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OZET

MIKROALGLERDEN NANOPARTIKUL SENTEZLENMESI VE
KARAKTERIZASYONU

AGBA, HASAN CENK
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danismani: Prof. Dr. Murat ELIBOL

Agustos 2020, 129 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda yesil sentez yontemi ile hiicre i¢i ve hiicre
dist zengin metobolitler iceren Galdieria sulphuraria mikroalgi kullanilarak
titanyum dioksit ve giimiis nanopartikiil sentezleme ve kozmetik alaninda

kullanim potansiyeli aragtirilmistir.

Ik olarak on optimizasyon calismalari dogrultusunda metal ¢ozeltisi
konsantrasyonu ile hiicre dis1 metal: siipernatant ve hiicre i¢i metal: biyokiitle
oran1 iki farklt parametre olarak optimize edilmistir. Nanopartikiillerin
karakterizasyon analizi UV-Vis spektrofotometre, Zeta Sizer Nanorange ve
antibakteriyal aktivite testi ile gergeklestirilmistir. 3,4 mM Titanyum (1V)
bis(amonyum laktat) hidroksit metal ¢o6zeltisi derisimi ve 7,8 metal
¢ozeltisi/stipernatant (v/v) orani ile optimum kosullarda nanopartikiiller ile elde
edilmistir. Kontrolli bir sekilde dlgek biiyiiterek titanyum dioksit nanopartikiiller
sentezlenmesi igin Foto-Biyojenik Nanopartikiil Reaktér (FBNP) sistemi
kullanilmistir. Bu reaktor sisteminde sentez sirasinda nanopartikiil boyut ve
stabilitesini etkileyen inkiibasyon siiresi, pH ve karistirma hizi parametleri
optimize edilmistir. Bu ¢alisma dogrultusunda pH 8,5’te 285 rpm karistirma hizi
ve 22 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda ortalama 120 nm ¢apinda nanopartikiil
tiretilmistir. Optimum kosullarda sentezlenen titanyum dioksit nanopartikiillerinin
karakterizasyonu islemi gerceklestirilerek kozmetik alanda kullanim potansiyelleri

in vitro hiicre kiiltiirii denemeleri ile incelenmistir.

Anahtar sozciikler: Metalik nanopartikiil, Galdieria sulphuraria, yesil

sentez, karakterizasyon, biyoreaktor, kozmetik






ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF
NANOPARTICLES FROM MICROALGAE

AGBA, Hasan Cenk
MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Murat ELIBOL

August 2020, 129 pages

In this thesis, the aim is to investigate green synthesis of titanium dioxide
and silver nanoparticle from Galdieria sulphuraria microalgae that containing
rich intracellular and extracellular metabolites and potential use in cosmetics.

At first step, in the line with preliminary optimization studies, extracellular
metal: supernatant ratio and intracellular metal: biomass ratio with metal solution
concentration as two different parameters were optimized. The characterization
analysis of nanoparticles was carried out with UV-Vis spectrophotometer,
Zetasizer Nano Range, and antibacterial activity test. Nanoparticles synthesized
under optimum conditions with 3,4 mM Titanium (IV) bis (ammonium lactate)
dihydroxide metal solution concentration and 7,8 metal solution/ supernatant (v/v)
ratio. Photo-Biogenic Nanoparticle Reactor (FBNP) system was used to
synthesize titanium dioxide nanoparticles by scaling up in a controlled manner. In
this reactor system, incubation time, pH and mixing rate parameters that affect on
nanoparticle size and stability were optimized. In reactor system, titanium
nanoparticles with an average of 120 nm diameter were produced after 22 minutes
incubation period at a pH of 8,5 at 285 rpm. Titanium dioxide nanoparticles
produced under optimum conditions were characterized and the potential use in
cosmetics was also investigated by in vitro cell culture assays.

Keyword: Metallic nanoparticle, Galdieria sulphuraria, green synthesis,

characterization, bioreactor, cosmetics
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ONSOZ

Benim igin yiiksek lisans siireci, lisans doneminde almis oldugum egitim
ve Ogretim ciktilar1 ile belirli bir alanda uzmanlagsma gosterdigim bir yolculuk
oldu. Yiiksek lisansin ilk senesinde almis oldugum teorik ve uygulamali dersler
dogrultusunda 6zgiin bir arastirma konusu arastirma siireci bagladi. O donemlerde
daha sonradan dahil oldugum 117M052 no’lu ‘Mikroalglerden biyojenik
nanopartikiill sentezlenmesi, optimizasyonu ve biyoteknolojide kullanim
potansiyelinin arastirilmas1’ isimli TUBITAK-MAG projesi yiiksek lisans1 tezimi
sekillendirdi. Son dénemlerde gevre dostu ve toksik olmayan yesil sentez yontemi
ile mikroorganizmalar  kullanilarak  biyojenik  nanopartikiil sentezleme
caligmalarina kars1 ilgi gittikge artmistir. Bu alanda yapilan arastirmalar
sonucunda mikroalglerin denemelerinin kisitli oldugu gozlemlenmistir. Boylelikle
mikroalgal metabolitler kullanilarak nanopartikiil sentezlenme potansiyeli ve
optimizasyon c¢alismalart tez kapsaminda gergeklestirilmistir. Akademik
hayatimin ilk basamagi olan yiiksek lisans kariyerimde bdyle kapsamli bir projede
yer almak bilimsel anlamda bilgi ve becerilerimin gelismesine katkida
bulunmustur. Bu silire¢ boyunca olumlu veya olumsuz bir durum ile
karsilasildiginda alternatif ve pratik yollarin daha oOnceden planmis olmasi
gerektiginin farkina vardim. Ayn1 zamanda tez boyunca haftalik planlanmalar
yaparak zamanin nasil daha verimli kullanilabileceginin farkina vardim. Genel
olarak yiiksek lisans egitim hayatimin basindan sonuna baktigimda hem bilim
hem de hayat tecriilbesi anlaminda kendim adina pek c¢ok yol kat ettigimi
gorebiliyorum. Tim bu siire¢ boyunca deneyimleri ve bilgileri ile bana yol

gosteren Prof. Dr. Murat ELIBOL’a tesekkiirlerimi sunarim.
[ZMIR

04/09/2020 Hasan Cenk AGBA
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1.GIRIS

Nanoteknoloji, boyutlar1 1-100 nm arasinda degisen nano Olgekli
malzemelerin uygulamalarini inceleyen diinya ¢apinda onemli olan miihendislik
ve bilim dallarindan bir tanesidir (Leon et al., 2020). Nanoteknoloji giiniimiizde
malzeme bilimi, gida, biyoteknoloji ve tip gibi yasam bilimleri dahil olmak {izere
birgok uygulama alaninda kullanilmaktadir. Nanopartikiiller ise boyut ve
yapilarindan dolay1 benzersiz optik, manyetik, elektronik ve katalitik 6zellikleri
ile nanoteknoloji ¢alismalarinda yer almaktadir. Biyoteknoloji tanim olarak temel
ve doga bilimleri ile miihendislik c¢alismalarindan yararlanarak biyolojik
yontemler ile birgok alanda hizmet ve friin gelistirmek ig¢in kullanilan
yontemlerdir. Nanobiyoteknoloji, nanoteknoloji ve biyoteknoloji alanlarinin
birlikte kullanildigr ve biyolojik yapilarin nano boyutlarda ¢esitli sorunlarin
arastirilmasi ve anlasilmasi i¢in kullanildigi arastirma alanlarindan bir tanesidir
(Jewett and Patolsky, 2013; Jain, K., 2017). Son zamanlarda, yesil metal oksit
nanopartikiiller sentezi nanobiyoteknolojinin dikkat cekici konularindan birisi
olmustur. Metal ve metal oksit nanopartikiiller ¢oktiirme, elektrokimyasal
indirgenme gibi kimyasal yontemler, piiskiirtme, lazer ablasyon, elektron 11
litografisi gibi fiziksel yontemler ve bakteri, bitki, fungus, alg gibi farkli
mikrooraganizmalar1 kullanarak biyolojik yontemler ile sentezlenebilir (Manik et
al., 2020). Yesil yontem ile sentezlenen nanopartikiiller, daha diisiik tretim
maliyeti, daha az toksisite ve ¢evresel tehlike gostermesi sebebiyle kimyasal ve
fiziksel yontemlere gore daha giivenilir bir yontem olarak karsimiza ¢ikmistir
(Elsharawy et al.,2020). Metal nanopartikiillerin ¢evre dostu ve kolay iiretim
potansiyeline sahip olmasindan dolay1 ilag, fotokataliz ve biyoteknoloji gibi
alanlardaki uygulamalar1 da zamanla artis gostermistir. Mikroalglerin iretim
olgeklendirmesinin kolay olmasi, yiiksek bitylime hiz1 gostermesi, diigiik maliyetli
ve kolay hasatlanabilir olmas1 nanopartikiil caligmalarinda kullanilmasi diisiiniilen
bir organizma olarak karsimiza c¢ikmustir. Alg ekstraktlar1 proteinler, lipitler,
karbonhidratlar, karotenoidler, polifenoller, fikosiyaninler gibi biyoaktif ajanlari
icerebilmektedir. Bu biyoaktif bilesikler indirgeyici ve stabilize edici ajan olarak
yesil sentez yonteminde kullanilmaktadir (Khanna et al., 2019; Arya et al., 2019).
Yesil sentez yontemi ile mikroorganizmalar kullanilarak giimiis (Ag), altin (Au),
bakir (Cu), ¢inko oksit (CeQO,), titanyum dioksit (TiO2), demiroksit (Fe;Os3) gibi
metalik nanopartikiiler sentezlenmistir (Yugay et al., 2020). Yapilan arastirmalar
sonucunda literatiirde Chlorella vulgaris, Klebsormidium flacccidum, Cosmarium
impressulum, Tetreselmis seucica, Chlorella salina mikroalg tiirleri ile hiicre igi
ve hiicre dis1 metalik nanopartikiil sentezi gergeklestirilmistir (Sharma et al.,



2016). Yapilan bu arastirmalarda genellikle metal ¢ozeltisi ile tek konsantrasyonu
denemeleri yapilmis ve sentezlenen nanopartikiillerin optimizasyon c¢aligmalari
gergeklestirilmemistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda; kirmizi bir alg tiirii olan Galdieria
sulphuraria hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolitleri kullanilarak uygun kosullarda
titanyum ve giimiis metalik nanopartikillerin biyosentez ¢alismalarinin
gerceklestirilmesi; optimize edilen kosullarda tiretilen nanopartikiillerin in vitro
hayvan hiicre kiltirii denemeleri ile kozmetik alanindaki kullanim

potansiyellerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Nanoteknoloji ve Nanobiyoteknoloji

Nano terimi Yunanca bir kelime olan nanos olarak ifade edilen ciice
anlamindan gelmektedir. Ayn1 zamanda Cambridge s6zligiinde nano kelimesi,
¢ok kiiciik anlamina gelen bir 6n ek olarak kullanilmaktadir (Kargozar and
Mozafari, 2018). Amerikali fizik¢i ve Nobel 6diil sahibi Richard Feynman, 1959
yilinda nanoteknoloji kavramini tanimladi. Amerikan Fizik Dernegi'nin yillik
toplantisinda Feynman, Kaliforniya Teknoloji Enstitiisii'nde “There’s plenty of
room at the bottom” baslikli bir konferans verdi. Bu konferansta Feynman, ‘24
ciltlik Britannica ansiklopedisinin tamamin1  bir ignenin bagina neden
yazamiyoruz?” hipotezi ile malzeme ve cihazlarin molekiiler boyutlarda
tiretilmesi i¢in yeni diisiince yollarina 1g1k tuttu. Bu sebepten dolayr Richard
Feynman modern nanoteknolojinin babasi olarak kabul edilmistir (Bayda et al.,
2020, Bhushan, 2010).

Nanoteknoloji terimi ilk defa 1974 yilinda Japon bilim adami Norio
Taniguchi tarafindan yazilan bir makalede kullanilmigtir. Norio’nun yazmis
oldugu makalede nanoteknoloji, maddenin bir atom veya bir molekiil tarafindan
ayrilmas1 veya deformasyona ugramasi olarak tanimlanmistir (Hulla et al., 2015).
Nanoteknoloji tarihindeki bir diger 6nemli kisi olan Eric Drexler, Massachusetts
Teknoloji Enstitiisii'nden (MIT) molekiiler nanoteknoloji alaninda ilk doktora
derecesine sahip bilim adami olmugtur. Nanoteknolojinin altin ¢agi Eric Dexler
tarafindan 1986 yilinda yaymlanan "Yaratilis Motorlari: Nanoteknolojinin
Gelecek Donemi" ve "Nanosistem: Molekiiler, Makine, Imalat ve Hesaplama"
baglikli Kitaplar1 ile baslamigtir. 1980’lerin ilk yillarinda, atomlarmn veya
molekiillerin goriintiilenmesini miimkiin kilan iki bulus nanoteknoloji alaninda
onemli ilerlemelere yol agmistir. Nanoteknolojinin gelismesinde 6nemli olan ilk
atilm, 1981 yilinda Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer tarafindan IBM Ziirih
arastirma laboratuvarinda icat edilen Tarama Tiinel mikroskobu (STM) olmustur.
STM, 1smmim igin Ozel lens, 151k veya elektron kaynak gerektirmeyen, kiigiik
nesnelerin yiizey kismini {i¢ boyutlu olarak gosteren yiiksek ¢oziiniirliige ve giice
sahip bir mikroskoptur. Binnig ve Rohrer 1986 yilinda bu bulus ile Nobel Fizik
Odiilii'ne layik goriilmiistiir (Bayda et al., 2020). ikinci énemli bulus olan 1986
yilinda Gerd Binnig, Calvin Quate ve Christoph Gerber ilk Atomik Kuvvet
Mikroskobunu (AFM)gelistirmistir. AFM cihazi, mikroskop ucu kullanilarak

malzeme yiizeyi iizerinde nano 6lgekli goriintiileme, dl¢iim ve islemede kullanilan



en gelismis mikroskoplardan biridir (Requicha et al., 2001). 1985 yilinda H. W.
Kroto’'nun ve R. E. Smalley’nin aragtirma ekipleri tarafindan 60 karbon
atomundan olusan Fulleren C60 adli futbol sekilli bir molekiil kesfedildi. Fulleren,
tip seklinde i¢i bos bir kiire olan ve tamamen karbon atomundan olusan bir
molekiildiir. Bu kesfin ardindan, 1991 yilinda Japon NEC sirketi
arastirmacilarindan birisi olan Sumio Iijiman karbon nanotiipleri buldugunu
aciklamistir. ABD hiikiimeti 2000 yilina kadar Ulusal Nanoteknoloji Girisimi'ni
baslatarak nanoteknoloji alaninda arastirma ve gelistirme konusunda ilerlemenin
yolunu agmustir (Ochekpe et al., 2009). 21. yiizyilin basindan itibaren tip,
biyoteknoloji, havacilik, enerji kullanimi, uzay caligmalari, malzeme ve imalat
gibi pek ¢ok alanda nanoteknolojinin kullanimi adma oOnemli ilerlemeler
kaydedilmistir.

Nanoteknoloji ¢alismalari, 21. yiizyilindan itibaren bilim ve teknoloji
adma biiyiik ol¢iide gelisme gosterecegi disiiniilen teknolojilerinden biri olarak
goriilmektedir. Devlet kurumlari, kamu ve 6zel arastirma merkezleri, liniversiteler
ve endiistri tarafindan nanoteknolojiyi gelistirmek amaciyla énemli miktarlarda
yatirimlar yapilmaktadir (Calipinar ve Ulas, 2019). Nanoteknoloji, en az tek
boyutta nanometre Olgeginde olan malzeme ve cihazlarin tasarimi,
karakterizasyonu ve uygulanmasinda yer alan bir bilim ve miihendislik dali olarak
tanimlanabilir. Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (NNI), nanoteknoloji terimini yeni
fonksiyonel ozelliklere sahip yapilar, cihazlar ve sistemler olusturmak i¢in 100
nm’den diigiikk atomik, molekiiler veya makromolekiiler seviyede arastirma ve
gelistirme olarak tanimlamigtir. Nanoteknolojinin kullanim alanlar1 olarak ulusal
giivenlik, biyoteknoloji, tekstil, su aritimi, enerji, eczacilik, tip gibi pek ¢ok
sektorii sayilmaktadir. Nanoteknoloji bu kadar genis bir alani kapsadigi i¢in
nanomalzemeler, nanobiyoteknoloji, = nanotip,  nanobiyomekanik  ve
nanobiyofarmasotik gibi alt bagliklara ayrilmaktadir (Morais et al., 2014; Ball et
al., 2019).

Biyoteknoloji, molekiiler, hiicresel fonksiyonlar1 anlamak ve bir kullanima
yonelik {irin veya hizmet gelistirmek igin biyolojik organizmalari kullanan
aragtirma dalidir. Nanobiyoteknoloji, nanoteknoloji ve biyoteknolojinin bir arada
kullanilmasi ile nanoteknolojinin yasam bilimlerinde uygulamalarini igermektedir
(Alshora et al., 2016). Nanobiyoteknoloji alani, biyolojik nanoyapilarin molekiiler
olgekteki ozellikleri ve uygulamalan ile ilgilenmektedir. Boylelikle organik ve
inorganik malzemelerden olusan fonksiyonel nanoyapiy1 olusturmak i¢in hiicreler,

hiicresel bilesenler, niikleik asit ve proteinler gibi biyolojik sisteme ait pargalarin



kullanildig1 bir alandir. Son gelismeler ile nanobiyoteknoloji tipta hem teshis hem
de terapotik teknikleri gelistirmek, hastaliklarin 6nlenmesi, hiicresel seviyelerde
goriintii alinmasi i¢in kullanilmaktadir. Nanobiyoteknoloji ila¢ tasinim sistemleri,
goriintiilenme, biyomalzeme, gida, optik ve elektronik, biyosensorler ve in vitro
teshis dahil olmak bir¢ok sektorde kullanilmaktadir (Fakruddin et al., 2010; Jain,
2017; Dowling et al.,, 2004). Nanobiyoteknoloji alanindaki yeni gelismeler
dogrultusunda nanopartikiillerin biyolojik etkileri ve uygulamalarina olan ilginin

arttig1 goriilmektedir.
2.2 Nanopartikiil

Nanopartikiiller (NP) bircok arastirma ve uygulama alaninda genislemeye
devam eden tekno-ekonomik sektorii temsil etmektedir. Uluslararasi
Standardizasyon Orgiitii (ISO), nanopartikiilleri nano 6lgekli boyut veya yiizey
yapisina sahip bir malzeme olarak tanimlamistir. AB Komisyonu'na gore
nanopartikiil terimi, “boyutlart 1-100 nm araliginda olan, kiimelenmis partikiiller
veya malzeme” olarak tanimlanmaktadir (Jeevanandam et al., 2018). Boyutu 100
nanometrenin (nm) altinda olan nanopartikiiller, daha yiiksek ol¢eklerdeki
partikiillere kiyasla nano Olcekte benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozellikler sergilemektedirler. Bu partikiiller yiiksek yiizey-hacim orani, katalitik
reaktivite, kimyasal stabilite, gelismis mekanik mukavemet ve antibakteriyal
ozellikleri ile avantaj saglamaktadir (Ealias and Saravanakumar, 2017; Pavel et
al., 2015). Nanopartikiillerin bu 6zellikleri ile ilag dagitim sistemleri, kimyasal ve
biyolojik algilama, teshis ve goriintiilleme, biyoteknoloji, CO, yakalama,
elektronik, tip, tekstil dretimi ve su aritma sistemleri gibi bircok uygulamalar
alanlarinda kullanilmaktadir (Khan et al., 2017; Bhushan, 2010).

2.3 Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi

Nanopartikiiller genel olarak morfolojilerine, boyutlarma ve kimyasal
ozelliklerine bagli olarak ¢esitli kategorilere ayrilmiglardir. Nanopartikiiller
kokenlerine gore organik, inorganik ve karbon bazli olmak iizere ii¢ ana grupta
smiflandiriimaktadir (Sekil 2.1) (Khan et al., 2017; Ealias and Saravanakumar,
2017).
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Sekil 2.1 Nanopartikiillerin yapilarina gére siniflandirilmasi (Teleanu et al.,2018)
2.3.1 Organik nanopartikiiller

Organik nanopartikiiller g¢ogunlukla lipitler veya polimerik organik
bilesiklerden olusan kati partikiiller olarak tanmimlanmaktadir. Organik
nanopartikiiler biyobozunur ve toksik olmayan 6zelliklere sahiptirler. Lipozomlar,
ferritin, dendrimerler ve miseller organik nanopartikiil olarak bilinmektedir
(Cartaxo, 2018) (Sekil 2.2). Organik nanopartikiiller genellikle kat1 forma sahip
bir matrise sahiptir ve diger molekiilleri kiiresel olan yiizeylerinin disinda adsorbe
etmektedir. Organik nanopartikiiller ilag salimim sistemleri, biyomedikal, gen
terapisi, kataliz, sensor, farmasotik sektoriinde lipozom vektorleri, polimersomlar,
polimer-protein veya polimer ilag konjugatlarinda gibi uygulamalarda
kullanilmaktadir (Romero and Maya, 2012; Khan et al., 2019).

(2]

Sekil 2.2 Organik nanopartikiiller a) gubuk seklinde polimer partikiilleri, b) lipozomlar, ) kati-lipit
partikiiller d) protein bazli partikiiller ¢) katmanl partikiiller f) dendrimerler (Mitragotri and
Stayton, 2014)



2.3.2 Inorganik nanopartikiiller

Inorganik nanopartikiiller, partikiil boyutuna bagl olarak benzersiz fiziksel
ve kimyasal ozelliklere sahip yapilardir. Bu nanopartikiiller yiiksek stabiliteye,
genis ylizey alanina, essiz fizikokimyasal islevlige sahiptirler. Genel olarak metal
ve metal oksit bazli nanopartikiiller olarak kategorize edilebilmektedir (Paul and
Sharma, 2019; Lopez and Valcarcel, 2014).

2.3.2.1 Metalik nanopartikiiller

Metalik nanopartikiiller, metal ¢ozeltiler ile ¢esitli yontemlerle nanometrik
boyutlarda  sentezlenen  partikiiller — olarak  tamimlanmaktadir.  Metalik
nanopartikiiller bir¢ok 6zelligi ile nanoteknolojik ilerlemelerde onciiliik etmistir.
Metal nanopartikiiller optik, kimyasal ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle diinya
capinda ¢esitli uygulama alanlarina sahiptir (Kumar et al., 2018; Asghari et al.,
2016). Ve bunlara 6rnek olarak Metalik nanopartikiiller, kataliz, nanoelektronik,
yiizey destekli Raman spektroskopisi (SERS), biyomedikal ve miihendislikte
cesitli uygulamalara sahiplerdir. Giiniimiizde bu partikiiller, antikorlar, ligandlar
ve ilaglarla konjuge edilerek hedefli ilag salinim sistemlerinde, tanisal
goriintiileme gibi biyoteknoloji alanlarda genis bir kullanim potansiyele sahiptirler
(Pandey and Dahiya, 2016). Metalik nanopartikiil sentezi igin yaygin olarak bakir
(Cu), altin (Au), aliminyum (Al), kobalt (Co), demir (Fe), kursun (Pb), titanyum
(Ti) glimiis (Ag) ve ¢inko (Zn) metalleri kullanilmaktadir (Tablo 2.1).

Altin  nanopartikiiller, biyouyumlu, toksik etkisi olmayan, ilaglarin
etkinligini arttiran benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip, kan akisi ile
hedeflenen bolgeye kolayca ulagabilen oOzellikler gosteren yapilardir. Gilimis
nanopartikiiller ise, biyonsensér ¢alismalarinda, kanser tedavileri, yara
iyilestirmesini arttirma ve antibakteriyel, antifungal, antiviral, antienflamatuar
etkileri ile tip sektoriinde siklikla kullanilmaktadir. Aliiminyum nanopartikiilleri
ila¢ saliim sistemlerinde kullanilmaktadir. Demir oksit nanopartikiiller manyetik
ozelliklerinden yararlanilarak, yikli partikiillerin uygulanan manyetik alanlarla
belirli hedef dokulara ulagmasinda kullanilmaktadir (Pandey and Dahiya, 2016;
Gatto and Bardi, 2016; Hasan, 2015).



Tablo 2.1 Bazi metallik nanopartikiillerin uygulama alanlar1 (Gatto and Bardi, 2016)

Uygulama Alanlan Metal Nanopartikiil
Antibakteriyal Ag, Cu, TiO,
Kanser Terapisi Ag, Au

Tani Au
Ilag Tagimim Sistemleri Au, Al
Gorlintiileme Ag, Au, Pt, Pd
Yara iyilestirme Ag

2.3.2.2 Metal oksit bazlh nanopartikiiller

Metal oksit nanopartikiiller yiiksek yilizey alanina, iyi mekanik stabiliteye
ve biyouyumluluga sahip partikiillerdir. Bu 6zellikleri ile metal oksit
nanopartikiilleri biyomedikal alaninda terapdtikler, biyo goriintiileme ve
biyosensor alaninda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda metal oksit nanopartikiiller,
malzeme kimyasi, tip, tarim, bilgi teknolojisi, optik, elektronik, kataliz, cevre,
enerji gibi sektorlerde kullanimi yaygindir. Metalik oksit nanopartikiiller sentezi
icin yaygin olarak MgO, ZnO, ZrO,, CuO, TiO,;, NiO gibi ¢esitli partikiiller
kullanilmaktadir (Fernandez- Garcia and Rodriguez, 2009; Chavali and Nikolova,
2019) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2 Bazi metal oksit nanopartikiillerin 6zellikleri (Ealias and Saravanakumar, 2017)

Ozellikler Metal Oksit Nanopartikiil
Reaktif ve stabil olmayan Fe,0;3
Antibakteriyal, antifungal Zn0O

Yiiksek yiizey alani, bakteri bilyiimesini .
inhibe edici Tio,
Nem, 151k ve sicakliga hassas Al,O3
Diisiik toksisite, birgok molekiille sio

etkilesebilir 2

2.3.2.3 Karbon bazh nanopartikiiller

Karbon bazli nanopartikiiller (CNP), i¢ ¢ekirdekte karbon atomlar
bulunan yeni bir nanomateryal sinifini olustururlar. Karbon elementi, atomik
seviyede polimerize olabilen ve ¢ok uzun karbon zincirleri olusturabilen
yapilardir. Karbon atomu dis elektron katmaninda bulunan dort elektron nedeniyle
dort degerlige sahiptir. Boylelikle tek, ¢ift veya ii¢li kovalent baglar ile diger
elementlere baglanabilmektedir (Zaytseva and Neumann, 2016). Karbon
nanopartikiilleri fiziksel, kimyasal, optik, mekanik, termal 6zellikleri nedeniyle
bilim ve mihendislikte biiyiik ilgi gormiistir. Karbon bazli nanopartikiller,
yiiksek stabilite, giiclii iletkenlik, diisiik toksik etki, ¢evre dostu, biyouyumlu ve




yiiksek yiizey alanmi gibi 6zelikleri ile birgok caligma alaninda 6n plana ¢ikmistir.
Bu partikiiller biyosensor, kontrollii ilag salimimi, doku miihendisligi, kanser
terapisi, tan1 ve goriintiileme gibi ¢esitli biyolojik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Karbon bazli nanopartikiiller, fulleren, grafen, karbon
nanotiipler gibi karbon nanoformlarina sahip farkli yapilar igeren organik siniflara
ayrilmaktadir (Yan et al., 2016; Testa et al., 2019).

