elektron
mikroskopi analizi de elde edilen nanopartikiillerin sekil, biliyik ve dagilimlarim
goriintiilemede kullanilir. X-Isin1 kirmnimi (XRD) o6l¢iimleri, olusan partikiiliin fazin1 ve

kristalin derecesini tespit etmede kullanilmaktadir.

Nanopartikiil sentezinde siklikla karsilasilan problemler stabilizasyon sorunu, kristal
gelisimi ve partikiil agregasyonudur. Biyosentez yoluyla elde edilen metal nanopartikiillerin
boyut ve sekillerinin kontrol edilebilmesi ancak ilgili biyosentez mekanizmalarinin detayli
arastirtlmasiyla miimkiin olabilir. Ancak nanopartikiillerin biyomolekiiler, indirgeme ve

stabilizasyonunda gorev alan mekanizmalar hala kesin olarak bilinmemektedir.

2.9. Nanopartikiillerin Antifungal Etkileri

Glinlimiizde fungal enfeksiyonlarin goriilme sikligindaki hizli artis, mevcut
antifungal ilaclarin sinirh sayida olmasi, dkaryotik yapidaki fungal hiicrelere toksik etkili
olan antifungal ilaglarin yine 6karyotik yapidaki insan hiicrelerine de toksik etki gdstermesi
antimikrobiyal direng sorununun ¢ok dnemli bir tehtit olustirmaasi ve hatta ¢oklu ilag direnci
gosteren suslarin artis1 gibi sebeplerden dolayr yeni tedavi segimlerine acilen ihtiyag
bulunmaktadir. Tiim fungal enfeksiyonlar i¢erisinde Candida tiirleri en sik gézlenen ve insan
sagligini en ¢ok etkileyen mikroorganizmalardir. Ornegin diinyadaki hastane kaynakli
Candida enfeksiyonlarinin biiylik cogunlugu yiiksek mortalite oranlari gostermektedir

(Gutiérrez vd., 2018).
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Glimis nanopartikiillerin ¢esitli fungal tiirler iizerine antifungal aktiviteleri {izerine
yapilan ¢alismalar oldukga fazladir (Mussin vd., 2019., khatemi ve vd., 2017, Ouda., 2014).
Mallman vd. (2015) yesil sentezle iiretilen giimiis nanopartikiillerin C. albicans ve C.
tropicalis iizerine yliksek antifungal etki gosterdigini rapor etmis ve bu etkinin Amfoterisin

B ilacina benzer bir etki gosterdigini belirtmislerdir.

Altin nanopartikiillerin antifungal etkinligi iizerine yapilan ¢alismalar daha siirlidir
ve bu konuda detayli calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Yapilan bir ¢caligmada aragtirmacilar
yanik enfeksiyonlu hastalardan izole edilen fulukanazol direncli C. albicans suslarina karsi
indolisidin bagl altin nanopartikiillerin antifungal etkinligi oldugunu rapor etmiglerdir
(Rahimi vd., 2019). Nidhin vd. (2019) nisasta kullanarak yesil sentezle kiiresel sekilli ve 5
nm boyutlarinda altin nanopartikiil sentezi gerceklestirmislerdir ve sentezlenen
nanopartikiillerin C. albicans izolat1 lizerine etkinligini aragtirmiglardir. Arastiricilar 0.5 mM
konsantrasyonda fungal hiicrelerin gelisiminin inhibe edildigini rapor etmislerdir. Diger bir
calismada ise Anmnona muricata’nin yaprak oOziitlerinden altin nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmis ve c¢esitli mantar ve bakteriler iizerine antimikrobiyal etkinligi
aragtirtlmistir. Arastiricilar altin nanopartikiil etkinliginin konsantrasyon bagimli oldugunu
ve konsantrasyon arttikca daha iyi antimikrobiyal aktivite goriildiiglini belirtmislerdir
(Folorunso vd., 2019). Alg bazli metal nanopartikiillerin antifungal etkinlikleri {izerine

caligmalar ise oldukca yenidir ve bu konuda detayli arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismamiz i¢in Eskisehir Osmangazi Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan temin edilen Candida izolatlar1 3 farkl tiirii
kapsamakta olup bu izolatlar C. tropicalis 1660, C. glabrata 1744 ve C. albicans ATCC
14053, tiirlerini igermektedir. Bu izolatlarin identifikasyonlarinda germ tiip testi, misir unlu
Tween 80 agarda mikroskobik morfolojinin incelenmesi, karbonhidrat fermentasyon testleri
ile API 20C (bioMerieux, Marcy I’Etoile-France) ticari asimilasyon testi kullanilmigtir.
Izolatlarin saklanmas1 icin gliserollu (%20) Yeast Ekstrakt Pepton Dekstroz (YPD)
kullanilmis ve -80 °C’de stoklama yapilmistir. Taze kiiltiir eldesi i¢in stoktan cekilen

izolatlar, RPMI 1640 besiyerinde 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir (CLSI M27-A2)

3.2. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Kloroaurik asit (M,=339.785 g/mol): Nanopartikiil sentezinde kullanilmak iizere

Fisher Scientific (A.B.D) firmasindan ticari olarak satin alinmstir.

BG-11 besiyeri: Algleri kiiltiire etmede kullanilan bu besiyeri igeriginde (NaNOs,
(Emsure, Almanya) 15 g; KoHP04, (Acros Organics A.B.D) 0.4 g; MgS04 * 7H20, (Acros
Organics A.B.D) 0.75 g; CaCl»-02H;0, (Acros Organics A.B.D) 0.36 g; sitrik asit, (Acros
Organics A.B.D) 0.06 g; demir (III) amonyum sitrat, (Acros Organics A.B.D) 0.06 g; Na,-
EDTA, (Acros Organics A.B.D) 0.01g; Na>C0s, (Acros Organics A.B.D) 0.2 g/L, 1 mL;
iz element ¢ozeltisi, (H3BO03, (Emsure, Almanya) 61 mg; MnS04; H>0, (Emsure, Almanya)
169 mg; ZnS04; 7H20, (Acros Organics A.B.D) 287 mg; CuS04; 5SH20, (Acros Organics
A.B.D) 2.5 mg; (NH4) 6M07024 * 4H>0, (Acros Organics A.B.D) 12.5 mg /L) kimyasallar1
kullanilmistir (Katircioglu vd, 2008; Rippka, 1988).

RPMI 1640 besiyeri: izolatlarmn aktivasyonunda kullanilan RPMI 1640 besiyeri (L-
glutamin ve sodyum bikarbonatli), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Almanya) firmasindan
hazir olarak alinmistir. Antimikrobiyal etkinlik ¢aligmalari icin MOPS ile tamponlanan

RPMI 1640 sivist kullanilmistir.
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Yeast Extract Pepton Dekstroz (YPD) besiyeri: Izolatlarin aktivasyonu ve disk
diftizyon testlerinde kullanilan bu besiyeri, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Almanya)
firmasindan ticar1 olarak satin alinmis ve {reticinin belirttigi oranda distile su icerisinde

cozdiiriildiikten sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS): Elektron mikroskopi ¢aligmalarinda tampon
cozelti olarak kullanilmak iizere (Sigma-Aldrich, ABD) ticari olarak hazir aliman PBS,
iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda 200 ml distile su igerisinde 1 tablet PBS olacak

sekilde ¢ozdiiriilmiistiir (pH 7,4).

Gluteraldehit tespit cozeltisi (%2,5): Orneklerin elektron mikroskobik
incelemesinde Primer fiksatif olarak kullanilan bu ¢6zelti i¢cin 20 ml PBS igerisine 3
ml %2,5’luk gluteraldehit (EMS, ABD) alinir ve koyu renkli bir sise igerisinde +4 C’de
saklanmistir (pH 7,2).

Osmiyum Tetraoksit (OsOs) tespit cozeltisi (%1): Orneklerin elektron
mikroskobik incelemesinde sekonder fiksatif olarak kullanilan bu ¢ozeltinin hazirlanmasi
icin 0,1 g OsO4 (EMS, ABD) ampiilii iyice yikanip kurulandiktan sonra 5 ml distile su i¢eren
koyu renkli bir siseye alinmis ve kapagi sikica kapatilarak siddetle calkalanmis ve ampiiliin
kirilmasi saglanmistir. Sisenin agzi parafilmlenmis ve +4 °C’de 1 gece bekletildikten sonra

icine Sml PBS eklenmis ve kullanilmak {izere buzdolabinda saklanmustir.

Araldit Resin: Kimyasal takip sonras1 gdomme ortami olarak kullanilmak tizere 20
ml Araldit CY212 ve 20 ml DDSA (sertlestirici) bir behere alinarak 20 dk siireyle yavasca
cam bagetle karistirilmistir. Daha sonra 1 ml dibiitil fitalat (plastik yapict) eklenmis ve 15
dk daha karistirilmistir. Son agamada 0,6 ml BDMA (katalizor) ilavesi ile hazir hale getirilen

karisim enjektdrlere esit miktarlarda gekilerek -20 °C’de kullanilana dek saklanmistir.

