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OZET

BAKTERIYEL BIYOSENTEZ YAKLASIMIYLA GUMUS
NANOPARTIKULLERIN URETIiMi VE KARAKTERIZASYONU

Sabuncu, Emine Gizem
Yiiksek Lisans, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ercan CACAN
Agustos 2025, xvi + 111 sayfa

Bu tez caligmasinda, ¢evre dostu, ekonomik, giivenilir ve kontrollii tiretimi saglayan
biyosentez (biyolojik) yontemi kullanilarak glimiis nanopartikiillerin (AgNP’ler) tiretimi
gergeklestirilmistir. Bu biyosentez ¢alismasi i¢in Pseudomonas fluorescens kullanilarak
bakteri aracili AgNP’ler elde edilmistir. Bu bakterinin secilmesi, tampon ¢ozelti
icerisinde yapilan 6n denemelerde yiiksek konsantrasyonda dahi ii¢ giine kadar canh
kalabilmesi etkili olmustur. Stok kiiltiirlerden elde edilen 18 farkli bakteri tiiriine ait
izolatlar ile yapilan 6n denemeler sonucunda, canlilifini siirdiirebilen ve biyosentez
kapasitesi yiiksek olan aktif izolat olarak Pseudomonas fluorescens belirlenmis olup
calismalar bu izolatla devam ettirilmistir. Bu sayede, hem bakterinin optimum faaliyet
gosterecegi ideal bir ortam belirlenmis hem de nanopartikiil olusumu i¢in uygun kosullar
saglanmistir. Sentezlenen AgNP’lerin optik 6zelliklerin belirlenmesinde ultraviyole-
goriinlir bolge spektroskopisi (UV-Vis), yapisal ozellikler i¢in dinamik 1s1k sac¢ilimi
(DLS), zeta potansiyel, X-1is1m1 difraktometrisi (XRD), X-1s1m1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS) ve enerji dagilimli X-Isin1 spektroskopisi (EDX) analizleri,
morfolojik ve boyut 6zelliklerin belirlenmesinde ise transmisyon elektron mikroskopu
(TEM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileme teknikleri kullanilmigtir.
UV-Vis analizinde beklenen ylizey plazmon rezonans pikine ulasilamamis olup bu
durumun, bakteriyel siipernatant icerisinde yer alan organik kalintilarin absorpsiyon
ozelliklerini etkilemesinden kaynaklandigi dislinilmiistiir. Buna karsin  diger
karakterizasyon teknikleri AgNP’lerin basarili sekilde sentezlendigini ve organik
kalintilarin varligini dogrulamislardir. AgNP’lerin 5—50 nm araliinda partikiil boyutlari,
kiiresel gortiniimlii, polidispers morfoloji ve partikiillerin etrafindaki biyolojik halo yapisi
sonuclarina ulasilmistir. Antimikrobiyal aktivite degerlendirmesi kuyu difiizyon ve disk
difiizyon yontemleri ile gergeklestirilmis, elde edilen sonuglar ticari antibiyotik diskleri
ile karsilagtirilmistir. Sentezlenen AgNP’ler, oOzellikle Acinetobacter baumannii,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Escherichia
coli gibi patojen bakterilere kars1 inhibitor etki gdstermistir. Bazi ticari antibiyotiklerin
etkinlik gostermedigi durumlarda dahi AgNP’lerin anlamli zon ¢aplar1 olusturdugu
gbzlenmistir. Antikanser aktivite degerlendirmesi, HCT116 kolorektal kanser hiicre hatti
tizerinde gerceklestirilmis ve yliksek konsantrasyonlardaki AgNP uygulamasi bu kanserli
hiicrelerin yaklasik %90 oraninda Gliimiine neden olmustur. Potansiyometrik sensor
uygulamasi ise kursun iyonlarinin tespiti amaciyla gerceklestirilmis; ancak beklenen
secicilik sergilenememis olup, bu alanla ilgili ileri dilizey c¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Sonug olarak, bu ¢alisma ile ¢evreye duyarl, diisiik maliyetli ve etkili bir
bakteri aracili biyosentez yontemi kullanilarak AgNP’lerin basariyla iiretilebilecegi
gosterilmistir. Ayrica bu calisma, biyolojik sentez siireglerinde organik kalintilarin
AgNP’leri ¢evreleyerek aglomerasyonu engellemesi, nanopartikiillerin tekil halde stabil
kalmasina olanak taniyarak literatiire 6zgilin bir katki1 saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Giimiis nanopartikiil, Biyosentez, Karakterizasyon teknikleri,
Antimikrobiyal aktivite, Antikanser aktivite, Potansiyometrik sensor
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ABSTRACT

BACTERIA-MEDIATED BIOSYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES AND
THEIR CHARACTERIZATION

Sabuncu, Emine Gizem
Master’s Thesis, Department of Molecular Biology and Genetic
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ercan Cagan
August 2025, xvi + 111 pages

In this thesis study, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized using a biosynthesis
(biological) method that is environmentally friendly, economical, reliable, and allows for
controlled production. For this biosynthesis study, bacterially mediated AgNPs were
obtained using Pseudomonas fluorescens. The selection of this bacterium was influenced
by its ability to remain viable for up to three days even at high concentrations in
preliminary trials conducted in buffer solution. Among the 18 different bacterial isolates
obtained from stock cultures, Pseudomonas fluorescens was identified as the active
isolate that remained viable and demonstrated high biosynthesis capacity, and the study
was continued with this isolate. Thus, both an ideal environment for the optimal activity
of the bacterium and suitable conditions for nanoparticle formation were established. To
determine the optical properties of the synthesized AgNPs, ultraviolet-visible
spectroscopy (UV-Vis) was used; for structural properties, dynamic light scattering
(DLS), zeta potential, X-ray diffraction (XRD), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS),
and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) analyses were conducted; and for
morphological and size characterization, transmission electron microscopy (TEM) and
scanning electron microscopy (SEM) imaging techniques were employed. The expected
surface plasmon resonance peak was not achieved in the UV-Vis analysis, which is
believed to be due to the absorption properties being affected by organic residues present
in the bacterial supernatant. Nevertheless, other characterization techniques confirmed
the successful synthesis of AgNPs and verified the presence of organic residues. The
AgNPs were found to have particle sizes in the range of 5-50 nm, with spherical
appearance, polydisperse morphology, and a biological halo structure surrounding the
particles. Antimicrobial activity evaluation was performed using the well diffusion and
disk diffusion methods, and the results were compared with commercial antibiotic discs.
The synthesized AgNPs exhibited inhibitory effects particularly against pathogenic
bacteria such as Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. It was observed that AgNPs
produced significant inhibition zones even in cases where some commercial antibiotics
were ineffective. The anticancer activity evaluation was conducted on the HCT116
colorectal cancer cell line, and application of AgNPs at high concentrations resulted in
approximately 90% death of these tumor cells. A potentiometric sensor application was
also carried out for the detection of lead ions; however, the expected selectivity was not
achieved, indicating the need for further advanced studies in this area. In conclusion, this
study demonstrated that AgNPs can be successfully produced using a bacteria-mediated
biosynthesis method that is environmentally conscious, cost-effective, and efficient.
Additionally, this study shows that organic residues in biological synthesis prevent AgNP
agglomeration, ensuring stable and discrete distribution.

Keywords: Silver nanoparticles, Biosynthesis, Bacterial synthesis, Characterization
techniques, Antimicrobial activity, Antibacterial activity, Anticancer activity,
Potentiometric sensor
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1 GIRIS

Nanoteknoloji son yillarda bilimsel ve teknolojik alanlarda adindan sik¢a s6z ettiren;
saglik, enerji, savunma, elektronik, bilisim, uzay, havacilik, ¢evre, gida ve tarim gibi
birgok alanda hizla gelisen ve genis bir uygulama potansiyeline sahip bir bilim dal1 haline
gelmistir. Nanoteknoloji, nanometre biiytlikliigiindeki maddenin olaganiistii 6zelliklerini
kullanarak, insan yasamini iyilestirecek, yeni malzemeler ve araglar gelistirilmesini ifade
etmektedir (Bayda ve ark., 2019). Nanobilimin en Onemli malzemelerinden biri
nanopartikiillerdir (NP). Nanomalzemeler bulk (hacimsel) materyallerden tamamen
farkli, yeni ve daha iistiin fiziksel, kimyasal, manyetik ve optik Ozelliklere sahip
olmasindan kaynaklanir. Nano boyutlu parcacik 6zelliklerine etki etmesinin temelde iki
nedeni vardir; boyut kiiciildiikce malzemenin ylizey alani artar ve bdylece dis yiizeyde
bulunan atom sayisi da artmis olur (Sobolev & Gutiérrez, 2005). Nanomalzemeler
arasinda yer alan metalik nanopartikiiller igerisinde, giimiis nanopartikiiller (AgNP) 1-
100 nanometre (nm) arasinda olan yapilardir (Rai ve ark., 2021). Bu AgNP’ler, giicli
antimikrobiyal etkileri nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir. AgNP’lerin en 6nemli 6zelligi
diger molekiiller ile etkilesimi, ¢dziinme hizi1 ve genis yiizey alani1 / hacim oranidir
(Gahlawat & Choudhury, 2019). AgNP’lerin elde edilmesinde, fiziksel ve kimyasal
yontemlere alternatif olarak biyosentez (biyolojik) yontemleri de kullanilmaktadir.
Kimyasal yontemlerin kullanimi hem canli sistemlere hem de cevreye tehlikeli ve
toksiktir. Fiziksel yontemler ise pahali ve yiiksek enerjiye ihtiyag duymaktadir. Bu
nedenle son yillarda, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir alternatif olarak biyosentez yontemi
ilgi gormektedir. Bu tez calismasinda AgNP’lerin sentezinde biyosentez yOntemlerin

arasinda bakteriler ile elde edilmesini hedeflenmistir.

Biyosentez partikiil iireticileri olarak bitkilerin, bakterilerin, funguslarin, aktinomisetlerin
ve insan hiicrelerinin kullanildigina dair literatiirde bilgiler bulunmaktadir (Jeffryes ve
ark., 2015). Bircok agidan avantajlara sahip olan biyosentez yontemi ¢ok cesitli canli
sistemlerini liretici kaynagi olarak kullanmaktadir (Mohanpuria ve ark., 2008). Ek olarak,
bakterilerin lireme hiz1 ve maliyeti diisiik olmasindan dolay1 ¢esitli biyolojik uygulamalar

kullanilmaktadir. Bakteriler ile metalik NP'lerin iiretimi dikkat ¢ekmistir.

Bu tez kapsaminda, sentezi hedeflenen AgNP’lerin iiretimi i¢in diisiik maliyetli,
reaksiyon sartlar1 kontrol edilebilen ve yesil sentez yontemi olan bakteri ile biyosentez

yontemi secilmistir.



Bakteriler, agir metal agisindan zengin ortamlarda gelisen, agir metal iyonlarini azaltmasi
icin dikkate deger bir yetenege sahip olduklarin1 da bilmekteyiz. Yine bakteriler, bu
Ozellikleri sayesinde onlar1 NP sentezi ve toksik metal iyonlarinin iyilestirilmesi amaciyla
biyolojik olarak kullanilir (Nayak ve ark., 2016). AgNP sentezi i¢in mekanizmasi yliksek
redoks potansiyel sahip olan nitrat rediiktaz NADH (indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotit) bir enzim olup azot c¢evriminde yer almaktadir ve nitrati, nitrite
indirgemektedir. AgNP sentezi, hiicre icinde veya hiicre disina salgilanarak giimiis

iyonlarini elementel giimiise indirgemektedir (Golinska ve ark., 2014).

Bakteriler ile NP’lerin iiretilmesinde iki farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlardan birisi
bakteriler uygun bir besiyerinde gelistirildikten sonra santrifiij edilerek ¢oktiirmek
suretiyle kiiltiir sivisindan ayrilan hiicreler ultra saf su icinde lizize ugratilip ve aciga
cikan hiicre lizati ile tiretim gerceklestirilir. Bu tip NP’lerin sentezi intraseliiler (hiicre ici)
sentez olarak bilinmektedir. Diger yontemde ise bakteri hiicresi gelistirildikten sonra
sentezde sadece kiiltiir sivist kullanilir. Bu tip sentez ekstraseliiler (hiicre dis1) olarak
bilinmektedir. Intraseliiler NP sentezi maliyetlidir. Ciinkii bakteri kiiltiirii sonucunda elde
edilen biyokiitle miktar1 az olabilmektedir ve liziz asamasi da sentez siiresini

uzatmaktadir.

Kalishwaralal ve ark., (2010), AgNP’lerin sentezinde Bacillus licheniformis kiltiirii
siipernatantt  kullanilarak homojen ve kararli AgNP’lerin 40 nm boyutunda,
biyoindirgenmesiyle sentezlenebilecegini ortaya ¢ikarmiglardir. Adigiizel ve ark., (2018),
aktinobakteriyal izolat ile intraseliiler NP'ler biyosentezini gerceklestirmislerdir.
Sentezlenen NP'ler 35-60 nm boyutunda ve oval sekilde, kristal yapisinin ise 9,35 nm
boyutunda, kiibik sekilde oldugunu rapor etmislerdir. Streptomyces sp. AOA40 ile
sentezledikleri NP’lerin Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, ve
Staphylococcus aureus igin Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) degerlerinin
sirastyla 8 pg/mL, 16 pg/mL, 16 pg/mL ve 32 pg/mL oldugunu gostermistir. Ayrica,
antioksidan 6zellik gosteren NP’lerin 12.5 pg/mL ve 15 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin
Saccharomyces cerevisiae’da deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina sebep olmadigini

belirtmislerdir (Adiguzel ve ark., 2018).

Abd-Elnaby ve ark., (2016), Streptomyces rochei MHM 13 kiiltiir slipernatant1 ile 22-85
nm boyutlarinda AgNP sentezlemislerdir. Uretilen NP’leri 5 farkli kanser hiicre hatt:
karsisinda antikanser ozelliginin oldugunu rapor etmislerdir. Otari ve ark., (2012),

2



calismasinda Rhodococcus sp.’nin AgNP sentezinde hiicre i¢inde bulunan NADH-

bagimli nitrat rediiktaz enzimleri ile gerceklestirebilecegi rapor etmislerdir.

Cizelge 1.1. Farkli bakteri suslar ile sentezlenen AgNP’lerin 6zellikleri ve uygulama

alanlan

Bakteri Susu Giimiis Sekil Boyut | Uygulama Referans
Tuzu (nm)

Lactobacillus AgNOs3 Kiiresel | 10-20 | Antioksidan ve Abishad ve ark., 2022

acidophilus antimikrobiyal aktivite

Bacillus sp. AgNO; Kiiresel | 22-41 | Antifungus aktivite Ajaz ve ark., 2021

Streptomyces sp. AgNOs3 Kiiresel 10-30 | Antibakteriyel aktivite | Goel ve ark., 2021

Pseudoduganella AgNOs3 Kiiresel | 8-24 Antibakteriyel aktivite | Huq, 2020

eburnean

Bacillus siamensis | AgNOs Kiiresel | 25-50 | Antibakteriyel aktivite | Ibrahim ve ark., 2019

Bacillus cereus AgNO3 Kiiresel | 20-40 | Antioksidan ve Mujaddidi ve ark.,
antibakteriyel aktivite | 2021

Bacillus brevis AgNO3 Kiiresel | 41-68 | Antibakteriyel aktivite | Saravanan ve ark.,

2018
Phenerochaete AgNOs3 Kiiresel | 34-90 | Antibakteriyel aktivite | Saravanan ve ark.,
chrysosporium ve Oval 2018

Ayrica literatiir bilgisinde ne kadar da farkli bakterilerden AgNP’ler sentezlenmis olsa da

Cesitli

maddelerden sentezlenen NP’ler kendilerinden sekil, boyut, optik, antibakteriyel 6zelligi,

higbir calismada Pseudomonas fluorescens kullanilmadigi goriilmiistir.
toksisite ve kristalizasyon gibi farkli 6zellikler gostermektedir. Bu literatiir bilgilerine
dayanarak, tez kapsaminda, Pseudomonas fluorescens kullanilarak ilk kez AgNP’lerin

sentezi yapilmstir.

AgNP’lerin  antikanser, antiplazmodiyal, antioksidan, antifungisit, antiviral,
antienflamatuar aktiviteleri gibi 6zelliklerinden dolay1 farmakolojik uygulamalarda yer
almaktadir (Singh ve ark., 2019). Bunun yaninda AgNP’ler antibakteriyel ozellikleri
sayesinde tekstil, tarim, ila¢ dagitimi, endiistriyel uygulamalar, gida saklama kaplar1 ve
ambalajlari, elektronik bilesenler, antiseptik spreyler ve biyomedikal alanda -ameliyat

maskelerinde, bandajlarda, dezenfektanlar ve kateterler gibi tibbi ara¢ gereclerde genis
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bir yelpazede kullanilmaktadir (Gandhi & Shende, 2021; Castillo-Henriquez ve ark.,
2020). AgNP’lerin kan pihtilagmasini Onleyici etkisi nedeniyle anti-pihtilagsma
formiilasyonlarinda  kullanilabilecegini  bildirilmistir (Lateef ve ark., 2015).
Antimikrobiyal aktivite acisindan AgNP, iyon halindeki giimiisten daha etkili oldugu
raporlanmustir (Rai ve ark., 2021). Ote yandan giimiisiin, memeli hiicrelerine kars1 diisiik

toksisite gostermektedir (Zhao & Stevans, 1998).

Bacillus tiirleri ile iiretilen AgNP’leri ila¢ tasiniminda kullanimiyla ilgili ¢alismalar1 da
mevcuttur (Dey ve ark., 2016). Ayrica, bu AgNP’lerin antikanser ajanit olarak
degerlendirildigi arastirmalar da literatiirde yer almaktadir (Rajeshkumar ve ark., 2016).
Bununla birlikte, antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 patojenik mikroorganizmalarin
ilag direnci gelistirmesi, arastirmacilar1 yeni antimikrobiyal ajanlar bulmaya yoneltmistir.
Gumds igerikli kremler, losyonlar, pomadlar, yara ve yanik tedavilerinde tibbi yontemler
olarak kullanilmaktadir. Giimiis iyonlar1 ile siilfadiazin birlesiminden olusan ve
antimikrobiyal ajan olan glimiis siilfadiazin, 6zellikle yanik ve cerrahi yaralarinda
enfeksiyon kontrolii amaciyla gelistirilmistir. Minimal doku reaksiyonu ve diisiik

toksisitesi sayesinde klinik olarak tercih edilmektedir (Fox, 1983).

Sondi & Salopek-Sondi, (2004), tarafindan yapilan ¢alismada AgNP’lerin Escherichia
coli’ye (E. coli) karst antimikrobiyal aktivite gosterdigi, E. coli hiicrelerinin hiicre
duvarinda AgNP birikimi ve hiicrelerde ¢ukurlar meydana getirerek hiicre 6liimiine yol
acmistir. Ayn1 E. coli’de, daha biiyiik ylizey / hacim oranina sahip kiigiik NP’ler, biiyiik
NP’lere gore daha etkili antibakteriyel aktivite gosterdigini soylemislerdir (Baker ve ark.,

2005).

AgNP'lerin antibakteriyel aktivitesi sadece boyuta bagli degil ayn1 zamanda sekle de
baglidir. AgNP'lerin gram negatif bakteride E. coli ile sekle bagl olarak etkilesime girdigi
rapor etmislerdir (Morones ve ark., 2005; Pal ve ark., 2007). Baska bir ¢aligmada
AgNP'lerin E. coli ve Staphylococcus aureus'a kars1 antimikrobiyal etkilerinin aragtirmak
icin diisiik konsantrasyonlarinda AgNP maya ve E. coli’de biiylimenin tamamen inhibe
etmistir ve S. aureus’ta ise gelisime etkisinin daha az oldugu belirtmislerdir (Kim ve ark.,

2007).

AgNP’ler, gelismis optik performanslart sayesinde hassas algilama sistemlerinde;

biyosensorler, kemosensorler ve genel sensor teknolojilerinde kritik bir rol oynamaktadir.
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Bu NP’lerin yiizey plazmon rezonansi (SPR) gibi fiziksel o6zellikleri, sensdrlerin
duyarliligin1 ve segiciligini 6nemli Olglide artirarak, biyolojik ve kimyasal analizlerde
yuksek dogruluk ve hiz saglamaktadir. Biyosensor ve kemosensor alanlarinda AgNP’lerin
kullanimi, 6zellikle yiliksek duyarhilik, hizli tepki siiresi ve diisiik maliyet avantajlar
nedeniyle, sensor performansinin iyilestirilmesinde dnemli bir yer tutmaktadir (Malik ve

ark., 2023).