Grafen, tek karbon atomdan olusan ve iki boyutta katmanlara sahip
allotropik bir karbon formudur. Grafen yapisal olarak saglam ancak olduk¢a esnek
maddelerdir. Ayn1 zamanda son derece yiiksek mekanik sertlik ve termal kararlilik
gibi birgok fiziksel ozelligi vardir. Bu ozellikleri ile grafen tiirevleri kimya,
malzeme, fizik ve biyomedikal gibi alanlarda kullanilmaktadir. Yeni grafen
ailesinin tyeleri olan grafen oksit (GO), grafen kuantum noktalart (GQD) tip
alaninda  biyosensorler, ila¢ salimim sistemleri, biyogoriintileme  gibi
uygulamalarda kullanilmaktadir (Lin et al.,2016; Zaytseva and Neumann, 2016).

Karbon nanotiipler, grafen tabakalarindan olusan birka¢ nanometre
capinda silindirik yapilar olarak tanimlanmaktadir. Karbon nanotiipler uzunluk,
cap ve katman sayis1 bakimindan degiskenlik gostermektedir. Karbon nanotiipler
yapilarina gore tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT) ve c¢ok duvarli karbon
nanotiip (MWCNT) iki ana gruba ayrilmaktadir. Genellikle tek duvarli karbon
nanotiiplerin ¢aplar1 1-3 nm boyut ve birkag mikrometrelik bir uzunluga sahiptir.
Cok duvarli karbon nanotiiplerin ise ¢aplari 5-40 nm boyut ve uzunlugu yaklagik
10 um'dir (Maiti et al., 2019; Zaytseva and Neumann, 2016). Karbon nanotiiplerin
mekanik mukavemet, yiliksek elektrik iletkenligi gibi fiziksel ozellikleri
biyomalzeme olarak kullanilmasina avantaj saglamaktadir. Bu nedenle karbon
nanotiipler ¢esitli hastaliklarin algilanmasi, tibbi teshis ve tedavi yontemlerinde
kullanilmaktadir. Karbon nanotiipler, fiziksel adsorpsiyon yontemiyle terapotik
molekiilleri konjlige etmek i¢in ila¢ tasinim sistemlerinde kullanilmistir (Cha et
al., 2013).

Fullerenler, karbonun allotropik bir modifikasyon ¢esidi olarak yer
almaktadir. C60 molekiiliiniin 6nemli bir 6zelligi yiliksek simetrisidir. Fulleren
ailesi, kiiresel bir yiizeyde merkezinde karbon atomlarindan olusan bir dizi atomik
karbon kiimesi olarak tanimlanmaktadir. C60 molekiiliiniin en Onemli
Ozelliklerinden birisi Yyiiksek simetriye sahip olmasidir (Bakry et al., 2007).
Birgok bilim insant C60 molekiiliiniin essiz sekli ve kimyasal modifikasyonunu

kullanarak terapotik tedaviler igin C60 tiirevlerini gelistirmistir. C60 molekiiliiniin
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kullanildig1 son derece iimit verici aragtirma anti-insan immiin yetmezlik viriisti
(HIV) aktivitesidir. Yapilan arastirma sonucunda benzersiz molekiiler yapisi ve
hidrofobik 6zelligi ile viriisiin aktif bolgesine baglanarak HIV proteaz aktivitesini
inhibe edebilen bir grup suda ¢oziinlir C60 tiirevi kesfedilmistir. Boylelikle diger
onemli HIV enzimlerini hedefleyerek anti-HIV aktivitesi gosteren cesitli C60
tiirevleri gelistirilmistir. Bu sonuglar, C60 tiirevlerinin gelecekte gii¢lii bir AIDS
terapotik grubu olabilecegini gostermektedir (Cha et al.,2013; Castro et al., 2017).

2.4 Nanopartikiil Uretim Prosesleri

Nanoteknoloji modern ¢agda ilag, enerji, ¢cevre, bilgi teknolojisi, havacilik
bilimi gibi genis uygulama alanlari ile topluma fayda saglamasi amaciyla son
teknolojik gelisme olarak kabul gérmektedir. Nanopartikiillerin bu kadar genis
uygulama yelpazesinde kullanilabilmesi ig¢in en 6nemli hususlardan bir tanesi de
istenilen nanopartikiilleri tasarlamak igin c¢esitli sentez yontemlerine hakim
olmaktir (Dhand et al., 2015).

Nanopartikiil sentez yontemleri temel olarak "yukaridan asagiya (top
down)" ve "asagidan yukariya (bottom up)" olarak iki ana smifa ayrilmaktadir
(Sekil 2.3).

2.4.1 Yukaridan asagiya(Top Down) nanopartikiil sentezi

Yukaridan asagiya sentez yontemi hacimsel malzemenin farkl fiziksel ve
kimyasal islemlerle parcalanarak nano boyutlu parcaciklar elde etmesi ile
gerceklesmektedir. Bu yaklasimda nanolitografi, lazer ablasyon, elektron 1sini
litografisi, sonikasyon, piiskiirtme, mekanik Oglitme ve termal ayristirma en
yaygin kullanilan sentez yontemlerinden bazilaridir (Ealias and Saravanakumar,
2017). Yukaridan asagi yaklasimi uygulanmasi kolay olmasina ragmen istenilen
sekilde ve kiiciik boyutta partikiil sentezlenmesi i¢in uygun bir yontem degildir.
Bu yontem ile ilgili diger bir problem ise nanopartikiillerin yiizey kimyasinda ve
fizikokimyasal ozelliklerinde degisiklik goriilebilmektedir (Jamkhande et al.,
2019; Sadhasivam et al., 2020).

2.4.2 Asagidan yukariya(Bottom Up) nanopartikiil sentezi

Asagidan yukariya yaklasim, atomik veya molekiiler boyuttaki
malzemelerin fiziksel ve kimyasal yontemlerle kontrollii bir sekilde nanoyapilar
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olusturulmasinm1 ifade etmektedir. Nanoyapilarin bu yontemle elde edilmesi
karmasik ve zor siiregler igermektedir. Asagidan yukariya yaklasimda sol-jel,
egirme, kimyasal buhar ¢oktiirme, alev piiskiirtme, lazer piroliz ve biyosentez en
yaygin kullanilan iiretim yontemlerdir. Bu yontemde ana hedef, farkli kimyasal
bilesime, boyutlara, morfolojilere ve monodispersiteye sahip nanopartikiil sentezi
gerceklestirmektir (Khanna et al., 2019; Alsamhary, 2020).

Nanopartikiillerin kimyasal yontemlerle sentezlenmeleri son donemlerde
cok fazla yaygimlagmistir. Cilinkii bu {iretim yonteminde indirgenme islemi
sirasinda yiiksek enerjiye ihtiya¢ duyulmaksizin boyut ve sekil bakimindan
homojen pargaciklar tretilmektedir. Fakat bu kimyasal yontemlerde hidrazin,
potasyum betarutrat, gibi kansere, genetik ve hiicresel toksisiteye neden olan riskli
kimyasallar ~ kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin ~ sentezi  kullanilan bazi
kimyasallar toksik, tahris edici, yanict ve g¢evreye zararli olarak kabul
edilmektedir (Kalimuthu et al., 2020; Alsamhary, 2020). Bu nedenle daha gevre
dostu ve kararli olan nanopartikiiller sentezlemek icin yeni yoOntemler
gelistirilmistir. Bu belirtilen ihtiyaglar dogrultusunda hassas ve c¢evre dostu olan
yesil sentez yoOntemi ortaya ¢ikmustir. Nanoteknoloji ve mikrobiyal
biyoteknolojiyi birbirine baglayan yesil kimya, bakteri, mantar, maya, alg, viriis
gibi canli organizmalar1 kullanarak biyolojik nanopartikiil sentezlenmesi olarak
tanimlanmustir. Nanoteknoloji sektoriinde yesil sentez yontemi partikiil tiretiminde
yiikselen bir arastirma dali olmaya baslamistir. Biyojenik nanopartikiil tiretimi
toksik kimyasallarin diigiik oranda kullanilmasindan dolay1r ¢evre dostu,
biyouyumlu, yiiksek tekrarlanabilir, uygun maliyetli olmasinda konusunda avantaj
saglamaktadir. Yesil sentez yontemi sifir degerli metal, metal oksit ve tuz
nanopartikiilleri sentezlemek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Dhand et al.,
2015; Kalimuthu et al., 2020; Sajid and Ptotka-Wasylka, 2020).
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Nanopartikiil Uretim
Yontemleri
Yukaridan Asagiya Asagidan Yukart
(Top down) (Bottom up)

1)Dondiirme

1)Mekanik 6giitme 2)Kalip yardim
sentezi

2)Kimyasal par¢alama
JKimyasal parg 3)Plazma& alev
3)Piiskiirtme piiskiirtme

4)Lazer ablasyon 4)Lazer piroliz

5)Kimyaasal buhar
¢Oktlirme

5)Elektro patlatma

6)Atomik/molekiiler
yogunlasgtirma

Biyolojik Sentez

Bakteri
Maya
Mantar
Alg

Bitki

Sekil 2.3 Nanopartikiil sentezleme yontemleri (Khan et al., 2017)
2.5 Yesil Nanoteknoloji

Nanoteknoloji fiziksel veya kimyasal islemlerin uygulanmasiyla belirli
ozelliklere sahip nanopartikiillerin sentezlendigi bir bilimi dali olarak kargimiza
cikmistir. Nanomalzemeler son on yilda gesitli 6zellikleri ve uygulamalari ile
bilimsel arastirmalarda dikkat cekici hale gelmistir. Nanopartikiiller benzersiz
fiziksel, kimyasal, termal ve elektriksel ozellikleri nedeniyle saglik, tarim,
elektronik, otomobil ve ¢evre yonetimi alanlarinda genis bir uygulama alanlarina
sahiptir (Shah et al., 2015). Nanopartikiiller, ilag yiikleme, hedefli ila¢ tasinimu,
timor hiicresi hedefleme, tiimor yerini saptama kabiliyeti, teshis, terapotik
potansiyeli nedeniyle tipta da 6ne ¢ikan bir ¢alisma konusu haline gelmistir.
Birgok nano iiriiniin bu 6zellikleri sonucunda biyoimplantlar, farmasétik dirtinler,

kozmetikler, filtreler, biyobelirtegler, goriintiileme ajanlari, biyosensoérler, doku
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miihendisligi iskeleleri gibi insan yasaminin kalitesini artirmak amaciyla
ticarilestirilmistir (Bai et al., 2018; Devatha and Thalla, 2018).

Nanopartikiiller genel olarak fiziksel ve kimyasal tekniklerle sentezlenerek
stabil hale getirilmektedir. Nanopartikiillerin bu yontemler ile sentezi, gevresel
toksisite, sitotoksisite ve karsinojenisite gibi potansiyel tehlikeleri neden olan
toksik malzemelerinin kullanilmasimi igermektedir. Bu toksisite problemleri
kullanilan  organik ¢Oziicliler, indirgeyici ajanlar ve stabilizatorlerden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, bazi nanopartikiillerin yapi, boyut, sekil ve yiizey
kimyasi1 gibi faktorlerden dolay1 toksik olabilecegi dogrulanmistir. Bundan dolay1
toksik ajanlarla  sentezlenen nanopartikiillerin ~ klinik ve  biyomedikal
uygulamalarda kullanimi kisitlanmistir. Bu nedenle nanopartikiil sentezi igin
yiksek verimli, disik maliyetli, toksik olmayan ve gevre dostu yontemler
gelistirilmeye baslanmistir (Shah et al., 2015; Thakkar et al., 2010).

Bilim insanlar1 giiniimiizde kimyasal ve fiziksel nanopartikiil sentezinin
yan etkileri Onlemek igin yesil yollar denemeye baglamigtir. Kimyasal
teknolojideki “daha yesil” olarak adlandirilan gevre dostu siirecler giderek daha
popiiler hale gelmistir (Devatha and Thalla, 2018). Son zamanlarda yesil sentez,
ekosistemi biyolojik olarak bozunabilir maddeler ile siirlandirmak i¢in ortaya
cikan bir yaklasimdir. Arastirmacilar tarafindan yesil nanoteknoloji,
nanomalzemelerin kullanilmasindan dolay1 kaynaklanan gevresel ve insan sagligi
risklerini azaltarak ¢evre dostu olan yeni iiriinlerin sentezlenmesine tesvik etme
yoniinde yeni bir bakis agisin1 tanimlamaktadir (Nasrollahzadeh et al., 2019;
Krishnaswamy and Orsat, 2017).

Nanoteknoloji ¢aligmalarinin insan {izerindeki etkisi agisindan cesitli
endiseler bulunmaktadir. Clinkii nanopartikiiller canli sistemler tarafindan kolayca
emilebilmektedir. Ayn1 zamanda nanopartikiillerin insan viicudu i¢inde farkli
etkilesimleri iizerine yapilan bazi arastirmalar ile belirli diizeyde toksik etkiler
ortaya g¢ikarmustir. Yesil nanoteknoloji, yesil bilim ilkesi olarak kabul edilen
diisiik enerji kullanarak en az atik aciga cikaran, ¢evreye veya insan sagligina
zarar vermeden nanomalzemeler ve iriinler sentezi olarak tanimlanmaktadir.
Nanoteknoloji ¢aligmalarinda ayni zamanda enerji tasarrufu saglayan, zararl
cozliciler yerine su kullanan, nanopartikiillerin yapilarin1  degistirerek
toksisitesinin azaltilmasi, geri donistiiriilebilmesi ve tekrar kullanilabilir olmasi
biiyilk Oonem tasimaktadir (Nasrollahzadeh et al., 2019; Bai et al.,, 2018;
Krishnaswamy and Orsat, 2017).



14

Yesil nanoteknoloji, nanomalzemelerin {iretimi ve kullanimi ig¢in
stirdiiriilebilir, giivenli, ekonomik ve gevre dostu olan yesil kimya prensiplerini
icermektedir. Yesil kimya yontemi, kimyasal bazli maddelerin yerine biyolojik
malzemeler olan biyokiitle, fitokimyasallar ile {retim yapilmaktadir. Yesil
nanoteknoloji yaklasimi, nanomalzemelerin glivenilir bir sekilde iiretilmesi igin
iyi tammlanmis kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip yetkin alternatif stratejiler
gelistirmeyi amaglamaktadir (Bai et al., 2018; Lu and Ozcan, 2015).

2.5.1 Yesil kimya

Son zamanlarda artan gevresel kaygilar dolay1 arastirmacilar, ¢evre igin
ekolojik tehdit olusturabilecek zararli kimyasallarin kullanimindan kaginmaya
caligmislardir. Metal nanopartikiillerin sentezinde en sik kullanilan kimyasallar
arasinda yesil kimyasal reaktifleri olarak kabul edilmeyen sodyum borohidriir
(NaBH,), tiyoller ve aminler kullanilmaktadir. Sodyum borohidrid, metal
tuzlarinin nanopartikiillere indirgenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Nanopartikiil sentezinde sodyum borohidrid kullanimi sirasinda kolloidal
stabilizasyon korunmasi igin kaplama molekiillerinin eklenmesini gerekmektedir.
Stabilize edici ajanlar genellikle tiyoller, aminler alkanetiolatlar, dodekantiol,
dodesilamin gibi maddeler kullanilmaktadir. Ancak bu kimyasallarin nanopartikiil
sentezi sirasinda Kullanilmasi ¢evre zararlar ile ilgili bazi tartismalart arttirmigtir.
Aminotiyollerin in vitro sitotoksik etkilere neden oldugu, tiyol radikallerinin,
doku hasarina sebeb oldugu, dminlerin cilt, gozler ve mukoza zarlarinda ciddi
tahrise neden oldugu belirtilmistir. Bu nedenle arastirmacilar daha g¢evre dostu
olan yesil yaklagimlara odaklanarak yenilik¢i alternatifler aramaya baslamistir
(Syed et al., 2015; Raveendran et al., 2003)

Yesil kimya yontemi, dogal iirlinlerden elde edien cevre dostu biyo
indirgeyici ve kaplayici ajanlara dayanan nanopartikiil sentezleme yontemlerinin
gelistirilmesine yol agmistir. Yesil yaklasimlar ¢evre dostu, ekolojik, dogal {iriin
olan proteinler, amino asitler, vitaminler, polisakkaritler, polifenoller, terpenoidler
gibi fitokimyasallarin ve organik asitlerin genellikle dengeleyici ve stabilize
ajanlar olarak kullanilmasini icermektedir. Yesil kimya yontemine gore toksik
olmayan kimyasallarin, ¢oziiclilerin ve yenilenebilir malzemelerin kullanilmasi
dikkate alinmasi gereken konular arasindadir (Nadaroglu vd., 2017).

Nanopartikiillerin biyolojik sentezi sirasinda mikroorganizmalar veya
ekstraktlar, icerdigi stabilize edici ve kaplayici ajanlardan sebebiyle baska bir
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ajana ihtiyag duymamaktadir. Nanopartikiil sentezi sirasinda partikiillerin
homojen dagilim gosterebilmesi igin reaksiyon ¢6zeltisi, kaplayici ve indirgeyici
ajan biiyiik onem tagimaktadir. Kaplayici ajanlar yaygin olarak nanopartikiillerin
kolloidal yapisinin sentezi ve stabilizasyonu, morfolojisinin kontrolii ve yiizeyi
kiimelesmeden korumasi i¢in kullanilmaktadir (Duan et al., 2015; Kharisova et
al., 2019). Nanopartikiil sentezinden kaplayici ajan olarak toksik olmayan yapilari
ile biyomolekiiller kullanilmaktadir. Kaplayic1 biyomokiillere o6rnek olarak
proteinler, peptitler ¢esitli amino asitler, lipitler, nisasta, kitosan, dekstran gibi
polisakkaritler kullanilmaktadir. Maruyame ve arkadaslari, kaplayici ajan olarak
L-histidin aminoasidi kullanarak 4-7 nm boyutunda altin nanopartikiilleri
sentezlemislerdir. Calisma sonunda amino asitlerde bulunan amino ve karboksil
gruplari, nanopartikiil ylizeyinin indirgenmesine ve kaplanmasina yardimeci
olmustur (Vaid et al., 2020; Sharma et al., 2019; Duan et al.,, 2015).
Polisakkaritler, glikozik baglarla birbirine baglanan, tekrarlayan mono veya
disakkarit yapilara sahip bir polimerik karbonhidrat molekiilleri sinifindan
olugmaktadir. Nanopartikiil sentezi i¢in kullanilan polisakkaritler diisiik maliyetli,
hidrofilik, kararli, giivenli, biyolojik olarak parcalanabilir ve toksik olmadiklari
icin kaplayici ajanlar olarak islev gérmektedir. Baz1 durumlarda, polisakkaritler
hem indirgeyici hem de kaplayici ajanlar olarak islev gorebilmektedir.
Polisakkarit yapisinda bulunan karmasik hidrojen baglar1 yapist sentezlenen
nanopartikiillerin kiimelenmesini onlemektedir. Dekstran, ¢esitli uzunluga sahip
zincirleri  olan birgok glikoz molekiilinden olusan karmasik dalli bir
polisakkarittir. Dekstran hidrofilik, biyouyumlu, toksik olmayan o6zellikleri ile
birgok metal NP'nin kaplanmasi igin kullanilir. Polisakkaritler, NP'lerin iiretimi
icin toksik kimyasallarin yerini alan yenilenebilir yesil alternatiflerden biri olarak
ortaya ¢cikmistir. Boylelikle ¢cevreyi toksik kimyasal ajanlarin tehlikeli etkilerinden
uzaklastirmistir (Sharma et al., 2019; Duan et al., 2015; Raveendran et al., 2003).
Bitki ekstreleri polifenoller, flavonoidler, tannik asit, terpenoidler, askorbik
asitler, karboksilik asitler, aldehidler, amidler gibi fitokimyasallarin ile iiretilen
nanopartikiillerde toksisiteye neden olmadigi ve giiclii indirgeyici ajanlar olarak
kullanilabilecegini belirtilmistir. Fitokimyasallar, nanomalzemelerde uzun siireli
stabilizasyon saglayabilen kaplayict ajanlar olarak kullanilmaktadir (Vaid et al.,
2020; Bai et al., 2018).

Biyolojik nanopartikiil yontemleri, yesil kimya yaklagimina miikemmel
uyum saglamaktadir. Boylelikle toksik olmayan, kararli, ¢cevre dostu ve uygun
maliyete sahip biyolojenik nanopartikiiller elde edilmektedir. Biyoloji merkezli

yesil kimya yontemleri, bakteri, viriis, maya, bitki 6zleri, mantarlar, bitkiler ve
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algler gibi canli formlarinin kullanilmasindan olusmaktadir. Bugiine kadar, dogal
drlinlerin ~ nanopartikiill sentezi i¢in uygulamalari genis bir sekilde
arastirilmamistir. Bu nedenle, yesil iiretim yonteminin daha fazla yayilabilmesi
icin daha ¢ok arastirilmasi ve deneyimlenmesi gerekmetedir (Kharisova et al.,
2019; Duan et al., 2015; Vaid et al., 2020).

2.5.2 Biyojenik nanopartikiil sentezinde kullanilan organizmalar

Nanopartikiillerin biyolojik olarak tiretilmesinde, bitkilerden elde edilen
oOziitler, bakteriler, mantarlar, algler gibi mikroorganizmalar kullanilarak metal
iyonlariin hiicre dis1 veya hiicre i¢i olacak sekilde indirgenmesini igeren

yontemler bulunmaktadir (Khanna et al., 2019).

2.5.2.1 Nanopartikiillerin bakteriyel yontem ile sentezi

Son donemlerde nanopartikiillerin  sentezinde dogada  bulunan
mikroorganizmalarin uygulamalarina olan ilgi artmaktadir. Bakteriyel yontem ile
nanopartikiil sentezi ilk olarak 1984 yilinda Haefeli tarafindan rapor edilmistir.
Haefeli, giimiis madeninden izole edilmis Pseudomonas stutzeri AG259 bakteri
susunun giimiis nanopartikiilleri sentezleyebildigini bildirmistir (Khandel and
Kumar Shahi, 2016). Bakteriler dogada genellikle farkli ve zorlu cevresel
kosullara maruz kalmaktadirlar. Bu zorlu kosullar karsisinda bakteriler ortamdaki
yiiksek metalik iyon konsantrasyonlarindan kaynaklanan toksisite gibi stres
faktorlerine karst dogal savunma mekanizmalari gelistirmislerdir. Bakteriler
ortamda bulunan yiiksek konsantrasyona sahip metalik iyonlar ile basa ¢ikabilmek
icin biyolojik strateji olarak redoks ortam degisiklikleri, hiicre i¢ci metallerin
toplanmasi, ¢oktiirmesi ve hiicre disi sentezleme yolu gibi farkli islemler
gerceklesmektedir. Ayn1 zamanda bakterilerin, genetik modifikasyonu ve
kullanim kolayligi nanopartikiil sentezinde kullanimi konusuna hizla 6nem
kazandirmistir (Jamkhande et al., 2019; Shah et al., 2015)

Bakteri hiicreleri metal iyonlarin1 indirgeme reaksiyonu ile oksidasyon
durumlarin1  degistirerek  biyolojik olarak ¢Ozlinlir hale getirmek i¢in
biyomineralizasyon, biyoagartma ve biyoakiimiilasyon gibi cesitli biyolojik
islemleri gergeklestirmektedir (Gautam et al., 2019). Bakteri hiicreleri biyolojik
nanopartikiilleri hiicre i¢i veya hiicre dis1 olacak sekilde gerceklestirmektedir.
Hiicre dis1 biyosentez yontemi siipernatant ve hiicresiz ekstraktlarin kullanilmasi

ile bakteri hiicresinin olmaksizin gerceklesmektedir. Hiicre digi sentez yontemi
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karmasik alt akim isleminden sahip olmadigi hiicre i¢i sentez yOntemine gore
tercih edilmektedir (Ovais et al., 2018). Metal nanopartikiil sentezi i¢in hiicre igi
ve dis1 genellikle Actinobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Lactobacillus sp., Bacillus cereus, Corynebacterium sp. ve Pseudomonas sp. gibi
bakteri tlirleri kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalarda bakteriler genellikle
gimiis (Ag), altin (Au), platin(Pt), titanyum dioksit(TiO,) ve ¢inko oksit(ZnO)
gibi metalik nanopartikiil sentezinde kullanilmistir. Nanopartikiil sentezi sirasinda
kritik olarak pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi gibi fiziksel kosullardaki
degisiklikler sentezlenen partikiillerin farkli boyut ve sekillerde olmasina neden
olmaktadir (Gautam et al., 2019; Malik et al., 2014; Khandel and Kumar Shahi,
2016).

Ali ve ark., (2016) Ardebil ilindeki kaplicalardan elde edilen termofilik
bakteri tiiri olan Bacillus Sp. AZ1 ile yesil sentez yontemini kullanarak ¢evre
dostu bir hiicre dis1 Ag nanopartikiilii sentezlemislerdir. Bakterilerin hiicre dist
nanopartikiil iretim mekanizmasinin heniiz tam olarak anlagilamamasina ragmen
bir biyokimyasal reaksiyonla metal iyonlarinin biyoindirgenerek gergeklestigini
belirtmislerdir. Yaptiklar1 calismada, Ag nanopartikiillerini 30nm boyutunda
iireten arastirmacilar iiretim sirasinda nitrat rediiktaz enziminin, Ag® iyonlari
oksidasyonuna yardimci oldugu diisiinmiislerdir. Ayni1 zamanda yapilan ¢alismada
arastirmacilar, Gram pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakasinin Gram negatif
bakterilerinkinden daha kalin olmasindan dolay1r Ag nanopartikiilleri Gram negatif
organizmalara kars1 daha yiliksek bir antibakteriyel aktivite gosterdigini
belirtmislerdir (Deljou and Goudarzi, 2016).

Maheshkumar ve ark., (2019) Gram negatif ve deniz bakterisi olan P.
Haeundaensis'in ¢evre dostu bir yontem olan hiicre igermeyen siipernatantini
kullanilarak altin iyonlarimin indirgenmesi ile hiicre dis1 sentez yoluyla Au
nanopartikiil liretilmesi rapor edilmistir. 48 saat boyunca 25 °C sicaklikta inkiibe
edilen P. Haeundaensis santriftij edilerek elde edilen siipernatant kismi 2mM
kloroaurik asit ile karigtirilarak farkli sicaklik ve zamanlarda inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon boyunca yakut kirmizindan pembe dogru degismistir.
Nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilan UV-Vis spektrofotometresi ile
537 nm dalga boyu oOl¢iilmiistiir ve bu deger yapilmis diger caligmalardaki
sonuclarla benzer ¢ikmistir. Bu ¢alismada sentezlenen AuNP'ler ortalama olarak
20.93 nm ve kiiresel boyutta elde edilmistir. Diger bir karakterizasyon yontemi
olarak kullanilan FTIR sonucunda P. haeundaensis siipernatani kullanilarak

sentezlenen AuNP'lerin bazi1 proteinler, enzimler ve metabolitler ile c¢evrili
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oldugunu ispatlanmistir. Bu proteinlerin, metal tuzunu indirgemesine yardimei ve
indirgeme islemiyle olusan nanopartikiilleri kaplayan enzimler olabilecegine
diistintilmustiir (Patil et al., 2019).