Uranil Asetat: TEM icin kesitleri alinan orneklerin kontrastlanmasi amaciyla
kullanilan bu boya hazirlanirken 7 g uranil asetat, 50 ml metanol ve 50 ml distile su
karigtirilarak buzdolabinda stoklanmigtir. Boyama sirasinda Oncelikle oda sicakligina

gelmesi beklenmis ve filtre edildikten sonra kullanilmistir.



25

Kursun boyasi: TEM i¢in kesitleri alinan 6rneklerin kontrastlanmasi amaciyla
kullanilan bu boya hazirlanirken 6ncelikle A ve B olmak iizere iki ¢ozelti hazirlanmistir. A
cozeltisi icin 2 g 10 N NaOH (Sodyum hidroksit) ve 5 ml distile su; B ¢ozeltisi i¢in de 0,02
g Kursun Sitrat ve 10 ml distile su iyice karistirilmistir. Daha sonra B ¢ozeltisi i¢ine damla
damla olacak sekilde 1 N NaOH eklenmis ve pH 12’ye ayarlanmistir. Buzdolabinda
kullanilana dek saklanan bu boya islem sirasinda 6nce oda sicakligina getirilmis ve filtrasyon

sonrasi kullanilmistir.

3.3. Kullanilan Cihazlar

Santrifiij (Beckmann-Coulter Allegra X30-R & Hermle Z326k, Almanya);
Ultramikrotom (Leica-Almanya); Trim cihaz1 (Leica-Almanya); Knifemaker (Leica-
Almanya); Manyetik karistirict (Schott, A.B.D.); Buzdolab1 (Argelik- Tiirkiye); Distile su
cihaz1 (Elga- Almanya); Etiiv (Binder, Almanya); Hassas terazi (Ohaus-isvicre); UV-Vis
(AE-S90-2D UV-VIS Spectrophotometer, Cin); TEM (Hitachi Ht 7800, Japonya); FE-SEM
(Hitachi Regulus 8230, Japonya); EDS (E2V Scientific Instruments, Ingiltere); FTIR spectra
(Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR- ATR unit, Almanya); X-Isin1 kirinimi (XRD) cihazi
(Panalytical Empyrean, Ingiltere); Liyofilizator (Christ Alpha Plus, Almanya); Ters
(Inverted) Mikroskop (Zeiss Primovert, Almanya); Malvern-Zetasizer (Nano-Z590,
Ingiltere)

3.4. Alglerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Calismamizda Eskisehir-Kiitahya yolu iizerinde merkeze 21 km uzaklikta olan
Devler Su Isleri (DSI) Sulama Géleti’nden (Musadzii) (39° 41’ 51" Kuzey 30° 19’ 25" Dogu)
toplanan tas, camur ve bitki 6rnekleri g6l suyu ile doldurulmus cam siselerde toplanmustir.
BG-11 kat1 besiyerine ¢izgi ekimi yontemiyle ekilmistir. 1 hafta sonra olusan kolonilerden
BG-11 s1v1 besiyerlerine aktarim yapilmistir. Kullanilan kiiltiirler, 25 © C'de 3000 lux beyaz
fliioresan 151k yogunlugu altinda (12 saat gece-12 saat giindiiz) BG-11 igeren steril erlenler

icerisinde biiyiitiilmiis ve 15-20 giin boyunca log fazina ulasilmasi beklenmistir.

Saf kiiltiir elde etmek icin, seyreltme yontemi uygulanmistir (Rippka, 1988). Bu

yontemde, dogal ortamlardan alinan karigik kiiltiirler petri kabina yerlestirilmis ve steril su
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ile seyreltilmistir. Bu seyreltme prosediirii, tek hiicrelerin siispansiyonda serbest sekilde
temin edilinceye kadar birkac kez tekrarlanmistir. Daha sonra her bir hiicre ayr1 ayrn ters
mikroskop altinda pastdr pipeti yardimiyla izole edilmistir. Tekli hiicreler elde edildikten
sonra, bunlar biliylimeleri i¢in BG-11 ortamina aktarilmistir. Saf kiiltiir oldugundan emin

olduktan sonra morfolojik 6zelliklerine bakarak tiir teshisi yapilmistir.

3.5. Alg Oziitlerinin Hazirlanmasi

Chlorella ve Scenedesmus tiirleri 4.500 rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlenmis ve 1
kez ultra saf suyla yitkanmistir. Algleri 6ziit haline getirmek i¢in son olarak 80 °C' de 20 dk
1sitilmis ve Whatman No 1 filtre kagitt kullanilarak filtrelenmistir. Oziitler buzdolabinda

saklanmustir.

3.6. Altin Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Tez kapsaminda gerceklestirilen sentez isleminde asagida belirtilen yontem

kullantlmistir (Sekil 3.1).

Coziicinin
uzaklastinlmasi

: Santrifijleme+Rotary
evaporatérinde ‘

Sekil 3.1. Nanopartikiil sentez basamaklar1
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3.6.1. Altin nanopartikiil sentezinde pH optimizasyonu

1 ml Chlorella sorokiniana 6ziitii ile 2,5 ml (1 mM) HAuCly, 80 °C ‘de HC/KOH
kullanilarak ¢ozeltilerin pH’lart sirasiyla pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 olacak sekilde hazirlanip, UV-
vis Ol¢limlerine gore pH optimizasyonu yapilmistir. Ayni sekilde pH optimizasyonu 1 ml

Scenedesmus incrassatulus 6ziti ve 1,25 ml HAuCls (1 mM) ile tekrar yapilmistir.

3.6.2. Altin nanopartikiil sentezinde metal tuzu optimizasyonu

1 ml Chlorella sorokiniana 6ziitii ve 2,5 ml HAuCls molariteleri 0,5 mM, 1 mM ve
5 mM olacak sekilde 80 °C ‘de, optimum pH degerinde hazirlanarak UV-vis 6l¢iimlerine
gore metal tuzu optimizasyonu yapilmistir. Ayni sekilde metal tuzu optimizasyonu 1 ml

Scenedesmus incrassatulus 6ziitii ve 1,25 ml HAuCly ile tekrar yapilmistir.

3.6.3. Altin nanopartikiil sentezinde zaman optimizasyonu

1 ml Chlorella sorokiniana 6ziitii ve 2,5 ml HAuCls (1 mM), 80 °C ‘de, optimum pH
degerinde hazirlanip, reaksiyonun sirasiyla 1.dk, 3.dk, 5.dk, 10.dk, 15.dk, 30.dk, 45.dk,
60.dk, 75.dk, 90.dk ve 24.saaatin UV-vis ile Ol¢limleri alinarak zaman optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Ayn1 sekilde zaman optimizasyonu 1 ml Scenedesmus incrassatulus

oziitii ve 1,25 ml HAuCly (1 mM) ile 80 °C ‘de, optimum pH degerinde tekrar yapilmustir.

3.7. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

UV-Vis: UV-Vis spektrumlari oda sicakliginda UV-VIS (AE-S90-2D
Spectrophotometer, Cin) cihazi ile kaydedilmistir. Optimizasyon reaksiyonlarimizin (pH,
tuz ve zaman) spektrumlarini belirlemek i¢in 6l¢timler maksimum absorbans dalga boyunda

kaydedilmistir. Tiim taramalar 190-1100 nm dalga boyunda yapilmistir.

Partikiil boyutu ve zeta potansiyel 6lciimleri: Nanopargaciklarin optik 6zellikleri
spektral analizle incelenmistir. Nanopartikiillerin absorbans spektrumu, spektrofotometre ve
10 mm'lik yol uzunlugu kuvars kiiveti kullanilarak tespit edilmistir. Yesil sentezle

sentezlenmis nanopartikiillerinin partikiil boyutu, zeta potansiyeli, elektriksel iletkenlik
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Ol¢iimleri zetapotansiyometre kullanilarak yapilmistir. Ard arda ii¢ 6l¢lim gergeklestirilmis,
Olciimler sirasinda cihazin sicakligi 25° C, 151k sacilim agis1 90° olacak sekilde ayarlanmistir.
Bu islemler Eskisehir Osmangazi Universitesi Kimya Boliimii Polimer Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

FE-SEM ve TEM: Arastirmamizda elektron mikroskop iki asamada kullanilmistir:
FE-SEM analizleri ile ylizey karakteristiklerinin belirlenebilmesi i¢in, Whatman kagiti
iizerine (No 1) drnekler damlatilmis ve kurutulduktan sonra karbon bant yapistirilmig stublar
iizerine yerlestirilmislerdir. Ardindan alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FE-
SEM) ile incelenmistir. Orneklerin morfolojik 6zelliklerinin gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) yoluyla belirlenebilmesi amaciyla, ayni Orneklerden bakir gridler {izerine
damlatilmis ve iyice kurutulduktan sonra TEM ile incelenmis ve enerji dagilimi X- 151

spektroskopisi (EDS) dedektorii ile de elementel analiz yapilmastir.