Potansiyel Olgiimiine dayanan potansiyometrik yontemler, sensOr arastirmacilari
tarafindan oldukc¢a yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Potansiyometrik, biri referans digeri
ise ¢alisma (indikator) elektrodu olmak iizere akimin hi¢ gegmedigi veya ¢ok az gectigi
bir elektrot sisteminin potansiyelinin zamana kars1 6l¢iildiigii elektroanalitik bir yontem
olarak adlandirilir (Isildak & Ozbek, 2021). Potansiyometrik yéntemler, oldukg¢a kisa
cevap zamani, diisiik tayin limiti, diisik maliyet, diisiik enerji tiiketimi, genis dogrusal
calisma aralig1, hazirlanma kolayligi, iyi hassasiyet ve gesitli iyonik tiirlere kars1 yliksek
secicilik sergilemesi dahil olmak iizere bilinen analitik tekniklere gore cok yonli
avantajlar sunmaktadir (Cetin ve ark., 2023; Isildak ve ark., 2023). Potansiyometrik
yontemler sunduklar1 bu avantajlar1 sayesinde 6zellikle rutin analizlerde aragtirmacilar
tarafindan ilgi odagi haline gelmistir. Son yillarda bu NP’ler nanosensor teknolojisinde
de yer almaya baslamistir. Bir nanosensor teknolojisinde temel olarak nanomateryal,
tanima eleman1 ve mekanizma (sinyal iletimi amaciyla) olmasi gerekmektedir
(Vikesland, 2018). Literatiirde, biyosentez yontemi ile elde edilmis AgNP’lerin suda
amonyak tespit etmek amaciyla bir optik sensor olarak kullanildigi rapor edilmistir
(Pandey ve ark., 2012). Sebastian ve ark., (2018), tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada,
biyosentezle elde edilen AgNP’lerin, elektrokimyasal algilama davraniglar1 incelenmistir

ve suda bulunan toksik civa iyonlarini hizli bir sekilde algiladigr da tespit edilmistir.

Bu tez caligmasi, AgNP’lerin bu iistiin 6zelliklerinden yararlanilmasima dayanmustir.
Calismada, modifiye biyosentez yontemleri kullanilarak AgNP tiretimi gerceklestirilmis,
karakterizasyonlar1 yapilmis ve elde edilen AgNP’lerin antibakteriyel, sensor ve
antikanser aktiviteleri incelenmistir. Bdylece, biyosentez ydntemiyle elde edilen

AgNP’lerin ¢ok yonlii kullanim alanlar bilimsel veriler 1s181nda ortaya konulmustur.

Arastirmanin detayina indigimizde ise, AgNP’ler biyosentez yontem ile sentezlenmis
olup antibakteriyel, sensor ve antikanser 6zellikleri degerlendirilmistir. Bu kullanimlar

i¢in 1yi karakterize edilmis olmas1 gerekmektedir. Bu dogrultuda, sentezlenen partikiiller
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ilk olarak ultraviyole-goriiniir bolge spektroskopisi (UV-Vis) ile taranmis; AgNP'lerin
yapilariin belirlenmesi i¢in X-151mm1  difraktometrisi (XRD), X-isin1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS), enerji dagilimli X-Isim1 spektroskopisi (EDX) ve dinamik 1s1k
sacilimi (DLS) kullanilmistir. Sentezlenen AgNP'lerin morfolojik goriiniimii ve boyutlari
taramali elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron mikroskopu (TEM) ile
incelenip degerlendirilmistir. AgNP’lerin koloidal sistemler ve siispansiyonlar i¢in yiizey
yukii hakkinda bilgi edinip partikiillerin kararliligi, dagilma egilimi ve etkilesimlerini
degerlendirmek icin zeta potansiyel ol¢timii dahil olmak tizere ¢esitli analitik teknikler
kullanmilmistir. Karakterizasyon sonrasi, patojen bakterilere karsi antibakteriyel aktivite
gosterebilecek uygun boyut ve 6zellikteki AgNP’lerin testleri gerceklestirilmistir. Sensor
ozelligini teyit etmek icin denemeler gerceklestirilmistir. Antikanser 6zelliginin
degerlendirilmesi ic¢in insan kolorektal kanser hiicre hattt HCT116 iizerinde calisma

gergeklestirilmistir.

Bu tezde, literatiir arastirmalarina bagli olarak daha 6nce AgNP sentezinde kullanilmamis
olan bakteri tiirleri kullanilmis ve denemelerin sonucunda elde edilen veriler
karsilastirilarak en ideal bakteri se¢ilmistir. Bu bakteriler daha dnceki ¢alismalarimizda
tarafimizdan dogadan izole edilmis ve tanimlamas1 yapildiktan sonra da saf kiiltiir olarak
depolanmuistir. Yapilan literatiir taramasina gore, bu tiirlerle AgNP’ler sentezine yonelik
yapilan bir ¢alisma bulunmadigini sdyleyebiliriz. Suslar tarafimizdan dogadan izole
edildigi i¢cin bu suslarla AgNP’ler sentezine yonelik bir calisma olmadigini kesinlik
kazanir. Dolayistyla, birincil amacimiz; dogal ortamindan tarafimizca izole edilen bu
suslarin ilk kez glimiis 6zelliginde NP yeteneginin ortaya konmasi ve bu AgNP’lerin

karakterizasyonudur.

Tez kapsamindaki ¢aligma iilkemizdeki ilk yeni 6zellikli AgNP biyosentez c¢alismasidir.
Bu tez calismasinda, antimikrobiyal ozelliklere sahip, biyosensdr uygulamalarinda
kullanilabilecek ve antikanser 6zelligi olan AgNP biyosentezi amaglanmakta olup buna
yonelik biyosentez gerceklestirildi. Bu niteligiyle tezde mevcut yaklasimlardan ayrilarak
Ozgiin bir deger tasimaktadir. Buna bagli olarak dogadan izole edilen bakterilerin

biyosentez siirecinde kullanimi bu tez ile ilk kez ortaya ¢ikarilacaktir.



2 KURAMSAL TEMELLER

2.1 Nanoteknoloji

Nano 6n eki, kokenini Yunanca'da “ciice” ya da “bodur” anlamina gelen “nanos”
kelimesinden alir. Uluslararasi Birim Sistemi’nde bir metrenin milyarda birini (1 nm =
10 m) karsilayan Ol¢ii birimi 6n ekidir. Nanomalzemeler, en az bir boyutu nano
dlgeginde, 1 ile 100 nm arasinda degisen malzemelerdir. Ornegin, DNA molekiilii
yaklasik 2.5 nm, proteinler 50 nm ve bir viriis yaklagik 100 nm biiytikliglindedir (Hulkoti
& Taranath, 2014). Karsilagtirma yapilirsa, insan sa¢ telinin ¢apr yaklasik 60.000 nm
kalinligindadir (Gnach ve ark., 2015). Bu kii¢iik boyutlar1 sayesinde nanomalzemeler,

atom ve molekiillerden olusan 6zel yapilar olusturur.

Nanoteknoloji, maddelerin atom seviyesinde tasarimi, tiretimi ve kontroliiyle ilgilenen bir
bilim dalidir (Rajeshkumar & Bharath, 2017). Bu bilim dal1, nano 6l¢ek diizeyinde 6zgiin
kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip malzemelerin gelistirilmesini miimkiin kilar. Fizik,
biyoloji, molekiiler biyoloji, kimya, miihendislik, genetik ve toksikoloji gibi ¢esitli
alanlar1 bir araya getiren interdisipliner bir yaklasim sergilemektedir. Optik, mekanik,
uzay, elektronik, enerji, biyomedikal, kozmetik, gida ve ilag/gen tasima gibi bircok

sektorde genis uygulama alani bulmaktadir.
2.1.1 Nanoteknolojinin tarihcesi

Nanoteknoloji kavram ilk kez 1959 yilinda Amerikali bilim insan1 ve Nobel Odiilii sahibi
Richard Feynman tarafindan ortaya atilmistir. Feynman, Amerikan Fizik Toplulugun’un
toplantisinda, “There's Plenty of Room at the Bottom” (Asagida Daha Fazla Yer Var)
baslikli konusmasinda, maddeyi atomik diizeyde manipiile etme kavramini ele almigtir
(Bayda ve ark., 2019). Japon bilim insan1 Norio Taniguchi, Feynman’in konugmasindan
yaklasik 15 yil sonra, nanometre 6lgeginde gergeklesen yari iletken islemleri tanimlamak
icin “nanoteknoloji” terimini ilk kullanan kisi olmustur (Bayda ve ark., 2019).
Nanoteknolojinin gelisiminde énemli bir doniim noktasi, 1980’11 yillarda yasanmistir. Bu
donemde, Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer tarafindan taramali tiinelleme mikroskobunun
(STM) kesfedilmesi ve ardindan Harold Kroto, Richard Smalley ve Robert Curl
tarafindan fullerenlerin kesfi, alanin hizla ilerlemesine onciiliikk etmistir. Bu gelismeler,

nanoteknolojinin bilimsel temellerinin atilmasinda ve yaygin bir arastirma alani haline



gelmesinde belirleyici olmustur. Massachusetts Teknoloji Enstitiisii’'nden Eric Drexler,
1986 yilinda yayimladig1 “Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology”’
adli eserinde, Taniguchi’nin ‘nanoteknoloji’ terimi ile Feynman’in “There is Plenty of
Room at the Bottom” adli konugsmasindan yer vermistir. Drexler, hem kendisinin hem de
farkli karmagikliktaki diger nesnelerin kopyalarini olusturabilecek nano o6lgekli bir
“montajlayic1” (assembler) kavramini ortaya atmistir. Drexler’in nanoteknoloji
yaklasimina yaygin olarak “molekiiler nanoteknoloji” ad1 verilmektedir (Hulla ve ark.,
2015). 1986 yil1 igerisinde Gerd Binnig, Calvin Quate ve Christoph Gerber taratindan
atomik giic mikroskopu (AFM) kesfedilmis ve nanoteknoloji i¢in 6nemli adimlarindan
biri daha atilmis oldu. 1986 yili, AFM'nin kesfedilmesi, Drexler'in “Engines of Creatio”
kitabi, STM'nin kesfedicilerine Nobel Odiilii verilmesi gibi olaylarla, nanoteknolojinin
tarthindeki en 6nemli yillardan biri olarak kabul edilir. 1991 yilinda Japon arastirmaci
Sumio lijima tarafindan karbon nanotiipler kesfedilmis. 2000 yillarin basindan bu zamana
kadar nanoteknoloji bilimi, disiplinlerarasi ¢aligmalarin artmasiyla birlikte arastirma ve

uygulama alanlarini genisleterek hizla gelismistir.
2.2 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, 1-100 nm boyutlarinda, kendine 6zgii 6zellikleri, genis yiizey alani,
yiiksek tepkime yetenegi ve insan viicuduna kolayca girebilme 6zellikleriyle, tip ve Tarim
basta olmak {lizere modern bilimin ¢esitli alanlarinda genis uygulama alanlar1 bulunan
malzeme grubudur (Hug, 2020). Boyutlari, dagilimlari, morfolojileri ve sahip olduklari
ozellikler sayesinde biyolojik sistemlerle kolaylikla uyum saglayabilmektedirler. NP’ler,
kiigiik boyutlar1 sayesinde optik, mekanik, manyetik ve elektriksel 6zelliklerde avantajlar
sunar (Khan ve ark., 2019). Bu avantajlar, yiiksek ylizey-hacim oranlar1 ile nano 6lgekli

yapilarda ortaya ¢ikan kuantum etkilerinden kaynaklanmaktadir (Baig ve ark., 2021).

NP’ler, yapisal kararliliklari, ¢evresel faktorlere karsi gosterdikleri duyarlilik, toksisite
potansiyelleri, oksidasyon ve indirgenme egilimleri ile antimikrobiyal aktiviteleri gibi
cesitli ve cok yonlii kimyasal davraniglar sergilemektedir (Eker ve ark., 2024; Abbasi ve
ark., 2023; Sharmin ve ark., 2021; Wang ve ark., 2017).



2.2.1 Nanopartikiillerin siniflandirilmasi
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— Karbon bazli NP’ler

Sekil 2.1. NP’lerin boyut ve kimyasal kompozisyonlarina gore siniflandirilmasi.

Boyutlarina gore siniflandirmada NP’ler; sifir boyutlu (0D), bir boyutlu (1D), iki boyutlu
(2D) ve ii¢ boyutlu (3D) olmak iizere dort alt gruba ayrilmaktadir. Bu siniflandirma,

partikiillerin fiziksel sekil ve yiizey alan1 6zelliklerine dayanmaktadir.

Kimyasal kompozisyona dayali siniflamada ise NP’ler; inorganik, organik ve karbon
bazl olarak {i¢ ana gruba ayrilmaktadir. Inorganik NP’ler ayrica metal NP’ler ve metal
oksit NP’ler olarak alt smiflara ayrilmaktadir. Bu siniflandirma, NP’lerin yapisal

ozellikleri ve kullanim alanlar1 hakkinda temel bir ¢er¢eve sunmaktadir.

NP’ler yaygin olarak bu kriterlere gore siniflandirilsa dahi literatiirde onlar1 bes temel
gruba ayiran alternatif siniflandirma modelleri de bulunmaktadir. Mamataj ve ark.,
(2025), NP’leri, metal NP’ler, polimerik NP’ler, manyetik NP’ler, yariiletken kuantum

noktalar1 ve karbon bazli nanoyapilar olmak iizere bes temel grupta siniflandirmislardir.



Metalik nanomalzemeler, sentez kolaylig1 ile yapi, boyut, sekil ve bilesimlerinin kontrol
edilebilirligi sayesinde yiiksek diizeyde uyarlanabilirlige sahiptir. Bu 6zellikleri, onlar
diger miihendislik iirlinii NP’ler arasinda one c¢ikarir. Arastirmacilar, bu esneklik
sayesinde metalik NP’lerin 6zelliklerini hassas bigimde diizenleyerek kullanim alanlarini

genisletebilmektedir (Mamataj ve ark., 2025).

Metalik NP’ler altin, bakir, ¢inko, demir, giimiis, selenyum ve titanyum gibi ¢esitli
cesitlerde karsimiza ¢ikar. Metalik NP'ler arasinda 6zellikle altin nanopartikiiller (AuNP)
ve glmiis nanopartikiiller (AgNP) yaygin olarak calisilmakta ve genis uygulama
alanlarina sahiptir. Bakir, ¢inko, demir ve titanyum NP’ler de dnemli olup, ¢esitli sentez
ve uygulama calismalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Ote yandan, selenyum NP’ler
biyomedikal uygulamalarda ve bazi katalitik siireclerde arastirilan daha 6zel bir grubu

temsil eder (Wadhwani ve ark., 2016).
2.2.2 Giimiis nanopartikiiller

Glumiis (Ag), dogada yaygin olarak bulunan, diisiik maliyetli ve cesitli dikkat cekici
fiziksel ile kimyasal 6zellikleriyle 6ne ¢ikan bir elementtir (Qamer ve ark., 2021). Ag,
yiiksek antimikrobiyal aktivitesiyle uzun siiredir bilinmektedir. Bu 6zelligi tarihsel olarak
cesitli tedavi uygulamalarinda kullanilmistir. Ancak antibiyotiklerin kesfiyle birlikte
Onemi azalmistir. Giiniimiizde, antibiyotiklere kars1 gelisen direng nedeniyle 6zellikle NP
formundaki giimiisiin antimikrobiyal etkinligi yeniden 6nem kazanmistir (Rai ve ark.,

2009).

AgNP’ler yeni gelisen metalik nanomalzeme gruplar1 arasinda yer almaktadir.
AgNP’lerin etkileyici fizikokimyasal ozellikleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini
¢cekmeyi bagarmistir. Yiizey kimyasi, bilesimi, morfolojisi, sekli, boyutu, dagilimi, ¢ozelti
icindeki reaktivitesi, ¢oziinme hizi, iyon salinim etkinligi, adsorpsiyon ve absorbsiyon
gibi Ozellikleriyle antikanser, antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan gibi bir¢cok

alanda avantajli bir materyal olarak 6ne ¢ikmaktadirlar (Aliero ve ark., 2025).

AgNP’ler, kiiciik boyutlar1 sayesinde hiicre zarlarindan kolayca ge¢ip antibakteriyel etki
gosterirken, yliksek enerjileri nedeniyle kiimelenip etkinliklerini azaltabilmektedirler
(Morones ve ark., 2005). Bu sorunu agsmak i¢in polimer veya benzeri malzemeler iizerine

yiiklenerek stabilize edilirler ve boylece NP’lerin sekli, boyutu, yiizey yiikii ve dagilimi
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kimyasal davranislarini ve cevreyle etkilesimlerini belirlerken, fitokimyasallar ise
antioksidan aktivitelerini saglayabilirler (Li ve ark., 2019). Ayrica, optik ozellikleri
sayesinde renk degisimi, 151k sacilmasi, floresans ve kimyasal 11k yayilimi gibi farkl

yontemlerle calisan ¢esitli sensorlerde kullanilabilmektedirler (Mamataj ve ark., 2025).

NP’ler kiigciik boyutlar1 sayesinde hiicre zarimi1 kolayca gegip hiicre i¢i yapilarla
etkileserek cesitli hasarlara yol acgabilirler (Nel ve ark., 2009). AgNP’ler de bu etkileri
hiicre duvar1 bozulmasi, enerji liretiminin aksamasi, radikal olusumu, protein ve enzim
fonksiyonlarmin bozulmasi ve DNA hasar1 gibi sekillerde gosterebilmektedirler (Patil &
Kim, 2017). AgNP’ler, insan organlarina niifuz edebilme ve hiicre zarlarini gecebilme
yetenekleri sayesinde yiiksek biyoyararlanim potansiyeline de sahiptirler (Tan ve ark.,
2021). Bu partikiiller, sahip olduklar1 genis ylizey alani sayesinde, ayni1 kimyasal bilesime
sahip daha biiylik partikiillere kiyasla daha yiiksek biyokimyasal reaktivite, katalitik
aktivite ve atomik etkilesim gosterirler. Bu 6zellik, AgNP’lerin biyolojik uygulamalarda

daha etkili olmalarin1 saglamaktadir (Rafique ve ark., 2017).

AgNP’ler, kataliz, plazmonik, optoelektronik, biyosensor, antimikrobiyal aktivite, DNA
dizileme, yiizey giiclendirilmis Raman sagilmasi (SERS), iklim degisikligi ve kirlilik
kontrolii, temiz su teknolojisi, enerji tiretimi, bilgi depolama gibi ¢esitli alanlarda ve
ozellikle ilag tagima sistemleri, tedavi yontemleri, gen terapisi ve terapdtik uygulamalarda
onemli potansiyele sahiptirler (Huq, 2020; Rafique ve ark., 2017). Bu sayede AgNP’ler

yogun ilgi gérmektedir.

2.3 Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

NP’lerin sentezinde iki temel yaklasim bulunmaktadir: Yukaridan asagiya (top-down) ve
asagidan yukariya (bottom-up). Yukaridan asagiya yontemi, bulk (hacimli) malzemelerin
disaridan uygulanan fiziksel islemlerle (6rnegin 6giitme, taslama, lazer ablasyonu ve
fiziksel buhar biriktirme gibi tekniklerle) nanometre boyutuna indirgenmesini
saglamaktadir (Vanlalveni ve ark., 2024). Asagidan yukariya yontemi ise atom veya
molekiillerin kimyasal ve biyolojik siiregler araciligiyla kontrollii bir sekilde birleserek
cekirdekler olugturmasi ve bu ¢ekirdeklerin biiyliyerek nano boyutlu yapilara doniismesi

esasina dayanmaktadir (Vanlalveni ve ark., 2024).
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Yukaridan agagiya yontemi fiziksel kiiciiltmeye odaklanirken, asagidan yukariya yontemi
ise biiyiime ve sekil de kontrol saglama gibi avantajlar sunmaktadir. Bu yoniiyle kimyasal

ve biyolojik yontemler olmak iizere iki temel alt kategoriye ayrilir (Fahim ve ark., 2024).

Nanopartikiillerin Sentez
Yontemleri
Yukaridan asagiya Asagidan yukariya
(Top to Bottom) (Bottom to up)

Fiziksel Y éntem Kimyasal Yontem Bi 01‘1'“‘ Yesil
Yontem

Mekanik/ Kimyasal/ Allgtay
Bilyal 6giitme elektrokimyasal (mikroalg, makroalg)
Termal/lazer soktirme
ablasyon Sol-jel yontemi Bitkiler
Fiziksel buhar Piiskiirtme (kdk,
biriktirme pirolizi tomurcuk,gicek,yaprak)
Litografi Lazer pirolizi
Buhar ¢oktiirme Aerosol pirolizi Mikroorganizmalar
Atomik/molekiiler (bakteri,mantar, maya)

yogunlasma

TOKSIK
DEGIL
< =

Sekil 2.2. NP’lerin sentez yontemleri.