2.5.2.2 Nanopartikiillerin fungal yontem ile sentezi

Funguslar  ¢esitli  uygulamalarda  kullanilabilen  ¢esitli  bilesik
iiretebilmektedir. Mikroskobik lifli mantarlar ve diger mantar tiirleri tarafindan
yaklasik 6.400 biyoaktif maddenin tiretildigi bilinmektedir (Guilger-Casagrande
and Lima, 2019). Mikonanoteknoloji, funguslar kullanarak uygun maliyetli,
yiiksek derecede stabil ve boyut kontrolii olan NP'lerin sentezi olarak adlandirilan
bir aragtirma alanidir. Mikosentez {iretim yontemi, funguslarin gesitliligi, yliksek
metal toleransi ve metal iyonlar1 biriktirme yetenekleri sebebiyle tercih
edilmektedir (Gautam et al., 2019).

Funguslar, bakterilere kiyasla metalik nanopartikiil sentezi igin bazi
avantajl ozelliklere sahiplerdir. Funguslarin biyokiitle basina biiyliik miktarlarda
protein ve enzim salgimasi, hiicre duvari ve i¢i metal baglanma kapasitesinin
yiiksek olmasi, biyoreaktorlerde misellerlerinin daha yiiksek akis basincina ve
calkalanmaya karst dayamikli olmasi nanopartikiil iretiminde avantaj
saglamaktadir (Kalimuthu et al., 2020; Kalpana and Devi Rajeswari, 2018).

Funguslardan biyolojik NP sentezinde ilk arastirma, Numata ve ark.
tarafindan 2004 yilinda Schizophyllum commune tiirti kullanilarak saflagtirilmis
polisakkaritlerden(p-1,3-glukan) Schizophyllan ad1 verilen nano lifler iiretilmistir.
Funguslar, biyolojik nanopartikiilleri hiicre disi ve hiicre igi olarak sekilde
sentezlemektedir. Glimiis nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezi fungal siipernatantta
bulunan enzimlerin, giimiis iyonlarini indirgeyerek nanometrik olgekte giimiis
(Ag®) NP iiretme reaksiyonlarma gore gerceklestigi bilinmektedir (Sekil 2.4).
Nanopartikiil sentezinde genellikle Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigates,
Trichoderma reesei, Aspergillus flavus, Aspergillus clavatus ve Penicillium
brevicompactum gibi funguslardan elde edilen hiicre biyokiitlesi veya hiicre dist
bilesenler kullanilmistir (Owaid, 2019; Jamkhande et al., 2019; Velusamy et al.,
2016).

Clarence ve ark., (2020) Chonemorpha fragrans izole edilmis endofitik bir
sus olan Fusarium solani ATLOY-8 kullanilarak altin nanopartikiillerin
antikanser potansiyellerini arastirmayo amaglamiglardir. Fusarium solani



19

biyokiitlesi ile ImM HAUCI, ¢ozeltisi karanlikta 48 saat boyunca bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda sarimsi miselyumlarm rengi mavimsi gri rengi olarak
degismistir. Nanopartikiillerin boyutlar1 ortalama 40 ile 45 nm arasinda, UV-Vis
spektroskopisinde 551 nm dalga boyu 6l¢iilerek daha onceki ¢alismalara benzer
sonuglar vermistir. Altin nanopartikiiller antikanser aktiviteleri MCF-7 ve HelLa
hiicre hatlar1 tizerinde denenmis ve giiclii sitotoksik etkiler gostermistir (Clarance
et al., 2020).

Li ve ark., (2012) Aspergillus terreus kiiltiir siipernatant1 kullanarak oda
sicakliginda  Ag"  iyonunun indirgenmesi ile giimiis nanopartikiiller
sentezlemiglerdir. A. terreus silipernatant1 igerisine AQgNO3 c¢ozeltisi ilave
edildikten sonra inkiibasyon sonrasi ortam rengi acik saridan kahverengiye
donligmistiir ve bu renk degisimi Ag NP'lerin sentezlendigini agik¢a gostermistir.
Karakterizasyonda kullanilan UV-Vis spektroskopisinde 440 nm dalga boyunda
gliclii bir pik vermistir. Arastirma sirasinda slipernatant igerisine NADH ilave
edildiginde, reaksiyonun birka¢ dakika icinde tekrardan baslandigini ve 440 nm
dalga boyunda giiclii bir pik verdigi gozlemlendi. Negatif bir kontrol olarak,
AgNO; cozeltisine sadece NADH ilave edildiginde ise 440 nm'de hicbir bant
gozlenmedi. Bu sonuglar dogrultusunda aragtirmacilar NADH'nin A. terreus
tarafindan AgNP'lerin sentezinde anahtar bir faktor olabilecegini belirmislerdir (Li

etal., 2012).
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Sekil 2.4 Glimiis nanopartikiillerin fungal yontem ile biyojenik sentez mekanizmas: (Guilger-

Casagrande and Lima, 2019)
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2.5.2.3 Nanopartikiillerin bitkisel yontem ile sentezi

Uzun yillar boyunca bitkiler, etrafindaki ortamlardan inorganik metalleri
indirgeme, absorblama ve biriktirme yetenegi gostermislerdir. Bitki dokular ¢evre
kirliligini 6nemli oOlgiide azaltmak i¢in etkili biyolojik modifikasyonlar
uygulanabilen canlilardan biridir. Bitkilerin bu ilgi ¢ekici 6zelliklerinden dolay1
biyolojik olarak metal nanopartikiil tiretiminde ¢evre dostu bir yontem olabilecegi
diistintilmustiir (Chokkareddy and Redhi, 2018; Shamaila et al., 2016).

Mikroorganizmalar yardimiyla iiretilen biyolojik nanopartikiillerin sentez
hiz1, bitkisel materyal igeren yollara gore ¢ok iyi aseptik kosullarin saglanmasi,
besin ortamlarin daha pahali olmasindan dolay1 endiistriyel olarak kullanilmasi
uygun degildir. Bu nedenle, nanopartikiillerin biyolojik sentezine potansiyel
olarak bitki sistemlerin arastirilmasina ilgi artmistir. Bitkilerin yesil sentez
yonteminde Kullanilmasi sirasinda yiiksek basing, enerji, sicaklik veya toksik
kimyasallara gerek duyulmamaktadir. Diger tiretim yontemlerine gore bitki bazli
iiretimlerin daha kararli, dl¢ek biiyiitmenin daha kolay, ¢cevre dostu, diisiik iiretim
maliyet, kisa tiretim siiresi gibi Ozelliklere sahip olmasi metalik nanopartikiil
sentezi i¢in c¢ekici bir platform haline getirmektedir (Keijok et al., 2019;
Velusamy et al., 2016; Malik et al., 2014).

Metalik nanopartikiil sentezinde kok, yaprak, ¢igek, kabuk, lateks, tohum
ve kok gibi bitki parcalarinin ekstraktlari yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkiler
ekstraktlar1 metalik iyonlarin indirgenmesi ve daha sonra stabilize edilmesinde
onemli bir rol oynadig1 diisiiniilen polifenoller, proteinler, alkaloidler, fenolik
asitler, sekerler, terpenoidler gibi ¢evre dostu biyoaktif maddeler icermektedir.
Reaksiyon sirasinda bitki ekstrakti, reaksiyon ¢ozeltisinin ve metal tuzunun
konsantrasyonu, reaksiyon siiresi, sicakligi, pH’1 gibi parametrelerin sentezlenen
nanopartikiillerin boyutunu, kalitesini ve morfolojisini iizerinde etki gosterdigi
bilinmektedir (Shamaila et al., 2016; Chokkareddy and Redhi, 2018; Shah et al.,
2015).

Bitki ekstraktlarindan nanopartikiil iretiminde, bitki ekstrakti oda
sicakliginda basitce bir metal tuzu ¢ozeltisi ile karigtirllmaktadir. Bu karistirma
sirasinda tek veya iki degerlige sahip metal iyonlarinin oksidasyonu islemi ile sifir
degerlige sahip partikiillere doniistiiriilmesi ve indirgenmis metal atomlarinin
cekirdeklenmesi gerceklesmektedir. Nanopartikiil sentezini sirasinda ilk olarak
kiiltiir ortaminda gozlemlenen renk degisimi incelenmektedir. Bitki ekstratlar
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kullanilarak genellikle Au, Ag, Cu, ZnO gibi metalik nanopartikiil biyosentez
calismalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 2.5) (Verma et al., 2019; Malik et al., 2014;
Shamaila et al., 2016).
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Sekil 2.5 Bitkisel yesil sentez mekanizmasi (Shamaila et al., 2016)

Jebril ve ark., 2020 yilinda yaymladiklar1 makalesinde., Melia azedarach
yapraklarindan elde ettikleri ekstrakt ve giimiis nitrat (AgNOs3;) metal
¢oOzeltisinden glimiis nanopartikiilleri sentezlemistir. Arastirmacilar tiretilen
giimiis NP’leri bir ziraat uygulamasi olarak Tunusta iiretilen patlicanlarda mantar
patojeni olarak yaygin bulunan Verticillium dahliae’in karsi in vitro ve in vivo
kosullarda mantar Onleyici olarak kullanilmasin1 amaglamistir. M. azedarach
yaprak ekstraktinin rengi giimiis nanopartikiillerin indirgenmesiyle agik sari
renginden kahverengiye donligmistiir. Karakterizasyon sonucunda UV-Vis
spektroskopisinde 400 nm dalga boyunda tipik bir pik ve 18-30 nm arasinda
degisen kiiglik kiiresel nanopartikiiller gozlemlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda
uygulanan giimiis nanopartikiillerinin in vitro ve in vivo kosullarda, V. dahliae
kars1 antifungal aktivite gosterdigi ve bu tiir inhibisyon sonucunun yeni bir
arastirma yolu agabilecek etkisinin oldugunu belirtmislerdir (Jebril et al., 2020).

Khandanlou ve ark., 2020 yilindaki ¢alismasinda ise Tasmannia lanceolata
yaprak ekstraktinda bulunan biyoaktif mollekiiller ile kloroaurik asit (HAuCI4)
¢ozeltisi kullanarak altin nanopartikiiller sentezlemislerdir. Sentezlenen altin
nanopartikiillerin, Backhousia citriodora yaprak ekstrakti tarafindan daha énceden
sentezlenen Au NP ile kiyaslanmasi i¢in insan karaciger kanseri (HepG2), meme
kanseri (MCF-7) ve melanom (MM418 C1) gibi kanser hiicre hatlarinda sitotoksik
etkisi acisindan incelenmistir. Biyolojik altin nanopartikiiller in vitro antikanser
calismasinda HepG2 ve MM418 kanser hiicrelerine kiyasla MCF-7 kanser
hiicrelerin kars1 daha biiyiik inhibitor aktivite gostermistir. Tasmannia lanceolata
yaprak ekstrakti kullanilarak sentezlenen Au-NP'ler, Backhousia citriodora tiiriine
kiyasla kanser hiicrelerine karst daha yiliksek inhibitdr aktivite gostermistir
(Khandanlou et al., 2020).
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2.5.2.4 Nanopartikiillerin algal yontem ile sentezi

Algler, tath ve deniz sulari, nemli yiizeyler gibi farkli ortamlarda
yasayabilen tek hiicreli veya ¢ok hiicreli organizmalardir. Algler, gegmiste deniz
altinda bulunan inorganik eclementlerin biiylik miktarin1 azaltan bir organizma
oldugu diistiniilmektedir. Bu agir metalleri biriktiren bir mikroorganizma olmasi
nedeniyle arastirmacilar tarafindan nanopartikiil sentezleme potansiyeli agisindan
yeni yaklagimlar sunmuslardir. Alglerin 6niimiizdeki donemlerde 6zellikle gida ve
stvi yakit liretiminde uzun vadeli, siirdiiriilebilir bir organizma olarak c¢esitli
uygulamalarda kullanilmasi1 planlanmaktadir (Oztiirk, 2019; Menon et al., 2017;
Shankar et al., 2016).

Yesil sentez yoOnteminde alglerin yapilarinda bulunan klorofil,
karotenoidler, astaksantin, fenol, flavonoid, protein, vitamin ve mineraller gibi
biyolojik olarak aktif bilesikler metal indirgeyici ajan olarak kullanmaktadir. Bu
fotokimyasal maddeler disinda metalik nanopartikiilii kaplayan ve stabil
kalmasina yardimci ajanlar olarak karboksil, hidroksil ve amin gibi fonksiyonel
gruplar igermektedir (Shankar et al., 2016; Ramzan and Yousaf, 2018).

Algler boyut olarak mikrometre araliginda mikroalgler ve mikro
olgeginden daha biiyiik boyutta makroalgler olarak ikiye ayrilmaktadir (Zikalala et
al., 2018). Mikroalgler, atik su aritimi, biyoyakit {iretimi ve ticari agidan c¢esitli
katma deger yiiksek {riinlerin biiylik Olgekli iiretimi i¢in kullanilmaktadir.
Aragtirmacilar tarafindan mikroalgler, toksik metalleri daha az toksik forma
dontistirme yetenekleri ile dikkat ¢ekmislerdir. Alg bazli iretimde zararli
cozgenler kullanilmadigr i¢in ¢evre dostu olmasi, proses kontroliiniin kolayligi,
daha az enerji kullanilmasi, zengin biyokiitle icerigine sahip olmasi ve alt akim
islem basamaklarinin ihtiyacinin azhigindan dolay1 daha ekonomik olmasi gibi
avantajlara sahip bir yontemdir (Jacob et al., 2020; Shankar et al., 2016; Rahman
et al., 2020).

Altin, glimiis, bakir gibi metalik nanopartikiil sentezi i¢in siklikla calisilan
alg tirleri olarak Chlorella wvulgaris, Gelidiella acerosa, Ulva fasciata,
Cladosiphon okamuranus, Sargassum muticum, Kjellamaniella crassifolia,
Sargassum longifolium, Phaeodactulum tricornatum, Fucus vesiculosu
belirtilmistir (Ramzan and Yousaf, 2018). Yesil sentez yontemiyle alglerden
sentezlenen ilk nanopartikiil calismasi aragtirmacilar tarafindan 2007 yilinda

Chlorella vulgaris kullanilarak altin nanopartikiiller iiretimi olarak karsimiza
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cikmistir  Yapilan bu ¢alismada [AuCl4] — iyonlarinin 12 saat boyunca
kanistirilarak algal ekstraktlar ile biyoindirgenmesi saglanarak hiicre disi altin
nanopartikiiller sentezlenmistir (Thakkar et al., 2010; Rahman et al., 2020).

2.5.3 Yesil sentez iiretim mekanizmalari

Arastirmacilar tarafindan nanopartikiillerin biyosentezini metal tuzlarinin
hiicre i¢ine almarak indigenme reaksiyonu gergeklestirmesine ‘hiicre i¢i’ ve
dogrudan hiicre igermeyen siipernatant ve biyomolekiil ekstraktlar1 kullanarak
gerceklestirmesine ‘hiicre dis1’ yontem olarak tanimlanmistir (Dahoumane et al.,
2016) (Sekil 2.6).

Canli hiicrenin

direk kullanim Hiicre pargalama
(biyomolekiil)
Siipernatant
Alg Kiiltiiri Hiicre hasatlama
Santrifiij/ Filtrasyon
Biyokiitle

Sekil 2.6 Mikroalglerden nanopartikiillerin biyosentezi i¢in ¢esitli yontemler (Rahman et al., 2020)

2.5.3.1 Hiicre ici sentez yontemi

Hiicre i¢inde gerceklesen bu yontemde mikroalglerin 6n isleme gerek
duyulmadan fotosentez, solunum ve azot fiksasyonu gibi metabolik yollaklarla
metal tuzlarmin indirgenme islemi gergeklestirmektedir. Hiicre i¢i nanopartikiil
sentezinde indirgeyici ajan olarak fotosentez sirasinda elektron tasima sistemi
(ETS) yoluyla enerji iiretme basamaklarinda yer alan NADPH veya NADPH
bagimli rediiktaz enzimi ve solunumda yer alan tilakoid membranlarinda bulunan
ETS’nin kullanildig1 diistiniilmektedir (Khann et al., 2019) (Sekil 2.7).

Mikroalglerin hiicre duvar1 metalik nanopartikiillerin biyosentezinde
onemli bir rol oynamaktadir. Alglerin hiicre duvar1 negatif yiiklii olmasina ragmen
metal iyonlar1 pozitif yiik icermektedir. Bu iki zit ylik arasinda elektrostatik bir
etkilesim kuvveti olugmaktadir. Alglerin hiicre duvarinda bulunan enzimler
yardimi1 ile toksik metalleri toksik olmayan metal nanopartikiillerine
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dontistiirmektedir ve elektrostatik ¢cekim yoluyla partikiiller hiicre duvarindan
yayilmaktadir (Khandel and Kumar Shahi, 2016; Menon et al., 2017).

Parial ve ark., 2012 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada yesil alg tiirii
olan Rhizoclonium fontinale ve Ulva intestinalis tallus kisimlari kloroaurik asit ile
20°C’de 72 saat boyunca reaksiyona girerek yesil renkten mor renge dogru gorsel
bir renk degisikligi gostererek Au NP'lerin iiretimi dogrulamistir. Bu ¢alisma
sirasinda toz haline getirilmis alg biyokiitlesi ile bir hafta boyunca inkiibe edilen
kloroaurik asit sonucunda renk degisimi gozlemlenmemistir. Bu sebeple altin
¢Ozeltisinin indirgenme reaksiyonun hiicresel metabolizma ve enzimler igceren
metabolik yolaklar ile iligkili oldugu diistinilmistiir (Parial et al., 2012).

Senapati ve ark., bir alg tiirii olan Tetraselmis kochinensis ile 1 mM
HAUCI, ¢ozeltisiyle 48 saat boyunca inkiibe ederek hiicre igi altin nanopartikiiller
elde etmislerdir. Inkiibasyon sirasinda biyoindirgenme siireci UV-Vis
spektroskopisi, TEM fizerinden rutin olarak 6lgiilerek gozlemlenmistir. Biyolojik
AuNP’ler UV-Vis spektroskopisinde 540 nm dalga boyunda belirgin bir pik
gostermistir.  Alg  hiicrelerinin  zamanla mor renge doniismesi altin
nanopartikiillerin hiicre i¢i sentezlendiginin agikca gostermistir. TEM sonuglarina
gore 5-35 nm boyutlarinda kiiresel altin nanopartikiilleri hiicre duvar1 ve
sitoplazmik zar lstlinde goriintiilenmistir. Arastirmacilar bunun nedeni olarak alg
hiicre duvar1 ve sitoplazmik membraninda metal iyonlarini indirgeyici enzimlerin

daha yliksek oranda bulundugunu diisiinmiislerdir (Senapati et al., 2012).

Bir bagka c¢alismada, yesil alg tiirii olan Chlorococcum humicola
biyokiitlesi ve ekstrakti kullanilarak glimiis nanopartikiil sentezi {iizerinde
calisilmis ve iiretilen nanopartikiillerin antibakteriyal etkisi incelenmistir. Giimiis
nanopartikiillerin karakterizasyon islemleri TEM, FTIR, EDAX kullanilarak
gergeklestirilmistir. AgNP'lerin mikroyap1 karakterizasyonu UV-Vis, TEM,
EDAX, FESEM, SAED ve FTIR kullanilarak yapildi. TEM analizi sonucunda
AgNP'lerin 4-16 nm boyutunda, UV-Vis spektroskopisinde 440 nm absorbans
olarak ol¢tilmiistiir. Alg ekstraktinin giimiis nitrat ¢ozeltisi ile inkiibasyonu sonrasi
yesil rengin koyu sar1 rengine donmesi fitokimyasallarin glimiis iyonlari
indirgenerek AgNP iirettildigini gostermistir. FTIR analizi ile nanopartikiillerin
biyosentezinden protein molekiillerinin sorumlu oldugu belirtilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda tiiretilen Ag nanopartikiillerinin disk difiizyon yontemi sonucunda E.
coli'ye kars1 13 mm zon ¢apinda antibakteriyel aktivite gostermistir (Jena et al.,
2015).
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Brayner ve ark., 2012 yilinda Euglena gracilis mikroalgine Fe*? /Fe*
iyonlarin1 ilave edilerek iki ¢izgili ferrihidrit nanopartikiillerinin hiicre igi
biyosentezini incelenmistir. Karakterizasyon isleminde yiiksek ¢ozliniirliikli
transmisyon elektron mikroskobu (RTEM) analizinde kiiresel, 1 nm boyutunda
nanopartikiil elde edilmis ve XRD analizi ile iki ¢izgili ferrihidrit partikiillerine ait
iki genis pik bulunmustur (Brayner et al., 2012).

2.5.3.2 Hiicre dis1 sentez yontemi

Hiicre dis1 nanopartikiil sentez yontemi metal iyonlarinin hiicre yiizeyinde
tutulmasi ile enzimler yardimiyla iyonlarin indirgenmesi islemlerini i¢ermektedir
(Siddigi and Hussen, 2016) (Sekil 2.7). Bu yontem yiizeyde bulunan mikrobiyal
proteinler ve salgilanan enzimlere bagli olarak gergeklesmektedir. Biyolojik
olarak nanopartikiil sentezinde oOnemli basamaklar arasinda biyokiitle ve
biyosentezleyici ajanlarin iiretilmesi yer almaktadir. Biyokiitle {iretimi sirasinda
hiicre dis1 sentez yonteminde kullanilan indirgeyici seker olan polisakkaritler
ortama disaridan eklenmektedir. Ayni1 zamanda hiicre duvarindan bulunan lipitler,
proteinler, niikleik asitler gibi biyomolekiillerde metal iyonlarin indirgeme
reaksiyonlarinda yer almaktadir (Ramzan and Yousaf, 2018). Yapilan ¢aligmalar
sonucunda nikotinamid adenin diniikleotidi (NADH) ve nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) gibi kofaktorler, NADH’ye bagl enzimler tarafindan
elektron tagima sistemi ile elektronun NADH'den aktarilmasi yoluyla indirgeyici
ajanlar olarak yer aldigi diistiniilmektedir (Ovais et al., 2018). Arastirmalar ayni
zamanda metal iyonlarinin indirgeyerek nanopartikiil sentezinde gorev alan
enzimler arasinda nitrat rediiktazin etkili oldugu belirlenmistir. Hiicre dis1 sentez
yonteminde indirgeyici ajan olarak nitrat rediiktaz disinda proteinler, peptitler ve
diger kofaktorler yer almaktadir. Enzimler ayn1 zamanda nanopartikiillere daha
yiiksek stabilite saglamaktadir ve ortamdaki topaklanmayi azaltarak bir kaplayict
ajan olarak daha gorev almaktadir (Sadhasivam et al., 2020; Patil and Kim, 2018).

Bu yontemle ile yapilan ilk ¢alisma 1980 yilinda Beveridge ve Murray
tarafindan altin kloriir ¢6zeltisi ile Bacillus subtilis hiicre duvarindan altin
nanopartikiiller sentezlenmistir (Alsamhary, 2020). Govindi ve ark., kahverengi
bir alg tiirii olan Sargassum wightii ile hiicre dis1 giimiis nanopartikiil sentezini
incelemislerdir. Hiicre dis1 sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu UV-
Vis spektroskopisi, FT-IR, XR ve HR-TEM ile gerceklesmistir. Filtre edilen
biyokiitle ImM AgNOs; ¢ozeltisi oda sicakliginda ile inkiibasyona birakilmistir.

Glimiis nanopartikiillerin farkli inkiibasyon zamanlarinda 6rnekler alinarak UV-
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Vis spektroskopisinde Ol¢iildiigiinde 431 nm dalga boyunda absorbans degeri
gozlemlenmistir. TEM analizi sonucunda nanopartikiiller genellikle kiiresel
yapida, boyut olarak 8-17 nm arasinda degisiklik gostermistir. Sentezlenen Au-
NP’ler Staphylococcus aureus, Bacillus rhizoids, Escherisia coli ve Pseudomonas
aeruginosa patojenik canlilara kars1 mikrobiyal aktivite gostermistir (Govindaraju
et al., 2009).

Oza ve ark., 2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Chlorella pyrenoidusa
ekstrakti kullanarak farkli pH kosullarinda stabil altin nanopartikiilleri
sentezledikleri belirtmislerdir. Kurutulmus alg biyokiitlesi 1M NaOH ve HCI
¢ozeltisi ile farkli pH’lar ayarlanarak 100 ppm konsantrasyonunda HAuClI, ile 48
saat boyunca gii¢lii karistirma yardimiyla inkiibe edilmistir. Arastirma sonucunda
diisik pH degerinde nanopartikiiller topaklanma gosteritken pH 10 oldugunda
topaklanmanin daha ge¢ gerceklestigi gozlemlenmistir. Diisiik pH kosullarinda
nanopartikiil olusumunda etkili amino, karboksilik asit gibi fonksiyonel gruplar
yiikksek proton konsantrasyonundan dolay1 pozitif ylike sahiptirler. Partikiil
olusumunda pH alkaliniteye araligina dogru yiikseldik¢e bu gruplarin indirgenme
potansiyelleri artarak termodinamik a¢idan daha kararli yapilar olusmaktadir.
Chlorella pyrenoidusa rediiktazlar ve dehidrojenaz bakimindan zengin oldugu igin
NADH’ye baglh Au® iyonunun Au indirgenerek nanopartikiil sentezine yardimci
olarak diisliniilmiistiir. Ayn1 zamanda arastirmacilar nitrat rediiktazlarinin, altin
nanopartikiil tiretimi sirasinda kaplayici ajan olarak iglev goren en etkili NADH
bagimli enzim oldugu belirtmislerdir (Oza et al., 2012).

Bir baska ¢alisma da Patel ve ark., (2015) sekiz farkli mikroalg ve
siyonobakteri hiicresinin biyokiitle ve siipernatantint kullanarak iki farkl giimiis
nanopartikiil tiretim yontemi gergeklestirmistir. Hiicreler log biiyiime fazina
geldiginde santriflij cihazi ile biyokiitle ve siipernatant kisim ayrilarak 1 mM
AgNO; cozeltisi ilave edilerek aliminyum sarili cam siselerde hem karanlikta hem
florasan 151k altinda 72 saat boyunca oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. TEM
karakterizasyon analizi sonucunda Ag-NP'ler, kullanilan organizmaya bagli olarak
genelde 13-31 nm boyutlarinda arasinda ve kiiresel, ince uzun yapida
goriintiilenmistir. Bu calisma sonucunda giimiis nanopartikiil sentezinde aktif
bilesik olarak kiiltiir ortaminda bulunan polisakkarit gibi hiicre dis1 bir molekiil
oldugu diistiniilmiistiir. Farkli siyanobakteri ve mikroalg suslar1 tarafindan iiretilen
Ag NP'ler, antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu ancak siyanobakterilerde daha
biiyiik zonlar olusturdugu gozlemlenmistir (Patel et al., 2015).
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Sekil 2.7 Nanoparikiillerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 sentez yolaklar1 (Sengani et al., 2017)

Bu tez c¢alismasinda bir mikroalg tiiri olan Galdieria sulphuraria
kullanilarak nanoteknoloji alaninda en sik kullanilan metalik giimiis ve titanyum
nanopartikiillerin  biyolojik yollarla sentezlenmesi amaglanmistir. Galdieria
sulphuraria, ilk ¢aglardaki zamana ait 6karyotik canlilardan biri oldugu diistiniilen
tek hiicreli bir kirmiz1 alg tiirii olarak kabul edilmektedir. Galdieria sulphuraria
sicak siilflir kaynaklar1 veya topraklar1 gibi volkanik ortamlarda ve madenlerde
bulunmaktadir. Bu kirmizi alg tiirti pH 0-4 gibi yiiksek asidik ve 56 ‘C’ye kadar
cikabilen yiiksek sicaklik kosullarinda fotoototrofik, fotoheterotrofik veya
kemoheterotrofik sekilde biiyliyebilmektedir. Bu zorlu kosullar altinda Galdieria
sulphuraria, metabolik esneklik kazanarak adaptasyon gelistirmigelerdir
(Martinez-Garcia et al., 2016; Oesterhelt et al., 2007).