FTIR: Nanopartikiiller yesil sentez ile elde edildiginden dolayr Oncelikle
nanopartikiil ylizeylerine bagli olmayan organik bilesiklerin uzaklagtirilmasi i¢in FTIR
deneylerinden once damitilmis su ile {i¢ kez tamamen yikanmistir. Daha sonrasinda
nanoparcaciklar liyofilize edilerek kati hale getirilmis ve sonrasinda Potasyum Bromiir
(KBr) 100 °C’de 1 saat 1sitilarak nemin uzaklastirilmas: saglandiktan sonra yaklasik 3 mg
KBr bir havanda ince toz haline getirilip pres makinasina konularak iizerine 3000 bar basing
uygulanip ince film seklinde disk elde edilmistir. Bu disk FTIR cihazina konularak 400-4000
cm! araliginda spektrumlar alinmistir. Boylece indirgenmis altin nanopartikiillerinin yiizey
kimyas1 ve oOziitlerin biyolojik islevli kisimlarinin varligin1 kontrol etmek igin analiz

yapilmustir.

XRD: Nanopartikiillerin kristal yapisini belirlemek i¢in Panalytical Empyrean X-
Ism difraktometresi (XRD) kullanilarak numunelerin toz kirmim deseni analizleri
alinmustir. XRD cihazinda Cu Ko tiipii kullanilarak (A:1,54 A), 45 kV voltaj ve 40 mA akim
analiz kosullarinda 20 ag1 taramasi yapilmistir. Bu yontem ile saf kristal halde bulunan
yapinin ¢dziimlenmesi saglanarak; birim hiicrenin bag uzunluklari, bag agilar1 ve ii¢ boyutlu

yapinin kimyasal analizi saglanabilmistir.
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3.8. Nanopartikiillerin Antifungal Etkisinin Degerlendirilmesi

3.8.1. Antifungal duyarhlik testleri

Sentezlenen nanopartikiillerin antifungal duyarhiliklar1 agar difiizyon ve broth

mikrodiliisyon (Minimum inhibitdr konsantrasyonu-MIK) testleri ile degerlendirilmistir.

3.8.1.1. Agar difiizyon testi

Altin nanopartikiillerinin antifungal aktivitesinin arastirilabilmesi i¢in yapilan disk
diflizyon yonteminde YPD agar besiyeri kullanilmigir. Aktive edilmis mikroorganizmalari
McFarland 0,5 degerine ayarlanmig ve besi ortamina inokiilasyonu sonrast 100 pl olacak
sekilde enjekte edilen altin nanopartikiillerle hazirlanmis diskler, besi ortamina
yerlestirilmistir. 24 saat sonunda olusan zonlar dl¢lilmiistiir. Deneyler 3 kez tekrar edilmistir

(Jorgensen vd., 2015).

3.8.1.2. MiK ve MFK testleri

Minimum inhibitr konsantrasyonu (MIK) degerlerinin belirlenmesinde Klinik
Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii tarafindan mayalar i¢in Onerilen kriterler kullanilmistir
(CLSIM27-A2; Zgoda vd., 2001). Caligmaya kontrol grubu ve etken maddeyi iceren gruplar
dahil edilmistir. Amfoterisin B standart ila¢ olarak kullanilmistir. Antifungal duyarlilik
testleri yapilirken, steril, U tabanli ve 96 kuyucuklu mikroplaklara etken maddelerin seri 2
katlik diliisyonlar1 hazirlanmistir. RPMI 1640 besiyeri i¢indeki test organizmalarinin
kuyucuk igerisindeki yogunluklar1 0.5-2.5 X 10 * CFU/ml olacak sekilde ayarlanmis ve 37
°C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi mikroplak okuyucuda 600 nm’de absorbanslari
dlciilmiistiir. Mikrobiyal gelisimi inhibe eden en diisiik nanopartikiil konsantrasyonu MiK

degeri olarak belirlenmistir.

Minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerini belirlemek icin MIK degerinin
altinda konsantrasyon igeren temiz kuyucuklardan 50 pl alinip YPD petrilerine ekim
yapilmis ve 37 °C 'de 48 saat siireyle inkiibe edilimislerdir. Agar ylizeyinde lireme olmayan

en diisiik konsantrasyon MFK olarak belirlenmistir.
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3.8.2. Etken maddelerin Candida izolatlar iizerine etKkisinin TEM ile incelenmesi

Hiicreler 10° CFU/ml olacak sekilde ayarlandiktan sonra 1xPBS ile 3 kez yikanmis
ve daha sonra oda sicakliginda etken madde ile muamele edilmis ve edilmemis hiicreler
PBS'de hazirlanmis % 2.5 glutaraldehit i¢ine alinmis ve 24 saat fiske edilmistir. PBS ile 3
kez yikanan 6rnekler %1'lik Osmium tetraoksit i¢inde 1 saat sekonder fiksasyona alinmistir.
Tekrar tamponla yikanan 6rnekler dehidrasyon iglemleri i¢in alkol serilerinden gegirilmistir
(%30 etanolde 10 dk + %50 etanolde 10 dk + %70 etanolde 10 dk + %90 etanolde 10 dk +
%095 etanolde 10 dk + %100 etanolde 10 dk). Ardindan seffaflastirma islemi icin 6rnekler
once oda sicakliginda 10 dk propilene alip, sonrasinda propilen + araldehit karigiminda 10
dk rotatorda tutulmustur. Son olarak 6rnekler saf araldehite alinip, 1 giin boyunca rotatorda
birakilmigtir. Araldit bazli gomme materyaline alinan hiicreler 60 °C'de 48 saat
polimerizasyona birakilmis ve blok haline getirilmislerdir. Orneklerin ultramikrotom (Leica
Ultracut R) ile alinan tam ince kesitleri de (60 nm) grid {izerine alinarak uranil asetat- kursun

sitrat ile boyandiktan sonra TEM'de incelenmislerdir (Bersheim, K. Y. vd., 1990).
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Alglerin Cogaltilmasi

Calismamizda DSI Sulama Géleti’nden (Musadzii) toplanan érnekler BG-11 kati
besiyerinde bir hafta icerisinde ¢ogalmis (Sekil 4.1), ardindan ¢ogalan kolonilerden BG-11

stv1 besiyerlerine aktarim yapilmis ve 15-20 giin sonra algler log fazina gegmislerdir.

Sekil 4.1. BG-11 kat1 besiyerinde ¢ogalan ve goletin farkli yerlerinden izole edilen alg
kolonileri: iisttekiler epifitik, alttakiler epilitik

Bu asamadan sonra ters (inverted) mikroskopta seyreltme prosediirii kullanilarak
izole edilen tekli hiicreler, saf kiiltiir olarak ¢ogaltilmak iizere yeni BG-11 siv1 besiyerine
inokiile edilmislerdir (Sekil 4.2). Yaklasik 2 hafta sonra saflastirilmis hiicrelerin log fazina
ulastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Alg hiicrelerinin invert mikroskop altinda seyreltme prosediirii ile saflastiriimasi

Sekil 4.3. BG-11 s1v1 besiyerlerindeki solda Scenedesmus incrassatulus ve sagda Chlorella
sorokiniana
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4.1.1. Ters (inverted) mikroskobik inceleme

Ters mikroskop ile log fazina ulasan saf kiiltiirlerin tiir teshisleri, morfolojik

ozellikleri incelenerek yapilmis, Chlorella sorokiniana ve Scenedesmus incrassatulus

kiiltiirleri ile ¢aligmaya devam edilmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Sekil 4.4. Chlorella sorokiniana tiiriiniin ters mikroskop goriintiisii

Sekil 4.5. Scenedesmus incrassatulus tiriiniin ters mikroskop goriintiisii
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4.2. Altin Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Chlorella sorokiniana ve Scenedesmus incrassatulus Ozitleri kullanarak altin

nanopartikiil sentez ve optimizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

4.2.1. Elde edilen altin nanopartikiillerin UV-Vis karakterisazyonu

Calismada altin nanopartikiil sentezi i¢in énemli pH, zaman ve tuz gibi deneysel
kosullar optimize edilmistir. Bu islem ger¢eklestirilirken altin nanopartikiillerin karakteristik
ylizey plazmon rezonansi (SPR) bandinin goriilmesi, nanopartikiil olusumunu dogrular. SPR
band1 reaksiyon ortamindaki nanopartikiillerin ¢esitli boyutlarda ve sekillerde olusabilecegi
spektrumlarla anlasilabilmektedir. Ozellikle az yogun ve genis spektrumlar bu
nanopartikiiller hakkinda fikir vermistir. Bu sonuglar dogrultusunda optimum altin

nanopartikiiller sentezlenmistir.

