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TESEKKUR

Bu tez calismamda bana her asamasinda yon gosteren destek ve emeklerini esirgemeyen beni yiireklendiren,
sabr1 ile bana 6rnek olan, bilgi, tecriibe ve desteklerini esirgemeden beni her konu da yonlendiren 6grencisi
olmaktan her zaman gurur duyacagim tez danmismanmim saymn Prof. Dr. Dilek ASMA hocama sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimda ayrica hem arastirma asamasinda hem de laboratuvar c¢aligsmalarimda bilgisiyle bana yol

gdsteren, degerli vaktini bana ayiran Doktor Ogretim Uyesi Elif OZBEY hocama tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ayrica tim hayatim boyunca oldugu gibi bu c¢alismalarim siiresince de benden her tiirlii desteklerini

esirgemeyen sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tezin uygulama asamasinda vermis olduklar1 maddi ve manevi destekten dolayi, inénii Universitesi BAP

birimine tesekkiir ederim.



ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum “Fungal Giimiis Nanopartikiillerinin Sentezi, Karakterizasyonu ve
Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi” bashkli bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri
diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigina ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin
icinde hem de kaynakc¢ada yontemine uygun bigimde gdsterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla

dogrularim.
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Yiksek Lisans Tezi

FUNGAL GUMUS NANOPARTIKULLERININ SENTEZI, KARAKTERIZASYONU
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Danisman: Prof. Dr. Dilek ASMA

Nanoteknoloji, biyoloji, fizik, kimya ve tip gibi disiplinleri kapsayan disiplinleraras1 bir bilim dalidir.
Bu disiplinlerarasi alan, tibbi uygulamalar, nanomateryallerin ¢evre dostu tiretimi, ¢evre kirliliginin kontrolii,
kozmetik, optik, tekstil ve elektronik gibi bir¢ok sektdrde kullanilmaktadir. Cesitli arastirmalar, biyolojik
materyaller kullanilarak sentezlenen farkli boyut ve sekillerdeki nanoyapilarin ¢evre dostu ve biyouyumlu
olmasinin, endiistri ve biyotip uygulamalari i¢in énem tasidigini gostermistir. Bu nedenle, son zamanlarda
fonksiyonel nanopartikiillerin sentezinde mikroorganizmalarin kullanmm biiyiik ilgi gérmiistiir. Biyolojik
yontemler, giivenilir, ucuz ve ¢evre dostu alternatifler sunmaktadir. Son yillarda gesitli mikroorganizmalar
tarafindan farkli metal oksit nanopartikiillerinin sentezi gergeklestirilmistir. Metalik nanopartikiil sentezinde
funguslar, bakteriler, bitkiler, arkeler, algler ve enzimler kullanilabilmektedir. Giimiis nanopartikiiller
(AgNP), antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir.

Bu ¢alismada, giimiis AgNP'ler biyolojik yontemle, kolay, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu bir sekilde
elde edilmistir. Cladosporium cladosporioides'in AgNP'ler filtrat, iiretimi amaciyla kullanilmstir. Oncelikle
fungal filtrat elde edilerek nanopartikiil iiretiminde kullanilmistir. Nanopartikiil tiretiminin ilk gostergesi,
metalik nanopartikiillerin ylizey plazmon rezonansina baglh olarak meydana gelen renk degisimi ve
karakteristik absorpsiyon bandidir. Daha sonra, nanopartikiillerin karakterizasyonu yapilmis ve
antimikrobiyal oOzellikleri test edilmistir. Antimikrobiyal etkileri bulunan glimiis nanopartikiillerinin
Cladosporium cladosporioides kullanilarak biyosentezi, SEM (taramali elektron mikroskopisi) ve EDAX
(enerji daginimli X-1g1nlar1 spektroskopisi) gibi analitik yontemlerle karakterize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gilimiis nanopartikiil, Antimikrobiyal, Cladosporium cladosporioides, Biyolojik sentez

viii
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Nanotechnology is an interdisciplinary science that encompasses disciplines such as
biology, physics, chemistry, and medicine. This multidisciplinary field is used in various sectors,
including medical applications, environmentally friendly production of nanomaterials, control of
environmental pollution, cosmetics, optics, textiles, and electronics. Various studies have shown
that nanostructures synthesized using biological materials, which exhibit different sizes and
shapes, are environmentally friendly and biocompatible, making them significant for industrial
and biomedical applications. Biological methods offer reliable, cost-effective, and
environmentally friendly alternatives. In recent years, various microorganisms have been used to
synthesize different metal oxide nanoparticles. With the increasing demand for nanotechnology-
based products, there are concerns about the environmental risks posed by the nanoparticles used
in these products. Fungi, bacteria, plants, archaea, algae, and enzymes can be employed in the
synthesis of metallic nanoparticles. AgNPs are widely preferred due to their antibacterial
properties.