Son donemlerde ekstremofilik canlilarin sahip oldugu essiz metabolik
yeteneklerinden dolayir biyoteknolojik ¢alismalarda kullanim potansiyellerinin
arastirtlmasi konusunda bir ilgi artis1 vardir. Ciinkii diinyada bu kosullar ¢ok az
okaryotik canli tarafindan tolere edilebilmektedir. Ayni zamanda bu alg tiirleri
agir metallere karsi toleranshidir ve yiiksek konsantrasyonda bu metalleri
ortamdan absorbe edebilmektedir. Asidik ortamlarda metallerin kolay bir sekilde
iyonize hale gelerek ¢6ziinebilmektedir. Bu nedenle algler, ¢6ziinmiis bu metalleri
daha kolay bir sekilde absorbe edebilmektedir (Hirooka and Miyagishima, 2016;
Martinez-Garcia et al., 2016). Galdieria sulphuraria, zorlu ortam kosullarina karsi
adaptasyon gostermesinden dolayr metal iyonlarini indirgeme potansiyelinin

yiiksek olabilecegi diisliniilmiistiir. Ayn1 zamanda bu alg hiicreleri sekeri, amino
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ve organik asitleri karbon kaynagi olarak kullanarak yasamsal faaliyetleri
stirdiirmektedir (Vitova et al., 2016; Oesterhelt et al., 2007).

Heterotrofik biiyiime kosullar1 altinda Galdieria sulphuraria kiiltiirlerinin
irettikleri fikosiyanin biyomolekiilii hastalik tanilarinda floresan isaretleyici, gida
ve kozmetik sektoriinde boya maddesi olarak yiiksek miktarlarda kullanilmaktadir
(Hirooka and Miyagishima, 2016; Rahman et al., 2020). Aynm1 zamanda bu alg
tirleri protein ve diger makro besin maddeleri bakimidan énemli bir potansiyeli
sahiptirler. Yapilan bir ¢alisma sonucunda ototrofik ve heterotrofik kosullarda
Galdieria. sulphuraria hiicrelerinin biyokiitle icerigi incelendiginde makrobesin
olarak yaklasik %69 polisakkarit, %26 protein ve diisiik oranda lipit oldugu
gozlemlenmistir. Hiicrenin kiiltiir ortamindaki mikro besin igerigi ise beta karoten,
karetenoid, baz1 B grubu vitaminler, fikobiliprotein disinda sadece ototrofiklerin
trettigi klorofil a, astaksantin ve lutein bulunmaktadir (Graziani et al., 2013,;
Modeste et al., 2019). Daha 6nce yapilan ¢alismalar incelendiginde polisakkarit,
protein gibi hiicresel metabolitlerin hem indirgeyici hem de kaplayict ajan olarak

yer aldigini aragtirilmistir.

Insan yonelik gelistirilen kozmetik, tibbi, gida vs. iiriinlerin faz
caligmalarindan once in vitro ve in vivo biyoaktivite testlerinin yapilmasi
gerekmektedir. Cok sayida farkli amaca yonelik biyoaktivite testleri olmasina
ragmen in Vvitro kosullarda test edilebilen en yaygin olanlar1 antimikrobiyal etki,
toksisite, yaslanma karsiti ve yara iyilestirme etkisi testleri sayilabilmektedir
(Asnaashari et al., 2017). Kozmetik iriinlerin test edilmesi i¢in de uzun yillar
kullanilmis olmalarina ragmen, 2013 yilinda Avrupa Birligi’nde yiiriirliige giren
hayvanlar iizerindeki kozmetik test yasag1 Tiirkiye’de de uygulamaya girmistir.
Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu Kozmetik Yonetmeligi'nde yapilan
degisiklikle, hayvanlar iizerinde yapilmis testlere tabi tutulan kozmetik
iiriinlerinin satig1 ve ithalati1 yasaklanmistir. Buna gore; hayvanlar iizerinde yapilan
testlerle tiretilebilirligi raporlanan bilesenleri veya bilesenlerin kombinasyonlarin
iceren kozmetik triinlerin piyasaya siiriilmesi ve ayrica, yeni gelistirilen kozmetik
triinlerin faz Oncesi aragtirmalarda in vivo deney hayvanlarinda denenmesi
katiyen yasaklanmigtir. Kozmetik {irlinlerin faz ¢aligmalarinda uygulanabilirligi,
in vitro hiicre ve doku kiiltlirii biyouyumluluk ve biyoaktivite testlerine tabi
tutulmasiyla yasallastirilmistir (Kose vd., 2017; Avrupa Parlamentosu ve Birligi,
2013).


http://www.gazetevatan.com/arama/?Keyword=Avrupa
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Bu tez ¢alismasi kapsaminda Galdieria sulphuraria ‘nin hiicre i¢i ve hiicre
dis1 metabolitleri kullanarak titanyum ve glimiis metal ¢ozeltisi ile hiicre i¢i ve
hiicre dis1 biyolojik nanopartikiil sentezleme potansiyeli arastirilmistir. Literatiir
aragtirmalar1 incelendiginde genellikle mikro ve makroalglerden altin ve giimiis
nanopartikiil sentezleme potansiyelleri arastirilmistir. Kirmizi alg tiirii olarak daha
onceki arastirmalarda Gracilaria corticata, Jania rubins, Gelidiella acerosa
hiicreleri kullanilarak giimiis nanopartikiilleri sentezlenmistir (Khanna et al.,
2019). Bu calismalar incelendiginde nanopartikiil sentezi sirasinda herhangi bir
optimizasyon c¢alismadigi yapilmadigi i¢in tez sirasinda en uygun kosullara sahip
metalik nanopartikiil sentezlenmesi amaglanmistir. Tez c¢alismasi sirasinda
117M052 numarali TUBITAK Projesi kapsaminda tasarlanmis olan foto-
biyojenik nanopartikiill (FBNP) reaktér sistemi kullanilarak sicaklik, pH,
karistirma hizi, siire gibi farkli kosullarda kontrollii bir sekilde titanyum
nanopartikiillerinin daha yiiksek hacimlerde hiicre dig1 tretimi amaglanmustir.
Hiicresi  uzaklastirllmis  siipernatant  Kullanilarak — sentezlenen titanyum
nanopartikiillerin in vitro biyoaktivite calismalar1 gergeklestirilerek kozmetik

alaninda kullanim potansiyeli de incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Mikroalg Stok Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Tez calismasmda Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii alg kiiltiir
koleksiyonunda bulunan kirmizi bir alg tirii olan Galdieria sulphuraria
kullanilmistir. Cam tiipte bulunan stok kiiltiirlerin yatak agardan baslanarak
asamali olarak oOlgek biiylitme islemi 100 mL ve 250 mL’lik erlenlerde
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Mikroalg kiiltiirii i¢in besi ortami olarak Tablo 3.1°
de gosterilen, Cyanidium ortami kullanilmistir. Kiiltivasyon i¢in hazirlanan besi
ortam1 kullanilmadan 6nce 121 °C sicaklikta 15 dakika boyunca otoklavlanarak
(Hirayama Hiclave HVE-50, Japonya) steril edilmistir. Hazirlanan besi ortamina
hiicreler, laminar akish kabin igerisinde steril bir sekilde inokiilasyon orani %10
olacak sekilde erlenlerin igerisinde asilanmistir. Hiicrelerin  heteterofik
kosullardaki kiiltivasyonu c¢alkalamali inkiibatoriin disi alimiinylim folyo ile
sarilarak  karanhk ortamda, 45+2°C’de 120 rpm kanstirma hizinda
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1 Galdieria sulphuraria igin stok kiiltiir tiretimi
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Tablo 3.1 Cyanidium besin ortamu igerigi

Cyanidium besin ortamm

Bilesik Miktar
(NH4),S0, 0,5¢/500ml
K,HPO, 0,01g/500ml
MgS0,.7H,0 0,01g/500ml
Toprak suyu 15ml
Glukoz 5g/500ml

3.2 Mikroalg Biiyiime Egrisinin Belirlenmesi

Biyolojik nanopartikiil sentezi sirasinda optimum biiyiime kosullar1 altinda
biyokiitle en yiiksek miktarda iiretildigi logaritmik biliylime fazinda {iretim
sonlandirilip hasatlama islemi gergeklestirilmistir. Bu kosullar altinda en uygun
logaritmik biiylime fazin belirlenmesi i¢in giinliik olarak mikroskobik hiicre
sayimi, kuru agirlik ve yiizey plazmon rezonanslarinin belirlenmesi i¢in zamana

kars1 grafikleri olusturulmustur.

Hiicrelerin biiylime egrisi ¢ikarilirken kiiltivasyon islemi 250 mL’lik
erlenlerde 120 mL ¢alisma hacmi olacak sekilde gergeklestirildi. Her kiiltiirden

giinliik 6rnekler alinarak analizler {i¢ paralelli olacak sekilde tekrarlanmistir.
3.2.1 Mikroskobik ile hiicre sayim

Giinlik mikroskobik hiicre sayim islemi Thoma sayim lami yardimiyla
yaptlmistir. Erlende bulunan hiicre kiiltiirii pipetleme islemi ile homojen hale
getirilip Thoma lami istine eklenerek mikroskop yardimiyla hiicre sayimi
gergeklestirilmistir. Mikroskop yardimi ile kuyucuktaki hiicre sayis1 100°den fazla
saylldiginda 10 veya 100 kat olacak sekilde seyreltme yapilarak sayim tekrar
yapilmistir. Thoma lami {izerinde belirli bir hacimdeki hiicre sayis1 agagidaki

denklem ile hesaplanmigtir.

Hiicre sayisi(hiicre/ml) = Lam iizerinde sayilan toplam hiicre sayist x Seyreltme faktérii x 10*
3.2.2 Kuru agirhk ol¢iimii

Mikroalglerin kuru agirhik Ol¢iimii filtrasyon ve kurutma islemi ile
gerceklestirilmistir. Erlenden 2 mL 6rnek alinarak 0,45 pm capindaki Whatman
GF/C filtreden gecirilmistir. Ornek igerisinde bulunan ¢oziinmiis tuz ve

minerallerin uzaklastirilmasi i¢in ayn1 hacimde distile su eklenerek yikama islemi
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yapilmistir. Daha sonra ornekler 60°C sicakliktaki etiivde (Wisd WiseVen,
Almanya) 24 saat boyunca kurutulmaya birakilmistir. Son olarak oda sicakliginda
desikator yardimiyla sogutulan kurutulmus filtre kagitlarimin hassas terazi
(OHAUS, Explorer Pro, ABD) ile agirliklar1 6l¢iilmiistiir. Daras1 alinan filtre
kagidinin  agirhigi  son agirhiktan ¢ikartilarak ml basina diisen hiicre
konsantrasyonu (mg/mL) hesaplanmuistir.

3.2.3 Spektrofotometre ile optik yogunluk 6l¢iimii

Mikroalg  hiicrelerinin  yapilan  arastirmalar  sonucunda  UV-
spektrofotometre (Optizen POP, MECASYS) ile 800 nm dalga boyunda giinliik
olarak optik yogunluk 6l¢iimii gerceklestirilmistir (Sarian et al., 2016). Yapilan
giinliik optik yogunluk analizleri ile hiicre konsantrasyonundaki degisim takip
edilmektedir. Orneklerin UV-spektrofotometre ile absorbans degeri 1°den yiiksek
olgtildigii durumlarda distile su ile gerekli seyretlemeler yapilarak Olgiimler

tekrarlanmustir.

3.3 Biyokimsayal Analiz Yontemleri

3.3.1 Toplam seker tayini

Mikroalglerde biyokiitle ve silipernatant icerisindeki toplam seker
miktarinin belirlenmesi i¢in aragtirmacilar tarafindan yaygin olarak kullanilan

Dubois yontemi kullanilmistir (Dubois et al., 1956).

3.3.1.1 Standart egrinin hazirlanmasi

Toplam seker miktarinin belirlenmesi i¢in  %5’lik fenol ¢ozeltisi
kullanilmaktadir. Bu ¢o6zelti i¢in 5 gram fenol tartilarak 100 mL distile su ile

¢Ozdirilmiistiir.

Standart egri olusturmak icin kullanilan glukoz ¢ozeltisi i¢inse; 0,1 gram
glukoz tartilarak balon jojeye aktarilmis ve icerisine 100 mL distile su eklenerek
1000 ppm’lik glikoz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 100 ppm (%0.01)’lik
glikoz ¢ozeltisi elde etmek i¢in bagka bir balon jojeye 1000 ppm’lik ¢ozeltiden 10
mL pipet yardimiyla ¢ekilmis ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
Tablo 3.2°de belirtilen standart glukoz ¢ozeltileri sirasiyla hazirlanmistir.
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Tablo 3.2 Glukoz ¢6zeltileri ile hazirlanan standartlar ve konsantrasyonlari

%0.01°lik glukoz (mL) Distile su (mL) Glukoz konsantrasyonu (ug/mL)
Kor 0 0,5 0
Standart 1 0,1 0,4 20
Standart 2 0,2 0,3 40
Standart 3 0,3 0,2 60
Standart 4 0,5 0 100

Hazirlanan cam tiiplerin igerisine %5’lik fenol ¢ozeltisinden 0.5 mL ve
derisik siilfirik asitten 2.5 mL eklenerek tiiplerin agz1 kapatilmistir. Ardindan
tipler vortekslenerek sogumasi i¢in 15 dakika su dolu bir beher igerisinde
bekletilmistir. Bekletilme sonrasinda tiipler tekrardan vortekslenmis ve standart
kiivetlere aktarilmigtir. Kiivetlerdeki standartlar UV-Vis spektrofotometrede 490
nm dalga boyunda kore kars1 okunmus ve standart egriler olusturulmustur.

3.2.1.2 Bivyokiitlenin toplam seker miktari

Mikroalg hiicreleri logaritmik biiylime evresinin sonuna geldiginde
biyokiitle ve siipernatant kismi birbirinden ayirmak igin 4000 rpm’de 5 dakika
boyunca  santrifiij  islemi  uygulanmistir.  Biyokimyasal  analizlerin
gergeklestirilmesi igin elde edilen biyokiitle bir gece boyunca liyofilize (Christ,
Alpha 1-2 L-D Plus, Almanya) edilmis ve sonrasinda -20 °C'de muhafaza
edilmistir. Ayirma islemi sonrasi siipernantant ise, hiicre atiklari gibi safsizliklarin
uzaklastirabilmesi i¢in birka¢ tekrar olacak sekilde filtre kagidi ile vakumlu
filtrasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonrasinda elde edilen siipernatant

analizler i¢in +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Hasat sonras1 -20 °C'de muhafaza edilen biyokiitleden 1 mg kuru agirlik
tartilmis ve 2 mL distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan siispanse karigiminin
homojen hale gelmesi icin 25°C’deki su banyosunda 5 dakika boyunca
ultrasonikasyon islemi uygulanmistir. Elde elde edilen siispansiyondan gerekli
seyreltmeler yapilarak yukarida agiklanmis olan seker tayini islemleri uygulanarak

hiicre i¢i toplam seker tayini elde edilmistir.

3.2.1.3 Siipernatantin toplam seker miktari

Hasat sonras1 +4°C’de bekletilen siipernattan 0.5 mL 6rnek alinmis ve cam
tiplere aktarilmistir. Kor icin de 0.5 mL distile su cam tiipe eklenmistir. Cam
tiiplere %5°lik fenol ¢ozeltisinden 0.5 mL ve derisik siilfirik asitten 2.5 mL
eklenerek cam tiiplerin agz1 kapatilir. Tiipler vorteks ile karigtirilarak sogumasi
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i¢in 15 dakika boyunca bir beher igerisinde bekletilmistir. islem sonunda &rnekler
kiivetlere aktarilmis ve UV-Vis spektrofotometre cihazi ile 490 nm dalga
boyundaki kore karsi absorbans degerleri okunmustur. Daha 6nceden olusturulan
glukoz standart egrisinde standart denklemine goére Olgiilen absorbans degeri
yerine koyularak Ornekteki toplam seker miktar1 belirlenmistir. UV-Vis
spektrofotometrede Olgiilen absorbans degeri standart glukoz konsantasyon
araliginda degil ise Oornekte gerekli seyreltmeler yapilmistir. Yapilan seyreltme

orani ile konsantrasyon ¢arpilarak seker miktar1 hesaplanir.

3.3.2 Toplam protein tayini

Hasat sonrasi elde edilen biyokiitle ve siipernatant igerisindeki toplam
protein miktarmin belirlenmesi i¢in Lowry protein metodu kullanilmistir (Lowry

et ak., 1951).

3.3.2.1 Standart egrinin hazirlanmasi

%5’lik Na,COg3 c¢ozeltisi (Reaktif A) ile %]1°lik K-Na-Tartarat ¢ozeltisi
igerisinde %0,5’lik CuSO4.5H,0 c¢ozeltisi (Reaktif B) hazirlanmistir. 50 mL
Reaktif A igerisine 2 mL Reaktif B eklenereck Reaktif C elde edilmistir. Daha
sonra 1 N Folin-Ciacalteu soliisyonu (Reaktif D) hazirlanmigtir. Standart egri
olusturmak i¢in 0,7g/L Sigir Serum Albiimini (BSA) ¢o6zeltisi hazirlanmistir.
Tablo 3.3’te belirtilen hacimlerde tiipler ile islem gergeklestirilmistir

Tablo 3.3 Toplam protein tayini i¢in standart grafik ve 6rnek hazirlanmasi

Kor Std1l Std2 Std3 Std4 Stds Ornek
BSA (mL) - 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 -
DH,O(mL) 0,5 0,45 0,4 0,35 0,3 0,25 -
Ornek(mL) - - - - - - 0,5
1IN NaOH(mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
5 dakika siiresince 100 °C’deki su banyosunda bekletilir.
Reaktif C(mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Reaktif D(mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Reaktif D ilave edildikten sonra tiipler laboratuvar kosullarinda 30 dakika
boyunca inkiibe edilmis ve UV-Vis spektrofotometre cihazi ile 750 nm dalga
boyunda kore karsi absorbans degerleri olgiilmiistiir. Reaktif A, B, C toplam
protein tayininde taze hazirlanmis ve her denemeler igin yeni standart egri

olusturulmustur.
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3.3.2.2 Bivyokiitlenin toplam protein tayini

Biyokiitle igerisindeki toplam protein miktarinin belirlenmesi igin 0,1 mg
kuru biyokiitle cam tiipe alinmis ve 2 mL distile su ile siispanse edilmistir.
Siispanse haldeki biyokiitleden pipet yardimiyla 0,5 mL ¢ekilmis ve yukarida

anlatilan islemler gerceklestirilerek hiicre i¢i protein miktar1 belirlenmistir.

3.3.2.3 Siipernatantin toplam protein tayini

Buzdolabinda +4°Cde muhafaza edilen siipernatant oda sicakligina
getirilerek 0,5 mL o6rnek cam tlip igerisine alinmistir. Tablo 3.3’te belirtilen
Lowry methodu uygulanarak 750 nm dalga boyunda absorbans degeri Sl¢iilmiis
ve hesaplanan kalibrasyon egri denkleminden yararlanarak siipernant igerisindeki

toplam protein miktar1 belirlenmistir.
3.4 Hiicre ici ve Hiicre Dis1 Nanopartikiil Sentezi

Bu tez ¢alismasinda Galdieria sulphuraria mikroalg kiiltiirii ile hem hiicre
ici hem hiicre dis1 yollarla biyolojik metal nanopartikiil sentezleme potansiyeli
arastirilmistir.  Hiicrelerin kiiltivasyonu sirasinda optimum biiyiime kosullar
gosterdigi logaritmik evrenin bitiminde iiretim sonlandirilarak 4100 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edilerek hasatlama islemi gerceklestirilmistir. Hasatlama
islemi ile biyokiitle ve siipernatant kisim birbirinden ayrilmistir. Santrifii
sonrasinda siipernatant kisim uzaklastirilarak pellet haldeki biyokiitle distile su ile
yikanarak tekrardan santrifiij edilmistir. Hiicre disi nanopartikiil sentezinde
kullanilacak hiicre igermeyen siipernatant ise kirlilik ve safsizliklarin
uzaklastirilmast i¢in tekrardan santrifiij edilmistir ve kaba filtre kagidi ile en son
filtre edilmistir. Silipernatant kistm hemen kullanilmayacaksa +4°Cde

buzdolabinda muhafaze edilmistir.

On optimizasyon calismalar1 icin hiicre ici ve hiicre dis1 nanopartikiil
sentezinde hem metal konsantrasyonu hem de metal ¢6zeltisi: biyokiitle orani(v/v)
ile yapilan tiim galigmalar erlen 6lgeginde gerceklestirilmistir.

3.4.1 Hiicre dis1 nanopartikiil sentezi

Mikroalg kiiltiriiniin hasat sonrasi santrifiij islemi ile elde edilen

stipernatant kisim biyokiitleden ayrilmistir. Siipernatant igerisinde birgok algal
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indirgeyici ajanlar bulundugu i¢in biyolojik nanopartikiil sentezinde faydali
olacag1 dislniilmistiir. Hiicre dis1 nanopartikiillerin sentezlenmesi i¢in algal
slipernatant ile titanyum ve giimiis metal ¢ozeltileri ile kullanilmistir. Uygulamaya
baslamadan Once yapilan literatiir arastirmasi sonucunda siipernatant ve metal

iceren ¢ozeltilerin minimum/maksimum konsantrasyon araliklari belirlenmistir.

Deney sirasinda Biyo-NP sentez optimizasyonu i¢in deneme deseninin
olusturulmasi i¢in Design Expert programinda Yiizey Yanit Yontemlerinden
(Response Surface Methodolgy) biri olan Merkezi Kompozit Tasarimi (Central
Composite Design) deneme deseni kullanilmistir. Metal konsantrasyonlar1 yapilan
arastirmalar sonucunda Titanyum (IV) bis (amonyum laktato) dihidroksit igin 1-
10 mM ve AgNOs; i¢in 1-10 mM olacak sekilde belirlenmistir (Arya et al., 2019;
Behravan et al., 2019; Sana and Dogiparthi, 2018; Pereira et al., 2020; Thakur et
al., 2019; Srinivasan et al., 2019; Velayutham et al., 2012). Diger bir parametre
olan hacimce metal ¢ozeltisi: siipernatant oraninin (V/v) minimum ve maksimum
degerleri 0.2-10 araliginda belirlenmistir. Calisma hacmi olarak 50 mL’lik
erlenlerde analizler igin yeterli olmasi i¢in 20 mL olarak belirlenmistir. Design
Expert programinda her metal i¢in optimize edilecek degerler Tablo 3.4 ve Tablo

3.5’te gosterilmistir.

Tablo 3.4 Titanyum (IV)bis (amonyum laktato) dihidroksit: Siipernanant igin belirlenen deneme

deseni
Deneme Metal Cozeltisi: Siipernatant Metal Konsantrasyon
(v/v) (mM)

1 51 5,05
2 51 5,05
3 0,2 5,05
4 8,56 8,55
5 8,56 1,55
6 51 5,05
7 51 5,05
8 51 10

9 1,64 1,55
10 51 5,05
11 10 5,05
12 51 01
13 1,64 8,55
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Tablo 3.5 AgNQ3: Siipernanant i¢in belirlenen deneme deseni

Deneme Metal Cozeltisi: Siipernatant Metal Konsantrasyon
(viv) (mM)
! 51 10
2 51 5,5
3 0,2 5,5
4 8,56 232
5 8,56 8,68
6 51 5,5
7 51 5,5
8 5.1 1
9 1,64 232
10 5,1 55
11 10 55
12 5,1 55
13 1,64 8,68

Design Expert programi ile biyolojik nanopartikiil sentezi i¢in olusturulan
deneme desenlerinde siipernant, metal ¢ozeltisi icerisine saniyede 1 damla olacak
sekilde biiret yardimiyla eklenmistir. Erlen icerisinde bulunan metal c¢ozeltisi
islem sonuna kadar balik yardimiyla siirekli karistirilmistir. Siipernatant igerisinde
yer alan metabolitlerin metalik ¢6zelti ile indirgenmesi igin erlenler ¢alkalamali
inkiibatorde sabit 25°C'de ve 200 rpm hizinda 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Literatiir arastirmasi sonucunda metalin indirgeme reaksiyonu
sonucunda kiiltiir ortamda renk degisikligi gergeklestigi bilinmektedir. Bu
denemeler sirasinda renk degisimin anlasilmasi i¢in negatif kontrol olarak
slipertanant icermeyen metal ¢ozeltisi ve pozitif kontrol olarak metal icermeyen
siipernatant  ¢ozeltisi  kullamlmigtir. Uretim  sonrasinda  nanopartikiillerin

karakterizasyonu i¢in 6rnekler +4°C' de muhafaza edilmistir.
3.4.2 Hiicre ici nanopartikiil sentezi

Hasat sonrasi elde edilen mikroalgal biyokiitle ile hem hiicre i¢i hem hiicre
dist olmak iizere iki farkli nanopartikiil {liretim metodu gerceklestirilmistir.
Stipernant ile hiicre dis1 nanopartikiil {iretiminde oldugu gibi degisken
parametreler metal c¢ozeltisi konsantrasyonu ve yas biyokiitle olarak

belirlenmigtir. Literatiir arastirmast sonucunda yas biyokiitlenin minimum ve
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maksimum degeri 0.1-5 mg/ml araliginda belirlenmistir. (Babu and Gunsekaran,
2009; Singh et al., 2019). Design Expert programu ile iki farkli metal ¢ozeltisi igin

olusturulan deneme deseni Tablo 3.6 ve 3.7’de gosterilmistir.

Tablo 3.6 Titanyum (1V) bis (amonyum laktato) dihidroksit: Yas biyokiitle i¢in belirlenen deneme deseni

Deneme Yas Biyokiitle Metal Konsantrasyon
(mg/ml) (mM)
1 2,55 5,05
2 4,95 9.91
3 0 5,05
4 8,56 9.91
5 8,56 0,19
6 5,1 5,05
! 5,1 5,05
8 5,1 5,05
9 1,64 10
10 5,1 0,19
1 10 5,05
12 51 0.1
13 1,64 5,05

Tablo 3.7 AgNO3: Yas biyokiitle igin belirlenen deneme deseni

Deneme Yas Biyokiitle Metal Konsantrasyon
(mg/ml) (mM)
1 2,55 55
2 2,55 55
3 0,19 1,17
4 2,55 1
S 0,19 9,8
6 5 55
7 4,91 938
8 2,55 55
9 2,55 55
10 2,55 55
11 4,91 117
12 0,1 55
13 2,55 10
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Biyokiitleden hem i¢i hem hiicre dis1 nanopartikiil sentezi i¢in mikroalg
kiltiirii logaritmik faz sonunda 4100 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda kiiltiir ortamindan silipernatant kistm uzaklastirilarak
biyokiitle elde edilmistir. Hiicre dis1 nanopartikiil sentezi sirasinda kiiltiir ortamina
bagh kirlilik ve tuzun uzaklastirilmasi icin biyokiitle 3 defa distile su ile
yikanmustir. Design Expert programinda belirlenen deneme desenlerine gore yas
biyokiitle hassas terazi ile tartilmistir ve uygun konsantrasyondaki metal ¢ozelti
ile siispanse edilerek inkiibasyona birakilmistir. Deneme sirasinda pozitif kontrol
olarak metal ¢ozeltisi igermeyen yas biyokiitle ve negatif kontrol olarak hiicre
icermeyen metal ¢dzeltisi kullanilmustir. Inkiibasyon sonunda siispanse haldeki
biyokiitle 4100 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir ve elde edilen
biyokiitle daha sonra karakterizasyon c¢alismalar1 igin +4°C de muhafaza

edilmistir.