NP’ler, atomlarin kendiliginden birikerek nano boyutta partikiilleri olusturdugu asagidan
yukartya veya biliylik hacimli malzemelerin ¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemlerle
kiciltildigi  yukaridan asagiya yontemleriyle {retilmektedirler (Gahlawat &
Choudhury, 2019). Kimyasal yontemler diisiik enerji tiiketimi ve partikiil boyutu ile
seklinin homojenligi gibi avantajlar saglamanin yani sira toksik kimyasallar kullanimi
nedeniyle ¢evresel ve biyomedikal uygulamalarda sinirlamalar getirmektedir. Bu
nedenle, NP’lerin boyut, morfoloji, stabilite ve 6zelliklerini etkili sekilde kontrol eden
cevre dostu sentez yontemlerinin gelistirilmesi giinlimiizde oncelikli arastirma alanidir

(Gahlawat & Choudhury, 2019).

Fiziksel ve kimyasal yontemler genellikle yiiksek maliyetli olup toksik atik liretmeleri
nedeniyle ¢evreye zarar vermektedir. Buna karsin, mikroorganizmalar ve bitkiler
kullanilarak gerceklestirilen biyolojik NP sentezi, toksik olmayan ve c¢evre dostu
substratlar kullanmasi ile daha basit bir sentez siireci sunmaktadir (Cekuolyte ve ark.,

2023). Ayrica biyomolekiillerin dogal stabilizatdr olarak islev gormesi sayesinde
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agregasyonu azaltarak NP’lerin stabilitesini artirmaktadir (Cekuolyte ve ark., 2023).
Biyolojik NP sentezinin ¢evre dostu ve stabiliteyi artirict Ozelliklerinin yani sira,
stirdiiriilebilir tiretim silireglerinde indirgeme ve kapsama ajanlarinin rolii de biiyiik 6nem
tasimaktadir. Sentezlenen NP’lerin yaygin ve g¢esitli alanlarda kullanilmasi, sentez
stireclerinin yalnizca verimli degil ayn1 zamanda stirdiiriilebilir olmasin1 da zorunlu
kilmaktadir. Bu dogrultuda, fiziksel ve kimyasal yontemlere alternatif olarak gelisen
biyolojik sentez stratejilerinde, indirgeme (reducing) ve kapsama (capping) ajanlarinin
stirecteki rolii 6ne ¢ikmaktadir (Chugh ve ark., 2021; Iravani ve ark., 2014). Bu ajanlar
sayesinde partikiil morfolojisi ve yiizey ozellikleri kontrol edilerek uygulama verimliligi
artirtlabilmektedir (Dhaka ve ark., 2023). Mikroorganizmalar (bakteriler, aktinomisetler,
mantarlar, algler, viriisler ve mayalar) tarafindan gergeklestirilen biyosentez yontemi,
geleneksel NP sentez tekniklerine ¢evre dostu, diisiik maliyetli ve toksik olmayan bir
alternatif sunmaktadir. Bu biyolojik siirecler sayesinde farkli boyut, sekil, bilesim ve
fizikokimyasal  Ozelliklere  sahip ~ NP’ler  {iretilebilmektedir.  Ayrica, bu
mikroorganizmalara ait enzimler ve biyomolekiiller, nano 6l¢ekli partikiillerin sentezi ve
organizasyonu i¢in sablon gérevi gorerek, sentez mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasini
saglamaktadir (Gahlawat & Choudhury, 2019). Son bes-alt1 yi1lda bu alandaki gelismeler,
mikroorganizmalarin metal NP liretimindeki rolii, avantajlari, uygulama alanlar1 ve biiyiik
Olgekli iiretim teknikleri iizerine yogunlasarak bilimsel literatiirde onemli ilerlemeler

kaydetmistir (Gahlawat & Choudhury, 2019).

2.4 Biyolojik Sentez (Biyosentez) Yontemi

NP’lerin biyolojik sentezi, kimyasal olmayan reaktiflerin kullanildig1 ¢evre dostu, yesil
yaklagimli yontemler olarak tanimlanabilir (Kaabipour & Hemmati, 2021). Giinlimiizde,
dogadaki kaynaklarin giderek azalmasiyla birlikte, ekosistemin saglikli isleyisi agisindan
biiyiik 6nem tasiyan ancak daha once pek dikkat ¢cekmeyen canlilara yonelik bilgi
diizeyimiz farklilasmistir. Bu canlilarin biyolojik sentezdeki onemi hakkindaki bakisg
acimiz da onemli Olgiide degismistir. Biyolojik sentezde kullanilan bu canlilar, NP
sentezinde indirgeme ajanmi1 olarak gorev yapabilen ¢esitli faydali bilesikleri igerir
(Mamataj ve ark., 2025). NP olusumu, bu canlilarda bulunan protein, enzim gibi
molekiiller araciligiyla indirgenme yoluyla gergeklestirilir. Bu canlilarin 6nemi arttike¢a,
NP diretiminde kullanilan geleneksel fiziksel ve kimyasal yontemlerin ¢evresel ve

ekonomik dezavantajlar1 da daha belirgin hale gelmistir. Fiziksel ve kimyasal NP iiretim
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yontemlerinin pahali, toksik ve c¢evre dostu olmamalart nedeniyle, arastirmacilar
mantarlar, mayalar, bakteriler ve aktinomisetler gibi mikroorganizmalarin yani sira
bitkiler, bitki 6zleri ile zarlar, viriisler, DNA ve diyatomlar gibi biyolojik sablonlar1
kullanarak biyolojik sentez yontemleri gelistirmistir (Rafique ve ark., 2017). Enerji
verimliligi, siirdiiriilebilirlik, yenilenebilirlik ve sentetik kimyasallar ile bunlarin
modifiye edilmis tlirevlerinin kullaniminin azaltilmasi, biyolojik sentezin baglica
avantajlar1 olarak sayilabilir. Ayrica biyolojik yontemlerle NP sentezi, daha hizli
iretilebilmeleri durumunda ticari agidan daha uygulanabilir ve ekonomik bir secenek
haline gelecektir. Clinkii hizli liretim, siire¢ verimliligini artirarak maliyetleri diigiirmekte

ve endiistriyel 6lgekte kullanimini kolaylagtirmaktadir (Shahverdi ve ark., 2007).

Biyolojik sentez, iki ana kategoriye ayrilabilir: hiicre i¢i (intraselliiler) sentez ve hiicre
dis1 (ekstraselliiler) sentez (Rai ve ark., 2021). Hiicre i¢i sentez yonteminde NP’ler
dogrudan hiicrelerin i¢inde sentezlenirken, hiicre dis1 sentezde ise mikroorganizmalarin
hiicre disindan elde edilen ekstraktlar kullanilir. Hiicre dis1 sentez, mikroorganizmalar ve
bitkiler gibi canlilarin hiicre dis1 materyalleri veya salgilar1 kullanilarak gerceklestirilir.
Biyolojik materyaller, NP sentezinde, biyorediiktan ajanlar olarak gorev yaparak, hiicre

kullanimi1 olmadan etkin bir sentez ortam1 saglamaktadir (Makarov ve ark., 2014).

2.4.1 AgNP’lerin biyolojik sentezi

AgNP’lerin biyolojik sentezi, c¢evresel stirdiiriilebilirlik ve biyolojik sistemlerin
indirgeme kapasitesine yonelik artan farkindalikla birlikte 6nem kazanmaistir. Bu siiregcte,
bakteri, mantar, alg ve bitki gibi organizmalar, giimiis iyonlarmm1 (Ag") bir glimiis
onciliinden indirgemek i¢in kullanilir (Siddiqi ve ark., 2018). Bu proses, toksik olmayan
yenilenebilir malzemelerle, hafif reaksiyon kosullarinda ve biiyiik o6lcekli iiretim
imkanlar1 sunan ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir yontemdir. Bitki 6zleri indirgeme ajani
olarak gorev yaparken, mikroorganizmalar ise enzim ve biyomolekiiller araciligiyla metal
iyonlarin1 NP’lere doniistiiriir (Mamataj ve ark., 2025; Vanlalveni ve ark., 2024).
AgNP'lerin biyosentezi, biyolojik organizmalarda bulunan biyomolekiillerin giimiis nitrat
(AgNO:s) gibi giimiis tuzlarini indirgeyerek NP olusturmada katalizor olarak gorev aldigy,
zararl kimyasal kullanimi1 gerektirmeyen, ¢evre dostu bir yontemdir (Vanlalveni ve ark.,
2024). Bakteriler; biiyiik 6l¢ekli tiretim kapasiteleri, hizli hiicre biiylime hizlar1 ve kolay
kullanim avantajlar1 nedeniyle en ¢ok tercih edilen organizmalardir. AgNP sentezi, pH,

sicaklik, calkalama hizi, metal iyonu konsantrasyonu, mikroorganizma tiirii ve inokiiliim
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miktar1 gibi ¢esitli parametrelerin dikkatli optimizasyonunu gerektiren karmagsik bir
stirectir (Solis-Sandi ve ark., 2023). AgNP'lerin sentez siireci, metal onciiller (AgNOs),
indirgeme ajanlar1 (bakteriyel siipernatant gibi) ve stabilize edici maddeler (ekstraseliiler
proteinler, polisakkaritler gibi) olmak {izere li¢ temel bileseni igerir. Sentez iki asamali
olup, once ¢ekirdeklenme sonra kontrollii biiylime gergeklestirilir. NP’lerin boyut, sekil
ve homojenligi sicaklik, pH, madde oran1 ve tepkime siiresi gibi parametrelerin hassas
ayarlariyla belirlenir. Bu nedenle homojen ve tekdiize AgNP elde etmek i¢in tepkime

kosullarinin dikkatle optimize edilmesi gerekir (Ahmad ve ark., 2020).

NP’lerin biyosentezinde mikroorganizmalarin kullanildig1r yeni yontemlerin, bir¢cok
geleneksel ve gelismekte olan teknolojide 6nemli bir rol oynamasi beklenmektedir.
Yapilan bir¢ok ¢alisma, mikroorganizmalarin hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 siireclerle
AgNP’ler seztezlendigi gostermistir. Mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen
AgNP’lerin hiicre dis1 sentezi daha avantajlidir ¢iinkii sentez ortamini kontrol etmek daha

kolaydir ve hiicre i¢i senteze gore daha az asama gerektirir (Cekuolyte ve ark., 2023).
2.4.2 Bakterilerle giimiis iyonlarimin (Ag*) metalik giimiise (Ag°) indirgenmesi

AgNP’lerin sentezinde temel basamaklardan biri, glimiis iyonlarinin (Ag") metalik glimiis
formuna (Ag°) indirgenmesi islemidir (Sati ve ark., 2025). Bu siireg, bir redoks
reaksiyonu kapsaminda gerceklesmekte olup glimiis iyonlarinin bir elektron alarak

indirgenmesiyle tanimlanir:
Agt+e — Ag°

Bu indirgenme, uygun bir indirgen maddenin varliginda gergeklesir. Kullanilan
mikroorganizma (bakteri) hiicre igeriginde bulunan rediiktaz enzimleri, proteinler,
polisakkaritler ve benzeri biyomolekiiller sayesinde bu elektron transferini saglayarak
indirgen ajan gorevi gormiistiir. Onceki ¢alismalarda, AgNP’lerin hiicre dis1 sentezinin
nitrat rediiktaz enzimi araciligiyla gergeklestigi de gortilmiistiir. Bu nitrat rediiktaz enzim,
nitratt nitrite doniistiirerek glimiis iyonlarina elektron aktarimmi sagladigi ortaya
cikarilmistir (Tariq ve ark., 2020). Bu tiir biyolojik aracili indirgen sistemler, ¢cevre dostu
yaklagimlarin bir pargasi olarak biyolojik sentez yontemlerinde yaygin olarak tercih

edilmektedir.
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Ag" iyonlarinin Ag® atomlarina indirgenmesinin ardindan, bu atomlar ¢ozeltide bir araya
gelerek niikleasyon (g¢ekirdeklenme) baslatir (Sati ve ark., 2025). Bu asamayi,
cekirdeklerin biiylimesiyle karakterize edilen bir biiylime fazi takip eder. Niikleasyonun
baslangi¢ kinetigi ve biiyiime hizi, sentez ortamindaki pH, sicaklik, indirgen madde
konsantrasyonu gibi parametrelerden dogrudan etkilenmektedir (Dawadi ve ark., 2021).
Bu parametreler ise elde edilen NP’lerin boyutunu, morfolojisini ve kararliligini etkileyen

faktorlerdendir (Siddiqi ve ark., 2018).
2.4.3 AgNP’lerin bakteri ile biyosentezi

AgNP’lerin sentezi ve stabilitesi, mikroorganizmalardaki enzimler, proteinler ve
biyotensoaktif gibi biyomolekiiller araciligiyla gergeklesmektedir. Ayrica, hem bakteri
stipernatantlar1 hem de hiicre ici 6ziitler stabil AgNP sentezleyebilmektedir (Solis-Sandi
ve ark., 2023). Bu biyoproseste bakteriler, indirgeme ajanlar1 olarak etkili rol oynayan
rediiktaz ve dehidrogenaz enzimlerini kullanmaktadir. Nitekim yapilan arastirmalar,
bakteri kaynakli Oziitler, kiiciik boyutlu ve yliksek stabiliteye sahip AgNP’ler
sentezleyebildigini ortaya koymaktadir (Fahim ve ark., 2024). Ozellikle hiicre dis1 sentez,
diisiik maliyeti, biiyiik 6lgekli iiretime uygunlugu ve basit saflastirma siiregleri nedeniyle
tercih edilen bir yontemdir. Buna karsilik hiicre i¢i 6zliitle yapilan sentezde ise hiicre lizisi
ile aktif molekiillerin serbest birakilmasi gerekmektedir. Giiniimiizde ¢aligmalarin cogu
hiicre dis1 senteze odaklanmis olsada, siipernatant ve hiicre i¢i 6ziitlerin karsilastirildigi
caligmalar da simirli olsa dahi bulunmaktadir. Bununla birlikte, s6z konusu
karsilastirmalarin, farkl bakteri suslar1 ve deney kosullarinda yapilmakta olup, uygun
sentez protokollerinin belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir (Solis-Sandi ve ark.,
2023). Ote yandan Pseudomonas stutzeri basta olmak {izere Acinetobacter calcoaceticus,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus flexus, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus
gibi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler hem hiicre disi hem de hiicre igi
mekanizmalarla, slipernatant, hiicre dis1 6ziit veya dogrudan hiicre kullanarak farkl

morfolojik sekillerde AgNP sentezleyebilmektedir (Siddiqi ve ark., 2018).

AgNP’ler, bakteriyel proteinler tarafindan tek veya ¢ok katmanli Ortiilerle stabilize
edilerek kiimelenmeleri 6nlenmektedir. Enzimler ve yapisal proteinler stabiliteye katki
saglamaktadir. Ayrica, bakteriyosinler ve enzimlerin farkli kosullarda AgNP’leri stabilize

etme potansiyeli aragtirilmis ve AgNP’lerin hem Gram pozitif hem de Gram negatif
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bakterilere kars1 gliclii antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir (Mamataj ve ark.,

2025).
2.5 AgNP’lerin Potansiyel Uygulamalari

AgNP’ler, sahip olduklar1 benzersiz 6zellikleri sayesinde pek ¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu uygulamalar genel olarak tibbi ve g¢evresel/teknolojik alanlarda

smiflandirilabilir.

Rafique ve ark., (2017), derlemelerinde AgNP’lerin uygulama alanlar1 asagidaki gibi
Ozetlemistir: AgNP’ler tibbi alanda ¢esitli uygulamalara sahiptir. Bunlar arasinda dis
¢imentolari, yanik ve yara iyilesmesinde destekleyici tiriinler, cilt tedavileri ve kozmetik
uygulamalar 6nemli yer tutar. Ayrica ortopedik rekonstriiktif cerrahi ve kemik
¢imentolari, tibbi cihazlar ve plastik kateterler, hedefe yonelik ila¢ tasima sistemleri, tibbi
goriintiileme, biyolojik isaretleme ve tani amacli kullanimlar bulunmaktadir. Kanser
tedavisinde, hastane tekstilleri (yiiz maskeleri, cerrahi onliikler, solunum maskeleri)
kaplamalarinda ve eklem protezleri ile ortopedik-ortodontik implantlarin kaplanmasinda

da etkin sekilde kullanilmaktadir (Rafique ve ark., 2017).

Cevresel ve endiistriyel uygulamalar ise oldukca cesitlidir. Kisisel bakim ve tiiketici
iriinleri olarak sabun, dis macunu, sampuan ve deodorant gibi iiriinlerde; gida giivenligi
ve ambalajlama alaninda tercih edilmesinin yani sira nutrasétik tirlinlerde yaygin sekilde
tercih edilmektedir. Elektronik bilesenler, sensorler ve entegre devrelerde kullanimi
yaygindir. Ayrica antibakteriyel, antimikrobiyal, antiviral ve antifungal ajan olarak da
gorev yapar. Hava dezenfeksiyonu, igme suyu aritimi, atitk su ve yeralti suyu
dezenfeksiyonu ile yiizey dezenfeksiyonu uygulamalarinda etkinlik gostermektedir.
Giines kremleri, tekstil boyalari, nemlendiriciler ve mutfak esyalarinda yer alirken;
biyosensorler ve gida analiz sistemlerinde de kullanimi yaygindir. Ayrica nanotel ve
yuksek enerjili batarya teknolojilerinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Rafique ve ark.,

2017).

AgNP’lerin antibakteriyel etkisi, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 genis
spektrumda etkinlik gdstermektedir. Ozellikle Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,
Escherichia hermannii, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas

fluorescens ve tarimsal bitki patojenleri gibi ¢ok ilaca direngli bakterilere karsi etkili

17



oldugu bilinmektedir. Antiviral 6zellikleri ise influenza viriisii, Herpes simpleks viriisii
(HSV-1 ve HSV-2), maymun ¢igegi virlisii, hepatit B ve solunum sinsityal viriisii (RSV)
gibi cesitli insan patojenlerine karsi antiviral aktivite gostermektedir. Bunun yani sira
AgNP’ler antifungal olarak Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida tropicalis ve Trichophyton mentagrophytes gibi mantar tiirlerine kars1 fungisidal

aktivite sergilemektedir (Rafique ve ark., 2017).

2.6 AgNP’lerin Karakterizasyon Yontemleri

NP’lerin sentezini, anlamak ve degerlendirmek i¢in NP’lerin karakterizasyonu kilit rol
oynamaktadir (Natsuki ve ark., 2015). Bunun i¢in ise NP’lerin dogasi, boyutu, sekli,
dagilim1, morfolojisi, stabilitesi, elementel bilesimi gibi 6zellikleri dikkate alinarak ¢esitli
karakterizasyon teknikleri kullanilir (Mamataj ve ark., 2025). Bu teknikler; ultraviyole
spektrum analizi (UV—Vis), Fourier dontistimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), enerji
dagilimli X-1511 spektroskopisi (EDS), X-1sin1 kirmmimi (XRD), X-1s1n1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS), dinamik 151k sagilmasi (DLS), zeta potansiyeli, taramal1 elektron
mikroskobu (SEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) gibi pek cok yontemlerden olusmaktadir (Lasmi ve ark., 2025).

AgNP’lerin olusum siirecini izlemek i¢in UV-vis spektroskopisi, sentezin ilk asamasinda
onemli bir yontemdir (Mamataj ve ark., 2025). Sentezlenen NP'lerin iletkenlik bandindaki
elektron titresimleri 11k dalgalar1 ile rezonansa girer ve bu durum, UV-Vis
spektrofotometreleri tarafindan 400-500 nm aralifinda kolayca tespit edilen bir yiizey

plazmon rezonans (SPR) tepe noktasi olusturur (Dhaka ve ark., 2023).

FTIR ile AgNP’lerin indirgenmesi ve kaplanmasi; bilesikler, metabolitler ve
yiizeylerindeki kimyasal kalintilarla karakterize edilmekte olup bu yontem molekiiler bag

titresimlerini kizilotesi 1sinim yoluyla tanimlar (Mamataj ve ark., 2025).

NP’lerin kiiresel, diiz, silindirik, tiibiiler, konik veya diizensiz olabilen sekilleri ile kristal
ya da amorf yapidaki, yilizeyindeki tutarlilik veya diizensizlik gosterebilen ylizey
ozellikleri, onlarin islevselliklerini maksimuma ¢ikarilmasi agisindan biiyiik 6nem tasir
(Dhata ve ark., 2023). Boyut ve ylizey morfolojisinde ise SEM ve TEM gibi elektron
mikroskobu goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir (Dhaka ve ark., 2023). TEM, ince

bir 6rnekten gecen ya da 6rnekten sacilan elektronlart kullanan bir mikroskopi teknigidir
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(Crisan ve ark., 2021). Elektron demetlerinin 6rnek ylizeylerini tarayarak yapisal,
topografik ve elementel bilesim analizini saglayan SEM'e kiyasla, TEM yaklagik 1000
kat daha yiiksek ¢oziiniirliik saglayarak daha detayli goriintiileme sunar (Dhaka ve ark.,
2023). AFM yiizeylerinin ii¢ boyutlu goriintiilerini olusturmak i¢in kullanilan tekniktir
(Crisan ve ark., 2021). Ek olarak AFM, NP’lerin boyut, sekil, absorbsiyon, yap1 ve
dagilimmi ile agregasyonunu incelememizi saglar. Bunlarin yani1 sira AFM, NP ile
destekli lipid ¢ift katmanlar1 arasindaki etkilesimi ger¢ek zamanli olarak karakterize

etmek icin de kullanilir (Lasmi ve ark., 2025).