In this study, AgNPs were obtained through a biological method that is easy, low-cost, and
environmentally friendly. The filtrates and extracts of Cladosporium cladosporioides were used
for the production of silver nanoparticles. Initially, fungal filtrates and extracts were obtained and
utilized in nanoparticle production. The first indication of nanoparticle production was the color
change resulting from the surface plasmon resonance of the metallic nanoparticles and the
characteristic absorption band. Subsequently, the characterization of the nanoparticles was
performed, and their antimicrobial properties were tested. The biosynthesis of silver nanoparticles
with antimicrobial effects using Cladosporium cladosporioides was characterized by analytical
methods such as SEM (Scanning Electron Microscopy) and EDAX (Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy).

Key words: Silver nanoparticle, Antimicrobial, Cladosporium cladosporioides, Biological

synthesis






1.GIRIS

"Nano" kelimesi kokenini Yunanca'dan alir ve orijinal anlami "kiiciik yash adam" veya
"ciice"dir. Glinlimiizde ise, "nano" terimi milyarda bir birim anlaminda kullanilan bir 6l¢li birimi
olarak bilinir. Birgok farkli tanimi bulunmakla birlikte, "teknoloji" genel olarak insanoglunun mal
veya hizmet iiretiminde kullandigi arag¢ ve geregler hakkindaki bilgi olarak tanimlanabilir

(Santhoskumar vd. 2017; Chen vd. 2016).

1.1. Nanoteknolojinin Tarihcesi

21. ylizyilin 6nemli bilim dallarindan biri olarak kabul edilen nanoteknoloji, fizik¢i Richard
Feynman'in 1959 yilinda yaptig1 ve "derinlerde ¢ok sey var" ifadesini kullandig1 konusmasinda,
nanoyapilarin farkli 6zellikleri bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmis ve bu alandaki arastirmalar hiz
kazanmistir. 1981' de taramali tiinelleme mikroskobunun (STM) ve 1985'te atomik kuvvet
mikroskobunun (AFM) kesfi, ylizeydeki atom ve molekiillerin incelenmesine ve atomsal
tepkimelerin izlenmesine imkan saglamistir. Bu ilerlemeler, 20. yiizyilin sonlarina dogru
nanoteknoloji endiistrisinin hizla gelismesine ve dogada bulunmayan yeni nanomalzemelerin

atomsal diizeyde iiretilmesine olanak tanimistir (TUBITAK, 2004).

Feynman’1n ilk birlestirici iinite (assembler) fikrindeki ipuclari, Eric Drexler tarafindan daha
da gelistirilmistir (Drexler 1981; Ramsden 2009). Drexler'e gore, evrensel nanodlcekli bir aygit
olan birlestirici iinite sadece nanoyapili malzemeler tiretmekle kalmamali, ayn1 zamanda kendi
rkopyalarint da iretebilmelidir. Bu birlestirici cihaz, atomlarin kontrollii bir sekilde
birlestirilmesiyle olusturulmali ve calistirildiginda kendi kopyalarini tiretebilmelidir. Yeterli
sayida cihaz iretildiginde, evrensel iiretim kapasitesine ve nano c¢aga ulasilabilecegi tahmin
edilmektedir. Nano olgekte farkli bir yaklagim, mikroskobik diinyadan baslayarak hassas cihaz
miihendisligini ve ultra hassas miihendislik bilimini ortaya ¢ikarmaktadir. Nanoteknoloji terimi,
sirecin alt sinirlarin1 tanimlamak i¢in Norio Taniguchi tarafindan 1983'te bilim diinyasina
sunulmustur (Ramsden 2009). Gilinlimiiz yiiksek hassasiyetli miihendislik, bilimi, yiizeylerde
yalnizca birka¢ nanometrelik piirizler olusturabilir. Bu yontem, yari iletken isleme endiistrisinde
de basariyla uygulanmaktadir. On yil Oncesine kadar c¢alismalar mikrometre Olgeginde

odaklanirken, gliniimiizde bu 6l¢ek nanometre diizeyine inmistir.