Altin nanopartikiillerin olusumu pembe veya kirmizimsi bir renk goriiniimii ile
dogrulanmaktadir. Renk degisimi metalik nanopartikiillerle etkilesen elektro-manyetik
alanin neden oldugu elektronlarin kolektif salinimimi gosterir (Mulvaney, 1996;

Velmurugan, 2014).

4.2.1.1. C. sorokiniana ile nanopartikiil sentezinde pH optimizasyonu

Optimizasyonu gerceklestirmek i¢in 1 ml C. sorokiniana 6ziitii ve 2,5 ml HAuCly (1
mM) karnistirilip 80 °C’ de, sirastyla pH 4-5-6-7-8-9 olacak sekilde reaksiyonlar
olusturulmus ve her reaksiyon i¢in pembenin farkli tonlarinda renk degisimleri
gozlemlenmistir (Sekil 4.6). Bu degisim ylizey plazmon rezonanst sebebiyle

gerceklesmektedir.
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Sekil 4.6. C. sorokiniana ile nanopartikiil sentezinde pH degisimine bagli olarak

reaksiyonlarda gézlenen renk farkliliklari

Sekil 4.7’ de, 532 nm’de kaydedilen UV-vis spektrumlari gériilmektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda en iyi spektrum pH 8’de alinmistir. Optimum pH’nin ayarlanmasi, reaksiyon
sentez zamanini da etkilemis ve pH 8’de diger pH kosullarina goére ¢cok daha hizli bir renk

degisimi gozlenmistir. Bu sebeple bir sonraki deney sartlar1 olusturulurken pH 8 ile devam

edilmisgtir.
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Sekil 4.7. C. sorokiniana ile nanopartikiil sentezinde pH optimizasyonu i¢in UV-Vis analizi
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4.2.1.2. C. sorokiniana ile nanopartikiil sentezinde tuz optimizasyonu

Tuz optimizasyonu i¢in 1 ml C. sorokiniana 6ziitii ve 2,5 ml HAuCly sirasiyla 0,5
mM, 1 mM ve 5 mM HAuClyolacak sekilde karistirilip 80 °C’ de pH 8’de reaksiyona girmis
ve her birinde renk degisimi gézlemlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.9°da, 532 nm’de kaydedilen UV-vis spektrumlar1 goriilmektedir. Bu sonuglar
dogrultusunda 1 mM HAuCl4 derisiminin altin nanopartikiil sentezi i¢in en iyi sonucu
verdigi goriilmektedir. Tuz ayarlamasi, reaksiyon sentez zamanini da etkilemis ve 1 mM
HAuCly, diger tuz konsantrasyonlarina gore ¢ok daha hizli bir sekilde renk degisimi
gostermistir. Bu sebeple bir sonraki deney sartlari olusturulurken 1 mM HAuCly ile devam

edilmistir.

Reaksiyon dncesi

"‘ B
| amare

Reaksiyon sonrasi

Sekil 4.8. C. sorokiniana ile nanopartikiil sentezinde altin tuzu molaritesine bagl olarak
reaksiyon Oncesi ve sonrasi renk degisimleri
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Sekil 4.9. C. sorokiniana. ile nanopartikiil sentezinde tuz optimizasyonu i¢in UV-Vis analizi

4.2.1.3. C. sorokiniana ile nanopartikiil sentezinde zaman optimizasyonu

Yapilan optimizasyonlar sonucu 1 ml C. sorokiniana 6ziitii ve 2,5 ml (1 mM) HAuCl4
karistirilip 80 °C’ de, pH 8 olacak sekilde reaksiyon olusturulmus, 6nce 1 dk’lik reaksiyonun
UV-vis Ol¢limii alinmis ve ardindan sirastyla 3., 5., 10., 15., 30., 45., 60., 75., 90. dk’larda
ve 24. saatte UV-vis Ol¢iimleri alinmistir. Reaksiyonun siiresi arttikca renk degisimi
gorlilmiistiir (Sekil 4.10). Buna gore 1. dakikadan itibaren renk degisimi baslamistir. Bu
durum altin nanopartikiillerinin olustugunun bir isareti olarak goriilmektedir. Tiim siirelerin
UV-vis 6l¢iimleri degerlendirildiginde hem 75. hem de 90. dakikalarda 537 nm’de pik
verdigi goriilmiis ama absorbans degeri 90. dk’da daha yiiksek ¢iktig1 i¢cin optimal zamanin

90. dk oldugu sonucuna varilmistir. Sekil 4.11° de Reaksiyonun ilk dakikasindan itibaren
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absorbansta hizli bir artis goriilmiis ve bu sonug 6ziit matrisi i¢indeki altin atomlarinin hizli
bir sekilde cekirdeklenmesine bagli olarak nanopartikiillerin sentezlendigini gosterir.

Olgiimler 24. saatin de takibi sonrasinda sonlandiriimistir.

10.dk
45.dk 75.dk 24 saat

Sekil 4.10. C. sorokiniana ile nanopartikiil sentezinde zamana bagli olarak gergeklesen renk
degisimi
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Sekil 4.11. C. sorokiniana. ile nanopartikiil sentezinde zaman optimizasyonu i¢in UV-vis
analizi

4.2.1.4. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde pH optimizasyonu

S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde pH optimizasyonu i¢in, 1 ml S.
incrassatulus 6ziiti ve 1,25 ml HAuCls (1 mM) karistirilip 80 °C’ de, sirasiyla pH 4-5-6-7-
8-9 olacak sekilde reaksiyonlar olusturulmus ve pH degisimine bagli olarak her reaksiyonda

mor-pembenin farkli tonlarinda renk degisimi gézlemlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde pH degisimine bagli olarak

reaksiyonlarda g6zlenen renk farkliliklari

Sekil 4.13°te verilen UV-vis Olglimleri, en iyi sonucun pH 5 degerinde oldugu

gostermistir.
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Sekil 4.13. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde pH optimizasyonu i¢in UV-vis

analizi
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4.2.1.5. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde tuz optimizasyonu

Calismamizin bu asamasinda 1 ml S. incrassatulus 6ziitii ve 1,25 ml sirasiyla 0,5
mM, 1 mM ve 5 mM HAuCly olacak sekilde karistirilip 80 °C’ de pH 5°de reaksiyonlar
olusturulmus ve her birinde renk degisimi gdzlemlenmistir (Sekil 4.14).

0,5 mM HAuCI, 1 mM HAuCl, 5 mM HAuCl,

Sekil 4.14. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde altin tuzu molaritesine bagli olarak

reaksiyonlardaki renk degisimleri

UV-vis olglimleri sonucunda 1 mM HAuCly derisiminin en iyi sonucu verdigi

gorlilmektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde tuz optimizasyonu i¢in UV-vis analizi

4.2.1.6. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde zaman optimizasyonu

Yapilan optimizasyon ¢aligmalari sonucu ulasilan veriler gézoniine alindiginda 1 ml
S. incrassatulus 6ziitii ve 1,25 ml HAuCls (1 mM) kanistirilip 80 °C* de ve pH 5 olacak
sekilde reaksiyon olusturulmus, 6nce 1 dk’lik reaksiyonun UV-vis 6l¢timii alinmis; ardindan
sirastyla 3., 5., 10., 15., 30., 45., 60., 75., 90. dakikalarda ve 24. saatte UV-vis 6l¢iimleri
belirlenmistir. Reaksiyon siiresine bagli olarak farkli renk degisimleri goézlemlenmistir
(Sekil 4.16).
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10.dk 15.dk
45.dk 75.dk 90.dk 24 saat

Sekil 4.16. S. incrassatulus zamana bagl olarak reaksiyonlardaki renk degisimleri

Tiim siirelerin UV-vis d6l¢iimleri degerlendirildiginde dalga boylarinin 30., 45. ve 60.
dakikalar i¢in 553 nm oldugu, 75. dk i¢in 552 nm, 90. dk i¢in 551 nm ve 24. saat i¢in 549
nm oldugu sonucuna ulasilmistir. Bununla birlikte absorbans degeri de gbéz Oniine

alindiginda optimal degerin 90. dk’da elde edildigi bulgusuna ulagilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. S. incrassatulus ile nanopartikiil sentezinde zaman optimizasyonu i¢in UV-vis
analizi

Elde edilen iki alg oziitiiniin pH, zaman ve tuz konsantrasyonlari bakimindan
optimizasyonlart  degerlendirildiginde, gozlenen farkliliklarin  6zilit igerigindeki
biyomolekiillerin degiskenliginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu yiizden nanopartikiil

sentez ¢aligmalart i¢in kullanilan canlilarin farkliliklar1 6nem tagimaktadir.