DLS, kolloidal siispansiyonlarda sagilan 1518in zaman i¢indeki degisimi analiz edilerek,
NP’lerin hareket ve dagilim bilgilerini elde etmemize yardimeci olur. Boylece
molekiillerin hidrodinamik nano boyutlarin1 6lgcer (Crisan ve ark., 2021; Lasmi ve ark.,

2025).

EDS, yiiksek enerjili elektronlarin numuneye c¢arpmasiyla agiga ¢ikan X-isinlarinin
enerjisini Olgerek numunedeki elementleri tanimlamaktadir. Ayrica NP’lerin elementel
bilesimi ve i¢ yapilarindaki dagilimina dair sundugu 6zgiin verilerin analiz edilmesiyle
beraber bu partikiillerin 6zelliklerinin ve davranislarinin derinlemesine anlasilmasina

katki saglamaktadir (Lasmi ve ark., 2025).

XPS ile bilesim 6l¢timii yapilir (Dhaka ve ark., 2023). Partikiillerin oksidasyon durumlart,
elementel bilesimi ve yilizey kimyas1 hakkinda bilgileri elde etmemizi saglamaktadir

(Lasmi ve ark., 2025).

XRD, kristal yapi, faz bilesimi, orgii parametreleri ve kristalit boyutu gibi yapisal
ozelliklerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan en temel karakterizasyon

tekniklerindendir (Crisan ve ark., 2021).

Zeta potansiyelinde ise kolloidal dagilimlarin stabilitesini analiz etmek i¢in kullanilir.
Yiiksek pozitif/negatif yiike sahip partikiillerin birbirini iterek stabil kolloidal ¢ozeltiler

olusturur (Crisan ve ark., 2021).

2.7 AgNP’lerin Biyolojik Etkilerini Belirleyen Faktorler

Lasmi ve ark.,, (2025), bir derlemelerinde AgNP’lerin biyolojik sistemlerle

etkilesimlerinde NP’lerin belirli fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin kritik bir rol
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oynadigin1 detaylica agiklamiglardir. Bu derlemede, NP’lerin sekli, boyutu, biyolojik
stvilardaki  ¢Oziiniirliigli, agregasyon (topaklanma/kiimelesme) durumu, kimyasal
bilesimi, spesifik yilizey alani, kristal yapisi, ylizey morfolojisi, yiizey enerjisi, ylizey
kaplamas1 ve ylizey yiikii gibi faktorlerin, AgNP’lerin hiicre i¢i alinimi, dagilimi,
biyoyararlanimi ve toksisitesi iizerinde dogrudan etkileri oldugu ifade edilmistir. Ayrica,
bu oOzelliklerin NP’lerin tibbi ve c¢evresel uygulamalardaki etkinlik ve giivenligini
belirlemede 6nemli faktorler oldugu vurgulanmistir. Bu baglamda, AgNP’lerin tasarimi
ve uygulamalarinda bu parametrelerin dikkatle optimize edilmesi gerektigi belirtilmistir

(Lasmi ve ark., 2025).
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Arastirma Materyali

Yararlanilan cihazlar ve ekipmanlar

e Buzdolab1 (Vestel)

e (Calkalamali inkiibator (Labart)

e Derin dondurucu (Vwr Symphony)

e EDX cihazi (Zeiss)

e Hassas terazi (Radwag)

e Inkiibator (Memmert)

e Otoklav (Hirayama)

e Otomatik pipetler (Eppendorf)

e Ultra saf su cihazi (Minipure)

e Santrifiij (Hettich Universal)

e SEM (Zeiss)

e Steril laminar flow kabin (Thermo Fisher Scientific)
e TEM (Hitachi)

e Terazi (Radwag)

e Uv-Vis spektrofotometre (Shimadzu)

e Vorteks (IKA)

e Zeta potansiyel dl¢lim cihazi (Malvern)
e XPS (SPECS)

e XRD (PANalytical)

Kullanilan bakteriler

e Pseudomonas fluorescens
e Acinetobacter baumannii
e Enterococcus faecalis

o FEscherichia coli

e Pseudomonas aeruginosa

e Staphylococcus aureus
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Kullanilan besiyerleri

e Nutrient Agar (NA): Bakterilerin kati ortamda gelistirilmesi ve izolasyon

amaciyla kullanilmistur.

e Nutrient Broth (NB): Sivi kiiltiirde bakteri iiretim ve gelisim amaciyla

kullanilmustir.

e Luria Bertani Broth (LB): Sivi kiiltiirde hizli bakteri g¢ogaltim amaciyla

kullanilmustir.

e Mueller-Hilton Agar (MHA): Antibakteriyel deneyinde kati besiyeri olarak

kullanilmustir.

Kullanilan yikama coziiciileri

e Etanol (C:HsOH)
e n-Hegzan (CsHis)

Kullanilan ¢ozelti

e Gilimiis Nitrat Cozeltisi (1 Mm, AgNOs3): Biyosentezde giimiis iyonu kaynagi
olarak kullanilmistir. Cozelti, ultra saf su kullanilarak biyosentez i¢in

hazirlanmustir.

Kullanilan hiicre hatti

e HCT-116, kolorektal kanser hiicre hatti

3.2 Arastirma Metotu

3.2.1 Besiyerlerinin hazirlanmasi

NA, iretici firma (Biokar) protokoliine gore hazirlanmis olup ultra saf su ile
¢oziindiriilmistiir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Steril petri

kaplarina dokiiliip solid hale gelinceye kadar bekletilmistir.
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NB’de iiretici firma (Biokar) protokoliine gore hazirlanmis olup ultra saf su ile
¢Oziindirilmiis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sivi kiiltiir

ortami olarak kullanilmistir.
3.2.2 Mikroorganizmalarin muhafazasi

Bu galismada kullanilan bakteriler Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Mikroorganizmalar -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3 Calismada kullanilacak bakteri izolatinin sec¢ilmesi

Calismada kullanilacak AgNP iiretiminde uygun mikroorganizmanin belirlenmesi
amaciyla toplamda 18 farkli bakteri tiiriine ait izolatlar degerlendirilmistir. Bu izolatlar,
katalaz testi gibi temel biyokimyasal analiz dogrultusunda karsilastirilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, rediiktaz enzimi pozitif olan bakteriler arasindan en giiclii
olan se¢ilmistir. Calisma i¢in en uygun oOzellikleri gosterdigi belirlenen Pseudomonas

Sfluorescens (P. Fluorescens) tiirii tercih edilmistir.

Sekil 3.1. Katalaz testinde kopiirme reaksiyon gorseli.
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3.2.4 Caliymada kullanilacak AgNO:s konsantrasyonunun se¢imi

Calismada kullanilacak AgNOs konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 0.1 mM, 1 mM ve
5 mM olmak tizere li¢ farkli konsantrasyonda 6n denemeler gerceklestirilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, optimum etkiyi saglayan 1 mM konsantrasyonu ile

caligsmalara devam edilmistir.

Sekil 3.2. Soldan saga: Sadece Pseudomonas fluorescens bakterisi (kontrol), 0.1 mM, 1
mM ve 5 mM AgNO:s konsantrasyonlariyla inkiibe edilen siispansiyonlarda gzlenen renk

degisimleri.
3.2.5 Mikrobiyal as1 kiiltiirlerinin hazirhik siireci

On denemelerde katalaz testine gdre sectigimiz P. fluorescens bakterisi steril 6ze
yardimiyla alinan 6rnekler NA besiyeri bulunan petrilere ¢izme plak yontemi ile ekim

yapilmis. Bu petriler 28°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmaistir.
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24 saatin sonunda inkiibasyon sonucunda gelismis olan mikroorganizma kolonisinden
0ze yardimiyla NB igeren cam siselere asilanmistir. Bu cam siseler 28°C’de 24 saat
calkalamal1 inkiibatore (150 rpm) birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde
edilen bakteriyel siv1 kiiltiirler, kullanilmak tizere as1 kiiltiirii olarak hazirlanmistir

(Varmazyari ve ark., 2020).

Sekil 3.3. P, fluorescens bakterisinin NA’da geligimi.

Sekil 3.4. Elde edilen as1 kiiltiirler.
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3.2.6 AgNP’lerin biyolojik sentezi ve saflastirilmasi

Biyosentez protokolii literatiirde mevcut olan John ve ark., (2020), tarafindan yapilan
calismadan ilham alinarak gergeklestirilmistir. Secilen bakteriyel izolat, NB iceren cam
siselere inkiibe edilerek 28 °C'de, 150 rpm’de, 24 saat calkalamali inkiibatorde
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiirler santrifiij etmek amaciyla 4 500
rpm’de, 15 dakika boyunca cihaza yerlestirilmistir. Siipernatant ve pelet olmak iizere iki
fraksiyona ayrilmistir. Biyosentez asamasinda pelet kismi kullanilmistir. Cam sise icinde
1 mM konsantrasyonda AgNOs ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 67.952 mg AgNO:s

tartilmis ve 400 mL ultra saf su i¢erisinde ¢oziindiirilmiistiir.

Hazirlanan AgNO:s ¢ozeltisine, P. fluorescens bakterisine ait peletten 4 gram eklenmistir.
150 rpm’de 30°C'de galkalamali inkiibatdrde birakilmistir. Renk degisim siireci 7 giinliik
periyot boyunca gozlemlenmistir. ik giinden itibaren renk degisimi dikkat cekmistir. 7
giin sonunda ¢6zeltinin renginde bulanik saydam renkten kahverengiye dogru bir degisim

gozlemlenmistir. Bu durum glimiis iyonlarmmin indirgenerek AgNP olustugunu

gostermistir.

Sekil 3.5. AgNOs ¢ozeltisi ile P. fluorescens bakteri peletinin birlestirilmesinden sonraki
giin gozlenen renk degisimi: Kahverengimsi bulaniklik, AgNP olusumuna isaret
etmektedir.
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Sekil 3.6. AgNOs ¢ozeltisi ile P. Fluorescens peletinin birlestirilmesinin 7. giinii gozlenen

renk degisimi.

Sekil 3.6’da goriilen fotografta kahverengiye donlismeye devam etme durumu
gosterilmektedir. Bu da AgNP olusumunun siirdiiglinii ve ¢o6zeltinin stabil kaldigim

gostermektedir.

Inkiibasyonun yedinci giiniinde, olusan AgNP’ler 9 500 rpm’de 15 dakika, 4°C santrifiij
yapilarak ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen pelet sirastyla ultra saf su, etanol, n-hegzan ve son
olarak yine ultra saf su ile yikanmistir. Santrifiij islemi ile {ist fazlar uzaklastirilmigtir
(Varmazyari ve ark., 2021). Ardindan elde edilen AgNP peletleri, 60 °C sicakliktaki
etlivde 24 saat boyunca kurutularak toz formuna getirilmistir. Kurutulan AgNP, homojen
bir toz elde edilmesi amaciyla steril bir porselen havanda oOgiitiilmiistiir. AgNP’ler

ependorfa konulup karakterizasyon analizlerine hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.7. Sadece AgNOs c¢ozeltisi (kontrol) ve AgNOs ile P Fluorescens peletinin

birlesiminden elde edilen siispansiyonlarin renk karsilastirilmasi

Sekil 3.8. Elde edilen AgNP’lerin ependorfa eklenmis hali.
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Sekil 3.9. Farkli AgNOs konsantrasyonlariyla hazirlanan bakteriyel siispansiyonlarin,

inkiibasyondan iki giin sonra gozlenen renk degisimlerini gosteren 6n deneme tiipleri.

Sekil 3.10. iki farkli bakteri (Pseudomonas fluorescens ve Rhodococcus erythropolis)
tirleriyle, siipernatant ve pelet fraksiyonlar1 kullanilarak farkli  AgNO;

konsantrasyonlarinda yapilan 6n deneme tiiplerinin alt1 giin sonraki goriiniimii
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Sekil 3.11. AgNO:s ve bakteri birlestirilmesi ile yapilan 6n denemelerde 151k ve karanlik

ortam kosullarinin etkisi degerlendirildigi deneyin goriintiisii.

3.2.7 Elde edilen AgNP’lerin karakterizasyonu

Bu tez kapsaminda biyosentez olarak elde edilen AgNP’lerin karakterizasyonu igin gesitli
fiziksel ve kimyasal analiz yontemler kullanilmistir. AgNP’lerin boyut, sekil, dagilim,
kristal yapi, yiizey morfolojisi, elementel bilesim, yiizey kimyasi ve stabilite gibi
Ozellikleri degerlendirilip analiz edilmigtir. UV-Vis spektrofotometresi ile optik
ozellikler, TEM ve SEM ile partikiil morfolojisi ve boyut dagilimi, Zeta potansiyel analizi
ile ylizey yiikii ve kolloidal stabilitesi, DLS ile hidrodinamik ¢ap ve dagilimi, XRD ile
kristal yapisi, XPS ile yiizey kimyasal bilesimi ve EDS/EDX ile elementel bilesimi
belirlenmigtir (Narayanan ve ark., 2021; Iqtedar ve ark., 2019). Tiim karakterizasyon
yontemleri, Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi (DAY TAM) laboratuvarlarindan ger¢eklesmistir.

Uv-Vis spektroskopisi

AgNP’lerin optik 0Ozelliklerinin belirlenmesi i¢cin UV—Vis spektroskopisi analizi
gergeklestirilmistir. Bu analiz i¢in hazirlanan numune, DAYTAM lleri Spektroskopi
Laboratuvari’na gonderilmis ve analizler Shimadzu UV-3600 Plus marka cihazi
kullanilarak yapilmistir.  Olgiimler, 200.0-1200.0 nm dalga boyu araliginda
gerceklestirilmistir.
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Gecirimli elektron mikroskopu (TEM)

AgNP’lerin morfolojik 6zelliklerini ve boyut dagilimini belirlemek i¢cin TEM analizi
gerceklestirilmistir. Numune, DAY TAM lleri Goriintiileme Laboratuvari biinyesinde yer
alan Hitachi HighTech HT7700 marka cihaz kullanilarak analiz edilmistir. Olgiimler, 120
kV hizlandirma voltajinda yapilmig olup, cihazin ¢oziiniirliigii 0.144 nm olarak
gergeklestirilmistir. AgNP numunesinden elde edilen TEM goriintiileri, 10.000x, 20.000x,
40.000x, 50.000x, 60.000x ve 100.000x biiyiitme seviyelerinde dlgiilmiistiir. Elde edilen
TEM goriintiiler lizerinde arastirmact tarafindan FIJI (Imagel) programi kullanilarak

manuel olarak NP’lerin partikiil boyutu analizi yapilmis ve ortalama boyut belirlenmistir.

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

AgNP’lerin yiizey morfolojilerinin incelenmesi i¢in SEM analizi gerceklestirilmigtir.
Olgiimler, DAYTAM lleri Gériintiileme Laboratuvari biinyesinde bulunan Zeiss marka
SEM cihaz ile analiz edilmistir. Olgiimler 5 kV hizlandirma voltajinda yapilmis olup,
goriintiiler farkli bityiitme oranlarinda (20x%, 50%, 70x ve 75x) gerceklesmistir. Elde edilen
SEM goriintiileri iizerinde boyut analizi, FIJI (ImageJ) programi kullanilarak manuel
olarak arastirmaci tarafindan yapilmistir. Bu Olglimler sonucunda NP’lerin yiizey

ozellikleri ve dagilimlar1 degerlendirilmistir.

Tane biyiikliigi 6lcimil (zeta sizer) ve dinamik 1sik sacilimi (DLS) analizi

Analizler, DAYTAM 1lleri Spektroskopi Laboratuvari biinyesinde bulunan Malvern
Zetasizer Nano ZSP cihazi kullanilarak yapilmistir. AgNP’lerin ylizey yiikiinii ve
kolloidal stabilitesini belirlemek i¢in zeta potansiyel dl¢limiiyle, ortalama hidrodinamik

cap1 ve boyut dagilimini belirlemek i¢in ise DLS analiziyle gerceklestirilmistir.

Zetasizer cihazi sivi ortamlardaki partikiillerin {i¢ temel 6zelligini 6lgmek i¢in kullanilir.
Bu ii¢ temel 6zellik; kolloidal siispansiyonlardaki molekiillerin biiyiikliik dagilimlari,
ylizey yiikleri ve molekiiler agiliklaridir. Biiytikliik dagilimlari dinamik 151k sagilmasi,
molekiiler agirliklar ise statik 151k sacilmasi teknigiyle yapilmaktadir. Zeta potansiyel

Olctimleri de lazer doppler elektroforez teknigiyle yapilmaktadir (Malvern 2008).
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X-1s1m1 kirimimi (XRD)

AgNP’lerin kristal fazlarim1i ve yapisal Ozelliklerini belirlemek icin XRD analizi
yapilmistir. Ol¢iimler, DAYTAM {leri Spektroskopi Laboratuvari biinyesinde bulunan
PANalytical Empyrean marka XRD cihazi kullanilarak yapilmistir.

Analizde Cu Ko radyasyonu (A = 1.5406 A) kullanilmustir. Olgiimler, -6 gonyometre
sisteminde gerceklestirilmistir. Numune, yansimali—gegirimli 6zellige sahip doner tabla
(reflection—transmission spinner stage) {izerine yerlestirilerek analiz edilmistir.
Taramalar, 9.99° ile 89.99° arasindaki 260 araliginda, 0.026° adim genisligiyle ve siirekli
(continuous scan) modunda yapilmistir. X-1s1n1 tiipii ise 45 kV gerilim ve 40 mA akim ile

calistirilip 6l¢iimler alinmustur.

X-Isim1 fotoelektron spektroskopisi (XPS)

AgNP’lerin yiizey kimyasal bilesimi ve elementel analizinin belirlenmesi igin XPS
analizi gerceklestirilmistir. Ol¢iimler, DAYTAM 1leri Spektroskopi Laboratuvari
biinyesinde bulunan SPECS-Flex XPS cihazi kullanilarak yapilmistir.

Genel yiizey taramasinin yani sira, 6zellikle Ag 3d bdolgesine ait yiiksek ¢ozilintirliikli

spektrumlara dair verilerde elde edilmistir.

Enerji dagilimli x-1s1m1 spektroskopisi (EDX/EDS)

AgNP’lerin elementel bilesimini belirlemek igin EDX analizi yapilmustir. Olgiimler,
DAYTAM lleri Gériintiileme Laboratuvari biinyesinde bulunan Zeiss marka SEM cihazi
tizerine entegre EDX dedektorii kullanilarak yapilmastir.

EDX analizi, AgNP yiizeyindeki elementler, niteliksel ve niceliksel olarak

degerlendirilmesinde yardimei olmustur.
3.2.8 AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitesini kat1 besiyerinde belirlenmesi

AgNP’ler antimikrobiyal aktivitesi, kati1 besiyerinde hem disk difiizyon hem de kuyu
diflizyon yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Her iki yontemde de ayni1 besiyeri,
ayni antibiyotik diskler ve ayni patojen bakteriler kullanilmistir. Ayrica her iki yontem de
tic kez tekrarlanip degerlendirilmistir. Ortalama zon ¢aplar1 hesaplanarak sonuglar analiz

edilmistir.
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Antimikrobival aktivitenin kuyu difiizyon yontemi ile kat1 besiyverinde belirlenmesi

Antibakteriyel etkinligin degerlendirildigi Acinetobacter baumannii, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus patojen
bakterileri, 24 saat boyunca LB besiyerinde 37°C ve 150 rpm’de inkiibe edildikten sonra
her biri MHA (Biokar) besiyerleri {izerine 100 pL olmak {izere yayilmistir. Steril pipet
ucu ile agar lizerine kuyu agilmistir. Bu kuyuya 50 pL. AgNP homojen siispansiyonu
eklenmistir. Daha sonra Ceftazidime (10 pg), Ciprofloxacin (5 ug), Penicillin G (10 UI),
Vancomycin (10 pg) antibiyotik igeren ticari diskler agar ylizeyine yerlestirilmistir.
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiivasyon sonrasinda, 24 ve 48 saat sonra

kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiistiir.

Antimikrobiyal aktivitenin disk difiizyon yontemi ile kat1 besiyerinde belirlenmesi

Her biri MHA (Biokar) besiyeri lizere, Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterileri 100 pL
olmak tizere yayilmistir. Yine bu petrilerin her birinin yiizeyine Ceftazidime (10 pg),
Ciprofloxacin (5 pg), Penicillin G (10 UI), Vancomycin (10 pg) antibiyotik ig¢eren ticari
diskler ve blank (bos) disk yerlestirilmistir. Blank diskin tizerine 5 pL AgNP homojen
siispansiyonu eklenmistir. 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiivasyon sonrasinda,

24 ve 48 saat sonra kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon zonlar1 6l¢tilmiistiir.
3.2.9 AgNP’lerin potansiyometrik sensor aktivitesinin belirlenmesi

Elde edilen AgNP’lerde potansiyel sensor aktivitesi olup olmadigi PVC bazli membran

sistemleri hazirlanarak degerlendirilmistir.