1.2. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlar:

Nanoteknoloji ilkelerine gore iiretilen nanopartikiiller, saglam ve metallerle benzer
iletkenlik 6zellikleri ile diistik fiyat gibi ticari agidan tercih edilen niteliklere sahiptir. Bu 6zellikler,
giinlik hayatin ¢esitli alanlarinda uygulama bulmaktadir. Metal nanopartikiillerin kullanildigi

yontemler asagidaki boliimde sunulmaktadir.

1.2.1. Biyoteknoloji

Son zamanlarda, 6zellikle biyo-uyumlu materyallerin klinik uygulamalarda hayati 6nem tasidigi
durumlarda, cesitli organik ve/veya inorganik fonksiyonel gruplarla modifiye edilmis karbon
nanotiipler 6ne ¢ikmaktadir. Bu materyaller, ileri teknoloji tiriinleri arasinda, lizerinde en fazla
aragtirma yapilan malzemelerden biridir. Biyolojik nano sensorlerde sik¢a kullanilan bu
malzemeler, yapay doku iskeleleri ve hatta mikro ila¢ dagitim sistemleri gibi doku miihendisligi

alanlarinda potansiyel uygulamalara sahiptir (Paul ve Robeson, 2008).

1.2.2. Tarim

Diinya niifusunun artmasiyla birlikte dogal kaynaklarin ve tarim arazilerinin hizla tilkkenme
egiliminde oldugu ve parazit bitkiler ve konakgilar tarafindan bulastirilma riskiyle karst karsiya
oldugu bilinmektedir. Bu durum, daha kii¢lik ekim alanlarinda daha verimli ve ¢cevre dostu tarimsal
faaliyetlerin gerekliligini ortaya koymaktadir. Son yillarda 6zellikle nano-enkapsiilasyon
calismalar1 sayesinde tarim alaninda umut verici ¢iktilar elde edilmistir. Nanoenkapsiilasyon
teknolojisi ile uyumlu olarak gelistirilen nanomalzemeler, 6zellikle bitki koruma c¢alismalarinda
6nemli bir rol oynamaktadir. Bu teknik, ekim alanlarinda potansiyel parazit bitkileri kontrol etmek
icin kullanilan kapsiilleme yontemi araciligiyla, herbisitlerin bitkide olusturabilecegi fitotoksisite
problemlerini azaltmak amaciyla benimsenmektedir. Bu yontemle, toprakta bozulmadan bitki

tohumuna nem, anorganik bilesenler ve diger uyaricilarin iletimi saglanmistir (Bhushan 2012).

1.2.3. T1p ve saghk sektorii

Nanoenkapsiilasyon teknigi, tarim disinda tip ve saglik sektoriinde de 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu teknoloji sayesinde, canli organizmalar i¢inde hedeflenen bolgeye ilaglarin
dogru zamanda ve istenilen miktarda iletilmesi miimkiin olmaktadir. Ozellikle metal
nanopartikiiller araciligiyla tasarlanan sistemler, ilaglarin daha kontrollii bir sekilde ve uygun
dozlarda hedef dokulara ulasmasini saglamaktadir. Giincel ¢alismalarda, ila¢ dagitimi ve salimi
i¢in polimer nanokompozitlerinin kullanimi énemli bir arastirma konusudur. Ozellikle, kiiresel

veya silindirik demir oksit nanopartikiillerinin bu alanlarda ¢esitli uygulamalar i¢in potansiyelini



arastiran calismalar yaygindir. Bu uygulamalar arasinda, manyetik rezonans goriintiilemede
kontrast iyilestirmesi, immiinolojik testler, hiicresel tedavi ve hedeflenen ilag verme yer
almaktadir. Ornek olarak, poli (L-lizin) mikro kiirecikler icinde koaservasyon yontemiyle
hazirlanan manyetik demir oksit nanopartikiilleri, hedeflenen ila¢ dagitim uygulamalarinda
degerlendirilmistir. Biyolojik olarak parcalanabilir polimerlerin kullanimi, organik polimer mikro
ve nanopartikiillerin diizenli olarak elde edilmesi i¢in gelistirilen yeni imprint litografi

yontemleriyle arastirilmaktadir (Paul ve Robeson 2008).