Yapilan optimizasyonlar sonucunda 1 ml C. sorokiniana 6zitii ve 2,5 ml HAuCly (1
mM) karistirilip 80 °C’ de, pH 8 ve 1 ml S. incrassatulus 6ziitii ve 1,25 ml HAuCls (1 mM)
karistirilip 80 °C’ de ve pH 5 olacak sekilde 90 dakikada altin nanopartikiil sentezi
gergeklestirilip, nanopartikiillerin glomerat olusturmasini engellemek icin 18.000 rpm’de 5

dk santrifiijlenmis ve siipernatant kismin1 pipetle ependorfa alinip, buzdolabinda

saklanmustir.
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Nanopartikiil tiretimi sonrasi yapilan optimizasyon g¢aligmalar1 optimum reaksiyon
parametrelerinin elde edilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Literatiirde yapilan nanopartikiil sentez
caligmalari incelendiginde optimizasyon prosesinin ¢ok az sayida yapildigi goriilmektedir.
Zingiber officinale kok o0ziitii kullanilarak 10-20 nm boyutlarinda altin ve glimiis
nanopartikiil sentezi gerceklestiren arastiricilar optimizasyon i¢in sicaklik, pH, zaman ve
metal tuzu konsantrasyonu parametrelerini kullanmiglardir (Velmuguran vd., 2014). Bizim
calisgmamizda da pH, zaman ve metal tuzu konsantrasyonu parametreleriyle optimizasyon
yapilmistir. Singaravelu vd. (2007) Sargassum wightii kullanarak hiicre dis1 altin
nanopartikiil biyosentezi gergeklestirmislerdir ve hiicre dis1 sentezin oldukga stabil ve kisa
siire icinde altin nanopartikiil eldesi sagladigini belirtmiglerdir. Algler kullanilarak
gerceklestirilen hiicre i¢i ve dis1 nanopartikiil sentez ¢aligsmalarinda altin nanopartikiillerin
kiiresel, liggen, hegzogonal sekillerde olabildigi ve boyutlarinin da kullanilan alg tiirline

bagli olarak genis bir aralikta oldugu rapor edilmektedir (Shankar vd., 2016).

4.3. Karakterizasyon

4.3.1. Altin nanopartikiillerinin ZETA ve DLS karakterizasyonu

Zeta potansiyeli, altin nanopartikiillerin hem kararliligini hem de toplam ytikiinii
belirlemede kullanilir ve nanopartikiillerin uzun siireli stabilitesini 6ngdren, ayrica
cozeltideki ylizey yiikiinii belirlemek i¢in kullanilan 6nemli bir aragtir (Swain vd., 2016).
Sentez sonrasi altin nanopartikiillerin ii¢ tekrarli analizi sonucu Malvern-Zetasizer (Nano-
7590, Ingiltere) cihazinda Chlorella sorokiniana kaynakli altin nanopartikiillerin
(Chlorella-AuNP) 6l¢iimii -28.8 mV (Sekil 4.18), Scenedesmus incrassatulus kaynakli altin
nanopartikiillerinin (Scenedesmus-AuNP) oOlgiimii ise -16.7 mV (Sekil 4.19), olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Chlorella-AuNP zeta potansiyeli
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Sekil 4.19. Scenedesmus-AuNP zeta potansiyeli
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Zeta potansiyeli, sollisyondaki metal nanopartikiillerin stabilitesini ve dagilimini

belirlemek i¢in 6nemli bir parametre olarak kabul edilirken ayni zamanda numunenin

soliisyondaki toplam yiikiinii de géstermektedir (Patra vd., 2015). Genel olarak, +30 mV'den

yiiksek veya -30 mV'den kiigiik Zeta potansiyel degerinde olan nanopartikiiller tipik olarak

stabil kabul edilmektedir (Anand vd., 2014). C. sorokiniana ile elde edilen zeta potansiyeli

-28.8 mV olup, -30 mV’a ¢ok yakin bir deger oldugu i¢in kararli bir sistem gosterir. Cozelti

icerisinde askida kalan nanopartikiillerin mevcut negatif ya da pozitif zeta potansiyalleri, bu

parcaciklarin biraraya gelmemesi i¢in bir itme giicii ortaya ¢ikarmaktadir. Bunun aksine zeta
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potansiyelinin diisiik olmas1 durumunda bu itme giicii ortadan kalkmakta ve parcaciklari bir
araya getirerek aglomerasyona yol agmaktadir. Bu sebeple zeta potansiyeli nanopartikiillerin

stabilitesi hakkinda bilgi sunmaktadir (Rao vd., 2013; Oztiirk., 2019).

Calismamizda daha sonra altin nanopartikiillerinin ortalama parcacik boyutu,
dagilim1 ve polidispersite indeksi (PDI) hakkinda bilgi edinmek i¢in DLS analizi yapilmistir.
DLS, sulu siispansiyondaki nanopartikiillerin hidrodinamik boyutunu 6l¢mektedir (Markus
vd., 2016). Ancak, TEM ve DLS ile elde edilen nanopartikiil boyutlari, l¢tim i¢in kullanilan
degiskenler nedeniyle farklilik gosterebilir (Anand vd., 2014). Bu farkliliklar
nanopartikiillerin sulu bir ¢dzelti i¢inde topaklagma egiliminden kaynaklanabilir. Bu yiizden
DLS’den elde edilen degerler TEM’den elde edilen degerlerden daha yiiksek cikabilir
(Domingos vd., 2009). Verilerimize gore Chlorella-AuNP i¢in PDI 0.38 (Sekil 4.20),
Scenedesmus-AuNP i¢in DPI 0.46 (Sekil 4.21) olarak belirlenmistir. Bu sonuclara gore
Chlorella’nin PDI degerleri dikkate alindiginda Scenedesmus’a gdre daha monodispers

oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.20. Chlorella-AuNP DLS analizi
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Sekil 4.21. Scenedesmus-AuNP DLS analizi

4.3.2. Altin nanopartikiillerinin FE-SEM karakterizasyonu

Altin nanopartikiillerin goriintiilenebilmesi ve karakterize edilebilmesi i¢in FE-SEM
kullanilmistir. Sekil 4.22 ve 4.23’te kiiresel sekilde yayilim gosteren nanopartikiiller

goriilmektedir.

i F il D i
Regulus 1.0kV 10.6mm x6.00k SE(L)

Sekil 4.22. Chlorella-AuNP FE-SEM goriintiisii (skala bar: 5 pm)



49

Regulus 1.0kV 10.1mm x5.00k SE(L)

Sekil 4.23. Scenedesmus-AuNP FE-SEM goriintiisii (skala bar: 10 um)

Yapilan bir caligmada arastirmacilar deniz kahverengi algi olan Ecklonia cava
kullanarak altin nanopartikiil sentezi gerceklestirmisler ve SEM analizlerinde, sentezlenen
nanopartikiillerin kiiresel ve liggen sekilli oldugunu belirtmislerdir (Venkatesan vd., 2014).
Benzer sekilde Xie vd. (2007) Chlorella vulgaris kullanarak altin nanopleitler sentezlemis;
FE-SEM analizleriyle liggen ve hegzogonal kenarli yapilarini gostermislerdir. Bizim
calisgmamizda ise hem TEM hem de FE-SEM verileriyle kiiresel sekilli nanopartikiiller

gbzlenmistir.
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4.3.3. Altin nanopartikiillerin TEM ile karakterizasyonu

Sekil 4.24. Chlorella-AuNP TEM goriintiileri (skala bar: 100 nm)

Calismamizda altin nanopartikiillerinin morfolojik goriintiileri ve elementel
analizleri hakkinda detayli bilgi almak icin yiiksek ¢oziiniirlikli TEM kullanildi. Bu
sonuglara gére Chlorella sorokiniana dziitiinden elde edilen altin nanopartikiiller morfolojik
olarak kiiresel sekilde olup, ortalama 5-15 nm (Sekil 4.24) ve Scenedesmus incrassatulus
oziitinden elde edilen altin nanopartikiillerin ortalama 3-15 nm boyutlarinda, homojen
olarak dagilmis sekilde bulunmaktadir (Sekil 4.25). EDS dedektorii ile elementel analizi
yapilan nanopartikiillerin altin oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).
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Sekil 4.25. Scenedesmus-AuNP TEM goriintiileri (Sekil A ve B skala bar: 20 nm, Sekil C
skala bar: 50 nm, Sekil D skala bar: 100 nm)
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Sekil 4.26. Chlorella-AuNP EDS analizi
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Sekil 4.27. Scenedesmus-AuNP EDS analizi

Literatiirde kiiresel, licgen ve psodo-kiiresel sekillerde ve alg aracili altin
nanoparcacik sentezi ger¢eklestiren ¢aligsmalar bulgularimizi desteklemektedir (Noruzi vd.,
2011; Raghunandan vd., 2011). Benzer sekilde diger bir ¢alismada, 15 ila 20 nm arasi
boyutlarda altin nanoparcaciklar1 sentezlemistir ve bu sonuclar bulgularimizla benzerlik

gostermektedir (Ghodake ve Lee, 2009).