Deneyde kullanilan materyaller

e Yiiksek molekiil agirlikli Polivenilkloriir (PVC) - Sigma Aldrich
o Plastiklestirici (Bis(2-ethylhexyl) adipate) - Sigma Aldrich
e Potasyum tetrakis ( p -klorofenil)borat (KT p CIPB) - Sigma Aldrich
e Tetrahidrofuran (THF) - Sigma Aldrich
e QGrafen tozu - Sigma Aldrich
o Desmodur RFE (Sertlestirici) - Bayer AG
e Macroplast Su 2227 (epoksi) - Henkel
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e Sodyumbhidroksit (NaOH) - Merck
e Nitrik asit (HNO3) - Sigma Aldrich

e Ultra saf su - Zeneer Power |

PVC membran potansiyometrik elektrotlar literatiirdeki protokol kullanilarak
hazirlanmistir (Akyasan ve ark., 2025). Potansiyometrik sensorlerin hazirlanmast iki

islemden olusmaktadir: Kat1 kontaklarin ve PVC membran sensorlerin hazirlanmasi.

Kati kontaklarin hazirlanma islemi su sekilde gergeklesmistir: %50 (w/w) grafit, %35
(w/w) epoksi ve %15 (w/w) sertlestirici kat1 kontak karisimi1 yapilmis ve ardindan 3 mL
THF ilave edilerek homojenlik elde edilene kadar karistirilmistir. Istenilen viskozite
saglandiginda 15 cm boyutundaki bakir teller birka¢ kez daldirilarak uglart kat1 kontak
bilesimi ile tamamen kaplanmistir. Hazirlanan bu kat1 kontak elektrotlar, 24 saat boyunca

karanlik ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

PVC membran sensorlerin hazirlanma islemi su sekilde gergeklesmistir: 3 mg AgNP, 32
mg PVC, 64 mg plastiklestirici ve 1 mg KT p CIPB olmak tizere karisim hazirlanip THF
ile ¢oziindiiriilmiis ve uygun viskozite saglanana kadar karistirilmigtir. Daha sonra bu
karisima onceden hazirlanilan kati-hal kontak kapli elektrotlar birkag kez daldirilmistir.
Elde edilen bu sensorler 24 saat boyunca karanlik ve oda sicakliginda kurumaya

birakilmistir. Sonrasinda Slgiimler gerceklestirilmistir.

Potansiyometrik dl¢limler bilgisayar tabanli ¢ok kanalli 6l¢iim (Medisen Medical Ltd.sti.,
Tiirkiye) sisteminde gerceklestirilmistir. Ol¢iim sistemi laboratuvar da hazirlanmis &zel
bir yazilim programu ile takip edilmistir. Potansiyel dl¢iimler icin Ag/AgCl (Thermo

Scientific Orion) elektrotu referans olarak kullanilmastir.
3.2.10 Antikanser aktivitesinin in vitro belirlenmesi

Elde edilen AgNP’lerin antikanser aktivitesini degerlendirmek i¢in kolorektal kanser
hiicre hatt1 olan HCT116 kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii ve deneysel agamalar daha 6nce

belirlendigi sekliyle uyarlanmistir (Cacan & Ozmen, 2020; Berkel & Cacan, 2021).

Deneyde kullanilan materyaller

e Hiicre hatt1 (HCT-116)
e Medya (McCoy’s-5A)
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e Tripsin (Gibco/Thermo Fisher)
e Tripan Mavisi

e MTT tozu (Serva)

e Fosfat Buffer Saline (PBS)

e RPMI Media

e DMSO

Hiicre kiltiri

Bu deneyde kolorektal kanser hiicre hatti (HCT116) kullanilmistir. Bu hiicreleri
McCoy’s-5A besiyeri igerisinde %10 fetal bovin serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin ilavesiyle T75 flasklara kiiltiire edilmistir. 37°C’de %S5
karbondioksit (CO:) igeren inkiibatore yaklasik 2-3 dakika boyunca birakilmistr.
Ardindan steril serolojik pipet yardimi ile 50 mL’lik tiipe aktarilmis ve 1800 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan atilip olusan hiicre peletinin {izerine medya

eklenerek siispanse edilmistir (Berkel & Cacan, 2021).

Hiicre sayimi

Hazirlanmuis siispansiyonundan 1:1 oraninda mikropipet yardimiyla ¢ekilip Tripan Mavisi
ile karistirilmistir. Hiicre sayimi i¢in hemositometre cam plaka kullanilmistir. Yapilan
Ol¢ctim sonucunda hiicre canlilik oran1 %99 olarak belirlenmistir. Ardindan serolojik pipet
yardimi ile 4 mL hiicre siispansiyonu alinarak 50 mL’lik tlipe aktarilmistir. Hemen sonra

36 mL medya eklenmistir.

Bu hiicre silispansiyonundan, her bir kuyucuk 200 pL olacak sekilde kuyucuklarina
aktarilmistir. Hazirlanan plaka 24 saat boyunca 37 °C, %5 CO: (karbondioksit) iceren
inkiibator birakilmistir (Memmert, IN110).

Hiicrelere AgNP uygulamasi

Bir giin 6ncesinden ekilen hiicrelerin iizerine uygulanmak i¢in, AgNP’lerin stok ve
calisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok ¢ozeltisi icin 10 mg AgNP ve 400 pL distile su
icinde ¢oziilmesiyle elde edilmistir. Bu stoktan ardigik olarak 100 pL alinarak 900 pL

distile su ile seyreltilmistir ve toplamda 4 farkli konsantrasyon ¢ozeltisi hazirlanmigtir
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(1:10 oran). Cozeltilerin konsantrasyonlar sirayla; 4 pg/ml, 40 pg/ml 400 pg/ml 4000
pug/ml. Boylece 1 stok ve 4 AgNP’lii ¢ozeltisi olmak tizere toplam 5 tiip elde edilmistir.

Hazirlanan AgNP ¢o6zeltileri vortekslenilerek homojenize edilip her konsantrasyon i¢in
10 pL olacak sekilde, daha oOnce ekilmis kuyucuklu plakadaki hiicrelerin iizerine
eklenmistir. Her konsantrasyon i¢in 6 kuyu ayrilmistir. Kontrol grubunda ise yalnizca
hiicre ve besiyeri bulunmaktaydi. AgNP uygulamasinin ardindan plaka, 48 saat boyunca

37 °C’de ve %5 CO: (karbondioksit) iceren inkiibatorde birakilmistir (Memmert, IN110).

Hiicre canlilik analizi

Hiicre canlilik analizi i¢in MTT Testi yapilmistir. MTT c¢ozeltisi, 10 mg MTT tozu
(Serva), 2 mL PBS ve 10 mL renksiz yani fenol kirmizis1 igermeyen RPMI medyasi ile
50 mI’lik falkon tiipte hazirlanmistir ve bu tiip aliiminyum folyo ile sarilmistir. Ardindan
vortekslenmistir. Karanlik ortamda, inkiibeye birakmis oldugumuz kuyu plakay: alip
islem yapilacak her kuyucuga 100 pl. PBS yavas yavas eklenmis ve plaka hafifce
calkalanmistir. Sonrasinda igerik dikkatlice uzaklastirilmistir. Daha sonra hazirlanan
MTT ¢ozeltisinden her kuyucuga 100 pL eklenmistir. Bu plaka 37 °C’de, %5 CO: igeren
inkiibatorde 4 saat birakilmistir (Memmert, IN110).

Inkiibasyon sonunda, yine karanlik bir ortamda, plakanin iizerindeki ¢ozelti dikkatlice
uzaklastinlmistir ve her kuyucuga MTT c¢oziiciisii olarak dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenmistir. Bu asamada belirgin bir renk degisimi goézlenmistir. Plaka hafifce
calkalandiktan sonra tekrar aliiminyum folyo ile sarilarak calkalayiciya yerlestirilmistir
ve 37 °C’de, 450 rpm’de 30 dakika bekletilmistir. Son olarak, absorbans degerleri
mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific/Multiskan GO) ile 570 nm dalga boyunda

Olclilmiistiir.

Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler, GraphPad Prism yazilimi ile analiz edilmistir. Veriler ortalama =+

standart sapma seklinde ifade edilmistir.

3.2.11 AgNP’lerin kararhhiginin saptanmasi

Elde edilmis olan AgNP’ler herhangi bir uygulama yapilmadan 12 ay oda sicakliginda
bekletilmistir. Sonrasinda bu AgNP’den 5 mg alinip 50 ml ultra saf su eklenip
vortekslenmistir. Ardindan 60 dakika, 4 500 rpm’de santrifiijlenmistir. Pelet kismina yine
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ultra saf su eklenip vortekslenmistir. 20 dakika, 15 000 rpm’de santrifiijlendi. Son olarak
kararlilik izlenmesi i¢in ¢ozeltinin 15181 maksimum absorbladig1 dalga boyu taranmustir.
Bu islemde kullanilan Uv-Vis spektroskopisi, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Kimya
boliimii biinyesinde bulunan Shimadzu UV-2600i Plus marka cihazdir. Ol¢iimler, 200.0—
800.0 nm dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 AgNP’lerde renk degisimi gozlemlenmesi

AgNP biyosentezinin, 6n tespiti genellikle renk degisimi i¢in yapilan gorsel gozlemle
gerceklestirilir. Tipik olarak genellikle, kirmizims:1 kahverengi veya kahverengiye
dontisiir (Singh ve ark., 2015). Baslangicta renksiz olan AgNOs ¢ozeltisi, bakteriyel
siispansiyonla birlestirildikten sonraki ilk saatlerde bulanik renge, bir sonraki giin ise
kahverengi tonlarinda bulanik bir renge doniismiistiir. 7. glinlin sonunda ise tamamen
kahverengiye doniisiimii gézlemlenmistir. Literatiirde bu olgu, NP sentezinde ilk tanisal

gosterge olarak degerlendirilmistir (Asif ve ark., 2022).

4.1.2 AgNP’lerin karakterizasyon sonuclari

Sentez sonrasinda AgNP’lerin yapisal, morfolojik ve yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi
icin DAYTAM’a numune gonderilmis ve UV-Vis Spektroskopisi, TEM, SEM, XRD,
XPS, EDX ve Zeta potansiyeli karakterizasyon teknikleri, protokollere uygun olarak

uygulanmistir.

UV-Vis spektroskopisi

AgNP’lere ait karakteristik SPR bandi, literatiirde sik¢a bildirilen 400-450 nm
araligindan farkl olarak 208.5 nm’de pik vermis olsa dahi, sentezledigimiz AgNP de 400-
450 arasinda zay1f bir absorbans artis1 oldugu da goriilmektedir. Bu durum NP’lerin farkli
boyut dagilimlar1 veya SPR o6zellikleri ile iliskilendirilebilir. Sekil 4.1.’de bu UV-Vis
spektroskopi grafigi verilmistir. 208.5 piki, muhtemelen bakteriyel kaynakli
biyomolekiillerin absorbansindan kaynaklanmaktadir. Sentez sirasinda ortama salinan
protein, enzim veya diger biyomolekiillerin AgNP ylizeyini kaplayarak SPR sinyalini
bastirmasindan dolayr 208.5 nm’deki pik daha yiiksek goziikiiyor olabilir. Biyolojik
matriks ve partikiil boyut/faz1 nedeniyle SPR piklerinin kaymasi, zayif ya da belirsizlik
olmas: literatiirde de goriilmektedir. UV-Vis spektroskopisi analizi tek basma AgNP
varlig1 i¢in yeterli olmayabilir. Suseela ve ark., (2022), biyolojik sentezle elde ettikleri
AgNP’lerin, UV-Vis spektroskopisi analizinde 330 nm’de yogun ve yiiksek bir pik ve 430

nm’de ise zayif bir pik olugunu ¢alismalarindan raporlamiglardir.
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AgNP’lerin UV-Vis Absorbans Spektrumu

Amax = 208.5 nm

008 /

200 250 300 350 400 450  S00 550 60O 650 700 750 800
Dalga Boyu (nm}

Sekil 4.1. UV-Vis spektroskopisi grafigi

208.5 nm'de belirgin bir absorbans piki goriilmektedir (Sekil 4.1). 400-450 nm araliginda

ise belirgin olmayan, kii¢iik dalgalanmalar ve zayif bir absorbans artis1 goriilmektedir.

UV-Vis grafiginde, 400450 nm araliginda AgNP’lere 6zgli belirgin bir SPR piki
gbézlemlenmemistir. Ancak asagida bahsedilen TEM ve diger analizlerde 5-50 nm
araliginda degisen genis bir boyut dagilimina sahip AgNP’lerin basarili bir sekilde
sentezlendigini ortaya koymaktadir. Bu durum, farkli boyutlardaki NP’lerin SPR
tepkilerinin iist liste binerek spektral yogunlugu diisiirmesi ve tipik SPR pikinin
belirginlesmesini engellemesi ile agiklanabilir. Dolayistyla, UV—Vis spektrumunda pik
gozlenmemesi, polidispersiteye bagli genislemis ve bastirilmis plazmonigi isaret ediyor

olabilir.

TEM analizi

TEM goriintiilerinde, AgNP’lerin agirlikli olarak 10-60 nm arasinda degisen boyutlara
sahip oldugunu (hatta 5 nm civarinda da AgNP’ler gézlemlenmis), genellikle kiiresel ve
polidispers yapida oldugu gozlenmistir. Bu goriintiiler, sentezlenen partikiillerin nano
boyutta oldugunu ve mikroskobik Gl¢ekte de goézlemlenebildigine isaret etmektedir.
Bir¢ok partikiiliin ¢evresinde grimsi haleler goriilmektedir. Bu grimsi halelerin, bakteri
aracilt biyosentezden otiirli ylizeye tutunan proteinler, enzimatik kalintilar veya hiicre

zarina ait biyolojik kalintilar olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.2. Farkli boyutlardaki AgNP’lerin TEM goriintiisii.

Bu TEM goriintiilerinde (Sekil 4.2.) AgNP’lerin 5 nm’den 25 nm’ye kadar c¢esitli
boyutlardaki kiiresel/yuvarlak formdaki goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 4.3. AgNP’lerin TEM goriintiisii (10.000 kat biiyiitme, 6l¢ek cubugu: 1000 nm)

Sekil 4.3.°deki TEM goriintiilerinde boyutlar farkli araliklarda ve yuvarlak, kiiresel
AgNP’ler gozlenmistir. Belirgin aglomerasyon (kiimelesme) yoktur. Bu NP’ler,
cevrelerinde acik gri tonlu amorf yapilar gozlemlenmistir. Bu ¢evresel yapilarin

bakteriyel kaynakli organik kalintilar olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.4. AgNP’lerin TEM goriintiisii (60.000 kat biiyiitme, 6l¢ek cubugu: 100 nm)

Sekil 4.4.°de goriintiide, belirgin koyu kontrastli ve yuvarlak morfolojili AgNP’ler
gbzlemlenmistir. Bu renklerin koyu goziikkmesi, AgNP yapilarin yiiksek elektron
yogunlugu, glimiisiin sifir degerlikli (Ag®) formunu gostermektedir. Partikiillerin
homojen dagilim gostermesi ve belirgin agregasyon izlenmemesi, sentez siirecinin
kontrollii oldugunu da ortaya koymaktadir. Ek olarak, giimiis oksit (Ag.O) gibi oksit

fazlara 6zgili herhangi bir karakteristik amorf yap1 izlenmemistir.
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Sekil 4.5. AgNP’lerin TEM goriintiisii (40.000 kat biiyiitme, 6l¢ek ¢ubugu: 200 nm)

Sekil 4.5.’de goriintiide farkli boyutlarda, koyu renkli AgNP’ler gozlemlenmistir. Bu
partikiiller Ag® formunu gosteren elektron yogun yapilardir. Yine bazi partikiillerin
cevresinde acik tonlu, amorf yapilar gozlenmistir. Bunlar biyolojik sentez sirasinda NP

ylizeyinde tutunan organik kalintilarla ilgili olabilir.
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Sekil 4.6. AgNP’lerin TEM goriintiisii (100.000 kat biiytitme, 6l¢ek ¢ubugu: 100 nm)

Sekil 4.6.°deki TEM goriintlisiinde yine belirgin koyu kontrastli ve sekil olarak
kiiresel/yuvarlak morfolojiye sahip AgNP olusumlart mevcuttur. Etraflarinda olusan
kiigiik yapilar bakteri kaynakli organik kalintilar1 bariz belli etmektedir. Partikiillerin
cogunlugunun ayr1 ayri yapilar seklinde oldugu da gézlemlenmektedir. Bu da sentezde
kullanilan biyolojik ajanlarin yeterli diizeyde stabilize edici etki gosterdigine isaret
etmesinden kaynakli olabilecegini diistindiirmektedir. Goriintiide tespit edilen net sinirlar

ve tek tip yapilar bulunmaktadir.

SEM analizi

Yiizey morfolojisinin detayli incelenmesi ve AgNP varlig1 tespiti i¢in yapilan SEM
analizlerinde, NP’lerin boyutu, dagilimi, yiizeyle etkilesimi ve olast aglomerasyon
yapilar1 degerlendirilmistir. Goriintiilerde yiizeyin piiriizliligi, lifli ve katmanl yapisi
gozlemlenmektedir. Bu durum AgNP’lerin tutunmasi ve ylizeye adsorpsiyonu agisindan
ortam sagladigini diislindiirmektedir. Goriintiilerde, belirli bolgelerde yogunlasan yapilar

muhtemel AgNP’ler oldugu yorumlanmistir. AgNP’lerin yiizeye dagilmis ve biyolojik
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matrise gomiilii olarak da godzlemlenmistir. Boyutlarinin polidispers dagilimli yapida

oldugu da yine SEM goriintiilerinden anlasilmaktadir.
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Sekil 4.7. AgNP’lerin SEM goriintiisii (75.000 kat biiyiitme, 6l¢cek cubugu: 100 nm)

SEM goriintiisiinde (Sekil 4.7), matriks yiizeyine bagli, kiiresel morfolojili, 15-45 nm

civarinda AgNP benzeri yapilar gézlenmistir.
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Sekil 4.8. AgNP’lerin SEM goriintiisii (50.000 kat biiytlitme, 6l¢cek cubugu: 100 nm)

SEM goriintiisiiniin (Sekil 4.8), alt bolgesinde lifsi ve dalgali bir yap1 dikkat ¢ekmektedir.
Bu alanin, biiyiik olasilikla biyolojik kaynakli bir matriks ya da protein temelli bir yap1
oldugu diisiiniilmektedir. Ust sol kisimda yer alan parlak noktalar ise, AgNP benzeri
yapilara igaret etmektedir. Buradaki goriintiide (Sekil 4.8.) AgNP’lerin kii¢iik boyutlu
oldugu da belirtilmistir. Yiizeyin genel olarak piiriizlii ve heterojen gdriiniimii, NP’lerin
ylizeyle etkilesime girerek adsorpsiyon veya dagilim yoluyla tutundugunu

gbzlemlenmektedir.
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Sekil 4.9. AgNP’lerin SEM goriintiisii (75.000 kat biiytlitme, 6l¢cek ¢ubugu: 200 nm)

SEM gorintiisiinde (Sekil 4.9), yiizeye tutunmus parlak ve belirgin yuvarlak yapilar

gozlemlenmistir. Bu yapilar, potansiyel AgNP kiimelerinin varligina kanit niteligindedir.
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Sekil 4.10. AgNP’lerin SEM goriintiisii (50.000 kat biiylitme, 6l¢ek cubugu: 200 nm)

SEM goriintiisiinde (Sekil 4.10) yiizey genelinde dagilmis parlak nokta goriiniimleriyle
birlikte piiriizlii ve dalgali bir morfoloji gozlemlenmistir. Bu yapilar, matrise gémiili

halde bulunan dagilmis AgNP’lerin olabileceginin diisiindlirmiistiir.

47



24.885 nm
©

|
p S

16.615'nm

45.627 nm

¥o

Sekil 4.11. AgNP’lerin SEM goriintiisii (20.000 kat biiyiitme, dlgek cubugu: 200 nm)

SEM goriintiisiinde (Sekil 4.11), yaklasik 8-50 nm boyutlarinda polidispers dagilimli,
diizgiin kiiresel morfolojiye ve yliksek kontrasta sahip NP’ler gdzlemlenmistir. Bu
yapilar, parlak goriiniimleri ve morfolojik 6zellikleriyle (kiiresel vb.) AgNP varligini
desteklemektedir. Ek olarak, biyomateryal ylizeyinin yiiksek piiriizliiliige ve katmanli,
lifli yaprya sahip olmasi, AgNP adsorpsiyonu agisindan uygun bir matriks olusturdugunu
bu gorselde de (Sekil 4.11) gostermektedir.