Hiicre i¢i nanopartikiil sentezlenmesi sirasinda algal yas biyokiitle, 5 mL
distile su ile siispanse hale getirilmistir. Siispanse haldeki biyokiitle ¢ozeltisi
ultrasonikasyon cihazi ile %90 giic uygulamasiyla 9 devir/dk olacak sekilde
pargalama islemi uygulanmistir. Parcalanmis hiicre santrifiigasyon cihazi ile 4100
rpm’de 3 dakika boyunca hiicresel atiklardan uzaklagtirilmistir. Santrifiigasyon
sonrast slipernatant kisima gectigi diisliniilen nanopartikiiller, ortamdan
uzaklastirilarak karakterizasyon analizi i¢in buzdolabinda +4°C'de muhafaza

edilmistir.
3.5 FBNP Reaktor Sistemi

Galdeiria sulphuraria mikroalg tiiriiniin titanyum ve giimiis ¢ozeltileri ile
biyojenik nanopartikiil sentezleme potensiyeli arastirmasi i¢in gerceklestirilen 6n
optimizasyon ve karakterizasyon g¢aligmalar1 analiz edildiginde hiicre icermeyen

stipernatant ile hiicre dis1 titanyum nanopartikiil sentezlenmesine karar verilmistir.

Foto-Biyojenik Nanopartikiil Sentezi (FBNP) isimli fotobiyoreaktor
sistemi, 117 M 052 numarali TUBITAK Projesi kapsaminda basta Pikolab
Miihendislik olmak iizere proje ekibi tarafindan tasarlanmistir. FBNP reaktor
sistemi, nanopartikiillerin daha kontrollii kosullarda ve yiiksek hacimlerde
sentezlenmesine yardimci bir tasarim olarak diisiiniilmiistiir. Reaktor sistemi, 100-
150 mL g¢alisma hacmine sahip ayni anda paralel olarak ¢aligabilen 8 adet ana
malzemesi borosilikat olan karistirmali kaplardan olusmaktadir. Karistima

kaplariin iist kismima karistirict motor, saft, impeller, sicaklik ve renk 6lgiim
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sensorlii monte edilmistir. Dokunmatik kontrol paneli ile sicaklik, pH, karistirma
hiz1, renk parametresi takip edilebilmekte ve dosya olarak kaydedilmektedir (Sekil
3.2-3.3). Reaktor kontrol tinitesinde bulunan peristaltik pompa yardimi ile reaktor
kaplarinin igerisine siipernatant ile metal ¢ozeltisinin aktarimi ve numune alimi

islemi gerceklestirilmektedir.
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Sekil 3.3 Reaktor kaplarinin genel goriintiisii
3.5.1 FBNP reaktor sistemi ile titanyum nanopartikiil sentezi

On optimizasyon calismalar1 sirasinda sabit tutulan karistirma hizi, pH ve
inkiibasyon siiresi gibi parametrelerin daha Once yapilmis olan arastirmalar
sonucunda nanopartikiil sentezini etkiledigi bilinmektedir. Bu parametreler
iizerinde yogunlasilmasi i¢in segilen dretim yontemi ve metal ¢ozelti
konsantrasyonu iizerinden yeni bir optimizasyon c¢aligsmasi olarak Design Expert
programi iizerinden Yiizey Yanit Methodolojisi (CCD) ile yeni bir deneme deseni
olusturulmustur. FBNP reaktor sistemi i¢in optimize edilecek ti¢ farkli parametre

Tablo 3.8’ de verilmistir.
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Tablo 3.8 Galdieria sulphuraria siipernatanti ile FBNP reaktor sisteminde gergeklestirilen

titanyum nanopartikiil tiretimi i¢in olugturulan deneme deseni

Deneme Kanistirma Hizx inkiibasyon siiresi pH
(rpm) (dk)

1 285 47 65
2 217 73 85
3 217 22 85
4 400 47 6.5
5 353 73 85
6 285 47 65
7 285 47 10
8 285 5 6.5
9 285 47 6.5
10 285 47 44
11 217 22 44
12 217 73 44
13 353 73 44
14 353 22 85
15 353 22 6.5
16 285 47 6.5
17 285 47 6.5
18 170 47 6.5
19 285 47 3
20 285 90 6.5

Biyojenik titanyum nanopartikiil {retiminde kullanilan Galdieria
sulphuraria nin kiiltivasyonu Sekil 3.4’te gortldigi gibi karistirmali biyoreaktor
sisteminde (Sartorius, BiostatA) calisma hacmi 1,6 L, 180 rpm karistirma hizi, 1
vvm’lik havanlandirma ve 42°Cde isletim parametreleri olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Mikroalg hiicreleri i¢in hazirlanan Cynadinium besi ortami
biyoreaktdr sistem icerisine aktarilarak 121 °C’de 15 dakika boyunca

otoklavlanmistir. Otoklavlama islemi oncesinde gerekli olan problar, 6rnek alma
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haznesi, impeller da reaktére uygun bir sekilde yerlestirilmistir. Kiiltivasyon
sirasinda pH ve sicaklik parametreler bilgisayardaki kontrol paneli ile anlik olarak

gbozlemlenmistir.

T —

Sekil 3.4 Galdieria sulphuraria’nin karistirmali reaktorde kiiltivasyonu

Mikroalg hiicrelerinin - maksimum biiyiime gosterdigi 11. gilinde
kiiltivasyon sonlandirilip 4100 rpm hizinda 5 dakika boyunca santrifiij edilerek
hasatlama islemleri gerceklestirilmistir. Biyokiitle kisimdan ayrilan siipernatant
kiiltiirden kaynaklanan hiicresel atiklarindan uzaklastirilmasi igin tekrardan
santrifiij edilmis ve sonrasinda kaba filtrasyon islemi uygulanarak daha sonra

kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

On optimizasyon c¢alismalar1 sonucu elde edilen veriler dogrultusunda
optimum titanyum ¢ozeltisi konsantrasyonu 3,4 mM ve titanyum ¢dozeltisi:
siipernatant hacimsel oran1 7,8 olarak belirlenmistir. FBNP reaktor sisteminde
nanopartikiil sentezi sirasinda 133 ml titanyum ¢ozeltisi ve 17 ml algal
stipernatant kullanilarak ¢alisma hacmi 150 ml olarak belirlenmistir. Reaktore ilk
olarak oda sicakligindaki metal ¢ozeltisi aktarilarak karistirma islemi
baglatilmistir. Daha sonra kontrol panelinde bulunan peristaltik pompa yardimu ile
siipernatant saniyede 1 damla olacak sekilde metal cozeltisine aktarilmistir.
Uretim pH’min kontrolii panel iizerinden izlenmistir ve pH ayarlamasi i¢in 0,1 M
H,SO,4 ve 0,1 M NaOH cozeltileri kullanilmistir. Reaktorler deneme desenindeki
parametrelerine gore oda sicakhiginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda her bir reaktérde karistirma islemi sonlandirilmis ve Ornekler falkon
tiiplere aktarilmigtir. Falkon tiiplerde bulunan 6rnekler petri kaplarinda 25 ml ve
ependorflarda 1.5 ml olacak sekilde 60°C sicakliktaki etiiv igerisinde 1 gece
boyunca kurutulmaya birakilmisgtir (Bavanilatha et al., 2019). Kurutma sonrasi
elde edilen toz haldeki nanopartikiiller karakterizasyon c¢alismalar1 igin

kullanilmigtir.  Aynt zamanda {iretim sonrasinda reaksiyona girmemis
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kimyasallarin uzaklastirilmasi i¢in nanopartikiiller, 10000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek siipertant kistm 60 °C’de etiivde kurutularak c¢alismalarda
kullanilmistir (Arabi et al., 2020)

Nanopartikiillerin karakterizasyon islemi olarak gerceklestirilen ortalama
partikiil ¢aplar1 deneme deseni sonucu olarak programa girilmistir. Sonuglar
dogrultusunda desen optimize edilerek minimum partikiil boyutuna sahip ortam
kosullar1 belirlenmistir. Optimizasyon sonucunda en uygun nanopartikiiller FBNP
reaktor sistemi yeniden sentezlenerek in vitro hayvan hiicre kiiltiirii ¢alismalari
gergeklestirilmistir.

3.6 Sentezlenen Nanopartikiillerin Karakterizasyon Calismalari

Tez kapsaminda sentezlenen nanopartikiillerin  karakterizasyon
fizikokimyasal analizleri igin UV-spektrofotometre ile yiizey plazmon
rezonansini, FTIR ile indirgen fonksiyonel gruplar, Zeta-sizer ile harmonik
ortalama partikiil capi, SEM ile yiiksek ¢oziiniirliikte boyut goriintiilenmesi gibi

Olctim yontemleri kullanilmistir.
3.6.1 Zeta-Sizer

Malvern, Zetasizer Nano Range cihaz1 disiik konsantrasyonlarda
nanopartikiil i¢eren Orneklerin boyut ve dagilimlarin1  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. On optimizasyon ve FBNP reaktdr ile sentezlenmis

nanopartikiillerin ortalama ¢ap1 ve dagilimlarini belirlemek igin Zeta-Sizer
kullanilmigtir (Murdock et al., 2008).

3.6.2 Ultraviyole ve goriiniir alan spektroskopi(UV-Vis)

UV-Vis spektrofotometre, bir 151tk demetinin Sivilar ve opak kati
maddelerden gectikten sonra Ornek yiizeyinden yansiyarak partikiillerin
absorbladiklar1 1s1mim yogunlugunu oO6lgmektedir. Bu tez ¢alismasi sirasinda
nanopartikiillerin 200-500 nm dalga boyun araliginda maksimum absorbans
verdigini belirlemek i¢in kullanilmistir (Titus and Samuel, 2019).
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3.6.3 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi(FTIR)

FTIR cihazt nano yapidaki malzemelerin yapisal ve fizikokimyasal
ozelliklerini, belirli fonksiyonel gruplarin etkilesimleri ve durumlari hakkinda
bilgi vermektedir. Bu tez c¢alismasinda FTIR Olgiimleri kullanilarak
nanopartikiillerin indirgeme ve kaplayici ajan olarak rol oynayan algal potansiyel
metabolitlerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Mourdikoudis et al., 2018)

3.6.4 Taramal elektron mikroskobu(SEM)

FBNP reaktor sistemi ile sentezlenen titanyum nanopartikiillerinin yiizey
morfolojileri ve boyutsal analizleri i¢in Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test
ve Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (MATAL) tarafindan
SEM cihazi goriintiilemesi kullanilmistir (Raliya et al., 2014).

3.6.5 Disk difiizyon yontemi ile antibakteriyal tayini

Mikroalgal metabolitler ile sentezlenen nanopartikiillerin antibakteriyal
etkisi belirlemek i¢in disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Deney sirasinda gram
pozitif Staphylococcus aureus ve gram negatif Escherichia coli bakterileri
kullanilmistir. Yatak agarda bulunan test bakterileri 6ze yardimi ile kabin
icerisinde steril kosullarda Muller Hilton Broth i¢eren cam tiiplere inokiile edilir
ve 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilarak aktive edilmistir. Bakteri
koloni sayisinin belirlenmesi 0.5 McFarland ¢ozeltisi ile es deger bulaniklikta
olacak sekilde degerlendirilmistir. Cam tiip igerisindeki kiiltliir ortaminin
bulaniklifinin McFarland standartina ile ayni olmasi i¢in 50 pl steril serum
fizyolojik ilave edilir. Test mikroorganizmalar1 soliisyonlar1 aseptik kosullarda
100 pul Miller Hilton Agar besiyeri iceren petrilere aktarilarak steril L-baget
yardimiyla yayilmgtir. Igerisinde Miiller Hilton Agar bulunan petrilere steril
diskler koyulmadan once disklere emdirilecek nanopartikiil ¢ozeltisi, negatif
kontrol kullanilan metal ¢ozeltisi igermeyen siipernatant, pozitif kontrol olarak
kullanilan ticari antibiyotik olan gentamisin petrilerdeki konumlar1 belirlenmistir.
Disklere gentamisin antibiyotiginde 10 pl, metal ¢ozeltisi icermeyen
slipernatanttan 20 pl, antinbakteriyal aktive tespiti i¢in her bir 6rnekten 70 pl
nanopartikiilleri igeren numune emdirilmisir. Ardindan kuruyan diskler 6nceden
belirlenen noktalara, steril pens yardimiyla test organizmalarinin yayildigi petri

kaplarmna yerlestirilmistir. Bu islem sonunda petri kaplar1 etiiv igerisinde 37°C’de
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24 saat boyunca inkiibasyona alinmistir. 24 saat sonra olusan zonlar cetvel

yardimiyla Olgiilerek kaydedilmistir.
3.6.6 Minimum inhibisyon konsantrasyon(MIC) belirlenmesi

Mikroalgal metabolitler ile sentezlenen nanopartikiillerin bakterinin
tiremesini inhibe eden en diisiik konsantrasyonunu belirlemek i¢in MIC analizi
gerceklestirilmistir. Test organizmalar1 olarak Escherichia coli (Gram-negatif) ve
Staphylococcus aureus (Gram-pozitif) Miiller Hilton Broth igeren cam tiiplere
ekilmistir ve 24 saat inkiibe edilmistir. Cam tiiplerde aktive edilen S. aureus ve E.
coli mikroorganizma miktar1 108 CFU/ml esdeger bulanikliga sahip 0.5
McFarland ¢6zeltisi ile ayarlanmustir. Steril serum fizyolojik ile belirli seyreltme
yapilarak 10° CFU/ml mikroorganizma siispansiyonu mikrodillisyon yonteminde
kullanilmigtir. MIC belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilmistir.
Test organizmalar1 2 paralelli olacak sekilde tekrar1 yapilmistir. 1A-H, 2A-H,
kuyucuklarinda etiivde kurutulan titanyum dioksit nanopartikiilleri, 3A-H, 4A-H
kuyucuklarinda ependorflarda santrifiij sonrasi yikama islemi gergeklestirilen
titanyum dioksit nanopartikiilleri, SA-D ve 6 A-D kuyucuklarinda kontrol gruplari
S. aureus tizerine etkisi test edilmistir. 7A-H, 8A-H, kuyucuklarinda titanyum
dioksit nanopartikiilleri, 9A-H, 10A-H kuyucuklarinda ependorflarda santrifiij
sonrast yikama islemi gerceklestirilen titanyum dioksit nanopartikiillerinin, SF-H
ve 6F-H kuyucuklarinda kontrol gruplart E. coli tizerinde etkisi test edilmistir.
5A-H ve 6A-H kuyucuklari sadece besiyeri, hiicre ve besiyeri, gentamisin ve
hiicre icermektedir ve negatif kontrol olarak su kullanilmistir. 5A-H st
kuyucuklar1 S. aureus igin, 5A-H alt kuyucuklari E. coli i¢in pozitif kontrol
bakteri igeren ve antimikrobiyal ajan igermeyen besiyeri olarak kullanilmistir.
Besiyeri olarak Muller Hinton Broth kullanilmistir. Titanyum nanopartikiillerin
etkisinin test edildigi hatlardaki ilk kuyucuga ilk olarak 40 pl numune
eklenilmistir. Ayn1 hat lizerindeki diger kuyucuklara 20 pl besiyeri eklenmistir.
Daha sonra ilk kuyucuktaki 40 pl numuneden pipet yardimiyla 20 pl gekilerek
diger kuyucuga aktarilmistir. Seri seyreltme yapilarak her kuyucuktan 20 pl diger
kuyucuga pipet yardimiyla aktarilmistir ve en son kuyucuktan 20 pl ¢ekilerek atik
kabina atilmigtir. Seyreltme yapildiktan sonra kuyucuklarin igerisine 160 pl
besiyeri, son olarakta test mikroorganizma siispansiyonundan 20ul ilave
edilmistir. Pozitif kontrol olarak 10mg/mL konsantrasyonunda gentamisin
antibiyotigi ile gergeklestirilmistir. MIK islemi bitirdikten sonra mikroplakalar
37°C’de 24 saat boyunca etiivde inkiibe edilmistir.



46

3.7 Hayvan Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Galdieria. sulphuraria’ nin mikroalgal siipernatanti ile hiicre dist
sentezlenen titanyum nanopartikiillerin  kozmetik alanda etkinligi ve
uygulanabilirligi Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii, Hayvan Hiicre
Miihendisligi ve Biyoproses Laboratuvari’ndan temin edilen saglikli insan deri
keratinosit (HaCat) ve deri fibroblastik (Detroit 551) hiicre hatlar1 {izerinde
MTT’ye dayanan sitotoksisite ve yara modeliyle incelenen biyoaktivite testlerinin
gergeklestirilerek incelenmistir. Yapilan bu testlerden alinan sonuglar karsilikli
olarak analiz edilmis, kozmetik {irlinlerin testinde kullanilmasi planlanan algal
kaynakli nanopartikiillerin etkisi incelenmistir. Biyouyumluluk testlerinden olan
sitotoksisite deneyleri, in vitro kosullarda bir test bilesiginin, genellikle
belirlenmis bir inkiibasyon periyodundan sonra kalan canli hiicrelerin sayisini

belirleyerek, kiiltiir igindeki hiicreler i¢in toksik olup olmadigini 6l¢mektedir.
3.7.1 Hiicre hatlan

Tez kapsaminda kozmetik amacghi dretilen biyolojik titanyum
nanopartikiilleri sitotoksisite ve biyoaktivite testleri icin Ege Universitesi,
Biyomiihendislik Boliimii, Hayvan Hiicre Miihendisligi ve Biyoproses
Laboratuvar1 Hiicre Kiiltiirlii Koleksiyonunda bulunan HaCat ve Detroit 551 hiicre
hatlar1 kullanilmustir. HaCaT ve Detroit 551 hiicrelerinin biiyiime ortami olarak
%10 (v/v) 1s1 ile inaktive edilmis fotal sigir serum-FBS, %1 (v/v) L-glutamin ve
%0,1 (v/v) penisilin-streptomisin igeren %90 (v/v) DMEM-HG besin ortami
kullanilmigtir. Tez kapsaminda, hiicre hatlarmin iki giinde bir besin ortamlari
degistirilmistir, hiicreler ters faz mikroskop ile tek tabaka olacak sekilde yiizeyi

kapladiklarinda pasajlama islemi gergeklestirilmistir.
3.7.2 MTT testi ile sitotoksik etkinin belirlenmesi

Titanyum nanopartikiillerinin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkinin
belirlenmesinde, hiicre canliligiin dl¢lilmesine yonelik kalorimetrik bir yontem
olan metil thiazol tetrazolium (MTT) testi uygulanmistir. Bu test sirasinda hiicre
hatlar1 1x10° hiicre/mL baslangi¢ konsantrasyonunda 96-gozlii pleytin gézlerine
(1x10* hiicre/bir pleyt gozii) ekildi ve 24 saat boyunca inkiibasyona (37°C, %5
COy,) brrakildi. Bu siire sonunda hiicrelerin iizerindeki besin ortami dikkatli bir
sekilde ¢ekildi ve nanopartikiillerin belirlenen konsantrasyonlarindan (200png/mL
— 6.25 pg/mL arasi toplamda 6 seyreltme) ve negatif-pozitif kontrol soliisyonlari
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dahil her goze 100’er ul olacak sekilde ekleme yapildi. Hiicreler tekrardan
inkiibasyona (37°C, %5 CO,) birakildi ve 24-48-72. saatlerde MTT testi
uygulandi. Bu silirecin  sonunda hiicre igeren tiim gozlere Smg/ml
konsantrasyonunda %10 MTT soliisyonu igeren serumsuz besin ortamindan
100’er pul eklendi ve 3 saat boyunca 37°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra MTT igeren her gozdeki besin ortamlari dokiilerek, formazan
kristalleri ¢6zdiiriilmesi igin dimetil stilfoksit soliisyonundan 100’er ul kadar
eklendi. Ardindan yeterli ¢alkalama isleminden sonra mikropleyt okuyucusu
kullanilarak 570 nm/ 690 nm dalga boylarinda absorbans degerleri 6l¢iildii. Hiicre
canliligi su formiilden hesaplandi; [(AE — AB) / (AC — AB)]. Burada AE; deney
orneklerinin absorbansi, AC; islem gérmemis Orneklerin absorbansit ve AB, bos

kontrol grubu absorbans degeridir.
3.7.3 Yara iyilestirme 6zelliginin belirlenmesi

MTT testi sonrasinda biyoaktif konsantrayonu belirlenen titanyum
nanopartikiillerinin ~ hiicreler  iizerindeki  yara 1iyilestirme  6zelliginin
belirlenmesinde migrasyon denemesi uygulanmistir. Migrasyon denemeleri ibidi
firmasi tarafindan saglanan iki kuyucuktan olusan biyouyumlu silikon (ibidi,
Culture-Insert-2 well, 80206) malzeme ile gergeklesmistir. Pasajlama sirasinda
HaCat ve Detroit 551 hiicreleri flasktan alinarak hemasitometre yontemiyle
mikroskopta sayilmistir. Sayim sonrasinda her iki kuyucuga 70 pl hiicre
stispansiyonu eklenmistir. Hiicreler ekildikten iki giin sonrasinda yiizeyi tamamen
kapladiginda proliferasyonun durdurulmasi i¢in serumsuz ortamda 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroskop yardimiyla
hiicrelerin ylizeyi tamamen kaplandigint kontrol edilmistir. Hiicreler ylizeyi
tamamen kapladiginda steril bir pens yardimiyla kuyucuklar yavasca ¢ikarilmistir.
Hiicrelerin tekrar yapigmamasi adina hiicreler, Ca™? ve Mg* icermeyen PBS ile
yikanmistir Kontrol grubu olarak hiicre tiretiminde kullanilan hazir DMEM HG
besin ortami kullanilmistir. Yara modeli 0. saatten itibaren ters faz 1sik
mikroskobu altinda 24 saat boyunca kontrol edilmistir.

3.7.4 FITC ile isaretli nanopartikiillerin goriintiilenmesi

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin saglikli insan deri keratinosit
(HaCaT) hiicre hatlarinda goriintiilenmesi floresein izotiyosiyanat (FITC) ile
isaretlenerek gerceklestirilmistir. Analiz i¢in HaCaT hiicreleri 12-g6zlii pleytin
gozlerine (1x10” hiicre/bir pleyt gozii) ekilmistir ve 24 saat boyunca inkiibasyona
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(37°C, %5 COy) birakilmistir. Floresan etikleme i¢in 5 mg/mL saf methanol ile
¢ozdiirilen FITC’den 250 ul gekilerek 100 pl (10mg/ml) titanyum dioksit
nanopartikiilleri ile siispanse hale getirilmistir. Hazirlanan siispansiyon ¢ozeltisi
oda sicakliginda 1000 rpm karistirma hizinda bir gece boyunca karanlikta
bekletilmigitir. Bekletme sonrasi ¢ozelti 7000 rcf (9789 rpm) hizinda
santrifiijlenmis ve steril distile su ile siipernatant renksiz olana kadar santrifiij
islemi devam etmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen FITC-TiO, nanopartikiilleri
PBS ile siispanse edilerek tekrardan 10 mg/ml olacak sekilde hazirlanarak
karanlikta +4°C’de muhafaza edilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerin iizerindeki
besin ortami dikkatli bir sekilde c¢ekilmistir ve taze DMEM-F12 ortamu ile
degistirilmistir. FITC-TiO, nanopartikiilleri belirlenen konsantrasyonda (25-50-
100 pg/ml) ve kontrol grubu sahil her géze toplam 2 ml olacak sekilde ekleme
yapildi ve hiicreler 37°C’de %5 COy’li inkiibatdrde tekrardan inkiibasyona
birakilmistir. FITC-TiO, nanopartikiilleri 24 ve 48. saatlerde floresan mikroskobu

altinda incelenmistir (Jochums et al., 2017).
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4 BULGULAR ve TARTISMA
4.1 Galdieria sulphuraria Biiyiime Kinetigi

Kirmiz1 bir mikroalg tiirii olan Galdieria sulphuraria mikroalgi optimum
pH ve sicaklik kosullarinda kiiltivasyonu gerceklestirilmis ve giinliik yapilan kuru
biyokiitle, mikroskobik hiicre sayimi ve spektrofotometrik analizler yapilarak
biiyiime kinegi c¢ikartilmistir. Yapilan her bir analiz sonucu ile elde edilen

verilerin zamana kars1 grafigi olusturulmustur.

27
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Sekil 4.1 Galdieria sulphuraria hiicrelerinin zamana kars1 hiicre sayis1 degerleri

Yapilan literatiir ¢alismalar1 Galdieria sulphuraria hiicre kiiltiirlerinin
miksotrofik, heterotrofik ve ototrofik biiyiime yontemleriyle kiiltivasyonu
gerceklestirilmistir. Bu calismalar dogrultusunda mikroalglerin heterotrofik ve
miksotrofik ortam kosullarinda daha yiiksek konsantrasyonda biyokiitle eldesi ve
daha hizli uyum faz1 gosterdigi gézlemlenmistir (Lopez et al., 2019; Sakurai et al.i
2016). Bu tez c¢alismasi sirasinda Galdieria sulphuraria min heterotrofik
kosullarda kiiltivasyonu gerceklestirilmistir. Giinliikk analizler 3 paralelli olacak
sekilde karsilastirilmis ve bu 1{ic degerin aritmetik ortalamasi1 alinarak

hesaplamalar yapilmstir.

Sekil 4.1°deki veriler incelendiginde mikroskobik hiicre sayisinin 11.
giinde maksimum degerinin 1.6x10® hiicre/ml oldugu gozlemlenmistir. Hiicreler
logaritmik biiylime evresine ise 4. giinden itibaren girmistir. Yapilan hiicre sayimi
sirasinda uygun pipetleme isleminin gergeklestirilmemesi kuyucuklar igerisindeki
hiicre yogunlugundan dolayi iist {iste cakisan bir goriintii gozlemlenmesine neden
olmustur. Bu durum bazi gilinlerde yanlis hiicre sayisinin belirlenmesine neden

olmustur.
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Sekil 4.2 Galdieria sulphuraria hiicrelerinin zamana karsi optik yogunluk degerleri
Sekil 4.2 incelendiginde hiicrelerin optik yogunluk degerleri mikroskobik

hiicre sayim1 analizi ile benzerlik gostermis ve 800 nm’de maksimum absorbans

11. glinde elde edilmistir.
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Sekil 4.3 Galdieria sulphuraria hiicrelerinin zamana kars1 hiicre sayis1 degerleri

Mikroalg hiicrelerinin Sekil 4.3°te maksimum kuru agirlik konsantrasyonu
10. giinde 4 mg/ml olarak elde edilmistir. Giinliik yapilan analiz verilerinden yola
¢ikarak hiicre i¢i ve hiicre digi nanopartikiil sentezi i¢in gerekli olan Galdieria
sulphuraria mikroalginin kiiltivasyonun duragan faza girmeden maksimum hiicre

yogunluguna ulastig1 11. giinde sonlandirilmasina karar verilmistir.
4.2 Biyokimyasal Analizler

Nanopartikiil biyosentezinde kullanilan biyolojik indirgeyici ve stabilize
edici ajanlar olarak hiicresel metabolitler dnemli rol oynamaktadir. Biyolojik
nanopartikiil ~ sentezinde metal iyonlarim1  indirgenmesinde  proteinler,
polisakkaritler, alkaloidler, flavonoidler, terpenoidler gibi biyomolekiiller yer



51

almaktadir (Shavandi et al., 2019; Chowdhury et al.,2014). Bu literatiir bilgileri
dogrultusunda heterotrofik kosullarda kiiltivasyonu gergeklestirilen hiicrelerin
hasat sonrasi1 elde edilen siipernatant ve biyokiitlenin toplam seker ve protein

miktar1 belirlenmistir.