4.3.4. Altin nanopartikiillerin FTIR ile karakterizasyonu

FTIR analizi, altin nanopartikiillerin olugmasi siirecindeki metal indirgenmesinde
gorev alan fonksiyonel gruplar1 arastirmak amaciyla hem alg 6ziitlerinin hem de HAuCly
eklenip AuNP’lerin olusumu sonrasinda spektrum olgiimleri ile belirlenmistir. Chlorella
sorokiniana 6ziitli i¢in sirastyla 3266.44, 2956.8, 2920.70, 2855.3, 1629.12, 1527.1, 1447.9,
1400.94, 1239.7, 1145.6, 1073.7 ve 1038.95cm™’de bantlar goriilmiistiir (Sekil 4.28).
Chlorella-AuNP igin ise sirastyla 2917.27, 2855.3, 2494.04, 1909.89, 1675.8, 1651.91,
1626.26, 1396.57, 1248.89, 1012.66, 835.77, ve 685.05cm "’ de bantlar goriilmiistiir (Sekil
4.29).
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Sekil 4.28. Chlorella 6ziti FTIR analizi
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Sekil 4.29. Chlorella-AuNP FTIR analizi

3266.44 cm’deki FTIR spektrumu, N-H bandinin yerini ve zayif da olsa karbonil
bandini ifade etmektedir. Altin indirgenmesi sirasinda bu spektrumun tamamen kaydigi
goriilmektedir. indirgenme sonrasinda da O-H gerilmesi sonucu genis dimer bandlar1 ortaya
cikmistir ve bu bantlar, O-H diizlem i¢i egilmesiyle dimerin C-O gerilmesinin

eslenmesinden olusur (Erdik, 2008).

FTIR spektrumlarindan sirastyla C=C gerilmesi alkenlerin varligini (1629.12); N-H
egilmesi ve N=0 gerilmesi karbonil bilesiklerin varligini (1527.1); N-O gerilmesi peptitlerin
varligini (1447.9); SO» asimetrik gerilmesi protein ve glukosinatlarin varligini (1400.94)
gostermistir. Altin indirgenmesi sirasinda ise bu bandlarin tamamen ortadan kalktigini
goriilmiistiir (Erdik, 2008). Bu fonksiyonel gruplarin indirgemede etken baglar oldugu

diistiniilmektedir.
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1073.7 ve 1038.95 cm™’de goriilen aromatik C-H diizlem i¢i egilmesi ortadan
kalkarak 836.77 cm™!' bandina dogru kaymustir. Bu durum altin iyonlarinin indirgenmesinde
aromatik yapilarin etkili oldugunu diigiindiirmektedir. Karotenoid gibi alg pigmentlerinin
altin indirgenmesine katilmis olabilecegi Ongoriilmektedir. Bu pigmentler indirgeme
ozelligine sahiptir ve diflizyonla ¢ozeltiye salinirlar (Kuyucak ve Volesky, 1989; Isaac vd.,
2015). Bu ¢oziiniir elementler nanopartikiillerin kiimelesmesini 6nleyen ve sekillenmesinde
rol oynayan kapatma ajanlar1 olarak goriilebilirler (Huang vd., 2007; Isaac vd., 2015).

Spektrumdaki bu kaymalar altin iyonlarinin baglanma ve indirgemesi i¢in gereken baglar

hakkinda fikir verirler.
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Sekil 4.31. Scenedesmus-AuNP FTIR analizi
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Scenedesmus incrassatulus 0ziitii igin sirasiyla 3278.98, 2919.18, 2850.3, 1637.68,
1535.55, 1455.3, 1400.8, 1376, 1239.91, 1150.5, 1073.7, 1027.91, 880.44 cm™"’de bantlar
goriilmistiir (Sekil 4.30). Scenedesmus-AuNP igin ise sirastyla 3266.01, 2951.8, 2919.7,
2855.3, 1629.52, 1532.1, 1408.54, 1353.7, 1059.88, 858.14 cm™""de bantlar belirlenmistir
(Sekil 4.31). Scenedesmus Oziitinde 3278.98cm™’deki spektrum, polifenoller ve
polisakkaritlerden kaynakli genis bir pik gostermis ve indirgenme sonrast bu pik daha da
genislemistir. (Gonzalez-Ballesterosa vd., 2017). Yine ayni 3278.98 ¢cm™’deki spektrum N-
H bandim1 gosterirken, ayn1 zamanda karbonil bandinin zayif da olsa goriildiigiinii ortaya
koymaktadir. Altin iyonlarmin indirgenmesi sirasinda ise bu band genislemistir. Oziitte
goriilen 1535.55 c¢cm™ spektrumu, N-H egilmesini ifade ederken ayni zamanda N=0O
gerilmesi de karbonil bilesiklerine benzedigini gostermektedir. Indirgenme sirasinda bu
yapilari C-H diizlem dis1 egilimi SO, asimetrik gerilmesine doniigmiistiir. 1239.91 cm™'de
P-H egilmesi ve 1150 cm™’deki C-H diizlem i¢i simetrik egrisinin tamamen ortadan kalktigi

goriilmiistiir (Erdik, 2008).

4.3.5. Altin nanopartikiillerinin XRD karakterizasyonu

Altin nanopartikiillerin kristalin dogasini dogrulamak i¢in X-1s1n1 kirinim ¢alismalari
yapilmistir. Rapor edilen XRD paterni sirastyla (111), (200), (220) ve (311) yansimalaridir.
Bizim sonuclarimizda bu yansimalar Chlorella-AuNP i¢in 20=38.5 °, 44.7 °, 65 ° ve 77.9°,
Scenedesmus-AuNP icin 20= 38.4 °, 44.6 °, 64.8 ° ve 77.8 ° kirmim pikleri olarak
goriilmiistiir (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33). Nanopartikiillere karsilik gelen yogun piklerin
varlig1, Bragg'in kirinim paterni ile tanimlanan altin yansimalarina uygun olarak eslesmistir
(Shankar vd., 2003). Bu paterne gore yiiz merkezli kiibik metal altin yapilarin (111)
yiizeylerine 38.5 © ve 38.4 ° 'de yer alan gii¢lii bir kirinim piki, diger ii¢ yiizlin kirtlma
piklerine gore daha giiclii goriilmiistiir. Karasteriktik piklerin yan sira farkli biiyiikliikte
pikler de fark edilmistir. Bu durumun nanopartikiiliin sentezlenmesi sirasinda kullanilan
oziitten kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Singh vd. (2013) Padina gymnospora kahverengi
alginden elde edilen altin nanopartikiillerde ve ayni zamanda Raghunandan vd. (2009)
yapmis olduklar1 calismada da Psidium guajava yaprak Oziitiinden elde edilen altin
nanopartikiilleri i¢in benzer sonug¢lar bulunmustur. Sonug olarak XRD paterni yesil sentez

yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin kristal yapida oldugu agikca gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Chlorella-AuNP XRD analizi
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Sekil 4.33. Scenedesmus-AuNP XRD analizi

4.4. Nanopartikiillerin Antifungal Etkisinin Degerlendirilmesi

4.4.1. Agar difiisyon testi

C. sorokiniana ve S. incrassatulus tiirleri aracilifiyla elde edilen altin
nanopartikiillerin antifungal etkileri C. albicans, C. tropicalis ve C. glabrata maya
mantarlar iizerinde dncelikle agar difiisyon testi ile test edilmis ve sonuglar Cizelge 4.1.’de

sunulmustur. Kontrol ilaci olarak gii¢lii bir antifungal olan Amfoterisin B kullanilmigtir.
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Calisilan izolatlar iizerine etken maddelerin zon c¢aplart olduk¢a benzer sonuglar
gostermistir. Ayrica altin nanopartikiiller Amfoterisin B ‘den daha kuvvetli bir zon ¢ap1

gostermislerdir.