ZEISS

Sekil 4.12. AgNP’lerin SEM goriintiisii (50.000 kat biiylitme, 6l¢ek cubugu: 200 nm)
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50.000 kat biiyiitme ile elde edilen SEM goriintiisiinde (Sekil 4.12.), 5.55 nm boyutunda
dahi AgNP tespit edilmistir. Bu kii¢iik boyuttaki AgNP’ler yiizeye tutunmus haldedirler.
Yiizey morfolojisi ise dalgali, lifsi ve katmanli bir yapiya sahip oldugu yine
gozlemlenmistir. Bu girintili-¢ikintili yapi, AgNP’lerin yiizeye tutunmasi agisindan

uygun bir ortam sunabiliyor olabilecegini akla getirmektedir.
XRD analizi

XRD analizinde glimiise 6zgii karakteristik difraksiyon piklerinden bazilar1 (6zellikle 77°
civarinda olan) zayif bir sekilde goézlemlenmistir. Pik siddetleri diisiik olsa dahi
sentezlenen AgNP’lerin kismen kristal yapi icerdigini diisiiniilmektedir. Fakat kristallilik
oraninin diisiikk olabilecegi diisiiniilmektedir. Kristalligin diisiik olmasi bir¢cok sebebe
isaret olabilir. Ornegin NP boyutunun kiiciik olmasi ve yiizeydeki biyolojik kalintilarin
kristal yapiyr maskeledigini izlenimine isaret ediyor olabilir. Biyolojik sentezden

kaynakl1 organik kalintilar, difraksiyon sinyalini baskilamasi ile agiklanabilir.

Partila ve EIl-Hadedy (2020), bir c¢alismasinda XRD analizinde AgNP’ler igin
karakteristik 38° piki zayif veya yok denecek kadar az goriilmiistiir ve bunu AgNP’lerin
ya diisiik konsantrasyonda ya da kismen amorf yapida olabileceginden kaynaklandigini

distinmiislerdir.

AgNP'lerin XRD Deseni ve Pik Noktalari
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Sekil 4.13. AgNP’lerin XRD deseni ve pik noktalar1 grafigi
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XRD analizinde, AgNP’lere ait karakteristik kristal diizlemleri olan (111), (200) ve (220)
diizlemlerine karsilik gelen 38.06°, 44.02°, 63.98° ve 76.98° acilarinda zayif yogunlukta
pikler gozlemlenmistir. Bu durum, sentezlenen AgNP’lerin kristal yapida oldugunu fakat

diisiik kristallik diizeyine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Debye—Scherrer denklemi kullanilarak yapilan boyut hesaplamasinda, ortalama kristalit
boyutunu yaklasik 10.3 nm olarak hesaplanmistir. Grafikte 27°-32° arasinda gozlenen
yuksek siddetteki pikler ise biyolojik kalintilardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Biyolojik kalintilardan dolay1 da AgNP sinyalini maskeleyebilecegi diisiiniilmektedir.

XPS analizi

XPS analizinde Ag 3d bolgesinde elde edilen ¢ift pik yapisi, Ag® ve Ag* formlarinin
birlikte bulundugunu gostermektedir. Analizde, Ag 3ds/> ve 3ds/2 pikleri sirasiyla ~368 eV
ve ~374 eV'de oldugu analiz edilmistir. Bu degerler, yilizeyde elementel giimiis varligini
dogrulamakla birlikte Ag® formunun baskin oldugunu gdstermektedir. Ag® sinyalinin
baskin olmasi, indirgenmenin basarili oldugunu ve NP’lerin biiyiik oranda metalik glimiis
formunda olustugunu ortaya koymaktadir. Ajitha ve ark., (2015), yaptiklar1 bir ¢alismada,
biyosentez yontemi ile elde etmis olduklar1 AgNP’lerin XPS degerleri de bu ¢aligma ile

benzerlik gostermistir.

Ayrica XPS analizinde C 1s ve O 1s bolgelerinde belirgin piklerin bulunmasi, partikiil
ylizeyinde bakteriyel kalintilarin bulundugunu gdstermektedir. Yani yilizeyde metalik

giimiis hakim fakat organik kalintilar da mevcut oldugunu sdyleyebiliriz.

Bu sonuglar, ylizeyde hem AgNP hem de biyolojik matriksin bir arada var oldugunu ve
biyolojik sentez yoluyla AgNP iiretiminin basarili bir sekilde gergeklestirildigini
kanitlamaktadir. SEM goriintiileriyle de uyusmaktadir.
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AG 3D XPS DAR BOLGE SPEKTRUMU
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Sekil 4.14. Ag 3D XPS dar bolge spektrumu

XPS dar bolge grafiginde elde edilen Ag 3d spektrumunda, yaklasik 368 eV ve 374 eV
strastyla Ag 3ds/> ve Ag 3ds/2 pikleri gozlenmistir. Bu ¢ift pikler, giimiis elementine ait
karakteristik spin—orbit ciftlenmesini temsil etmektedir. Pikler aras1 enerji farki yaklasik
6 eV olup, bu deger literatiirle uyumludur. Benzer sekilde, Garibo ve ark., (2020),
biyolojik sentez ile elde etmis olduklar1 AgNP’de, Ag 3ds/> ve Ag 3ds/> pikleri arasinda
6.0 eV fark gozlemlemislerdir. Bu XPS sonuglari, AgNP’lerin varligini desteklemektedir.

XPS GENEL SPEKTRUMU
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Sekil 4.15. XPS genel spektrumu

XPS genel spektrumunda, 285 eV civarinda C 1s, 368 eV civarinda Ag 3d ve 531 eV
civarinda O 1s pikleri gozlenmistir. Bu pikler karbon, giimiis ve oksijen elementlerinin
numune ylizeyinde bulundugunu goéstermektedir. C 1s ve O 1s piklerinin konumlari,

literatiirde protein yapilarla iliskilendirilen enerji degerleriyle ortiismekte olup ve bu
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durum NP yiizeyinde bakteri aracili biyosentezden kaynakli organik kalintilarin varligina

isaret etmektedir (Kim ve ark., 2019).

EDX/EDS analizi

EDX analizinde partikiillerin hangi oranda Ag icerdigi tespit edilmistir. Ek olarak,
AgNP’lerde Ag’nin yam sira hangi elementleri igerdigi de oranlariyla beraber tespit

edilmistir.

Sekil 4.16. EDX grafigi

Spektrumda goriilen (Sekil 4.16), yiiksek oranda karbon (C) ve oksijen (O) varligi,
partikiil ylizeyinde organik kalintilarin bulunduguna isaret etmektedir. Bu organik

kalintilar, TEM ve SEM’de gozlenen cevresel gri renkli haleleri desteklemektedir.
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Cizelge 4.1. Elde edilen AgNP’lerinin bilesimindeki C, O, ve Ag elementlerinin agirlik¢a

ylizdesi.
Elemet Agirlik (%) Atomik (%)
C 46.32 62.31
0 34.48 34.82
Ag 19.21 2.88

EDS analizi sonucunda elde edilen spektrumda, yaklasik 2.98 keV ve 3.15 keV’de
gbzlenen iki belirgin pik, sirasiyla Ag La ve Ag L gecislerine karsilik gelmekte olup bu
pikler Ag® formunu dogrulamaktadir (Kumawat ve ark., (2023). Ag elementi, analizde

agirlikca %19.21 oraninda tespit edilmistir.

Spektrumda ayrica 0.27 keV civarinda gozlenen pik karbon ve 0.52 keV civarindaki pik
oksijen sinyallerine isaret etmektedir (Dildar ve ark., 2022). Gozlemlenen karbon
elementi, agirlikca %46.32 oraninda ve oksijen elementi, agirlik¢a %34.48 oraninda tespit
edilmistir. Bu oranlarin yiiksek olmasi da bakteri aracili biyosentez olmasindan otiirii
organik kalintilar oldugu tahmin edilmektedir. Bu kalintilar, biiyiik oranda ekstraselliiler
polimerik maddeler (EPS), proteinler ve polisakkaritlerden olugmakta olup, NP’lerin
ylizeyinde bir tabaka olusturduklar diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, Zaghloul ve ark.,
(2023), tarafindan yapilan ¢alismada da karbon oraninin yiiksek ¢ikmasi, EPS kaynakli
organik yapilarin NP ylizeyinde birikmesiyle agiklamiglardr.

EDS analizi sentezlenen AgNP’lerin kimyasal bilesimini dogrulamaktadir. Ayrica bu

dogrulama, biyolojik sentez kaynakli organik kalintilar1 da gostermektedir.

Yiizey viikii ve stabilite (zeta potansiveli)

Zeta potansiyeli analizi ile AgNP’lerin ylizey yiiklerinin degerinin, ortalama -36.8 mV
oldugunu gostermistir. Bu degerler, kolloidal sistemin yiiksek elektrostatik stabiliteye
sahip oldugunu gostermektedir. Negatif potansiyel, partikiiller arasinda giicli
elektrostatik itme bulundugunu ve bodylece aglomerasyonu oOnledigini gostermektedir
(Rocha ve ark., 2024). Bu durum, TEM goriintiilerinde partikiillerin birbirine yapismadan
farkli yerlerde olmalariyla uyumludur. Ayrica ¢ozeltide iyi dagilmis ve kiimelenmemis

53



oldugunu da gdstermektedir. Biyosentezde genellikle organik kalintilar NP’lerin yiizeyini
kaplar ve negatif yiiklii fonksiyonel gruplar ile zeta potansiyelini daha negatif yapar

(Mikhailova, 2024).

Zeta Potansiyel Dagilimi
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Sekil 4.17. Zeta potansiyel dagilim grafigi

Zeta potansiyeli 6l¢iimii, ayni numuneden alinan ii¢ teknik tekrar ile gerceklestirilmistir.
Bu degerler sirastyla -35.0 mV, -36.6 mV ve -38.7 mV olarak 6l¢iilmiistiir. Bu 6l¢timler
sonucunda ortalama zeta potansiyeli -36.8 mV olarak hesaplanmis, standart sapma ise

1.86 mV olarak bulunmustur.
DLS analizi

DLS analizi sonucunda AgNP’lerin ortalama hidrodinamik ¢ap1 65 nm olarak tespit
edilmistir. DLS’de 6l¢iilen boyutlar, TEM ile ol¢iilen fiziksel boyutlardan daha biiyiik
olup 20 nm altinda da partikiil boyutu gézlemlenmemistir. Nedeni ise DLS, yalnizca
cekirdegi degil ayn1 zamanda yiizey kaplamay1 ve solvasyon kabugunu da hesaba katarak

Olciilmektedir (Varga ve ark., 2020).

DLS analizi sonucunda elde eldilen polidispersite indeks (PDI) degerleri sirasiyla 0.432,
0.384 ve 0.340 olup, bu durum sentezlenen AgNP’lerin orta diizeyde dagilmis polidispers

yapida olduguna ve kabul edildigine isaret etmektedir (Bettersize Instruments, 2023).
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Sekil 4.18. Yogunluga gore boyut dagilimi grafigi

Sekil 4.18.’deki grafikde goriildiigii lizere, DLS analizinde elde edilen boyut dagilimi,
30-90 nm arasinda yogunlasmakta olup ortalama partikiil boyutu yaklasik 65 nm olarak

belirlenmistir.

Zeta potansiyeli ve DLS boyut dagilim1 analizleri, ayni cihazda ve ayni numune {izerinde
ardistk olarak gerceklestirilmistir. Zeta potansiyeli ve DLS analizleri beraber
degerlendirildiginde, bakteriyel biyosentezlenen AgNP’lerin yliksek kolloidal stabiliteye
sahip oldugu ve homojen dagilim gosteren partikiiller halinde sentezlendigi
belirlenmistir. Elde edilen bulgular, literatiirde biyolojik AgNP senteziyle ilgili raporlarla
uyumlu olup, sentezin basarili oldugunu gostermektedir (Cekuolyte ve ark., 2023). Ayrica
NP’lerin hem ylizey yiikii hem de boyut agisindan homojen ve stabil oldugunu

gostermektedir.

4.1.3 Antimikrobiyal aktivite analizi

Sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitesi Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakteriler kullanilarak hem kuyu difiizyon hem de disk diflizyon yontemleri ile yapilip
degerlendirilmistir. AgNP'lerin antibakteriyel deneyi c¢esitli yaygin antibiyotiklerle
(Ceftazidime (10 pg), Ciprofloxacin (5 pg), Penicillin G (10 UI), Vancomycin (10 pg))
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Her bir ajan i¢in ayn1 bakteriler kullanilmis, 24
ve 48 saat olmak tizere zon c¢aplar olgiilerek karsilastirilmistir. Bunlar kuyu difiizyon

yonteminde de disk difiizyon yonteminde de ii¢ tekrarli olarak deneyler yapilmustir.
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NP’lerin antimikrobiyal etkisi, kiiglik boyut, yiiksek yiizey alani, stabilite ve biyolojik
gecirgenlige sahip kaplama yapisiyla aciklanabilir.

P. aeruginosa - - = — S. aureus
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Sekil 4.19. Bes farkli bakteriye karst AgNP’ler ve ticari antibiyotik diskleri (Ceftazidime,
Ciprofloxacin, Penicillin G, Vancomycin) ile gerceklestirilen kuyu difiizyon testinin

inhibisyon zon ¢aplarini gosteren goriintiiler.

)
{
A. baumannii |
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Sekil 4.20. Bes farkl1 bakteriye karst AgNP’ler ve ticari antibiyotik diskleri (Ceftazidime,
Ciprofloxacin, Penicillin G, Vancomycin) ile gerceklestirilen disk difiizyon testinin

inhibisyon zon ¢aplarini gosteren goriintiiler
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Cizelge 4.2. Kuyu ve disk diflizyonda AgNP’lerin 5 farkli patojen bakteriye kars1 vermis

oldugu cap 6l¢iim sonucu

Kuyu Difiizyon (mm) Disk Difiizyon (mm)
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Bakteri Tird sonraki sonraki sonraki sonraki
Olgiim Olgiim Olgiim Ol¢lim
Acinetobacter 10+£0.1 10£0.1 8+ 0.1 8+0.1
baumannii
Enterococcus 12+0.1 15+0.1 15+0.1 18+ 0.1
faecalis
Escherichia 14+0.1 14 £0.1 7+0.1 7+0.1
coli
Pseudomonas 15+0.1 16 +0.1 8+0.1 10+ 0.1
aeruginosa
Staphylococcus 12+0.1 12+0.1 10+0.1 10+0.1
aureus

AgNP’lerde hem kuyu diflizyon hemde disk difiizyon yoOntemleriyle yapilan
antibakteriyel deneyinde inhibisyon zonu gdzlemlenmistir. Inhibisyon zon caplar
yontemlere ve inkiibasyon siiresine gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. Genel olarak,
kuyu difiizyon yonteminde inhibisyon zonlarinin disk diflizyon yontemine kiyasla daha
biiyiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum, AgNP’lerin s1vi ortamda daha iyi yayilmasi ve

daha etkili diflizyon gostermesi ile agiklanabilir.

Acinetobacter baumannii bakterisi i¢in kuyu diflizyon yonteminde 48. saatte zon cap1

degismezken, disk difiizyon yonteminde zon ¢apinda degisme gozlenmemistir.

Enterococcus faecalis bakterisi, disk diflizyon yonteminde 24 saatlik 6l¢iimde, 15 mm
zon ¢ap1 olustururken bu deger 48 saatlik olglimde, 18 mm’ye yiikselmistir. Kuyu

difiizyon yonteminde ise 15 mm’den sabit kalmistir.
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Escherichia coli bakterisi, disk diflizyon yonteminde yalnizca 7 mm zon ¢api
olustururken, kuyu diflizyon yonteminde bu deger 14 mm olarak gézlemlenmistir. Bu da

yontemden dolay1 farklilik gosterdigini diisiindiirmektedir.

Pseudomonas aeruginosa bakterisi ise en yiiksek inhibisyon zonlar1 elde edilmistir. 48
saat sonunda kuyu diflizyon yonteminde 16 mm, disk difiizyon yonteminde ise 10 mm

zon ¢api Ol¢iilmiistiir.

Staphylococcus aureus bakterisi, kuyu diflizyon yonteminde 12 mm, disk difiizyon
yonteminde 10 mm olarak zon ¢api dl¢iilmiistiir. Bir giin sonra zon ¢aplarinda bir degisim

olmamustir.

Cizelge 4.3. AgNP’ler ve antibiyotiklerin karsilastirmali antibakteriyel etkisi

AgNP Ceftazidi | Ciprofloxaci | Penicillin | Vancomyc

me (mm) n (mm) G (mm) in (mm)
Bakteri (mm)

Tiri K D K D K D K D K D

Acinetobacter | 10 8 X X 24 20 X X X X
baumannii mm | mm mm | mm

Enterococcus 15 18 6 8 16 24 20 40 20 16

faecalis mm | mm mm | mm | mm | mm | mm | mm | mm
mm

Escherichia 14 7 24 X 40 25 14 X 10 X

coli mm | mm | mm mm mm mm mm

Pseudomonas 16 10 11 8 24 30 X X X X

aeruginosa mm | mm | mm mm mm mm

Staphylococc 12 10 X X 23 23 40 40 15 14

us aureus mm | mm mm mm mm mm mm | mm

K: kuyu difiizyon, D: disk difiizyon, X: zon ¢ap1 vermeyenleri kapsamaktadir. 0.1 mm

sapma olabilir.
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Acinetobacter baumannii bakterisine karsi uygulanan Ceftazidime ve Penicillin G
antibiyotiklerine ait inhibisyon zonu gozlemlenmemesine ragmen AgNP’e karsi

inhibisyon zonu gozlemlenmistir.

Enterococcus faecalis bakterisine kars1 uygulanan tiim disklere ve AgNP’e ait inhibisyon
zonu gozlemlenmistir. Ancak AgNP’de Ceftazidime’e gore daha biiyiik ¢apta inhibisyon

zonu gozlemlenmistir.

Escherichia coli bakterisine karst uygulanan Ceftazidime, Penicillin G, Vancomycin
antibiyotiklerine ait inhibisyon zonu disk difiizyon yontemi ile yapilan deneyde
gbzlemlenmemistir. Fakat kuyu difiizyon yontemi ile yapilan deneyde inhibisyon zonu
gbzlemlenmistir. Bu tutarsizlik, kullanilan diskin sistemde davranigsindan kaynaklanabilir
(Chiu ve ark., 2021). E. coli bakterisine karst AgNP’de Vancomycin’e gore daha biiyiik

capta inhibisyon zonu gozlemlenmistir.

Pseudomonas aeruginosa bakterisine karst uygulanan Penicillin G ve Vancomycin
antibiyotiklerine ait inhibisyon zonu goézlemlenmemistir. AgNP’de ise Ceftazidime’e

gore daha biiylik capta inhibisyon zonu gozlemlenmistir.

Staphylococcus aureus bakterisine karst uygulanan Ceftazidime antibiyotiine ait
inhibisyon zonu goézlemlenmemistir. AgNP’de ise bu bakteriye karsi inhibisyon zonu

gdzlemlenmistir.

4.1.4 Sensor aktivite analizi

Sentezlenen AgNP’lerin sensor materyali olarak kullanilabilirligi potansiyometrik teknigi
kullanilarak arastirilmistir. Bu teknikte, Ag/AgCl referans elektrodu kullanilarak yiiksek
molekiil agirlikli PVC ve plastiklestirici iceren membranla birlikte 6l¢lim yapilmastir.
Literatiire uygun hazirlanan sensor, kursun (Pb®*") iyonlarma kars1 Olgiiliip
degerlendirilmistir. Maalesef ki yapilan 6l¢iimlerde kursun iyonlarmin kati-hal kontak

kapl elektrotunda anlamli bir potansiyel seciciligi gdzlemlenmemistir.

Literatiirdeki baz1 sensor calismalarinda, AgNP’lerin, tek basina algilama elemant olarak
degil, elektrot ylizeyinin iletkenligini artiran, sinyal gii¢lendiren ve yiizey alanini
genisleten yardimei arag olarak kullanilmistir (Demir ve ark., 2023; Xu ve ark., 2023).

Boylece AgNP’lerin, sensor performansini iyilestirmedeki etkisini géstermislerdir.
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4.1.5 Antikanser aktivite analizi

Sentezlenen AgNP’lerin antikanser aktivitesi 1slak laboratuvarda deneyleri HCT116

hiicre hattinda yapilmis olup ¢ikan sonuclar degerlendirilmistir.