Toplam protein tayini i¢in kullanilan Lowry tekniginde ve toplam seker
tayini i¢in kullanilan Dubios teknigi ile Olgiilen standartlar sonrasi elde edilen
grafikler Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Standartlar ile elde edilen toplam seker(a) ve protein(b) tayini egrisi

Kiiltivasyon sonunda gergeklestirilen biyokimyasal analizler sonrasi,
standartlardan elde edilen denklerm kullanilarak kore karsi absorbans degeri
denklemde vy, seker veya protein miktar1 ise denklemde yerine konularak
hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucu elde edilen veriler Tablo 4.1°de
belirtilmistir.
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Tablo 4.1 Galdieria sulphuraria’nin biyokimyasal analiz sonunglari

Biyokimyasal Metabolit Hiicre Ici Hiicre Dis1

Toplam Seker Tayini 1,4908 ng glikoz/mg biyokiitle 12,024 pg glikoz/ml siipernatant

Toplam Protein Miktar1 0,2006 mg protein/mg biyokiitle | 0,816 mg protein/ml siipernatant

4.3 On Optimizasyon Denemeleri

Hiicre ici ve hiicre dis1 biyojenik nanopartikiil sentezi 6n optimizasyon
denemeleri erlenlerde  gerceklestirilmisti. On optimizasyon denemeleri
sonucunda elde edilen nanopartikiillerin karakterizasyon sonuglar1 tablolar ve

sekiller halinde diizenlenmistir.
4.3.1 Hiicre dis1 sentezlenen partikiillerin boyut analizi

Bu tez ¢alismasinin 6n optimizasyon denemelerinde iki farkli metal ¢ozeltisi
ve Galdieria sulphuraria mikroalgal metabolitlerinin biyolojik nanopartikiil
sentezleme potansiyeli ve optimizasyon denemeleri gergeklestirilmistir. On
optimizasyon caligmalarinda metal konsantrasyonu ve hiicre disi siipernatant:
metal ¢6zelsi, hiicre i¢i biyokiitle: metal ¢dzeltisinin hacimsel oranlart iki farkl
parametre olarak belirlenmistir. Bu parametreler i¢in uygun deneme deseni
Design Expert programi tarafindan olusturulmustur.

Literatiir  arastirmalar1  sonucunda metal iyonlarmin indirgenerek
nanopartikiil sentezi sirasinda ortamda renk degisimi gézlemlenmektedir. Bu renk
degisimin incelenmesi ig¢in 6n optimizasyon calismalarinda erlenlerin ilk ve son

hali fotograflanmistir.

Titanyum metali i¢in olusturulan deneme deseni ve Kkarakterizasyon
sonuglar1 Tablo 4.2°de gdsterilmistir.
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Tablo 4.2 Galdieria sulphuraria stipernatanti ile hiicre dis1 titanyum nanopartikiil sentezi i¢in

olusturulan 6n optimizasyon denemeleri

Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonras1

Zeta-Sizer(nm)

100,9

R2
8.55mM Ti
8.56mM
(Ti: Sp)

57,61

R3
5,05 mM Ti
51mM
(Ti: Sp)

112,3

R4
5,05mM Ti
5,1mM

(Ti: Sp)

139




Tablo 4.2 (devam)
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Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonrasi

Zeta-Sizer(nm)

RS
1,55mM Ti
8,56mM
(Ti: Sp)

165,1

R6
0,ImM Ti
5,1mM
(Ti: Sp)

166,4

R7
10mM Ti
5,1mM
(Ti: Sp)

67,03

RS
1,55mM Ti
1,64mM
(Ti: Sp)

1747

R9
5,06mM Ti
0,2mM

(Ti: Sp)

925,3
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Tablo 4.2 (devam)

Deneme Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonras1 Zeta-Sizer(nm)

R1
5,05mM Ti
51mM
(Ti: Sp)

o

104,9

Y]
[N

1
5,05mM Ti
10mM
(Ti: Sp)

495,8

A
[
N

5,05mM Ti
5,1mM
(Ti: Sp)

94,35

1135

On optimizasyon calismalarinda titanyum metal konsantrasyon araligi 1-
10 mM olacak sekilde hiicre dis1 nanopartikiil sentezi gerceklesmistir. Calisma
sirasinda acik beyaz renge sahip silipernatant ¢ozeltisi inkiibasyon sonrasit daha
koyu ve bulanik beyaz renge dogru gegen bir degisim gostermistir. Inkiibasyon
sonunda Orneklerin Zeta-Sizer cihazi ile ortalama harmonik partikiil ¢aplari
hesaplanmistir. Genel olarak titanyum metali ile yapilan denemelerden iyi
sonuglar elde edilmistir. Deneme 8, 9 ve 13 numarali ¢alismada partikiil ¢aplari
500 nm’den iistiinde Sl¢iilmiistiir. Bu tez ¢aligma sirasinda partikiil capinin en az

200 nm altinda olmasin1 amagladigimiz i¢in bu denemelerdeki oranlar dikkate
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alimmustir. Siipernatant denemelerinde en diisiik metal konsatrasyonu ile 166,4 nm
partikiil ¢ap1 Olciilmiistiir. Metal: siipernatant hacimsel orani 8.56 ve metal
konsantrasyonu 8,55 mM olan deneme 2’de ise en diisiik partikiil ¢ap1 57,61 nm
olarak olglilmiistiir. Zeta-Sizer cihazi ayn1 zamanda tiretim sonunda elde edilen
stispansiyon igerisindeki nanopartikiillerin boyut olarak homojen dagilima sahip
olup olmadigin belirten PDI (poly dispersity index) degerini hesaplamaktadir. Bu
deneme deseninde PDI degeri 0,279 oOlglilmiis ve partikiil dagiliminin homojen
oldugunu gostermistir. Sekil 4.5’te belirtildigi iizere deneme 3’ten elde edilen
partikiillerin grafiksel goriintiisiinde tek bir egrinin olmasi boyut olarak homojen
yapilara sahip partikiiller sentezlendigini géstermektedir. Bu durum deneme 2 ile
kiyaslandiginda daha fazla egrinin bulunmasi ¢ok farkli yapi1 ve boyutlarda
partikiillerin bulundugu belirtmektedir. Nanopartikiillerin diisiik partikiil ¢apina
sahip olmasi1 ve homojen bir dagilim gdstermesi arastirmalarda daha g¢ok tercih
edilmektedir.

Results

a) Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1224 Peak 1: 1164 100,0 32,69
Pdl: 0,279 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,958 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
= 15
]
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¢
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g
]
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J
]
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b Results
) Size (d.n... % Intensity:  §t Dev (d.n...
Z-Average (dnm): 5761 Peak 1: 1029 83,1 4533
Pdl: 0,565 Peak 2: 6,895 12,6 2,161
Intercept: 0919 Peak 3: 4340 44 9482

Result quality Refer to guality report
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Record 4721: G4 2|

Sekil 4.5 Zeta-Sizer cihazi ile ortalama partikiil ¢ap1 hesaplanan 2(a) ve 3(b) numarali desenlerin sonucu
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Hiicre dis1 giimiis nanopartikiil sentezi sirasinda kullanilan erlenlerin

reaksiyon dnce ve sonrasi goriintiileri Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 Galdieria sulphuraria siipernatanti ile hiicre dis1 glimiis nanopartikiil sentezi i¢in

olusturulan 6n optimizasyon denemeleri

Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonras1

Zeta-Sizer(nm)

R1
10 mM AgNO;
5,1 (AgNO: Sp)

1202

R2
2,32 mM AgNO;
8,56 (AgNO3: Sp)

2929

R3
55 mM
AgNO3

5,1 (AgNOs: Sp)

1135




Tablo 4.3 (devam)
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Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonras1

Zeta-Sizer(nm)

R4
5,5 mM AgNO3
5,1(AgNOQ;: Sp)

1181

R5
8,68 mM AgNO;
1,64 (AgNO3: Sp)

1134

R6
5,5 mM AgNO;
5,1(AgNOQ3: Sp)

1465

R7
5,5 mM AgNO;
0,2(AgNO3: Sp)

1495




Tablo 4.3 (devam)
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Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonras1

Zeta-Sizer(nm)

R8
5,5 mM AgNO;
10(AgNO3: Sp)

1402

R9
2,32 mM AgNO;
1,64 (AgNOs: Sp)

1638

R10
1 mM AgNO;
5,1(AgNOs: Sp)

1241

R11
8,68 MM AgNO;
8,56 (AgNO;: Sp)

1182
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Tablo 4.3 (devam)

Deneme Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonras1 Zeta-Sizer(nm)

R12
5,5 mM AgNO;
5,1 (AgNOs: Sp)

1701

R13
5,5 mM AgNO;
5,1 (AgNOs: Sp)

1532

Deneme deseninde ortalama partikiil ¢ap1 genel olarak 1000 nm tizerinde
dlciilmiistiir. Inkiibasyon sonunda deneme numalar 5, 9, 12 ve 13 olan desenlerde
daha erlen i¢indeki ortam renginin opaklastig1 gézlemlenmistir. Deneme 2 ve 9°da
herhangi bir renk degisimi olmamistir. Bu homojen goriintii partikiil ¢apt analizi
sirasinda tek yapilt ve diisiik PDI degerine sahip Olglimler elde etmemizi
saglamistir. Bulanik goriintli icerisinde meydana gelen agregasyonlar ortalama
harmonik partikiil ¢apin1 degistirmektedir. Bu deneme deseninde optimum deger
olan 5,5 mM AgNO; metal konsantrasyonu ve hacimsel oranda 5,1 degerindeki
AgNO; c¢ozeltisi: algal stipernant ile 1181 nm partikiil capr Ol¢iilmiistiir.
Partikiillerin mikron boyutlarda ortalama capa sahip olmalarinin nedeni olarak
analiz i¢in buzdolabinda bekletilmesi ve zamanla olusan floklarin ¢okelti
olusturarak heterojen bir ¢ozelti olusturmasi sdylenebilir. Sekil 4.6’da
partikiillerin PDI degerleri ve grafiksel egri dagilimi goriilmektedir. En diisiik
partikiil capina sahip olan deneme 4’te PDI degeri 0,443 olarak ol¢iilmiistiir. Bu
degerin yiiksek olmasi ¢ozelti igerisinde partikiil boyutlarinin homojen yapida
olmadigi ve floklardan dolay1r olusan diizensiz yapilarin boyut araligini
etkiledigini belirtmektedir. Her iki grafigi de inceledigimizde ¢an egrisinin ¢ok
sivri, diizglin olmayan dagilim gosterdigi ve boyut olarak 1000 nm’ye yakin
degerler igerdigi belirtilmistir.
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Results
a) Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1181 Peak 1: BET 4 100,0 1155
Pdl: 0,443 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,938 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
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Size {d.nm)
Record 1915 Tujce Ag GS 41|
b Results
) Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1241 Peak 1: 9013 100,00 168,9
Pdl: 0,472 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,928 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

intensity (Percent)
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Sekil 4.6 Zeta-Sizer cihazi ile ortalama giimiis partikiil cap1 hesaplanan 4(a) ve 10(b) numarali

desen sonucu
4.4 Hiicre I¢i Sentezlenen Partikiillerin Boyut Analizi

Hiicre i¢i biyojenik nanopartikiil sentezi Galdieria. sulphuraria yas
biyokiitlesi ile metalik ¢ozeltilerin farkli konsantrasyonlar: siispanse edilerek
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin logaritmik biiylime evresi sonunda hasatlama
islemi ile biyokiitle siipernatanttan uzaklastirilmigtir. Algal biyokiitle ile Titanyum
(IV)bis (amonyum laktato) dihidroksit ve AgNO; metal ¢ozeltileri deneme
deseninde belirlenen araliklara gore inkiibe edilmistir. Hiicre i¢i nanopartikiil
sentezinin hiicre membran1 araciligiyla metabolik yolaklar ile metal tuzlarinin
indirgenmesiyle gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle inkiibasyon sonunda
sonikasyon ile hiicre pargalama islemi gergeklestirilmis ve hiicresel partikiillerin
besin ortamina gecisi saglanmustir. Partikiil karakterizasyon analizleri bu
ortamdan numune aliarak gerceklestirilmistir. Metalik nanopartikiil sentezini

sirasinda reaksiyon gergeklesmesi veya gerceklesmemesi durumu ortamda
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gorlilen renk degisikligi ile izlenebilmektedir. Otari ve ark., 2015 yilinda
yaptiklart bir ¢alismada hiicre i¢i metalik nanopartikiill sentezi sirasinda
Rhodococcus sp. tarafindan AgNO3z; metal ¢o6zeltisinin indirgenmesi sonucunda
ortam renginin beyazdan kahverengiye dogru degistigini gozlemlemistir.
Inkiibasyon sonrasinda renksiz ortamin Kahverengiye dogru degisiklik gdstermesi
nanopartikiil senteznin gergeklestigini belirtmektedir (Otais et al., 2015). Yapilan
bir diger arastirmada Soleimani ve Pirkoohi, alg kiiltiirii ile Ag" iyonunun biyo
indirgenmesi sonucunda giimiis nanopartikiile doniismesinin ilk gostergesi olarak
ortam rengindeki karakteristik degisiklik oldugunu sOylemistir. Chlorella
vulgaris’den giimiis nanopartikiil biyosentezi ile yapilan arastirma sirasindan
ortamdaki hiicresel yesil rengin ilk olarak fildisi daha sonra kahverengiye
dontistiigli belirtilmistir. Arastirmacilar bu sentez islemini mikroalg hiicreleri
tarafindan rediiktaz enzimlerin kiiltiir ortamina salgiladigin1 ve giimiis iyonlarinin
bu enzimler tarafindan indirgenerek partikiillere doniistiirdiigiinii diistinmektedir
(Soleimani and Pirkoohi, 2017).

Galdieria sulphuraria yas biyokiitlesi ile hiicre i¢i glimiis nanopartikiil
sentezi ait deneme deseni inkiibasyon Oncesi ve sonrasina ait gorseller Tablo
4.4°te gosterilmistir. Yas biyokiitlenin yesilimsi rengi inkiibasyon sonrasinda
grimsi kahverengi renge donmiistiir. Bu renk degisimi karakterizasyon oOncesi
giimiis iyonlarmin indirgenme reaksiyonu ile partikiil olusturdugunun gostergesi
olarak yorumlanmaktadir. Biyokiitledeki hacimsel artis rengi daha da
koyulastirmistir. Daha Once silipernatanttan hiicre dis1 nanopartikiil denemeleri
sirasinda belirgin bir renk degisimi gozlemlenmemistir. Bu durum hiicresel
rediiktaz enzimlerin ve metabolitlerin slipenatant ortamina gore daha fazla oranda
bulunmasindan dolayr kaynaklanmaktadir. Zeta sizer ile ortalama nanopartikiil
capr analiz edildiginde 11 numarali deneme haricinde genelde 1000 nm’nin
altinda boyut 6l¢iilmistiir. En diisiik nanopartikiil ¢ap1 5,5 mM konsantrasyon
AgNO3; ve hacimsel oram1 2,55 mg/ml biyokiitle olan 1 numarali deneme
deseninde gozlemlenmistir. Sekil 4.7°de goriildigli tlizere yapilan analiz
sonucunda PDI degeri 0,094 ve ortalama partikiil ¢apt 165,5 nm boyutu olarak
Olgtilmiistiir. PDI degerinin diisiik olmasi tek diizen ve homojen bir dagilama
sahip partikiil sentezlendiginin gostergesidir. Bu analiz sirasinda hem PDI
degerinin diisiik olmas1 hem de sonug kalitesinin iyi olacak sekilde sonu¢lanmasi
uygun nanopartikiil sentezlendigini gostermektedir. Hiicre dis1 sentez yontemi ile
hiicre i¢i yonteme gore kiyaslandiginda daha diisiik partikiil yarigapt ve PDI
degeri Ol¢lilmiistiir. Bu durumdan dolay: hiicresel metabolitlerin hem indirgenme

hem stabilizasyon ajani olarak daha etkili oldugu diistiniilmektedir.
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Tablo 4.4 Galdieria sulphuraria biyokiitle aracihigiyla giimiis nanopartikiil sentezinin 6n

optimizasyonu ¢alismasi

Deneme Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonrasi Zeta-Sizer(nm)

R1
5,5 mM
AgNO;
2,55 mg/ml
biyokiitle

165,5

R2
55 mM
AgNO;
2,55 mg/ml
biyokiitle

196,7

R3
55 mM
AgNO,

0,1 mg/ml
biyokiitle

504,9

R4
1,17 mM
AgNO,
0,19 mg/ml
biyokiitle

198




Tablo 4.4 (devam)

Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonrasi

Zeta-Sizer(nm)

R5
10 mM
AgNO;
2,55 mg/ml

biyokiitle

202,2

R6
9,83 mM
AgNO;
0,19 mg/ml
biyokiitle

506,4

R7
1mM
AgNO;
2,55 mg/ml
biyokiitle

332,7

R8
9,83 mM
AgNO;
4,91 mg/ml
biyokiitle

566,1




Tablo 4.4 (devam)

Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonras1

Zeta-Sizer(nm)

R9
55 mM
AgNO;
2,55 mg/ml
biyokiitle

218,7

R10
55 mM
AgNO;
5 mg/ml

biyokiitle

R11
55 mM
AgNO,

2,55 mg/ml
biyokiitle

R12
1,17 mM
AgNO;
4,91 mg/ml
biyokiitle

184,5

1712

314,6
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Tablo 4.4 (devam)

Deneme Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonrasi Zeta-Sizer(nm)

R13
5,5 mM
AgNO;

2,55 mg/ml

697,8

biyokiitle

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dewv (d.n...
Z-Average (d.nm): 1855 Peak 1: 1828 100,0 55,86
Pdl: 0,094 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,938 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percant)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}

Record 1796: Tugee_PCB_AgPS_R8 2|

Sekil 4.7 Zeta-Sizer cihaz ile hiicre i¢gi ortalama giimiis partikiil ¢ap1 hesaplanan 1 numarali desen

sonucu

Hiicre i¢i nanopartikiil sentezinde titanyum metal ¢ozeltisininon
optimizasyonu denemeleri Tablo 4.5’te gosterilmistir. Galdieria sulphuraria yas
biyokiitlesi ile titanyum c¢ozeltisinin inkiibasyon Oncesi ve sonrast Kkiiltiir
ortaminda renk degisimler incelenmistir. Santhoshkumar ve ark., 2014 yilinda
tropikal bir meyve olan Psidium guajava’nin yaprak ekstraktalarini kullanarak
biyolojik titanyum nanopartikiil sentez ¢alismasi gerceklestirmistir. Inkiibasyon
oncesinde bitkisel metabolitler ile reaksiyona giren metal ¢ozeltisininde renk
degisimi goriilmemistir. Arastirmacilar tarafindan yaprak ekstraktlarinin 24 saatlik
inkiibasyon sonunda ortam renginin yesil renge dondiigii ve nanopartikiil
sentezlendigi  belirtilmistir.  Tez  kapsamindan  algal  biyokiitle ile
gerceklestirdigimiz reaksiyon sonunda erlenler i¢inde ortam rengi beyazdan daha
yesilimsi ve kirik beyazimsi bir hale gelmistir. Ortalama partikiil ¢aplarina genel

olarak bakildiginda deneme 1,3 ve 5 numarali desen disinda 1000 nm boyutunda
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Ol¢tilmiistiir. En disiik partikiil ¢apt 173,5 nm sahip 5,05 mM konsantrasyonunda
7 numarali desen ile sentezlenmistir. Sekil 4.8’ e bakildiginda 7 numarali desende
partikiiller homojen bir dagilim sahip olmasina ragmen yayilim egrisinde bazi
kirliliklerde goriilmektedir. Ayn1 zamanda partikiillerin PDI degeri 0,234 ve sonug
kalitesi 1yi olarak belirlenmistir. Hiicre dis1 yontem ile karsilastirildiginda boyut
olarak daha biiyiik nanopartikiiller elde edilmistir. Reaksiyon sonrasinda +4°C’de
muhafaza edilen 6rneklerde zaman i¢inde floklar olusmus ve partikiil ortalama

¢ap1 zamanla artis géstermistir.

Tablo 4.5 Galdieria sulphuraria biyokiitle aracihigiyla titanyum nanopartikiil

sentezinin 6n optimizasyonu ¢aligmast

Deneme Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonrasi Zeta-Sizer(nm)

R1
5,05mM Ti
2,55 mg/ml

biyokiitle

1202

R2
0,19 mM Ti
4,95 mg/ml 197,7

biyokiitle

R3
5,05 mM Ti
2,55 mg/ml 1135

biyokiitle




Tablo 4.5 (devam)

Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonras1

Zeta-Sizer(nm)

R4
0,19mM Ti
0,15mg/ml

biyokiitle

193,7

R5
0,ImM Ti
2,55 mg/ml
biyokiitle

1134

R6
5mMTi
5,05 mg/ml
biyokiitle

218,5

R7
5,05mM Ti
0,2 mg/ml
biyokiitle

173,5




Tablo 4.5 (devam)

Deneme

Inkiibasyon Oncesi

Inkiibasyon Sonras1

Zeta-Sizer(nm)

R8
5,06mM Ti
2,55 mg/ml

biyokiitle

238,2

R9
9,09mM Ti
1,64 mg/ml

biyokiitle

R10
5,05 MM Ti
0,1 mg/ml
biyokiitle

195,8

270,9

R11
5,05mM Ti
2,55 mg/ml

biyokiitle

238
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Tablo 4.5 (devam)

Deneme Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonras1 Zeta-Sizer(nm)

R12
10mM Ti
2,55 mg/ml
biyokiitle

195,6

R13
9,91 mM Ti
4,95 mg/ml

biyokiitle

213

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (daam): 1737 Peak 1: 2280 96,8 11,4
Pdl: 0,234 Peak 2: 4239 32 9,513
Intercept: 0,955 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 2180: Tufge_Ti_12 1]

Sekil 4.8 Zeta-Sizer cihazi ile hiicre i¢i ortalama titanyum partikiil gap1 hesaplanan 7 numarali

desen sonucu
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4.5 Sentezlenen Partikiillerin UV-Spektrofotometrik Analizi

UV spektroskopi (UV-Vis), bir 6rnekten yansiyan 1181 Olgerek referans bir
malzeme ile yansiyan 1518in  yogunlugu karsilagtirmaktadir. Nanopartikiil
ylizeyinin boyutu, sekli ve kirilma indeksinden dolay1 sahip oldugu optik
Ozellikleri ile UV-Vis spektrofotometre malzemelerin  karakterizasyon
caligmalarinda kullanilan 6nemli bir cihaz olarak yer almaktadir. Ayni zamanda
nanopartikiiller ylizey plazmon rezonansi birbirinden farkli oldugu ig¢in farkh
optik 1siklar yaymaktadir (Mourdikoudis et al., 2018).

Hiicre dis1 ve hiicre i¢i sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyon
caligmalarinda UV-Vis spektrofotometresinde maksimum dalga boyu analizi
gerceklestirilmistir. Bu calisma sonucu ile uygun absorbans pikleri arastirmalar
sonucu belirlenerek istenilen partikiillerin sentezlendigi ispatlanmigtir. Sekil
4.9’da titanyum ve giimiis metalik nanopartikiillerin UV-Vis spektrofotometrede
taranmis ve grafik halinde gosterilmistir. FBNP reaktor sistem Oncesinden hem
maksimum absorbans degeri hem de ortalama partikiil c¢aplar1 belirlenen

partikiiller arasindan optimum iiretim degeri belirlenmistir.

Hiicre i¢i ve hiicre disi sentezlenen glimiis nanopartikiillerin UV-vis
spektrofotometrede dalga boyu 300 ve 600 nm araliginda incelenmistir. Hiicre i¢i
sentezlenen nanopartikiillerin ylizey plazmon bandinin 318 nm dalga boyunda
0,56 absorbans dl¢lilmiistiir. Hiicre disinda partikiiller ise hiicre ici ile benzer 320
nm’de bir pik vermistir ve 0,49 absorbans degeri sahip plazmon rezonans
belirlenmistir (Sekil 4.9). Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda elde edilen
yiizey plazmon rezonans pikleri karsilastirilmistir. Rafie ve ark., dort farkl
makroalg tiirline ait ekstraktlar1 kullanarak ile glimiis nanopartikiil sentezleme
potansiyellerini incelemistir. Arastirma sonucunda ylizey absorbans pikinin 380
nm’lerde vermeye baslamis ve maksimum absorbans pikinin 407-424 nm arasinda
degiskenlik gosterdigi belirtilmistir. Oztiirk ve arkadaslar1 da kirmiz1 alg tiirii olan
Gelidium corneum ekstarakti ile glimiis nanopartikiil sentezlemisler ve 190-1000
nm araliginda UV-Vis spektrofotometre ile absorbans oOl¢miislerdir. Analiz
sirasinda yilizey plazmon rezonans bandi 420-430 nm ve maksimum absorbans
piki 450 nm dalga boyunda goézlemlenmistir. Bir diger caligmada Jebril ve
arkadaslar1 Melia azedarach bitkisel metabolitlerinden sentezledikleri giimiis
nanopartikiilleri yaklasik 400 nm dalga boyunda tek ylizey plazmon rezonans
bandi gostermis ve bu durum partikiillerin kiiresel sekle sahip oldugunu
kanitlamaktadir (Rafie et al., 2013; Oztiirk et al., 2020, Jebril et al., 2020). Tez
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kapsaminda hiicre i¢i ve hiicre dis1 gimiis nanopartikiillerin UV-Vis
spektrofotometre analizinde absorbans degerleri farklilik gostermistir. Bunun
nedeni olarak sentezlenen partikiillerin homojen dagilim gostermemesi, ortalama
partikiil capinin 100 nm ve ilizerinde olmasi, partikiillerin zamanla floklasarak

yiizey lizerinde absorplamanin azalmasi etkili oldugu diisiintilmiistiir.