Cizelge 4.1. Chlorella-AuNP, Scenedesmus-AuNP ve Amfoterisin B ilacinin farkli Candida
tiirleri iizerine disk difiizyon testiyle gosterdikleri antifungal etki sonuglari

Amfoterisin B Chlorella-AuNP Scenedesmus-AuNP
Zon ¢cap1 (mm) Zon ¢cap1 (mm) Zon ¢cap1 (mm)

C. albicans 8 mm 10 mm 10 mm

C. tropicalis 8 mm 11 mm 10 mm

C. glabrata 7 mm 11 mm 12 mm

Elde edilen bulgulara gore Candida tiirlerinin tiimiinde altin nanopartikiillerin
Amfoterisin B’ye gore daha etkili oldugu sonucuna ulasilmistir. C. albicans i¢in Chlorella-
AuNP ve Scenedesmus-AuNP’lerinin esit zon ¢aplarindadir (10 mm); C. tropicalis igin
Chlorella-AuNP’ler (11 mm) ve C. glabrata i¢in de Scenedesmus-AuNP’lerinin (12 mm)

daha etkili bulunmustur.

Literatiirde Chlorella vulgaris kullanilarak sentezlenen altin nanopartikiillerin
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Candida albicans patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri oldugu rapor edilmistir. Bu
amagcla yapilan disk-diflizyon teslerinde C. albicans 16 mm’lik bir zon ¢ap1 gdstermistir
(Hassan ve Hosny, 2018). Patra ve Baek, (2017) endiistriyal biyolojik atik materyaller
kullanarak giimiis nanopartikiil sentezlemis ve elde edilen nanopartikiillerin antikandidal ve
antibakteriyal etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada glimiis nanopartikiiller 1limli bir
antibakteriyal etki gostermislerdir (9.26-11.57 mm inhibisyon zon ¢ap1). Arastiricilar giimiis
nanopartikiilleri standart bir antibakteriyal ya da antikandidal ajanla birlikte kullandiklarinda
giiclii sinerjistik antibakteriyal (10.62-12.80 mm) ve antikandidal (11.43-14.33 mm) aktivite
tespit etmislerdir. Arastiricilar sentezlenen bu nanomateryalin besinlerin paketlenmesi ya da
korunmasi gibi alanlarda kullanim potansiyeli oldugunu rapor etmislerdir. Bizim
calismamizda da sentezlenen altin nanopartikiiller ortalama 10-12 mm inhibisyon zon ¢ap1

ile gliclii bir antifungal aktivite goriilmiistiir.
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4.4.2. MiK ve MFK Sonuclar

MIK ve MFK degerleri, test edilen altin nanopartikiillerin antifungal etkinlikleri
hakkinda kantitatif veriler sunmaktadir. MiK sonuglarimiz Hem Chlorella-AuNP hem de
Scenedesmus-AuNP’lerin tiim izolatlarda ayni MIK degerlerini gosterdigini ortaya
koymaktadir (Cizelge 4.2). Konsantrasyon araligini belirleyebilmek i¢in ICP-MS cihazinda
sentezlenmis olan nanopartikiillerin kantitatif analizi yapilmigtir. Bu analiz sonuglarina gore
her iki etken madde de 600 pg/ml olarak ol¢iilmiistiir. Her iki altin nanopartikiil i¢in en etkili
sonucu 4,31 pg /ml MIiK degeri ile C. albicans ATCC 14053‘de gdzlenmistir. Ayrica
izolatlarin MFK degerleri goz 6niine alindiginda MIK degerlerine gore iki katlik bir artis
tespit edilmistir. Her iki altin nanopartikiiliin antifungal etkisi C. glabrata 1744 izolati

izerine C. tropicalis 1660 izolatina kiyasla daha yiiksektir.

Cizelge 4.2. Candida suslarina karst Amfoterisin B ve sentezlenen altin nanopartikiillerin
MiK ve MFK degerleri

Amfoterisin B Chlorella-AuNP Scenedesmus-AuNP

MIK MFK MIK MFK MIK MFK

C. albicans 3,13 pg/ml | 6,25 pg/ml | 4,31 pg /ml 8,625 pg/ml | 4,31 pg/ml 8,625 pg/ml

C. tropicalis | 6,25 pg/ml | 12,5 pg/ml | 17,25 pug /ml | 34,5 pg/ml 17,25 pg/ml | 34,5 pg/ml

C. glabrata 3,13 pg/ml | 6,25 pg/ml | 8,625 pg /ml | 17,25 pg/ml | 8,625 pg/ml | 17,25 pg/ml

Arastirmacilar Gelidium corneum algini kullanarak glimiis nanopartikiil sentezi
gerceklestirmisler ve elde edilen nanopartikiillerin C. albicans iizerine 0.51 pg/ml MIK
degeri ile giiclii bir antifungal etki gdsterdigini rapor etmislerdir (Oztiirk vd., 2019). Diger
bir calismada yesil bir alg olan Botryococcus braunii kullanarak bakir ve gilimiis
nanopartikiil sentezi gerceklestirilmistir. Arastiricilar sentezlenen nanopartikiillerin hem
gram negatif hem de gram pozitif bakteriler lizerine hem de fungal bir izolat lizerine ytliksek
derecede toksik etkisi oldugunu agar kuyu diflizyon testi ve MIK testi ile gdstermislerdir

(Arya vd., 2018).
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4.4.3. Etken maddelerin Candida izolatlar iizerine etKkisinin TEM ile incelenmesi

Sekil 4.34. C. albicans ATCC 14053 izolatinda kontrol grubu, Chlorella-AuNP ve
Scenesmus-AuNP maruziyeti sonrast elde edilen TEM goriintiileri (Sekil A: Diizenli
morfolojik ultrayapisal 6zellikler gdsteren kontrol grubu hiicreleri; Sekil B, C, D: Chlorella-
AuNP uygulanan hiicrelerde gozlenen ileri hasarlar; Sekil E, F, G: Scenesmus-AuNP
maruziyeti sonrasi izlenen ultrayapisal hasar bulgular1 (A, B, C, D, E skala bar: 1 pym, F
skala bar: 2 um, G skala bar: 200 nm)
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C. albicans ATCC 14053 izolatinda kontrol grubu hiicreleri ile alg aracili altin
nanopartikiil maruziyeti sonrasi elde edilen TEM goriintiileri Sekil 4.34’te sunulmustur. C.
albicans ATCC 14053 izolatinda kontrol grubu hiicreleri diizenli oval ve yuvarlak
morfolojide olup membran ve duvar yapilarn biitiinliik gostermektedir, stoplazma
homojendir (Sekil 4.34. A). Chlorella-AuNP maruziyeti sonrasi hasar bulgulari ¢ok ileri
derecede olup hiicre o6liimleri ve gekirdek hasarlari tespit edilmistir (Sekil 4.34. B, C, D).
Scenesmus-AuNP maruziyeti sonrasi hayalet hiicreler, hiicre duvar ve membran hasarlari,
stoplazmik ice c¢ekilmeler goriilmiistiir. Genel bir bulgu olarak hiicre duvar ve membran
yapilarinda i¢e ve disa dogru kivrilmalar dikkat ¢cekmektedir. Yer yer az sayida saglam
hiicreler goriilmesine ragmen hasar bulgular1 daha baskindir. Cekirdek yapis1 diizgiin
yuvarlak olmakla birlikte bazi hiicrelerde perifere ¢ekilmis ya da hasarli olarak izlenmektedir

(Sekil 4.34. E, F, G).

C. tropicalis 1660 izolatinda kontrol grubu hiicreleri ile alg aracil1 altin nanopartikiil
maruziyeti sonrasit elde edilen TEM goriintiileri Sekil 4.35’te sunulmustur. C. tropicalis
1660 hiicrelerinin kontrol grubu TEM resimleri iyi korunmus hiicresel morfoloji ve tam
hiicre yapis1 gostermistir (Sekil 4.35 A). Chlorella-AuNP ile muamele sonrasi hayalet
hiicreler, duvar ve membran aras1 mesafede genisleme ve nanopartikiillerin hiicre duvaria
temast sonrast diizenli yapisini kaybeden ve ondiilasyon goriimiinde olan kivrimli hiicre
sekillerine rastlanmistir (Sekil 4.35 B, C, D). Scenedesmus-AuNP ile muamele edilen
hiicrelerde ileri derecede hasar bulgular1 gdzlenmistir. Hiicreler yer yer parcalanmis ya da
birbiriyle kaynagsmis; membran, duvar ve stoplazma yapilari bozulmustur (Sekil 4.35 E, F,