Asagida (Sekil 4.21. ile Sekil 4.22.), hiicrelere farkli konsantrasyonda AgNP uygulayip
inkiibe edildikten 48 saat sonraki 200 kat biiylitmedeki mikroskop goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.21. Hiicrelere AgNP uygulamas: yapildiktan 48 saat sonraki mikroskop
goriintiileri (40 pg/ml konsantrasyon)

Sekil 4.22. Hiicrelere AgNP uygulamasi yapildiktan 48 saat sonraki mikroskop
goriintiileri (400 pg/ml konsantrasyon)
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Sekil 4.23. Hiicreler AgNP ile muamele edildikten sonra hiicre canlilig1 grafigi

MTT analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, AgNP uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerinde
etkisi oldugunu gdstermistir. Kontrol grubunda hiicre canliligt %97-106 araliginda iken,
diisiik konsantrasyonlarda (4 pg/mL) hiicre canlilig1 %87-95 araliginda sonug¢ vermistir.
Orta konsantrasyonlardan olan 40 pg/mL’de ise hiicre canliligi %78-90 arasinda
degismistir. Yine bir diger orta konsantrasyonlardan olan 400 pg/mL’de %78-94 arasinda
degiskenlik gostermistir. Fakat yiiksek konsantrasyonda (4000 pg/mL) hiicre canliligi
belirgin sekilde azaldig1 goriilmiistiir. Sayisal veri olarak %4.9-%9.5 arali§ina distiigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar, AgNP’lerin HCT116 kolon kanseri hiicreleri iizerinde doza
bagli sitotoksik etki gosterdigini ve 4000 ng/mL gibi konsantrasyonlarda, giiglii bir hiicre
oldiirtici etkiye sahip oldugunu agiklamaktadir. Buradan da anlagilabilecegi iizere
AgNP'lerin 6zellikle yiiksek konsantrasyonda kanser hiicrelerinde doza bagh sekilde
sitotoksik etkisinin oldugunu gostermektedir (Salih ve ark., 2023; Maharani ve ark.,

2016).

4.1.6 AgNP’lerin kararhhk analizi

Bakteri aracili elde edilen AgNP’lerin kararliligi, ilerideki uzun vadeli uygulamalar
acisindan kritik dneme sahiptir. Bu deneyde, AgNP biyosentezinden yaklagik 12 ay sonra
gerceklestirilen UV-Vis spektroskopisi Olglimleriyle AgNP’lerin optik kararlilig
degerlendirilmistir (Vigneshwaran ve ark., 2007).
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AgNP'lerin 12 ay sonra
UV-Vis Absorbans Spektroskopisi
16
14

12

Sekil 4.24. AgNP’lerin 12 ay sonraki UV-Vis absorbans spektroskopisi

Bu tez kapsaminda AgNP’ler elde edilir edilmez karakterizasyon amagli DAYTAM da
Shimadzu UV-3600 Plus marka UV-Vis spektrum cihazi ile dl¢iilmiistii. Yaklasik 12 ay
sonra da yeniden Olgiiliip degerlendirilmistir. Bu Ol¢iim ise Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi, Kimya Boliimii biinyesinde yer alan Shimadzu UV-2600i Plus marka UV-
Vis spektrum cihazi ile 6l¢iildii. Baglangicta AgNP nin ilk 6l¢timiinde, 208 nm araliginda
belirgin absorpsiyon piki gozlemlenmisti. Bu pik bakteriyel biyosentez sirasinda olusan
organik kalintilardan dolay1 gozlemlendigi de belirtildi. Bu organik kalintilarin kaniti
diger karakterizasyon yontemleriyle de agiklandi. Yaklagik 12 ay sonra yapilan UV-Vis
Olctimlerinde de ilk Ol¢limle hemen hemen aymi 200-210 nm araliinda absorpsiyon
pikleri gézlemlenmistir (Sekil 4.24). 12 ay sonra gézlemlenen pik genislemesi ise organik
kalintilar ve cihaz farklarindan dolay1 olabilecegini akla getirmektedir. Farkli Shimadzu
UV-Vis spektrumu cihazlarindan alinan verilerin incelenip grafik yorumlanmasinda, 200-
210 nm'deki organik piklerin her iki cihazda tutarlilik gostermesi, biyokaplamanin
zamanla korundugunu teyit etmektedir. Organik kalintilarin varligi, NP’lerin birbiri ile
temas ederek kiimelesmesini Onleyebilir (Xu ve ark., 2020; Bélteky ve ark., 2019). Bu
sayede de AgNP’ler uzun vadeli kararlilig1 koruyabilir. Aslinda bu durum, AgNP’lerin
uzun depolama stiresince optik 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide koruduguna isaret edebilir
(Habibullah ve ark., 2022). Boylece kararliligin stabilitesini de diisiiniilmektedir. Bu
durum, NP’lerin agregasyon veya kimyasal bozunma gibi kararlilik kaybina yol agan
siireclere kars1 yiiksek direng gosterdigini de diisiindiirebilir. UV-Vis sonuglari,

sentezlenen AgNP'lerin uzun vadeli koloidal kararliligi biiyiikk oOl¢lide korudugu
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diistiniilmektedir. Bu kararlilik, muhtemelen bakteri kaynakli olugan ve partikiil yiizeyini
saran organik kalintilardan kaynaklanmaktadir. Bu organik kalintilar, NP’ler i¢in etkili bir

stabilize edici kaplama gorevi gormiis olabilirler.

Bu bulgu, bakteriyel biyosentezin kararlilik stabilitesini biiyiik Ol¢lide korudugu
AgNP'lerin liretme durumunu ortaya koymustur. AgNP’lerin ¢esitli biyomedikal ve diger
biyouyumlu pek c¢ok uygulamalar i¢in yiliksek potansiyel tasidigina ve uzun Omiirli

olabileceklerini isaret etmektedir (Meher ve ark., 2024).
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4.2 Tartismalar

Bu calismada biyosentez yontemi ile P. fluorescens bakterisinden sentezlenen AgNP’ler,
yapisal, yiizeysel ve biyolojik etkinlik agisindan literatiirdeki benzerlerinden farkli olarak
0zgln sonuglara ulagilmistir. Bu boliimde elde edilen farkli bulgular literatiirdeki

calismalarla karsilastirilarak degerlendirilmistir.

P, fluorescens ile sentezlenen AgNP’lerde, renk degisiminin ertesi giin gézlemlenmesi,
indirgeme siirecinin yavas fakat daha kontrollii gerceklestigini gostermektedir. Bu durum,
partikiillerin daha homojen biiyliimesini saglayarak stabilite agisindan avantajli durum
saglayabilir. Literatiirde bildirilen bitki Oziitleriyle sentezlenen hizli indirgeme
reaksiyonlartyla karsilagtirildiginda, bu durum bakteri ile sentezlenen AgNP’lerde
indirgeme ajanlarinin yavas kinetik, pargacik stabilitesi sayesinde de aglomerasyonun az

olmasina isaret eder (Asif ve ark., 2022; Abeer Mohammed ve ark., 2022).

Bu calismada elde edilen UV-Vis SPR piki beklenen 400-450 nm degeri yerine

208 nm’de gbézlenmistir. Bu durumun birkag sebebi olabilir.

Birinci sebep, sentezde kullanilan bakteri kaynakli biyolojik ajanlardan dolay1 organik
kalintilarin NP yiizeyinde kaplama etkisi yaratmis olabilecegidir. Bu organik kalintilar,
ylizey etkilesimini zayiflatabilir ve absorpsiyon siddetini baskilayabilir. Benzer sekilde,
AgNP sentezi gergeklestirilen bir ¢aligmada, kaplayict ajan iceren AgNP’lerde 200—
300 nm bandinda pikler gozlemlenmis ve bu durum amino asitler, proteinler ve diger

organik kalintilarin varligryla agiklanmistir (Guilger-Casagrande ve ark., 2021).

Ikinci sebep, partikiillerin kiiciik boyutlu (TEM’de 10 nm altinda &lgiilmiistiir) ve
polidispers (DLS’de orta polidispers oldugu goriilmiistiir) olmasindan dolayr hem boyut
hemde dagilim sebebiyle SPR pikinde maviye kayma goriilebilmektedir (Car &
Krstulovi¢, 2022). Yani 400 nm altinda bu SPR piki goriilebilmektedir.

Ugiincii sebep, sentez sonrasi yikama isleminde kullanilan hegzanin ortam etkisine de
baglanabilir. Literatiirde, hegzan ile muamele edilen AgNP’lerde, SPR piklerinin belirgin
sekilde azaldig1 ortaya ¢ikmistir (Sharma ve ark., 2020).

Dordiincii sebep, diisiik partikiil konsantrasyonundan dolay1 SPR piki istenilen degerde

c¢tkmamis olabilir (Tomaszewska ve ark., 2013)
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Besinci sebep ise literatiirde, SPR pikinin olusumunun pH degerine baglh oldugu da
degerlendirilmistir. Adhikari ve ark., (2022), biyosentez ile elde ettikleri AgNP’lerde
sadece pH’1n 10 oldugu kosullarda, SPR piki gozlemlendigini, diisiik pH kosullarinda
(pH 6.4) ise herhangi bir SPR bandi olusmadigini gézlemlemislerdir. Bu durum ise uygun
pH aralig1 saglanmadig takdirde UV—Vis spektroskopisinde plazmon rezonansi etkisinin

gbzlenmeyebilecegine isaret etmektedir.

Tiim bu nedenler birlikte degerlendirildiginde; yiizeyin organik kalintilarla kaplanmasi,
kiigiik partikiil boyutu, polidisperse, kullanilan ¢dzeltinin (hegzan) apolar 6zelligi, diisiik
NP konsantrasyonu ve pH degeri gibi faktorlerin her biri, UV—Vis analizinde beklenen

SPR pikinin gézlemlenmemesine isaret ediyor olabilir.

Sekil 4.25. AgNP’lerin SEM goriintiisii (20.000 kat biiylitme, 6lgek ¢ubugu: 200 nm)

20.000% biiyiitme ile elde edilen SEM goriintiisiinde (Sekil 4.25.) yiizeyin piiriizli ve
tabakali bir morfolojiye sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu durum, yiiksek yiizey alan1 ve
gozenekli bir yap1 varlifina isaret etmektedir. Bu yiizey, AgNP adsorpsiyonu ve
tutunmasi i¢in olduk¢a uygun bir ortam sunmaktadir (Maksoud ve ark., 2020; Kumar ve
ark., 2017). Bu tiir yiizeyler, yliksek ylizey alam1 sayesinde antibakteriyel etkiyi

destekleyen “NP tasiyici1” sistem olarak kullanilabilir.

Elde edilen TEM goriintiilerinde, bazt AgNP’lerin ¢cevresinde gozlemlenen grimsi haleler,

bakteriyel sentezden dolay1r organik kalintilarin varligimi gostermektedir. Organik
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kalintilar, AgNP'lerin c¢evresinde amorf bir tabaka olusturur. Bu tabaka, TEM
analizinde disiik elektron yogunlugu nedeniyle gri renkli hale seklinde goriiliir (Sharma
ve ark., 2014). TEM goriintiilerindeki bu grimsi haleleri, organik kalinti olarak
degerlendirmek, EDS ve XPS analizlerinde, karbon ve oksijen piklerinin siddetli olmasi
ile desteklenebilir. Ek olarak, bu organik kalintilar, SPR sinyalinin UV-Vis analizinde
zaylf gozlemlenmesini agiklayan bir bulguda olabilir. Ayrica bu organik kalinti, XRD

analizinde de kristal yapinin zayif gozlemlenmesine de neden olmus olabilir.

XRD ve XPS analizleri beraber degerlendirildiginde, AgNP’lerin kristal yapis1 ve yiizey

kimyas1 hakkinda birbirini tamamlayan sonuglar vermistir.

XRD analizinde, FCC yapil1 AgNP’lere 6zgii karakteristik pikler tespit edilmistir. Ancak
bu pikler beklenenden daha diisiik siddetlidir. Sebebi, NP’lerin kiigiik boyutlu olmasi (10
nm’den az), diisiik kristallilik gdstermesi, organik kalintilarin olmasi, konsantrasyonunun
diisiik olmasi gibi nedenlerle kirinim sinyalini bastirmasiyla agiklanabilir (Dhaka ve ark.,
2023; Mourdikoudis ve ark., 2018). XRD analizinde AgNP’lere 6zgii karakteristik pikler
disinda, 27°, 32°, 46°, 54° ve 57° civarlarinda goriilen piklere de rastlanmistir. Bu pikler
bakteriyel biyosentezden kaynaklanan organik kalintilar veya hacimsel olarak iz miktarda

bulunan Ag-O sinyaline isaret edebilir (Sjostrom ve ark., 2019; Nagaraja ve ark., 2022).

Bu baglamda yapilan XPS analizleri, ylizeyde metalik giimiis formunun baskin oldugunu
ve anlamli diizeyde iyonik giimiis ile Ag>O sinyali bulunmadigini géstermistir. XPS'in
ylizey duyarliligi ile XRD’nin hacimsel analiz kabiliyeti arasindaki fark goz oniinde
bulunduruldugunda, XRD’de tespit edilen piklerin ya yiizeye ¢ikmamis iz miktardaki
Ag>0O kristallerine ya da biyosentez kaynakli organik kalintilarin kirinim izlerine ait
olabilecegi yorumlanmaktadir. Analizlerde, hacimde iz miktarda Ag.O tespit edilmesine
ragmen NP yiizeyinin biiylik oranda Ag® formda bulundugu anlasilmaktadir. XRD’in,
hacimsel faz kompozisyonu ile XPS’in ylizey kimyas1 ve oksidasyonu sunan 6zelliklerine
dair ortaya sundugu detayli bilgi, AgNP sentezinin ve karakterizasyonunun
degerlendirilmesinde birbirini tamamlayan iki kritik analiz yontemi olarak One

cikmaktadir (Zhang ve ark., 2016).

Bakteriyel biyosentezlenen AgNP'ler, XRD analizi degerlendirmesinde diisiik kristallilik
gostermesi ve iz miktarda potansiyel oksidasyon, bakteriyel biyosentez ortaminin

kimyasal yapisiyla iliskilidir. Bu tiir AgNP’ler genellikle yavas iyon salinimi saglar, bu
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da antimikrobiyal etkilerin daha uzun vadeli veya kalic1 olabilecegini diisiindiirmektedir

(Bonilla-Gameros ve ark., 2022; Jenkhongkarn & Phisalaphong, 2023).

AgNP’lerin boyutlarinda ise DLS analizlerinde ve TEM gorintiilerinde farkliliklar
bulunmaktadir. TEM goriintiilerinde 5 nm civarinda ve genel olarak 20 nm altinda pek
cok AgNP’ler gozlemlenmistir. Buna ragmen, DLS analizinde 20 nm boyut araliginda
belirgin bir sinyal tespit edilmemistir. Bu durum, kiiciik ¢apli partikiillerin diistk
konsantrasyonlari nedeniyle DLS cihaz1 tarafindan algilanamamasiyla agiklanabilir.
Hatta literatiirde bu farkin nedenini, DLS’nin NP’lerin sadece g¢ekirdegini degil, ayn
zamanda ¢evresindeki su molekiilleri ve organik kalintilar1 da 6l¢erken, TEM sadece kat1
cekirdek boyutunu dlgmesiyle iliskilendirmislerdir (Mourdikoudis ve ark., 2018). Bu
nedenle, TEM goriintiilerinde o6l¢iilen AgNP’lerin boyutlart 5-20 nm arasinda da
Ol¢iilmesi, DLS ile elde edilen daha biiyiikk hidrodinamik cap degerleriyle aslinda
celismemektedir. Literatiirde de benzer sekilde, biyolojik ydntemle sentezlenen
AgNP’lerde TEM ile dlciilen boyutlarin daha kiigiik ¢ikarken DLS ile dlgiilen boyutlarin
daha biiyiik aralikta ¢ikmasini degerlendiren ¢aligmalar mevcuttur (Alam, 2022; Singhal

ve ark., 2011).

AgNP’lerin zeta potansiyel degerinin —36.8 mV gibi yiiksek negatif degerlerde olmasi ise
partikiillerin uzun stireli kolloidal stabilitesini saglamakla beraber bakteri hiicreleriyle
etkilesimini optimize etmektedir (Pelinescu ve ark., 2023). Yiiksek negatif zeta
potansiyeli degeri sayesinde AgNP’lerin, bakteri hiicre duvarina yapigsmasi kolaylasir ve
bdylece nanokompozitlerin antibakteriyel etkinliginde 6nemli diizeyde rol aldigini

dogrulamaktadir (Kuyukina ve ark., 2022).

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular, AgNP’lerin antibakteriyel etkisini hem kuyu
diflizyon hem de disk diflizyon yontemleriyle degerlendirilmistir. AgNP’ler i¢in kuyu
yonteminin tercih edilmesi yoniinde sonu¢ vermistir. Bu durum, literatiirde bildirilen
sonuglarla karsilastirilarak degerlendirildiginde de 6rtiismektedir. Literatiirde AgNP’lerin
kuyu difiizyon yontemi, disk diflizyon yontemine gore antibakteriyel etkisini daha giiclii
ve giivenilir sekilde gosterdigini rapor etmektedir (Nurkhaliza ve ark., 2024).

Antimikrobiyal deneyler sonucunda degerlendirilen, antibakteriyel aktivitenin sebebi,
AgNP’lerin kiigiik boyutlar1 ve organik kalintilardan kaynaklanan kaplamalarin hiicre

membranlarina gegisini kolaylastirmasi ile agiklanabilir. Literatiirde benzer caligmalarda,
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kiiciik boyutlu 6zellikle 10-20 nm boyut araligindaki AgNP’lerin direkt olarak hiicre
membranina adsorbe oldugunu ve hiicre igerisine girip, bakteri hiicre duvarlarim etkili bir
sekilde gecebildigi, bu sayede de yliksek antibakteriyel aktivite gosterdigi belirtilmektedir
(Agnihotri ve ark., 2014). Kii¢ciik boyut, yiizey alani/hacim oranim1 artirmakta ve
partikiillerin hiicre yiizeyine daha fazla temas etmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica,
biyosentez yontemiyle elde edilen AgNP’lerde mevcut olan organik kaplama molekiilleri
(protein ve polisakkarit tlirevleri gibi), AgNP’lerin bakteriyel hiicrelerle etkilesimini

kolaylastirmakta ve hiicre membranlarina tutunmasini artirmaktadir (Zhou et al., 2021).

AgNP’ler, ROS {iretimi, hiicre membraninda yapisal bozulma, DNA ve protein hasari ve
biyofilm olusumunu engelleme gibi 6zellikleri sayesinde antibakteriyel mekanizmalarla
ozellikle ¢oklu ila¢ direncli (MDR) patojenlere kars1 giiclii bir etki ortaya koymaktadir.
AgNP’ler sadece bunlarla da smirli kalmayip bu ozellikleri sayesinde, enfeksiyon
kontrolii, antibiyotik aktivitesini artirma, tani sistemleri, yara iyilestirme siirecleri ve
biyomedikal kaplamalar gibi cesitli tibbi ve biyoteknolojik alanda kullanim potansiyeli
saglamakta olup kapsamli etkileri ve diisiik toksisite diizeyleriyle tarimsal biyoteknoloji
uygulamalarinda da ¢ok yonlii ve giiclii adaylar olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Agnihotri
ve ark., 2014; Gaurav, 2021; Mikhailova, 2024; More ve ark., 2023; Yakoup ve ark.,
2024).

AgNP’lerin kararliligin1 degerlendirmek amaciyla yapilan 12 ay sonraki Uv-Vis
Olctimiinde kesin bir cevap verilememekle beraber, AgNP’lerin biiyiik oranda kararliligim
korudugunu belirlendi. Kesin olarak yorum yapilamama nedenleri ise ilk 6l¢iim yapilan
cihaz DAYTAM’a ait olan UV-3600 Plus iken, 12 ay sonraki Ol¢iim ise Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Kimya Boliimiine ait olan UV-2600i Plus modellerinin farkl:
olmasidir. Ciinkii markalar aynm1 olsa bile model farkliligindan dolay1r sonuglar
etkileyebilir (Minelli ve ark., 2022; Quevedo ve ark., 2021). Bu cihazlar ¢oziiniirliik,
kalibrasyon ve detektor gibi faktorler nedeniyle farkliliklar gdsterebilir. UV-3600 Plus ve
UV-26001 Plus cihazlarinin UV-Vis 6l¢lim hassasiyetleri farkli olabilir ve bu da pikin
genisligini etkileyen sebeplerden biri olabilir. Ayn1 numuneyi farkl cihazlarla 6lgmek,
sonuglarin karsilastirilmasinda zorluklar yaratabilir. Belki de piklerin genislemesi,
zamanla geligen fiziksel degisimlere veya organik kalintilarin etkisine baglidir. Bu sebep
ise NP’lerin kararliligina dair herhangi bir olumsuz etken degildir. Fakat daha fazla analiz

ve veri olmadan bu konuda kesin bir degerlendirme yapabilmek dogru degildir.
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5 SONUC VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu tez c¢alismasi kapsaminda P. fluorescens bakterisi kullanilarak biyolojik sentez
yontemi ile AgNP'ler basartyla sentezlenmistir. Elde edilen AgNP’lerin morfolojik
karakterizasyon, antimikrobiyal etkinlik ve antikanser 6zellik gostermistir. Renk degisimi
gibi makroskobik gozlemler, biyosentezin ilk saatlerinden itibaren AgNP olusumunu
dogrulamis, UV-Vis spektroskopisinde tespit edilen 208 nm gibi olagandis1 bir SPR piki,
AgNP’lerin kiiciik boyutlara ve yogun biyolojik yiizey kaplamalara (¢evrede organik
kalintilar) sahip olduguna isaret etmistir (Car & Krstulovi¢, 2022; Guilger-Casagrande ve
ark., 2021). Bu ozellik, literatiirde nadiren bildirilen bir durumdur ve sentez ortamindaki
bakteriyel indirgeme sisteminin yiiksek reaktivitesine isaret etmektedir. TEM ve SEM
goriintiilerinde AgNP’lerin 5-50 nm araliginda partikiil boyutlari, kiiresel goriiniimlii,
polidispers morfoloji ve partikiillerin etrafindaki biyolojik halo yapisi sonuglarina
ulagilmistir. XRD analizinde 26 = 27° ve 32°°de gozlemlenen pikler, kristal yap1 ve oksit
fazlarinin varligini ortaya koymustur. XPS ve EDX analizlerinde yiiksek C ve O orani ise
Ag® formunun yani sira biyolojik kalintilar1 da isaret ederek hibrit yiizey yapisin
dogrulamistir (Zaghloul ve ark., 2023; Kim ve ark., 2019). Bu da AgNP’lerin yiizey
stabilitesini ve biyofonksiyonelligini artirmaktadir. DLS analizinde ise, AgNP’lerin
hidrodinamik ¢ap1 65 nm 6lciilmiistiir. Bu da hidrodinamik ¢ap, ylizey kaplamayla birlikte
diistintildiiglinde AgNP’lerin biyolojik ortamlarda uzun siire kararli kalabilecegini
gostermistir (Bélteky ve ark., 2021). Zeta analizinde de -36.8 mV potansiyel deger
AgNP’lerin uzun siireli ve yliksek kolloidal stabiliteye sahip oldugunu gostermistir
(Pelinescu ve ark., 2023). DLS ve zeta analizi birlikte degerlendirildiginde celisme

olmamaktadir.