Titanyum nanopartikiillerinin 6n optimizasyon ¢alismalar1 sonucu UV-vis
spektrofotometrede dalga boyu 300 ve 310 nm’lerde olgiilmistir. Hiicre igi
sentezlenen nanopartikiillerin yiizey plazmon bandinin giimiis nanopartikiiliinde
oldugu gibi 318 nm dalga boyunda 0,85 ylizey rezonans1 gorlintiillenmistir. Hiicre
dis1 105 nm boyutlara sahip nanopartikiiller 304, 308 ve 310 nm dalga boyunda
pik gostermistir. Subhapriya ve Gomathipriya, 2018 yilinda yapmis olduklari
caligmada Trigonella foenumnano yaprak ekstraktlar ile sentezledikleri titanyum
dioksit nanopartikiilleri 400 nm dalga boyunda gii¢clii bir absorbans gosterdigini
belirtmislerdir. Srinivasan ve arkadaglar1 yesil sentez yontemi ile sentezledikleri
titanyum dioksit nanopartikiillerin yaklasik 240 ve 320 nm pik verdigini; Maurya
ve arkadaglari, Bixa orellana araciligi ile sentezledikleri titanyum dioksit
nanopartikiillerinin 285 nm dalga boyunda genis bir absorbans pik verdigini ve
maksimum absorbans pik 306 nm'de goriildiigiinii belirtmislerdir (Subhapriya and
Gomathipriya, 2018; Srinivasan et al., 2019; Maurya et al.,, 2019). Bu tez
caligmas1 kapsaminda iki farkli partikiile ait absorbans analizleri literatiir ile
kiyaslandiginda titanyum dioksit nanopartikiillerin benzer araliklarda oldugu
goriilmektedir. Glimiis nanopartikiillerinin  hem absorbans degerlerinin
literatiirden farkli olmas1 hem de cok diisiikk pik alani gdstermesinden dolayi
harmonik ortalama partikiill ¢apinin farkli olmasindan dolay1 olabilecegi

distinilmistr.
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Sekil 4.9 Zeta-Sizer cihaz1 ile giimiig(a) ve titanyum(b) nanopartikiillerinin UV-Vis

spektrofotometre analizi
4.6 Sentezlenen Partikiillerin Antibakteriyal Analizi

Galdieria sulphuraria hiicresel metabolitleri kullanilarak sentezlenen
nanopartikiillerin antibakteriyal etkisi disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir.
Bakteri tiirleri olarak gram (+) Staphylococcus aureus ve gram (-) Escherichia
coli tiirleri kullanilmigtir. Disklere emdirilen nanopartikiillerin 24 saatlik
inkiibasyon sonunda agarli besin ortaminda olusturduklar1 inhibisyon zonlar
olgiilerek analiz gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi bazi 6rneklerin disk
goriintiileri Tablo 4.6’da gosterilmistir. Nanopartikiillerin antibakteriyal etkileri
belirlenirken en diisiik yarigapa sahip deneme desenleri secilmistir. Diskler
incelendiginde giimiis nanopartikiillerinin Gram (-) bakteriler lizerinde daha iyi
inhibisyon etki gosterdigi belirlenmistir. Gram (+) bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan daha kalin peptidoglikan yapisi antibakteriyal ajanlara karsi daha
dayanikli olmasini saglamaktadir (Handoko et al., 2017). Giimiis nanopartikiiller,
bakterilerin hiicre zar1 yiizeyinden gecerek hiicre ici ATP sizintisina yol agmakta
ve bu durum membran gecirgenligini bozarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir
(Ali et al.,, 2016). Titanyum nanopartikiillerin antibakteriyal etkileri her iki

bakteri tiirii i¢inde yaklasik 7mm zon ¢api ile benzer sonuglar gostermistir. Hiicre
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dig1 titanyum nanopartikiillerinin Gram (+) {izerinde antibakteriyal etkisi daha
yiiksek aktivite gostermistir. Genel olarak bakildiginda glimiis ve titanyum
nanopartikiilleri hem pozitif hem de negatif bakteriler {izerinde benzer

antibakteriyal 6zellik gosterdigi gdzlemlenmistir.

Tablo 4.6 Sentezlenen giimiis ve titanyum metalik nanoapartikiillere 6zgii antibakteriyal aktivite

analizi
Metal Yontem Gram(+) Gram(-)

Hiicre Ici

Ag
Hiicre Dis1
Hiicre I¢i

Ti
Hiicre Dis1

R6:7mm R13:6,5mm | R6:6,2mm R13:6,5mm

Tez kapsaminda gerceklestirilen ©On  optimizasyon ¢alismasinda
nanoteknoloji alaninda siklikla kullanilan glimiis ve titanyum metal ¢ozeltileri ile
kirmizi1 alg tiiri olan Galdieria sulphuraria’ nin hiicre i¢i ve hiicre dist
metabolitleri araciligi ile nanopartikiil sentezleme potansiyelleri arastirilmistir.
Erlenlerde gerceklestirilen optimizasyon isleminde metal konsantrasyonu ve farkli
hacimsel orana sahip metal ¢ozeltileri ile siipernatant/biyokiitle parametre olarak
belirlenmistir. Design Expert programinda belirlenen 13 farkli deney tasarimi
sonucunda elde edilen nanopartikiillerin karakterizasyon ¢alismalar1 sonuglari ile

iiretim genel olarak degerlendirilmistir. Giimiis nanopartikiillerinin boyut olarak
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hiicre i¢i ve hiicre dis1 denemeleri genel olarak titanyum partikiillerine gore daha
yiiksek ve ¢ok yapili bir dagilim egrisi gostermistir. Giimiis metalinin indirgenme
reaksiyon sonucunda her iki deneme deseninde renk degisimi gozlemlenmistir.
UV-Vis spektrofotometrik analizlere bakildiginda maksimum yiizey plazmon
bandi literatiir ile kiyaslandiginda daha diisiik dalga boylarinda ve deger
araliginda oldugu goézlemlenmistir. Glimiis nanopartikiillerin antibakteriyal ajan
olarak bir¢ok alanda kullanildigini literatiir arastirmasi sonucunda elde edilmistir.
Ancak antibakteriyal aktivite i¢in yaptigimiz disk difiizyon testi sonucunda giimiis
partikiillerinin Gram (-) bakterisi olan E. coli dstinde etki gostermedigi
belirlenmistir. Karakterizasyon ¢alismalar1 icin  +4°C muhafaza edilen
nanopartikiiller zamanla flok yapilar olusturarak ortamda agregasyona neden
olmustur. Bu durum nanopartikiillerin stabilizasyonun islemleri konusunda sorun
yasatmigtir. Titanyum metalinin indirgenme reaksiyon sonucunda her iki deneme
deseninde belirgin renk degisimi gozlemlenmistir. Titanyum nanopartikiillerin
kendi i¢inde kiyaslandiginda hiicre dis1 sentez yonteminde partikiil boyutu olarak
genel olarak 200 nm altinda ve PDI degeri daha diisiik olarak Olciilmiistiir. Zeta
sizer cihazi ile analiz sonucu homojen bir yapiya sahip ve diizgiin dagilim egrisi
gosteren grafikler elde edilmistir. Ayni zamanda UV-Vis spektrometresinde
yaklasik elde edilen 310 nm dalga boyunda yiizey plazmon bandi literatiir ile
benzer olarak elde edilmistir. Bu analiz kosullar1 dogrultusunda titanyum
nanopartikiiliine ait uygun dalga boyunun elde edildigi anlasiimaktadir (Maurya et
al., 2019). Reaksiyon sonrasinda buzdolabinda bekletilen titanyum
nanopartikiillerinin zamanla flok yapilar olusturmadig1 ve uzun siire boyunca bu
stabilizasyonunu korudugu goézlemlenmistir. Hiicre dis1 titanyum nanopartikiil
sentezinin uygun ylizey plazmon bandi gostermesi, diislik partikiil yarigap: ve PDI
degerine sahip olmasi, uzun siireli stabilizasyonu, Ol¢ek biiyiitme isleminin
kolaylig1 ve hiicre i¢i yonteme gore ayirma saflastirma prosesinin kolayligindan
dolayr FBNP reaktor sisteminde kullanilmasina karar verilmistir. Tezin bundan
sonraki ¢alismalarinda titanyum metal ¢ozeltisi ve indirgeyici ajanlar igeren

stipernant kullanilmasina karar verilmistir.

Zeta-Sizer cihazi ile 6l¢iilen siipernatanttan elde edilen hiicre dis1 ortalama
partikiil boyut verileri Design Expert programinda kullanilan Merkezi Kompozit
Tasarim kismina girilmistir. Program iizerinden en diisiik harmonik partikiil ¢ap1
secilerek optimize edildiginde titanyum: siipernatant hacimsel orani(v/v) 7,8 ve
metal konsantrasyonu 3,4 mM olarak belirlenmistir.
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4.7 FBNP Reaktor Sistemi ile Sentezlenen Titanyum Nanopartikiil
Optimizasyon Calismasi

On optimizasyon ¢alismalar1 sonrast FBNP reaktor sisteminde siipernatant
aracilig1 ile hiicre dis1 sentezlenecek olan titanyum nanopartikiilleri i¢in yeniden
optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Bu optimizasyon g¢alismasinda nanopartikiil
sentezlenmesinde etkili olan pH, karistirma hizi(rpm) ve inkiibasyon siiresi(dk)
gibi ti¢ farkli parametrenin etkisi incelenmistir. Optimize edilmesi istenilen iig
parametre Design Expert programinda Yiizey Yanit Yontemlerinden (Response
Surface Methodolgy) biri olan Merkezi Kompozit Tasarim (Central Composite
Design) deneme deseni kullanilmistir. Deneme deseninde pH (3-10), karistirma
hizi (200-400rpm) ve inkiibasyon siiresi (5-90dk) araliginda belirlenmistir.
Belirlenen parametrelerin minimum ve maksimum deger araliklar1 dogrultusunda

20 run’lik bir deneme deseni olusturulmustur.

Sekil 4.10 FBNP reaktdr sistemi ile sentezlenen titanyum nanopartikiil inkiibasyon

goriintlisii

FBNP reaktor sisteminde titanyum dioksit metal ¢ozeltisi ile peristaltik
pompa yardimi ile reaktor icerisine saniyede bir damla olacak sekilde siipernatant
eklenmistir. Reaksiyon sirasinda ortam rengi yavas yavas degisim gostermistir ve
reaksiyon sonunda hafif kirik beyaz bir renge donismistir (Sekil 4.10).
Inkiibasyon sonunda gozlemlenen bu renk degisimleri genellikle daha bazik
ortamlarda gozlemlenmistir. Ciinkii Galdieria. sulphuraria’nin besin ortami
iceriginin asidik olmasindan dolay1 metal iyonlar1 ile bazik ortamda indirgenme
reaksiyonu gerceklestirmesi daha kolay bir sekilde olmaktadir. Optimizasyon
denemelerinde pH degeri 3 olan 19 numarali desende inkiibasyon sirasinda ortam
rengi bulaniklasmaya ve flok yapilar olugsmaya baslamistir (Sekil 4.11).
Inkiibasyon sonrasinda beyazimsi partikiil iceren Orneklerin boyut analizi
yapildiginda 1000 nm’nin {lizerinde 6l¢iim sonuglari elde edilmistir. Tiim deneme

desenlerinin inkiibasyon sonunda +4°C’de muhafaza edilmistir. Buzdolabinda
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bekletilen diger orneklerde daha sonrasinda herhangi bir flok yapi olusumu
gozlemlenmemis ve agregasyon sorunu yasanmamistir. Bu  durum
nanopartikiillerin  ilerleyen = zamanlarda  karakterizasyon  analizlerinde

kullanilabilirligini ifade etmektedir.

Sekil 4.11 FBNP reaktor sistemi ile asidik ortamda sentezlenen titanyum nanopartikiil inkiibasyon

gOorlntiisii

4.8 FBNP Reaktor Sistemi ile Sentezlenen Titanyum Nanopartikiil
Karakterizasyonu

FBNP reaktor sisteminde gergeklestirilen optimizasyon c¢alismasinda
nanopartikiillerin tiretim sonunda Zeta-Sizer cihaz ile ortalama partikiil ¢aplarinin
analizleri gergeklestirilmistir. Tablo 4.7°de goriildiigii gibi farkli zamanlarda
sentezi gergeklestirilen titanyum naopartikiillerin ortalama boyut o&lgiimleri

verilmistir.

Tablo 4.7 FBNP reaktor sistemi ile sentezlenen titanyum metaliklerine ait ortalama partikiil

yarigaplart
Karistirma Hiz Inklibasyon Partikiil
Deneme siiresi pH
(rpm) (dk) yarigapi
1 285 47 6,5 150,4
2 217 73 8,5 128,9
3 217 22 8,5 127,8
4 400 47 6,5 130,2
5 353 73 8,5 121
6 285 47 6,5 139,2
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Tablo 4.7 devam
7 285 47 10 107,1
8 285 5 6.5 137,3
9 285 47 6.5 153,9
10 285 47 4,4 133,9
11 217 22 4,4 145,1
12 217 73 4,4 140,4
13 353 73 4,4 134,4
14 353 22 8,5 116,6
15 353 22 6,5 127,3
16 285 47 6,5 138,1
17 285 47 6,5 154,4
18 170 47 6,5 129,7
19 285 47 3 1601
20 285 90 6,5 122,7

Denemelerde nanopartikiillerin ortalama harmonik ¢aplar1 incelendiginde
genel olarak birbirine ¢ok yakin dl¢iilmiistiir. 19. deneme deseni haricinde partikiil
boyutlar1 genel olarak 150 nm ve alti olarak hesaplanmistir. En diisiik partikiil
boyutu pH’1 10, karigtirma hizi 285 rpm ve inkiibasyon siiresi 47 dk olan 7
numarali deneme deseni gostermistir. Benzer ortam kosullarina sahip deneme
desenlerinde partikiil boyutlar1 138,1, 150,4, 133,9 ve 139,2 nm olarak
Olcililmiistiir. Boylelikle birbirine benzer kosullarda iiretilen nanopartikiillerin her
biri i¢in ayr1 bir standardizasyon gerekmektedir. Baz1 6rneklerin Zeta-Sizer analiz
sonuglart Sekil 4.12°de gosterilmistir. 5 numarali deneme deseninde ise PDI
degeri 0,263 ve can egrisi olarak diizgilin bir yap1 gorlintiilenmistir. Bu desende iy1
bir sonug¢ alindig i¢in partikiillerin homojen bir yap1 gosterdigi dogrulanmistir. 7
numarali deneme deseninin PDI degeri 0.305 olarak 6lgiilmesine ragmen sonug
kalitesi olarak iyi yanit alinamamuistir. Program tizerinden bu hatanin ¢ok yapili
bir dagilima sahip oldugu bildirilmistir. Son olarak ortam pH’1 en diisiik olan 19
numarali desende titanyum nanopartikiil sentezi sirasinda flok yapilarin olustugu
ve bundan dolayi reaktor igerisinde agregasyona gozlemlenmisti. Bu partikiillerin
ortalama ¢ap1 1601 nm ve PDI degeri 0.987 olarak Ol¢iilmiistiir. Desen grafigi
incelendiginde ¢oklu ve yapisal olarak diizglin olmayan egri ¢anlar1 goriilmiistiir.
Bu desende homojen olmayan ve mikron boyutlarinda partikiiler oldugu
belirlenmistir. 8 ve 9 numarali deneme desenlerine bakildiginda inkiibasyon

sirasinda pH 6.5 ve karistirma hizi 285 rpm olarak benzerlik gosterirken
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inkiibasyon siiresi olarak iki farkli deger gergeklestirilmistir. 8 numaralar
denemede 5 dakika sentez yapilirken 9 numarali denemede 47 dk sentez
yapilmistir. Partikiil boyutlar1 kiyaslandiginda cok biiyiik fark olmamasina
ragmen 8 numarali denemede daha diisiik ortalama partikiil ¢ap1 ve homojen
dagilim elde edilmistir. Ayn1 zamanda inkiibasyon siiresinin daha kisa olmasindan

dolay1 maliyet ve zaman agisindan avantaj saglamaktadir.

Design Expert programi ¢iktiklar1 olarak girilen nanopartikiil boyutlar
sonucunda tiim desen optimize edilmistir. Optimizasyon ¢alismasi sonucunda

minimum partikiil ¢ap1 degeri veren ortam kosullar1 belirlenmistir.

Results
a) Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1071 Peak 1: 1589 100,0 88,59
Pdl: 0,305 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,939 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
10 =
B
s
i
2 4
L]
£t
0 X
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}
b) Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (donm): 1210 Peak 1: 1698 100,0 87,89
Pdl: 0,263 Peak 2: 0,000 0,0 0,000

Intercept: 0,941 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Perosnt)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size {d.nm)

Record 1368 R? J)
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C) Results
Size (dun.. % Intensity: St Dev (d.n..
Z-Average (dnm): 1601 Peak 1: 1374 57,2 4550
Pdl: 0,987 Peak 2: 5233 217 456,58
Intercept: 0,950 Peak 3: 408,7 211 1095

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
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Record 88: R10 13

Sekil 4.12 FBNP reaktorde sentezlenen 5(a), 7(b) ve 19(c) numarali desenlerin ortalama titanyum

partikiil cap1

Tablo 4.8°de FBNP reaktoriinde sentezlenen titanyum nanopartikiillerinin
ANOVA ile
yapilmistir. Modelin F degeri 1,57 olarak analiz edilmistir ve p degerine
bakildiginda modelin anlamli olmadigi belirtilmistir(p<0.05). ANOVA testine

gore sadece farkli pH degiskeni ile gerceklestirilen denemelerin interaksiyonu

optimizasyonu i¢in olusturulan modelin istatistiksel analizi

anlamli  bulunmustur(p<0.05). Deneme deseni sonucunda nanopartikiillerin
harmonik ortalama caplarinin birbirine ¢ok yakin olmasindan dolay1 inkiibasyon
siiresi ve karistirma hizinin sentez asamasinda sistem tizerinde anlamli bir

degisiklige neden olmadig: anlagilmistir.

Tablo 4.8 Design Expert programu ile olusturulan deneme deseninin ANOVA sonuglari

Kaynak SS DF MS F-value p-value
Model 1.198E+006 9 1.331E+005 157 0.2472 signr;l?itcant
A-zaman 20.31 1 20.31 2.388E-004 | 0.9880
B-pH 4.739E+005 1 4.739E+005 5.57 0.0399
C-rpm 129.53 1 129.53 1.523E-003 | 0.9696
AB 41.86 1 41.86 4.923E-004 | 0.9827
AC 285 1 395 3.352E-004 | 0.9858
BC 85.15 1 85.15 1.001E-003 | 0.9754
A 50305.98 1 50305.98 0.59 0.4596
B? 5.588E+005 1 5.588E+005 6.57 0.0282
c? 50336.09 1 50336.09 0.59 0.4594
Residual 8.503E+005 10 85030.07
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Tablo 4.8 (devam)

. < Significan
Lack of Fit 8.499E+005 5 1.700E+005 2118.46 0.0001. ¢
Pure Error 401.19 5 80.24
Cor Total 2.048E+006 19
R-
Std. Dev. 291.60 0.5849
Squared
Mean 206.97 Adj R- 0.2113
Squared
CV. % 140.89 Pred R- -2.1474
Squared
PRESS 6.447E+006 Ad. Pre. 5.056

CCD model ile olusturulan optimizasyon ¢alismasinin 3 boyutlu goriintiisii

Sekil 4.13’te gosterilmistir.

Design-Expert® Software
zeta size
I 1601
1071
X1 =A time 1700
X2=B:ph

Actual Factor 1275
C: mixing = 285.00

zeta size

Sekil 4.13 FBNP reaktor sisteminin CCD model optimizasyon ¢alismasinin ii¢ boyutlu goriintiisii

Design Expert programi ile gergeklestirilen CCD model {istiinden kriter
kismina minimum ortalama partikiil capt ve flok yapi olusumunu azaltacak
maksimum pH degeri girilerek deneme deseni optimize edilmistir. Bu kosullar
altinda optimize deger Tablo 4.9°da belirtilmistir.

Tablo 4.9 CCD model ile gergeklestirilen optimizasyon islemi veri sonuglari

Faktor isim Miktar | Diisiitk M. | Yiiksek M. Ste% Kodlama
A Zaman 22.23 22.33 72.77 0.000 Gergek
B pH 8.58 4.42 8.58 0.000 Gergek
C rpm 283.88 216.62 353.38 0.000 Gergek
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. SE %95C| %95ClI %95ClI %95 Cl
Yamt Tahmini |\ reon diisiik yilksek | SF Pred diisiik yiiksek
Boyut
m) 108.282 | 175.75 | -283.30 499.87 340.47 -650.32 866.88

49 Optimize Edilerek Sentezlenen Titanyum Nanopartikiil
Karakterizasyonu

FBNP reaktor sisteminde optimize deger araliginin validasyon iglemi
gerceklestirilmistir. Sekil 4.14’te goriildiigi lizere inkiibasyon sonrasinda ortam
renginin kirik beyaza doniiserek bulaniklagsmaya basladigi gézlemlenmistir. Bu
renk doniisiimii literatiir ¢alismalari ile benzerlik gostermektedir. Boylelikle hiicre
dis1 metabolitler ile metal iyonlarinin indirgenme reaksiyonu gerceklestigi

konusunda hemfikir olunmustur.

Sekil 4.14 Optimize edilen FBNP reaktorde sentezlenen titanyum nanopartikiiliiniin goriintiisti

Zeta-Sizer cihaz1 ile optimize kosullarda sentezlenen partikiil ortalama
caplart yaklagik olarak 115-130 nm araliginda hesaplanmistir (Sekil 4.15). Bu
analiz sonucu Design Expert’da verilen tahmini deger araligi ile benzerlik
islemi

gostermektedir. Boylelikle optimum ortam kosulunun validasyon

gerceklesmistir. Sentezlenen nanopartikiil farkli reaktdr kaplarinda uygun
kosullarda sentezlenmistir. Karakterizasyon ¢aligmalar1 dogrultusunda ayni
kosullarda gergeklestirilen nanopartikiil sentezi ile standart bir iiretim metodu
kabul edilmistir. Sekil 4.15 incelendiginde partikiillerin PDI degerleri yaklagik
0,26 olarak Ol¢lilmiis ve grafik diizgiin bir dagilim gostermistir. Boylelikle

nanopartikiillerin tek yapili ve homojen bir dagilim gosterdigi belirtilmistir.
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Nanopartikiiller bu optimum kosullar altinda her {iretim sonunda boyut agisindan

benzerlik gostermistir.

Results
Size (dn... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (dnm): 1178 Peak 1: 1682,0 100,0 8257
Pdi: 0,263 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0044 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Good
Size Distribution by Intznsiy
-
:
:
£
=
X} 10 100 1000 10000
Slze {d.nm)
B— remmizzoptinFragd
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1280 Peak 1: 166,0 100,0 82,50
Pdl: 0,251 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Intercept: 0,938

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
o o =

o
01

10 100
Size [dnm}

—— Record 124: Opt Ti NP2 3|

1000

10000

Sekil 4.15 Optimize edilen ve farkli zamanlarda FBNP reaktdrde sentezlenen ortalama titanyum

partikiil ¢cap1

Optimize edilen titanyum nanopartikiilleri daha sonra yapilmasi1 planlanan

karakterizasyon islemleri igin yapilan arastirmalar sonucunda 60°C’de etiiv
icerisinde cam petrilerde ve ependorflarda kurutulmustur (Bavanilatha et al.,

2019) (Sekil 4.16). Kurutulan nanopartikiiller karakterizasyon iglemleri dncesinde

distile su ile istenilen konsantrasyonda siispanse edilerek kullanilmustir.
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Sekil 4.16 Etiivde cam petri(a) ve ependorflarda(b) kurutulan titanyum nanopartikiil goriintiisii

Etlivde kurutulmus olan titanyum nanopartikiiller yap1 olarak icerisindeki
yogun seker konsantrasyonundan dolay1 yapiskan ve viskoz toz formunu almstir.
Nanopartikiillerin karakterizasyonu 6ncesinde kurutulan partikiiller distile su ile
siispanse edilerek islemler gerceklestirilmistir. UV-Vis spektrofotometre cihazi ile
partikiillerin yiizey plasmon resonans bandi 200-500 nm dalga boyu araliginda
goriintiilenmistir. Nanopartikiil yiizey plasmon resonans bandinin metal ¢ozeltisi
ve siipernatant ile karsilasgtirmali olarak analiz edilmistir. Boylelikle oOlgiilen
absorbans degerinin siipernatant veya titanyum metal ¢ozeltisi kaynakli herhangi
bir girisimde olup olmadigi incelenmistir. Sekil 4.17°de goriildiigii lizere her bir
ornek icin farkli absorbans degerine sahip Slgiimler elde edilmistir. ilk olarak
mikroalgal siipernatant belirlenen dalga boyu aralifinda ¢ok diisiik absorbans
gostermistir. Titanyum metal ¢ozeltisi, 280 nm’de maksimum absorbans olarak
degerine ulagmigtir. Optimize edilen titanyum nanopartikiiller ise 292 ve 300 nm
dalga boyunda iki ayr1 pik gostermistir. Maksimum absorbans verdigi dalga boyu
305 nm olarak Olgiilmiistir. Yapilan literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde
Rajkumari ve ark., 2019 yilinda yaptiklar1 aragtirma sonucunda titanyum dioksit
nanopartikiillerin olusumu gosteren dalga boyunun 217-350 nm arasinda, Sankar
ve ark., 270-320 nm araliginda pik gordiiklerini, Roopan ve ark., 284 nm’de
maksimum absorbans elde ettiklerini ve Umaker ve ark., 270-290 nm dalga boyu
araliginda maksimum yiizey absorbansi goriildiigiinii belirtmiglerdir (Rajkumari et
ak., 2019; Roopan et al., 2012; Sankar et al., 2015; Umaker et al., 2020).
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Sekil 4.17 Optimize edilen titanyum nanopartikiillerinin UV-Vis Spektrofotometre Olgiimii

Kuru haldeki titanyum nanopartikiillerin FTIR analizi Sekil 4.18’de
verilmistir. FTIR cihaz1 ile 650-4000 cm™ araliginda taramasi yapilmistir.
Grafikler incelediginde belirgin pikler 3270, 2929, 1634, 1417, 1354, 1071, 1024
ve 773cm™ bant araliklarinda goriilmistlir. Yapilan literatiir arastirmalari
sonucunda 2925 cm™ bandi O-H baglari, 2914 cm™ bandi C-H bagi, 1387 cm™
band1 C-H alkil grubu ve 1047 cm™ bandi C=C bagina sahip tipik aromatik band:
gerinmelerinden dolay1 olusmaktadir (Thakur et al., 2019; Srinivasan et al., 2019;
Rao et al., 2019). Abisharani ve ark., 2019 yilinda Cucurbita Pepo tohum
metabolitlerinden sentezledigi titanyum dioksit nanopartikiilerinin FTIR analizi
incelendiginde 500-700 cm™ arahginda gorilen bantlarn Ti-O ve Ti-O-Ti
baglarina ve 652 cm™ ait pikin sentezlenen partikiillere ait oldugunu bildirmistir
(Abisharani et al., 2019). Yapilan ¢alismalar sonras1 optimize edilen titanyum
nanopartikiillerine ait grafigik incelendiginde 650-1000 cm™ bant araliklarinda
goriilen belirgin ti¢ diisiik piklerin metal oksijen titresim gerinmelerinden dolay:

Ti-O-Ti baglarina ait oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.18 Optimize edilen titanyum nanopartikiillerinin FTIR Goriintiilemesi

Sekil 4.19 incelendiginde optimum Kkosullarda sentezlenen titanyum
nanopartikiillerinin ~ taramali  elektron —mikroskobu (SEM) goriintiilerini
icermektedir. Titanyum nanopartikiillerin yiizey morfolojileri taramali elektron
mikroskobu ile 65000x ve 100000x biiyiitme araliginda goriintilenmistir.
Goriintiilere bakildiginda TiNP’lerin morfolojiler1 kiiresel ve oval olarak
belirlenmistir. Partikiillerin boyutlar1 incelendiginde 70- 120 nm araliginda dagilm
gostermektedir. Elde edilen bu veriler, zeta sizer cihazinda analiz edilen ortalama
partikiil ¢api ile kiyaslandiginda benzer boyutlara sahip partikiiller elde edildigini
gostermistir. Goriintiilerde ayni1 zamanda partikiiller belirli bolgelerde dagilim

gostermis olsa da floklagsmadan dolay: agregatlar halinde yapilar gézlemlenmistir.
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Sekil 4.19 Optimize edilen titanyum nanopartikiillerinin SEM Goériintiisii a) 65000 x biiyiitme b)
100000x bityiitme ¢) 120000x biiyiitme ve d) 120000x biyiitme

4.10 Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIC) Analizi

Bu analiz optimize edilen titanyum nanopartikiillerin antibakteriyal
duyarhilik testi olan mikro diliisyon yontemi ile 96 kuyucuklu mikro plakalarda
gerceklestirilmistir. Titanyum nanopartikiillerin stok konsantrasyonu 10 mg/ml
olarak belirlenmistir. Her kuyucuk {izerine bakteri siispansiyonu ve besin ortami
ilave edildikten sonra toplam hacim 200 pl olmustur. Boylelikle ilk kuyucukta 20
pl olarak eklenilen nanopartikiillerin son konsantrasyonu 10 kat seyrelerek 1
mg/ml’ye diismiistiir. Ayn1 durum pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin i¢in

gecerli olup son konsantrasyonu 1 mg/ml olarak hesaplanmistir.