G).
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Sekil 4.35. C. tropicalis 1660 hiicrelerinin Chlorella-AuNP ve Scenesmus-AuNP ile
maruziyeti ve dncesi ve sonrasi elde edilen TEM goriintiileri (Sekil A: iyi korunmus hiicresel
morfoloji gosteren kontrol grubu hiicresi (A skala bar: 200 nm); Sekil B, C, D: Chlorella-
AuNP ile muamele sonrasi tespit edilen hasar bulgular1 (B, D skala bar: 500 nm, C skala
bar:1 pm); Sekil E, F, G: Scenesmus-AuNP ile muamele edilen hiicrelerde gdzlenen
diizensizlik ve hasarlar (E, F, G skala bar: 1 um)
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Sekil 4.36. C. glabrata 1744 izolatinda kontrol grubu, Chlorella-AuNP ve Scenesmus-AuNP
maruziyeti sonrasi elde edilen TEM goriintiileri (Sekil A: Iyi korunmus ultrayapisal
ozellikler gosteren kontrol grubu (Sekil A skala bar: 200 nm); Sekil B, C, D: Chlorella-
AuNP uygulanan hiicrelerde tespit edilen ileri derece hasar bulgular1 (Sekil B, C, D skala
bar: 500 nm); Sekil E, F, G: Scenesmus-AuNP ile maruziyet sonras1 gdzlenen ultrayapisal
hasarlar (Sekil E, G skala bar: 500 nm, Sekil F skala bar: 1 um)
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C. glabrata 1744 izolatinda kontrol grubu hiicreleri ile alg aracili AuNP maruziyeti
sonrast elde edilen TEM goriintiileri Sekil 4.36’da sunulmustur. Burada kontrol grubu
hiicreleri diizenli duvar ve mebran yapisi ile homojen bir stoplazmik dagilim gostermekte ve
biitiinlik sergilemektedir (Sekil 4.36. A). Chlorella-AuNP uygulanan hiicrelerde ise
stoplazmik erimeler, organel bozulmalari, bazi bolgelerde hiicre membran ve duvar
kopmalari, lizise ugramis hiicreler, stoplazmanin ige ¢ekilmesi, bol miktarda koful olusumu,
belirgin vezikiiler yapilar ve nanopartikiillerin duvarda yogun tutulumlar1 goriilmustiir (Sekil
4.36. B, C, D). Scenesmus-AuNP ile maruziyet sonrasi hayalet hiicre denilen i¢i bosalmis
yapilar, stoplazmik erimeler ya da hiicrelerin belli bolgelerinde stoplazma yogunlagmalari,
hiicre duvari disinda tutunmus nanopartikiiller ve bu tutunma sonrasi duvar ve zar

kisimlarinda ileri hasarlar ve yapisal bozulmalar tespit edilmistir (Sekil 4.36. E, F, G).

Literatiirde nanopartikiillerin membranlardaki elektrostatik akisa engel olarak
membran yapilarmi bozdugu belirtilmektedir. Ozellikle altin nanopartikiiller siilfiir ve fosfor
iceren gruplarla reaksiyona girerler ya da enzimlerin tiyol fonksiyonel (NADH) gruplariyla
temas ettiklerinde yliksek miktarda serbest radikal iireterek solunum zincirlerine zarar verir
ve hiicre 6liimiine yol agarlar. Altin nanopartikiillerin olas1 bir diger mekanizmasi da ytizeyle
etkilesim sonucu DNA yapisinin bozulmasidir (Nadeem vd., 2017). Jalal vd. (2018)
orofaringeal ~C.  glabrata  izolatlarindan  glimlis  nanopartikiill  biyosentezi
gerceklestirmiglerdir. Elde edilen giimiis nanopartikiillerin antibakteriyal ve antifungal
etkinlikleri MIK, MBK, MFK ve kuyu difiizyon yontemleriyle arastirilmistir. Arastiricilar
bakteriyal izolatlarin fungal izolatlara gore glimiis nanopartikiillere kars1 ¢ok daha duyarl
oldugunu belirtmislerdir ve bu farkliliklarin bakteri ve maya hiicrelerinin yap1 ve
organizasyon farklilifindan ileri geldigini rapor etmislerdir. Ayni aragtirmada giimiis
nanopartikiillerin C. albicans ile etkilesimi sonucu nanopartikiillerin hiicre i¢ine penetre
oldugu gosterilmistir. Boylece hiicre membran ve hasari sonucu por olusumlar1 tespit
edilmistir. Ayrica TEM analizlerinde giimiis nanopartikiille muamele edilen Candida
hiicreleri cok deforme olmus, membran biitiinliigli kayb1 olmus ve hiicre 6liimii ger¢eklesmis
olabilecegi belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizda da her iki alg aracili sentezle elde edilen altin
nanopartikiillerin Candida hiicreleri iizerine etkileri genel olarak degerlendirildiginde, en
belirgin hasarlarin hiicre duvar ve membran yapisi lizerine oldugu; biitlinligii bozulan
hiicrelerin stoplazma ve ¢ekirdek yapilarindaki hasar olusumlari sonrast hiicrelerin 61diigi

gorilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Nanopartikiil sentezinde kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemler oldukca
poplilerdir ancak bu yontemler hem maliyetli oldugu hem de {iiretim sirasinda toksik
bilesenler aciga ¢ikardigi i¢in sinirl kullanima sahiptirler. Yesil sentez yontemi ¢evre dostu,
ekonomik ve hizli bir yontem olup, olduk¢a yeni bir aragtirma alanidir. Nanopartikiil sentez
teknolojisinde en biiyiik zorluklardan biri boyut, sekil ve dagilim kontroliiniin yeterince
saglanamamasidir ve yesil sentez prosediiriiniin bu sorunun c¢oziimiinde Onemli bir

potansiyeli olabilecegi diistiniilmektedir.

Algler metal nanopartikiillerin sentezinde adeta bir biyofabrika olarak
kullanilmaktadirlar. Lipit, mineral, vitamin ve bazi biyoaktif maddeler acisindan oldukca
zengin olan algler tibbi ve endiistriyel alanlarda kullanimlari i¢in yiiksek bir potansiyele
sahiptirler. Yapilarinda hidroksil, karboksil ve amino fonksiyonel gruplar i¢erdiklerinden tek
bir adimda metal nanopartikiil sentezi gergeklestirebilmektedirler. Ozellikle altin
nanopartikiiller biyouyumlu olduklarindan hastaliklarin teshis ve tedavisinde 6nemli yer
tutmaktadirlar. Ayrica altin nanopartikiiller metilen mavisi, diklorometan ve metil oranjin

remediasyonunda da kullanilabilmektedirler.

Calismamizda iki farkli yesil alg olan Chlorella sorokiana ve Scenedesmus
incrassatulus kullanilarak yesil sentez yoluyla hiicre dis1 altin nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmistir. Bu sentezde herhangi bir toksik kimyasal kullanilmamis ve g¢evreye
zararli bir atik birakilmamistir. Sentezlenen nanopartikiiller kiiresel yapida ve Chlorella-
AuNPler ortalama 5-15 nm, Scenedesmus-AuNPler ortalama 3-15 nm boyutlarindadir.
Gergeklestirdigimiz optimizasyon caligmalariyla en uygun reaksiyon parametlereleri
belirlenmistir ve bu tiir sentez uygulamalarinda optimizasyon yapilmasi ¢cok énemlidir. Altin
nanopartikiillerin Candida hiicreleri lizerine standart antifungal ilaglara oranla oldukga gii¢lii
bir toksik etki sergilemesi dikkat c¢ekici bir bulgudur. Mantar enfeksiyonlarmin tedavisi
giderek daha zorlasmakta ve direncli suslarin artmasi halk saghigini tehdit etmektedir.
Ozellikle deri iizerinde lezyonlar olusturan mantar enfeksiyonlart &nemli bir saglik
problemidir. Bu bakimdan, verilerimizin ayrintili ¢alismalarla desteklenmesi gerekmekte ve
antifungal ila¢ iiretiminde ya da diren¢ problemiyle miicadelede fikir verici olabilecegi

diisiiniilmektedir. Algler yoluyla nanopartikiil sentezinin biiyiik Ol¢ekli ve c¢evre dostu
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iiretime de olanak saglayabilecegi sdylenebilir. Diger yandan alg aracili yesil sentezle elde
edilen altin nanopartikiiller oldukca kiigiik boyutludur ve boylece hem ¢esitli kanser hiicre
hatlar1 tizerindeki etkinliklerinin ve hem de saglikli hiicreler iizerine sitotoksik aktivitelerinin

in vitro ve ardindan da in vivo hayvan deneyleri ile degerlendirilmesi gerekmektedir.

Glinlimiizde yesil sentezin mekanizmasi hala tam olarak bilinememektedir, bu
mekanizmanin anlagilmasiyla istenilen yapisal oOzelliklere sahip nanopartikiillerin
sentezlenmesi saglanabilir. Bu durumda yesil sentezin endiistriyel boyutta biyouyumlu

nanopartikiil {iretimi i¢in ¢ok iyi bir secenek olacag diisliniilmektedir.

Sonug olarak, yesil sentez yoluyla iiretilen metal nanopartikiiller antifungal ya da
diger ilaglar kadar etkili sonug¢ verebilirler. Bu da farmasotik uygulamalardaki
potansiyellerini biiyiik Ol¢lide arttirmaktadir. Ancak nanotiptaki gilivenli kullanimlari

tizerinde detayli aragtirmalara ihtiyag bulunmaktadir.
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