Tim bu farkli karakterizasyon yoOntemlerinden elde edilen veriler birlikte
degerlendirildiginde, biyosentez yontemi ile bakteriyel sentezlenen AgNP’lerin metalik
formda, ortalama 65 nm boyutlarda olmakla birlikte 10 nm altinda boyutlarda da
bulundugu, kismen kristal yapili, biyolojik kalintilarla ¢evrili, orta diizeyde polidispers

ozellikte ve yiiksek kolloidal olarak stabil oldugu sonucuna ulagilmstir.

Antimikrobiyal test sonuglarina gore, bakteriyel biyosentez ile elde edilen AgNP’ler

patojen olan hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilere (4. baumannii, E.
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faecalis, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus) karsit belirgin inhibisyon zon caplari
olusturmus, antibakteriyel aktivite gostermistir. Bu etkinin, NP’lerin ¢oklu etki
mekanizmalarina (hiicre zarinin bozulmasi, ROS iiretimi, DNA ve protein yapilarinin
tahribi) dayandigi degerlendirilmektedir. AgNP’ler mikrobiyal membranlarla sinerjik
etkilesimi ve kontrollii Ag® iyon salinimiyla agiklanabilir ve boylece daha etkili
antibakteriyel etki olusturur (Dakal ve ark., 2016). Mekanizma aslinda AgNP’nin 6nce
bakterinin zarina yapisip yapisint bozmasiyla ardindan Ag* iyonlar1 yavasca salmasiyla
bakteriyi 6ldiiriir. Ek olarak yine bu antibakteriyel etkinin kii¢iik boyut, ylizey kaplamanin
gecirgenligi, iyon salinimi ve parg¢acigin membranla kurdugu biyofiziksel etkilesimle
birlikte agiklanmalidir (Dakal ve ark., 2016). Bu sonuglar, AgNP’lerin yalnizca pasif bir
ajan degil; yiizey 6zellikleri sayesinde aktif biyolojik etkilesim saglayan islevsel sistemler
oldugunu gostermektedir. Yani akilli ve ¢ok yonlii bir materyal diyebiliriz. Klasik metal
NP’lerden ¢ok daha fazlasidir. AgNP’ler biyolojik sistem iiriinii, hiicreyle iletisime gecen

fonksiyonel nanoyapilar olarak yorumlanabilir.

Potansiyometrik sensor calismasinda, PVC membran sistemine sahip kati-hal kontak
elektrotun kursun iyonlarma karsi belirgin bir segicilik sergilemedigi goriilmiistiir. Bu
sonug, kullanilan membran bilesenlerinin, kursun iyonlariyla yeterince etkilesime
girmemesinden, AgNP’lerin hedef iyonla iligkili etkilesimin zay1f veya sinirli olmasindan
veya membran kompozisyonunun uygunsuzlugundan kaynaklaniyor olabilir (Bakker ve

ark., 1997; Nisah ve ark., 2022).

Antikanser calismasinda ise AgNP'lerin kolon kanser hiicre hatti olan HCT116 iizerinde
konsantrasyona bagli olarak sitotoksik etkisini ortaya koymustur. Diisiik ve orta
konsantrasyonlarda anlamli canlilik kaybi1 gozlenmezken, yiiksek konsantrasyonlarda
belirgin bir hiicre canliig disiisii oldugu degerlendirilmistir. Sayisal verilerle
degerlendirdigimizde yiiksek konsantrasyonda kullandigimiz (4000 pg/mL) canliligin
%4.9 - %9.5 oldugu goriilmektedir. Yani % 95.1 ile 90.5 kadar kanser hiicrelerini
oldiirmiis. Bu veriler ve degerlendirmeler, AgNP’lerin kanser hiicreleri gibi 6karyotik
hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterebilecegi ve boylece kontrollii dozlarda potansiyel
antikanser ajani olarak kullanilabilecegini desteklemektedir (Liu ve ark., 2010). Benzer
sekilde, literatiirde mevcut olan bir ¢alismada da biyosentezlenen AgNP’lerin HCT-116
kanser hiicrelerinde antikanser etkilerinin yiiksek dozlarda gdsterdigi rapor edilmistir

(Acharya ve ark., 2021).
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P. fluorescens ile gergeklestirilen bu calisma, AgNP’lerin biyolojik sentez yontemiyle
cevre dostu, diisiik maliyetli, yliksek verimli, toksik kimyasallarin kullanilmamas1 ve
fonksiyonel bicimde elde edilebilecegini gii¢lii bi¢imde gostermistir. Elde edilen
partikiiller yalnizca nanometrik 6l¢ekte fiziksel yapilar degildir; onlar ayni zamanda
mikroorganizma kaynakli biyomolekiillerin tasiyicisi, kontrolli iyon salinim
sistemlerinin potansiyel Onciilleri ve ¢oklu antibiyotik direncine karsi gelistirilen

biyolojik miihendislik tirtinleridir.

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasi, yesil sentezin (green synthesis) bilimsel agidan ne kadar
gelistirilebilecegi, en iyi sekilde nasil elde edilebilecegini gdstermistir. Bunlar1 yaparken

de ¢evreye zarar vermeden, kimyasal ve zararlilar kullanilmadan gergeklestirilmistir.

Elde edilen AgNP’lerin kiiciik boyutlarindan 6tiirii UV-Vis spektrofotometresinde SPR
piki istenilen sonucu vermese dahi aslinda biyolojik kalintilardan kaynakli oldugunu
TEM, SEM, XRD, XPS ve EDX analizlerinde de dogrulanmistir. Organik kalintilar ise
aslinda AgNP’lerin ilerleyen zamanlarda agregasyon olusturamamalar1 agisindan olumlu
sekilde yansimistir. Zeta potansiyel degerleriyle, kollaidal stabilitenin yiliksek oldugunu
bdylece uzun siire kararli olabilecegi kanitlandi. Kararlilik biyomedikal uygulamalar ve
biyouyumluluk a¢isindan ¢ok dnemli bir detay oldugundan dolay: ilerideki ¢aligmalarda
AgNP’lerin kullanilabilecegi umut vaat etmistir. Antimikrobiyal aktivitesi deneylerinde
aldigimiz sonuglara gére Gram negatif ve pozitif ¢esitli bakterilere gostermis olduklar
inhibisyon c¢aplar1 yine ilerideki calismalar da 1s1k tutacak bir 6zellik oldugunu
gostermektedir. Boylece AgNP’lerin yalnizca morfolojik ve fiziksel 6zellikleriyle degil,
biyolojik olarak da aktif rollerinin olduguna isaret etmistir. Son olarak bakteri aracili
biyosentez yontemi ile elde etmis oldugumuz bu AgNP’ler, yalnizca temel bilimsel
arastirmalarda degil, gelecek de nanotip, biyoteknoloji, mikrobiyal nanoteknoloji ve daha

fazla alana yon verecek uygulamali aragtirmalarin temelini olusturmaktadir.
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5.2 Oneriler

Bu tez calismas1 kapsaminda bakteri aracili biyosentez yontemiyle AgNP'lerin basarili bir
sekilde sentezlenmesi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan bu AgNP’lerin
antimikrobiyal ve potansiyometrik sensor aktiviteleri incelenmistir. Ancak, elde edilen bu
bulgular yalnizca baslangic niteliginde olup temel bilimsel arastirmadir. Asagidaki
oneriler kismi, ilerideki arastirmalarda, bu tez calismasinin derinlestirilmesine, uygulama
alanlarinin genisletilmesine ve nanoteknolojik ile biyoteknolojik yoniiniin daha fazla 6ne

cikarilmasina 1s1k tutmasi bakimindan ele alinmustur.

Gelecekteki ¢alismalarda, farkli bakteri tiirleri kullanilarak da biyosentez yontemiyle
AgNP’ler elde edilip bunlarin karakteristik ve biyolojik 6zelliklerinin karsilagtirilmalidir.

Boylece tiir-spesifik iiretim endeksi net olarak ortaya konulabilir.

Nanoteknolojik ileri karakterizasyon tekniklerinden yararlanilmali

AFM, FTIR, ugus zamanli ikincil iyon kiitle spektrometrisi (ToF-SIMS) ve SERS gibi
gelismis ylizey analiz yontemleri ile yiizey kaplamalarinin bag tiirleri, kalinliklar1 ve
kimyasal igerikleri detayli bicimde ortaya ¢ikarilmalidir. Ayrica AgNP’lerin nanomekanik
davranislar1 (esneklik, yapiskanlik, ylizey sertligi) nanoindentasyon prensiplerine dayali

yontemler kullanilarak degerlendirilip analiz edilmelidir.

AgNP’lerin kararliligi detayli sekilde saptanmali

AgNP’lerin kararliligin1 degerlendirmek igin, sentezden 12 ay sonra yapilan UV-Vis
sonuglarina ek olarak DLS, TEM ve zeta potansiyeli ile de degerlendirme yapilmalidir.
Boylece, daha kapsamli degerlendirmeler ve yorumlar yapilmali, kesin sonuglar elde

edilmelidir.

Iyon salinimi ve stabilite dinamikleri arastirilmali

AgNP’lerin kontrollii salim kapasitesini degerlendirmek i¢in iyon salinim kinetigi farkl
pH, sicaklik ve iyonik gii¢ ortamlarinda stabilite testleri gerceklestirilerek AgNP’lerin
biyolojik ortamlardaki davranis1 belirlenip doz-gecikme profili sistematik olarak analiz

edilmelidir.
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Hiicresel ve molekiiler etki mekanizmalar: aydinlatilmali

Bakteriyel hiicre duvar etkilesimleri, yiiksek ¢oziliniirliiklii TEM, lazer taramali konfokal
mikroskopi ve akig sitometrisi gibi ileri diizey goriintiileme ve analiz teknikleriyle detayli
olarak incelenmeli ve bunlar membran yikimi mekanizmalarinin molekiiler diizeyde
dogrulanmasinda kullanilmalidir. ROS iiretimi, membran gegirgenliginde meydana gelen
degisiklikler ve gen ekspresyonu iizerindeki etkiler; qRT-PCR, Western blot ve floresan

boyama gibi molekiiler analiz teknikleriyle detayl olarak ortaya konmalidir.

Antimikrobival etki alani artirilmali

MDR klinik suslar da dahil olmak tiizere farkli patojenlere karsi etkinlik testleri
yapilmalidir. Yeni terapotik stratejiler gelistirilmelidir. Bu strateji de AgNP’lerin ¢esitli
antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanilarak sinerjik calismalarinin tasarlanmasiyla
ve etkilerinin incelenmesiyle olabilir. AgNP'lerin diisiik doz antibiyotiklerle birlikte
kullanim1 da degerlendirilmelidir. Boylece hem etkinligi artirabilir hem de antibiyotik

direncinin oniine gegebilir.

Ayrica probiyotik bazli iirlinlerde, AgNP’lerin bu antimikrobiyal etkisinden
yararlanilarak ~ sentetik  mikrobiyom  modiilasyonu  hedeflenmelidir. ~ Zararl
mikroorganizmalar  baskilanirken  faydali  bakterilerin  calisabildigi  sistemler

tasarlanilabilir.

AoNP’lerin kanser hiicrelerine karsi detayl sitotoksik potansiyeli incelenmeli

AgNP’lerin kanser hiicreleri lizerinde in vitro sitotoksisite testleri gerceklestirilmelidir.

Farkli insan timdr hiicre hatlarinda partikiillerin secici etkileri arastirilmalidir.

Kanser hiicrelerine secici hedefleme saglamak amaciyla, AgNP’lerin yiizeyine folat,
epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ligandlari veya aptamer gibi biyomolekiiller
baglanarak hedefe yonelik tasima sistemleri gelistirilebilir. Bu da hem AgNP’lerin
nanotasiyicit olarak islev gormesini saglayabilir. Ayrica bu sekilde yonlendirilen
AgNP’lerin hiicre i¢i alim mekanizmalari, ROS {iretimi, apoptoz sinyallemesi ve DNA
hasar1 gibi biyolojik etkileri degerlendirilmelidir. Bu degerlendirmeler floresan boyama,

akis sitometrisi ve gen ekspresyon analizleriyle kapsamli sekilde yapilabilir. Boylece
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hedefe yonelik tasiyici sistemlerde AgNP’lerin kullanimi, potansiyel antikanser ajan

olarak kullanilabilirligi degerlendirilebilir.

Nanotipta tasiyici sistem ve kombinasyon stratejileri gelistirilmeli

AgNP’ler, tasiyic1 dzellikleri derinlemesine degerlendirilmelidir. Ornegin yukar: da da
deginildigi lizere kemoterapotik ajanlarla beraber AgNP’ler yiiklenerek kombinasyonel

tastyici sistemler olusturulabilir. Ardindan bunlarin sinerjik etkileri test edilmelidir.

Multifonksivonel nanosistemler tasarlanmali

AgNP’ler ile dyle bir multifonksiyonel nanosistem olusturulmali ki ayn1 yap1 hem kanser
hiicresine ulagmali, hem ilag¢ birakmali, hem de gerektiginde fototermal/ROS etkisiyle

hiicreyi yok edebilecek potansiyele sahip olmalidir.

In vivo ve klinik dncesi modellerde test edilmeli

AgNP’lerin biyouyumlulugu, sitotoksisitesi, toksikolojisi, farmakokinetik dagilimi ve
terapotik giivenligi in vitro hiicre kiiltlirlerinde test edilmelidir. Ardindan in vivo
modellerle calisiimali ve medikal uygulamalara entegrasyon olanaklar1 degerlendirip

arastirilmalidir.

AgNP’lerin farmakokinetik ve farmakodinamik profilleri, geleneksel ilaglarla

karsilastirmali olarak incelenmelidir. Doz-optimizasyon protokolleri olusturulmalidir.

Ozellikle dermal, oral veya intravendz uygulama senaryolari {izerinden biyoyararlanim
caligmalar1 yapilmalidir. Boylece tibbi nanoteknolojik uygulamalarda da AgNP’lerden

yararlanilmis olur.

AgNP’lerin polimerik yapilara veya biyobozunur tasiyici sistemlere entegre edilerek
nanokompozit yapilar gelistirmelidir. AgNP’ler farkli tagiyic1 materyallerle birlestirilmesi
saglanilmalidir. BOylece gida ambalaji, yara oOrtiisi, medikal tekstil, tibbi implant
kaplamalar1 ve antimikrobiyal ylizey teknolojileri gibi alanlarda prototip gelistirme

adimlar1 planlanmais olur.

AgNP’lerin antibiyofilm aktivitesinin detayli olarak degerlendirilmelidir. Bu da

enfeksiyonlarin tedavisinde uygulama potansiyelini genisletebilir.
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Bivosensor uygulamalarinda AgNP tabanli fonksiyonel yapilar gelistirilmeli

AgNP’lerin optik ve elektrokimyasal 6zellikleri kullanilarak glukoz 6l¢timii, DNA tayini
gibi modern biyosensdr teknolokilerinde kullanilabilirligi artirilabilir.

Yiizey fonksiyonellestirmesi yapilarak hedefe 0zgii sensor sistemleri tasarlanmalidir.
Hizli, duyarli ve de diisiik maliyetli teshis teknolojileri gelistirilmelidir.

Ayrica AgNP’lerin renk degisimine dayali renkli sensorler analiz edilmelidir. AgNP’nin
kendisini floresan soniimleyici olarak kullanabilme o6zelligi sayesinde, bu 6zelligini

kullanarak gorsel tani sistemlerine entegrasyonu saglanilabilir.

AgNP’lerin DNA ve RNA dizileriyle etkilesim 6zellikleri kullanilarak genetik temelli tani
sistemlerinde biyosensorler gelistirilebilir. Bu sistemler, 6zellikle kanser ve genetik

hastaliklarin erken teshisinde degerlendirilmesinde umut olabilir.

Tarimsal biyoteknoloji alaninda uygulama potansiyeli arastirilmali

AgNP’lerin tarimsal biyoteknoloji alanindaki potansiyel uygulamalari, 6zellikle tohum
cimlenmesi, kok gelisimi ve genel olarak bitki biiylimesi {izerine olan etkileri analiz
edilmelidir. AgNP’lerin mikrobiyal giibre olarak kullanimlar1 gelistirilmelidir. Bu
partikiillerin mikrobiyal giibrelerin stabilitesine ve biyolojik etkinligine katkisi

incelenmelidir.

AgNP’lerin bitki patojenlerine kars1 biyopestisit veya koruyucu ajan olarak kullanimi
analiz edilmelidir. Bu amacla gelistirilecek kontrollii Ag* salinimina sahip nano yapilarin

hem bitki sagligina hem de cevresel stirdiiriilebilirlige olan katkilar1 analiz edilmedir.

Cevresel giivenlik ve biyobirikim potansiveli arastirilmali

AgNP’lerin ¢evresel salinim sonrast su, toprak ve canli sistemlerde olusturabilecegi uzun

vadeli etkiler arastirilmalidir.

Yukarida bahsettigimiz tarimda AgNP’lerin kullaniminda da toprak mikrobiyotasi
tizerindeki uzun vadeli etkileri ve olasi ekotoksikolojik riskleri olup olmadig:
aragtirtlmalidir. Toprak sagligina zarar vermeyecek giivenli konsantrasyon araliklart
belirlenmelidir. AgNP’lerin ekotoksisitesi sucul organizmalar ve bocekler gibi ¢evre

organizmalar1 iizerinde in vivo olarak analiz edilmelidir. Ayrica, AgNP’lerin ¢evresel
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organizmalarda biyobirikim potansiyeli incelenmelidir. Gida zincirine gegis riski
degerlendirilmeli, siirdiiriilebilir kullanim ilkeleri gbz onlinde bulundurularak giivenlik
sinirlart belirlenmelidir. Atik su aritiminda, mikrobiyal direng¢ kontrolii i¢in AgNP katkili

sistemlerin uygulanabilirligi analizlenmelidir.

Ast teknolojilerinde uygulamalar

AgNP’ler antijen tasiyic1 veya bagisiklik yanitimi artirict destekleyici olarak kullanilip
kullanilmadig1 degerlendirilmelidir. Testlerden basariyla gectikleri takdirde hedefli ve

daha etkili bagisiklik sistemleri uyarlanilabilirler.

Bu oneriler, AgNP’lerin yalnizca temel bilimsel bir sentez ¢alismasi olmadigini ayni
zamanda fonksiyonel nanomalzeme gelistirme siirecine atilmig saglam bir adim oldugunu
gostermektedir. Nanotip, nanosensor, kanser biyoteknolojisi, akilli ilag tasiyici sistemler
ve uygulamali nanomedikal alanlarda nasil bir doniisiim yaratabilecegine dair vizyoner
bir yol haritas1 sunmaktadir. Literatiir taramasinda da gorildigi iizere 6zellikle son
yillarda bu yonlerde biiyiik bir ivme oldugu agiktir. Bu baglamda, ¢alismanin bir sonraki
faz1 bu eksende planlanmalidir. Louis Pasteur’iin bilime bakisi dogrultusunda, bilim
yalnizca bilgi liretmekle kalmamali; bu bilgiyi insanlik yararina uygulanabilir ¢éziimlere
dontistiirmeyi hedeflemelidir. Bu kanidan yola ¢ikarak, yalnizca kesfetmek yeterli olmaz,

kesfi anlamli uygulamalara doniistiirmekte gerekli oldugunu sdyleyebiliriz.
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