Analiz sirasinda test mikroorganizmalari olarak kullanilan S. aureus ve E.
coli cam tiiplerde bir gece boyunca 37°Cde aktivasyonu saglanmistir. Aktive
olmus mikroorganizmalarinin kiiltiir bulanikligi 0.5 McFarland standartina ile

karsilastirilmast Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20 MIC deneyinde aktive edilen test mikroorganizmalari ve 0.5 MacFarland standarti

goruntiisi

Kuyucuklardaki titanyum nanopartikiil ve gentamisin antibiyotiginin son
durumdaki konsantrasyonlart Tablo 4.10’da gosterilmektedir.

Tablo 4.10 Kuyucuklardaki nanopartikiillerin son durumdaki (200 pl) konsantrasyonlari

S. aureus KontrolGruplari E. coli
Ti NP iist (+) / alt(-)) Ti NP
1 1mg/mL 1mg/mL Sgde(ge B.0+M.O 1mg/mL 1mg/mL
Sadece B.
2 500pg/mL 500pg/mL o B. O+M.O 500pg/mL 500pg/mL
3| 250ugmL 250ug/mL, | B OFSPF | Antibiyotikt o5y 250ug/mL
M.O M.O
4|  125pg/mL 125pg/mr, | B OFSPH | Antibiyotikt o0 125ug/mL
M.O M.O
Sadece B.
5 62,5ug/mL 62,5ng/mL o B. O+M.O 62,5ng/mL 62,5pg/mL
Sadece B.
6| 3125ug/mL 31,25pg/mL 5 B.0+M.O 31,25ug/mL 31,25ug/mL
7| 15625ug/mL | 15625ug/mL | © SIJ'S‘F’J' A”“f/:yg““ 15,625pg/mL | 15,625ug/mL
8 | 781255ug/mL | 7,81255ug/mL | © |(\)A+§p+ A”t'k’/:yg““ 7,81255ug/mL | 7,81255ug/mL

MIK tayini igin bakteri ekimi yapilan mikroplakalar 37°C'de 24 saat

inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi mikroplakanmn goriintiisii Sekil 4.21°de

verilmigtir. S. aureus’un inokule edildigi nanopartikiil i¢ceren kuyucuklarin

hepsinde lireme gozlemlenmistir. Titanyum nanopartikiilii 1000-7,8125 ng/ml




89

konsantrasyon araliginda S. aureus’a karsi etkili olmamistir. Sadece besin ortami
(B.O) igeren kuyucuklarda iireme gergeklesmemesi ortam ile alakali herhangi bir
kontaminasyon olmadigi gostermektedir. Antibiyotik ile gerceklestirilen tiim
kuyucuklarda bulaniklik gozlemlenmesi yine herhangi bir kontaminasyon
olmadigimi desteklemektedir. Sadece besin ortami ve mikroorganizma igeren alt
kuyucuklara bakteri ekimi unutuldugu icin bulaniklik gézlemlenmemistir. E.
coli’nin inokule edildigi nanopartikiil iceren kuyucuklarin tiimiinde benzer sekilde
bulaniklik gdzlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak titanyum nanopartikiillerinin
E. coli ve S. aureus icin MIK ve MBK degeri >Img/ml olabilecegi
distiniilmiistiir. Yapilan bu deneme sonunda {iretilen nanopartikiillerin
antibakteriyal etkisi gozlemlenmemistir. Thakur ve ark., 2019 yilinda bitki
ekstraktlar ile sentezledikleri TiO, NP ‘nin E. coli i¢in 10.42 pg/ml ve S. aureus
20.83 i¢in pg/ml analizi sonucunda MIC degeri elde etmistir. Diger bir ¢alisma
olan Hassan ve ark., 2019 yilindaki bir ¢alismada iki farkli bitki ekstraktlar
araciligiyla sentezledikleri TiO, NP antibakteriyal etkilerini incelediklerinde 12.5
ve 6.25 pg/ml konsantrasyonlarda hem E. coli hem de S. aureus i¢in herhangi bir
antibakteriyal etki g6zlemlememistir (Thakur et al., 2019; Hassan et al., 2019).

Sekil 4.21 MIC tayini inkiibasyon oncesi(a) ve sonrasi(b) mikroplakalarin goriintiileri
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4.11 Hayvan Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.11.1 Hiicre kiiltiirii

Hiicre kultirii calismalarinda HaCaT ve Detroit 551 hiicre hatlarinin
stoklar1 olusturulmus ve iki giinde bir olacak sekilde gerekli bakimlart yapilmistir.
Sekil 4.22°de ilgili hiicrelerin mikroskobik goriintiileri verilmistir ve ATCC ile
kiyaslandiginda morfolojik olarak benzer hiicresel yapilara sahip oldugu,
hiicrelerin herhangi bir konraminasyin kaynagindan ari gayet saglikli bir sekilde
uredikleri goriintiilenmistir. HaCaT hiicrelerinin ikilenme siiresi, Detroit 551
hiicrelerine gore daha hizli gerceklestigi icin iki giinden daha kisa bir siirede

pasajlanarak kiiltiir ortamlar1 degistirilmistir.

Sekil 4.22 a) Detroit 551 hiicrelerinin, b) HaCaT hiicrelerinin 10X biiyiitmedeki ters faz 1g1k
mikroskop goriintiileri (bar ¢izgisi 100 pm)

4.11.2 MTT testine dayah sitotoksisite denemeleri

Optimum kosullarda sentezlenen titanyum dioksit nanopartikiillerinin
MTT analizi, tiretim sonunda 10000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenerek
siipernatant kismin (NP1) 60°C’de kurutularak ve numunenin 60 °C’de direk
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kurutma sonrasi (NP2) elde edilen kuru ornekleri ile gergeklestirilmistir. MTT

analizinin genel goriintiisii Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.11 MTT analizi sirasinda kuyucuklardaki nanopartikiillerin son durumdaki

konsantrasyonlari
HaCaT Detroit 551
NP-1 (3 tekrarl) NP-2 (3 tekrarh) NP-1 (3 tekrarh) NP-2 (3 tekrarh)
200pg/ml 200pg/ml 200pg/ml 200pg/ml
100pg/ml 100pg/ml 100pg/ml 100pg/ml
50pg/ml 50pg/ml 50pg/ml 50pg/ml
25ug/m 25ug/ml 25ug/ml 25ug/ml
12,5pug/m 12,5pg/ml 12,5pg/ml 12,5pg/ml
6,25ug/ml 6,5ng/ml 6.,25ug/ml 6,25ug/ml
Pozitif/ Negatif Kontrol Pozitif/ Negatif Kontrol PozififgFegatif Pozitif/ Negatif
Kontrol Kontrol
Kor Kor Kor Kor

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin hiicreler iizerindeki sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi adina boliim 3.7.2°de anlatildigi sekilde 24, 48 ve 72.
saatlerde gergeklestirilen MTT testi sonucunda, spektrofotometrede okunan
absorbans degerleri ile pozitif kontrol grubuna bagli hesaplanan % canlilik ve
standart sapma degerleri ile, Graphad Prism 7.0 programinda konsantrasyon
araliklarma karst % canlilik grafikleri olusuturulmustur. HaCaT hiicrelerinden
elde edilen verilen Sekil 4.23°te, Detroit 551 hiicrelerinden elde edilen veriler ise
Sekil 4.24’te gosterilmistir.
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HaCaT NP1

E3 24h
E3 48h
B 72h

...............

i _—__—__—_—__-____-____-_-____,

NIueD %

Konsantrasyon(ug/ml)

HaCaT NP2

b)

E3 24h
E3 48h
B 72h

200+

Alnue %

Konsantrasyon(ug/ml)

sonrasi supernatant kurutma sonrasi

Sekil 4.23 a) Direk kurutma ve b) Santrifijj

nanopartikiillerinin HaCaT hiicreleri ilizerinden denenen 24, 48 ve 72. Saaatlerdeki MTT testi

sonucu hazirlanan % canlilik grafikleri
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Detroit551 NP1

E3 24h
E3 48h
B 72h

AlNued %

konsantrasyon(ug/ml)

b)

Detroit 551 NP2

E3 24h
E3 48h
B8 72h

—_ %

1504

NIIUeD %,

konsantrasyon(ug/ml)

Sekil 4.24 a) Direk kurutma ve b) Santrifij sonrasi supernatant kurutma sonrasi

nanopartikiillerinin Detroit 551 hiicreleri tizerinden denenen 24, 48 ve 72. Saaatlerdeki MTT testi

sonucu hazirlanan % canlilik grafikleri
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Sekil 4.23.a incelendiginde santrifiij sonrasi siipernatant kismi kurutulan
nanopartikiillerin (NP1) 24. saatteki tiim konsatrasyonlarinin HaCaT hiicrelerinde
%70 canlilik iizerinde seyrettigi icin herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi
belirtilmistir. Bu duruma ragmen 50 pg/mL ve altindaki seyreltik
konsantrasyonlarinin sitotoksik etki gostermedigi, %100 canlilik ve iizerinde
seyrettigi icin de hiicre proliferasyonu agisindan biyoaktif ozellikte olabilecegi

belirlenmistir.

Sekil 4.23.b incelendiginde direk kurutma sonrasinda elde edilen
nanopartikiillerin (NP2) tiim konsantrasyonlarinin HaCaT hiicreleri iizerinde 24,
48 ve 72. saatte %100 ve canlilik lizerinde seyrettigi gozlemlenmistir. Boylelikle
tim konsantrasyonlarin sitotoksik etkisinin olmadigi ve biyoaktif 6zellikte

olabilecegi saptanmustir.

Sekil 4.24.a incelendiginde direk kurutma sonrasinda elde edilen
nanopartikiillerin tiim konsantrasyonlarmin Detroit 551 hiicreleri tizerinde %100
ve lizeri canlilik gosterdigi ve hiicre proliferasyonu arttigi i¢cin biyoaktif 6zelige
sahip oldugu anlasilmistir. Ayn1 zamanda HaCaT hiicrelerine uygulanan NP1 nin

50pg/mL konsantrasyonu, 48. saatte en yiiksek % hiicre canliligini gostermistir.

Sekil 4.24.b incelendiginde ise santrifiij sonras1 siipernatant kismi kurutulan
nanopartikiillerin 200 pg/mL konsantrasyonunun 72. saatte Detroit 551
hiicrelerinde az da olsa sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Daha seyreltik
konsantrasyonlar incelendiginde hicbir zaman diliminde sitotoksik etkinin ve
%100 canlilik ve fiizerinde seyrettigi i¢in de biyoaktif O6zellikte olabilecegi

saptanmuistir.

Tiim MTT sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde NP1 ve NP2’nin
Detroit 551 ve HaCaT hiicreleri lizerinde benzer sonuglar gostererek toksik etki
gostermedigi  belirlenmigstir.  Tim  kosullar  incelendigindiginde  hiicre
proliferasyonunu artici etki gosteren en yiiksek % canlilik orant 50 pg/mL
konsantrasyonu  gostermistir.  Uretim  sonunda direk  kurutularak ve
santrifiijlenerek elde edilen slipernatant kismin kurutulmas: ile elde edilen
nanopartikiiller, birbirine yakin % canlilik goéstermis olmasma ragmen hiicre
proliferasyonu artict etki direk kurutma ile daha yiiksek oranlarda

gbzlemlenmistir.
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4.11.3 Yara iyilesmesine modeline bagh biyoaktivite testi sonuclari

Bolim 3.7.3’te anlatildigi sekilde HaCaT ve Detroit 551 hiicrelerinde
gerceklestirilen yara modelinde, hiirce migrasyonunu ve yara iyilesmesini
arttrmak amaciyla MTT analizi ile elde edilen veriler 1s1ginda proliferasyon
arttirict  biyoaktif 6zelligi belirlenen titanyum dioksit nanopartikiillerinin en
yiiksek etki gosterdigi 50 pg/ml konsantrasyonu her iki hiicreye uygulanmustir.
Yara modeli i¢in kullanilan silikon kuyucuklardaki hiicrelerin goriintiileri Sekil
4.25’te verilmistir. Detroit 551 hiicrelerinin ikilenme siiresi, HaCaT hiicrelerine
gore daha yavas gerceklestigi i¢in yara iyilesmesi modelinde yiizeyi tamamen

kaplamasi i¢in gecen siire daha uzun stirmiistiir.

Sekil 4.25 a) HaCaT hiicrelerinin, b) Detroit 551 hiicrelerinin yara modeli kuyucuklardaki 10X

biiytitmedeki ters faz 151k mikroskobisi goriintiileri

Tablo 4.12 incelendiginde HaCaT hiicrelerinde olusturulan yara modelinin
besin ortam1 kontroliindeki NP1 ve NP2 6rneklerinin uygulamasinda tahminen 16
ve 18. saatte kuyucugun tamamen kapandigi, 20. Saatte tamamen siki1 bir hiicre
yogunluguna ulasildigi saptanmistir. 10. saat goriintiileri incelendiginde ise NP2
etken maddesi uygulanan grupta hiicre migrasyonunun daha fazla oldugu ve
ilerleyen saatlerde kapanan yaradaki hiicre sikiliginin da daha fazla oldugu
gozlenmigtir. NP1 etken maddesi ise hiicre migrasyonu 12. saat sonunda artig
gostermistir. Her iki yara iyilesmesi testi sonuglar1 beraber incelendiginde ise
kontrol grubuna kiyasla NP2 etken maddesinin daha yiiksek biyoaktif 6zellikte
oldugu ve bolim 4.11.2°de gosterilen MTT testi sonuglarmi destekledigi

saptanmistir.
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Tablo 4.12 HaCaT hiicrelerinin yara modeli sonrasi besin kontroliinde santrifiij sonrasi siipernant
(NP1)ve direk kurutma (NP2) sonrasi elde edilen nanopartikiillerin uygulanma sonucu belli
araliklarla, 20x bityiitmedeki ters faz 1s1k mikroskobi gériintiileri( bar ¢izgisi 200um, Zeiss, AXIO,
Vert. A1, Almanya)

Saat Besin Ortamm NP1 NP2
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Tablo 4.12 (devam)

10.

12.

14.

20.

Detroit 551 hiicre hattinin daha yavas ikilenme siiresi gostermesinden dolay1
hem MTT analizi hem de HaCaT hiicreleri ile gerceklestirilen yara modeli
sonucunda hiicre proliferasyonu artirici etki gosteren NP2 Orneginin yara
iyilestirme modelinde denenmesine karar verilmistir. Tablo 4.13 incelendiginde
Detroit 551 hiicrelerinde olusturulan yara modelinin besin ortami kontroliindeki
NP2 orneklerinin uygulamasinda tahminen 80. saat civarlarinda kuyucugun
tamamen kapandigi, 90. Saatte tamamen yogun bir hiicre yogunluguna ulasildig:
saptanmistir. 27. saat goriintiileri incelendiginde ise NP2 etken maddesi
uygulanan grupta hiicre migrasyonunun daha fazla oldugu ve ilerleyen saatlerde
kapanan yaradaki hiicre sikiliginin da daha fazla oldugu gozlenmistir. Her iki yara
lyilesmesi testi sonuclari beraber incelendiginde ise kontrol grubuna kiyasla NP2
etken maddesinin daha yliksek biyoaktif 6zellikte oldugu ve bolim 4.11.2°de

gosterilen MTT testi sonuglarini destekledigi saptanmaistir.
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Tablo 4.13 Detroit 551 hiicrelerinin yara modeli sonrast besin kontroliinde direk kurutma (NP2)
sonrasi elde edilen nanopartikiillerin uygulanma sonucu belli araliklarla, 10x biiyiitmedeki ters faz

151k mikroskobi goriintiileri( bar ¢izgisi 200pm, Zeiss, AXIO, Vert. Al, Almanya)

Saat Besin Ortamm NP2

18.




Tablo 4.13 devam

27.

60.

90.

4.11.4 FITC-TiO, nanopartikiillerin hiicresel alimi

Hiicresel alim analizinde kullanilan 12-gozlii pleyte ekimi gerceklestirilen
farkli konsantrasyonlardaki FITC-TiO, nanopartikiillerinin genel goriintiiisii

Tablo 4.14°te verilmistir.

Tablo 4.14 Hiicresel alim analizi sirasinda kuyucuklardaki nanopartikiillerin son durumdaki

konsantrasyonlari
NP1 NP2
25ug/ml 25 pg/ml 25 pg/ml 25 pg/ml
50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml
100 pg/ml Kontrol 100 pg/ml Kontrol
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Nanopartikiiller sahip olduklar1 kiiciik boyutlar1 sayesinde hiicre
membranlarindan kolay bir sekilde gegmektedir. Bu nedenle nanopartikiillerin,
hayvan hiicrelerinde nasil ve ne kadar siirede hiicre i¢ine alindigi konusunda
gerceklestirilen ¢alismalar son yillarda artis gostermistir (Jochums et al., 2017).

Bu tez ¢aligmasinda floresein izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenen NP1 ve
NP2 titanyum dioksit nanopartikiillerinin floresan mikroskobu altinda incelenen
goriintiileri  Tablo 4.15 ve Tablo 4.16’da belirtilmistir. FITC’mn, TiO;
nanopartikiillerin ~ yiizeyine  adsorbe  olmasi ile isaretleme iglemi
gerceklestirilmistir. FITC-TiO, nanopartikiilleri, floresan mikroskobu altinda yesil
renkte 1s1ma gostererek belirlenmistir. TiO, nanopartikiillerinin  yiizeyine
baglanamayan FITC molekiilleri daha karanlik ve koyu yesil renkte isima
gostermistir. Bu analiz sirasinda hiicreler 24. ve 48. saatte goriintiileri alinmustir.
Hiicreler 24. saatte daha az ve parlak olmayan 1s1ma gostermislerdir. Genel olarak
tim konsantrasyonlarda 48. saatte hiicresel alim daha fazla gerceklestigi
gozlemlenmistir. 50 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda TiO, belirli bolgelerde
floklasmadan dolayr agregatlar halinde yapilar gdzlemlenmistir. Farkli
mikroskobik biiylitmelerde incelenen nanopartikiillerin, floresan ve ters 151k faz
mikroskobu goriintiileri karsilagtirildiginda hiicre i¢ine ve hiicre membraninda
adsorbe oldugu gozlemlenmistir. Masoudi ve ark., 2018 yilinda gergeklestirdigi
bir caligmada titanyum dioksit nanopartikiillerinin kanser hiicreleri denemeleri
sonucunda hiicre i¢i 24. saatte hizli bir sekilde alindig1 ve daha 6nceki saatlerde
Iyi bir 1g1ma goriilmedigini belirtmistir (Masoudi et al., 2018). Bir diger calismada
Horie ve ark., 2016 yilinda TEM mikroskobu ile HaCaT hiicrelerine uyguladigi
farkli TiO, nanopartikiillerinin hiicresel aliminin gerceklestigini ve agregatlar
halinde sitozol icerisinde yer aldigin1 goriintiileyerek belirtmislerdir (Horie et al.,
2016).

Bu sonuglar dogrultusunda TiO, nanopargaciklarinin HaCaT hiicreleri
tarafindan kolayca hiicre i¢ine alindig1 ve zamana bagli olarak alimin daha ¢ok
arttigini belirtilmistir.
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Tablo 4.15 Santrifiij sonrasi siipernatantin kurutularak elde edilen farkli konsantrasyonlardaki
nanopartikiillerin(NP1) hiicresel alim sonucu elde edilen farkli biiylitmelerdeki floresan

mikroskobu goriintiileri (bar ¢izgisi 200pum, Zeiss, AXIO, Vert. Al, Almanya)

NP Kons. | Bilyiitme/Siire Floresan Mikroskobu Isik Mikroskobu
10x/ 24h
25png/ml
NP1
10x/ 48h
20x/ 24h
25pg/ml
NP1
20x/ 48h
S0pg/ml
20x/ 24h
NP1
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Tablo 4.15 devam
NP Kons. | Biiylitme/Siire Floresan Mikroskobu Isik Mikroskobu
50pg/ml
20x/ 48h
NP1
40x/ 24h
100pg/ml
NP1
40x/ 48h
40x/ 24h
Kontrol
40x/ 48h
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Tablo 4.16 Direk kurutma sonrasi elde edilen farkli konsantrasyonlardaki nanopartikiillerin(NP2)
hiicresel alim sonucu elde edilen farkli biiylitmelerdeki floresan mikroskobu gérintiileri (bar

¢cizgisi 200pum, Zeiss, AXIO, Vert. Al, Almanya)

NP Kons. | Bilyiitme/Siire Floresan Mikroskobu Isik Mikroskobu
10x/ 24h
25png/ml
NP2
10x/ 48h
20x/ 24h
S0pg/ml
NP2
20x/ 48h
S0pg/ml
40x/ 24h
NP2
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Tablo 4.16 devam
NP Kons. | Bilyiitme/Siire Floresan Mikroskobu Isik Mikroskobu
S50pg/ml
40x/ 48h
NP2
20x/ 24h
100pg/ml
NP2
20x/ 48h
10x/ 24h
Kontrol
10x/ 48h
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5. SONUC VE ONERILER

e Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda, Galdieria sulphuraria mikroalgi kullanilarak
nanoteknoloji ¢alismalarindan siklikla kullanilan metalik titanyum dioksit ve
giimiis nanopartikiillerin yesil sentez yontemi gergeklestirilmistir.

e Mikroalglerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 sahip oldugu biyolojik olarak aktif
metabolitlerinin, metal indirgeyici ajanlar ve stabil kalmasina yardimer ajanlar
olarak  kullanilmasi1  nanopartikiil sentezleme potansiyeli acgisindan
incelenmesine ilham kaynagi olmustur.

e Biyolojik nanopartikiil sentezi ile ilgili literatiir arastirmasi sonucunda
optimizasyon calismalar1 gergeklestirilmemis olup genelde tek metal tiirii ve
konsantrasyonu belirlenerek ¢aligmalar sonu¢landirilmastir.

e Tezin 6n optimizasyon ¢alismasinda Oncelikle erlen boyutunda metal
konsantrasyonu ve hacimce metal: siipernatant ve metal: biyokiitle oran1 ile
nanopartikiillerin sentezi gerceklestirilmistir.

e Karakterizasyon analizleri dogrultusunda uygun kosullarda en diisiik
nanopartikiil ortalama partikiil gapi, titanyum: siipernatant hacimsel orani(v/v)
7,8 ve titanyum (IV) bis(amonyum laktato) dihidroksit konsantrasyonu 3,4
mM olarak belirlenmistir.

e Daha biiylik hacimde ve kontrollii nanopartikiil sentezlenmesi i¢gin FBNP
reaktor sistemi kullanilmistir ve partikiillerin morfolojik 6zelliklerini etkileyen
karistirma hizi, inkiibasyon siiresi ve ortam pH’1 parametreleri incelenmistir.

e FBNP reaktor sisteminde 150 ml’lik calisma hacminde gerceklestirilen
optimizasyon denemeleri dogrultusunda 8,5 pH degerinde 285 rpm karistirma
hizinda ve 22 dakikalik inkiibasyon siiresinde sonunda ortalama 120 nm
capinda kiiresel nanopartikiiller tiretilmistir.

e Yapilan karakterizasyon ¢aligmalar1 dogrultusunda uygun titanyum dioksit
nanopartikiillerinin sentezinin ger¢eklestigi dogrulanmistir.

e Optimum  dretim  kosullarda  sentezlenen  titanyum  dioksit
nanopartikiillerinin kozmetik alaninda kullanim potansiyelinin incelenmesi
icin hayvan hiicre temelli ¢aligmalar gerceklestirilmistir.

e MTT analiz sonuglari degerlendirildiginde HaCaT ve Detroit 551 hiicreleri
lizerinde toksik etki gdstermedigi ve hiicre proliferasyonunu artiric1 biyoaktif
etki gosterdigi belirlenmistir.

e Bu sonuglar dogrultusunda en yiiksek proliferasyon etkiyi gosteren 50
pg/ml  konsantrasyonundaki titanyum dioksit nanopartikiillerinin yara
iyilesmesi modelinde hiicre migrasyonu, gercgeklesitirilen MTT analiz
sonuglarini destekledigi belirtilmistir.
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e Bu analizlere ek olarak HaCaT hiicre hatlar1 ile floresein izotiyosiyanat
(FITC) ile isarctlenen nanopartikiillerinin hiicre igerisine aliminin
gergeklestigi floresan mikroskobu ile ispatlanmistir.

e Bu tez sonuglar1 degerlendirildiginde diisilk pH ve yiiksek inkiibasyon
sicakliginda kiiltivasyonu gergeklestirilen Galdieria sulphuraria’ nin hiicre
icinde ve hiicre disinda bulunan metabolitleri indirgen ajanlar olarak
nanopartikiil sentezinde yer almistir.

e Hiicre dis1 titanyum dioksit nanopartikiil sentezinin oOl¢ek biiyiitme
isleminin kolaylig1 ve hiicre i¢i yonteme gore ayirma saflagtirma prosesinin
kolayligindan dolay1 iiretim acgisindan 6nemli avantajlar saglamaktadir.

e Hayvan hiicre kiiltiirtinde deri hiicre hatlar1 ile gergeklestirilen ¢aligsmalar
sonucunda optimum kosullarda sentezlenen nanopartikiillerin hiicre
proliferasyonu artiric etki gostererek biyoaktif 6zelligi belirtilmistir.

e Kimyasal ve fiziksel yontemler ile firetilen titanyum  dioksit
nanopartikiilleri yerine 6zellikle biyouyumlu ve c¢evre dostu olacak sekilde
sentezlenen biyojenik nanopartikiillerin yapilan denemeler sonucunda
kozmetik sektoriinde kullanilma potansiyelinin tercih edilebilir olabilecegi
ispatlanmustir.

e Nanopartikiillerin stabilizasyonu genellikle iiretim sonrasinda yasanan
problemlerden bir tanesidir. Bu sorunun ¢dziimii olarak kaplayict bir ajan
olarak kitosan kullanilarak bir optimizasyon c¢alismasi gerceklestirilebilir.

e Ayni zamanda literatiir dogrultusunda kiil firininda daha yiiksek sicaklarda
kurutma islemi gibi ayirma saflastirma basamaklar1 genisletilerek daha saf
titanyum dioksit nanopartikiilleri izole edilmesi ve uzun siireler muhafaza
edilmesi saglanabilir.

e Nanopartikiillerin sentezi sonucunda gerceklestirilen karakterizasyon
calismalarina XPS, TEM, XRD, AFM gibi teknikler ile detaylandirilarak
indirgenme reaksiyonlarinin gergeklestiginin ispati acgisindan daha sonraki
caligmalara eklenebilir.

e Kozmetik sektoriinde titanyum dioksit nanopartikiilleri ayn1 zamanda
fotokatalitik 6zelligi ile zararli UV 1sinlara karsi koruyucu etki gosterdigi
icin glines koruyucu kremlerde kullanilmaktadir. Daha sonraki calismalarda,
deri hiicre hatlar1 {izerine uygun UV dalga boyunda isinlar gonderilerek
gerceklestirebilecek bu denemeler ile UV koruyucu etkisinin olup olmadig:
belirlenebilir.
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