Son yillarda kanser tedavisi alaninda yapilan c¢alismalarda, nanopartikiillerden
faydalanilarak yan etkileri en aza indirgeyen ve sadece hastalikli dokulari hedefleyen tedavi
stratejileri gelistirilmektedir. Bu stratejiler genellikle, hedef ilacin manyetik 6zellik gdsteren
nanopartikiillerin i¢ine kimyasal veya fiziksel yontemlerle yerlestirilmesi ile baslar. Daha sonra,
disaridan bir magnet veya 1s1ma kaynagi kullanilarak bu nanopartikiillerin hedef dokuya dogru
yonlendirilmesi ve ilacin burada kontrollii bir sekilde salinmasi saglamr. Ozellikle kanserli
dokularin saglikli dokulara kiyasla daha asidik olmasi, bu nanopartikiil tabanli tedavi stratejilerinin

tasariminda 6nemli bir strateji olarak kullanilmaktadir (Shilatta 2011).

1.2.4. Elektronik ve enerji depolama

Verimli elektrik enerjisi birikimi, gliniimiizde siiregelen ve siirekli olarak gelistirilen
O6nemli bir arastirma alanmidir. Yiiksek verimli enerji depolama cihazlariin gelistirilmesi,
elektronik cihaz endiistrisinde onemli yeniliklere yol agmaktadir. Ayrica, bu yeni nesil enerji
depolama cihazlari, mevcut enerji santrallerinde yiilk dengelemede kullanilmaktadir. Bu
cihazlardaki enerji doniisiimii genellikle elektrotlarin yiizeyindeki kimyasal reaksiyonlar veya yiik
transferi yoluyla gergeklesir. Nanopartikiill destekli sistemlerde bu siiregler nano Olcekte
gerceklesir. Nanomalzemeler, kiigiik boyutlarina ragmen genis ylizey alanlar1 sagladiklar icin
standart malzemelere gore daha yiiksek bir yiik depolama kapasitesi sunarlar. Bu durum,
elektrolitlerle daha genis bir temas alani saglar ve dolayisiyla yiik transfer reaksiyonlarinin
gerceklesmesi icin daha bilyiik bir bolge yaratir. Ozellikle nanopartikiillerin kullamldig
sistemlerde, mikrometre boyutundaki pargaciklarla elde edilemeyen elektrot reaksiyonlari

basariyla gergeklestirilebilir (Bhushan 2012).



1.2.5. Biyomedikal teknolojiler

Doku miihendisligi alaninda yapilan arastirmalarda, biyo-uyumlu nanofiber iskelelerin
gelistirilmesi 6nemli bir odak noktasidir. Bu nanofiber iskeleler, 6zel olarak tasarlanmig
yapilariyla hedeflenen spesifik hiicrelerin uygun ortamda gelisimini tesvik eder. Ornegin, sinir
hiicrelerinin biiylimesini ve yenilenmesini desteklemek icin iletken polimerlerle kaplanmis
nanofiber yapilar kullanilmaktadir. Ayrica, nanopartikiil boyutundaki giimiis, glimiis oksit ve diger
giimiis tuzlarinin polimer matrislerine eklenerek antimikrobiyal veya biyosidal aktivite saglandigi
caligmalar da mevcuttur. Bu ¢alismalarda nano boyuttaki giimiisiin, yiiksek giimiis iyonu saliimi

sayesinde daha etkili antimikrobiyal 6zellikler gosterdigi belirlenmistir (Paul ve Robeson 2008).

1.2.6. Malzeme ve imalat sanayisi

Karbon nanotiip uygulamalari, silindirik yapilar olarak buharlastirma yontemiyle iiretilir
ve yliksek mukavemet ile gekme 6zelliklerine sahiptirler. Bu nedenle, karbon nanotiipler ¢cimento
gibi malzemelerde nanomalzeme takviyesi olarak biiyiik potansiyele sahip olsalar da endiistriyel
Olceklerde tiretimleri hala maliyetli bir siirectir ve bu durum potansiyel kullanimlarini kisitlar.
Ayrica, karbon nanotiiplerin yiiksek hidrofobik 6zelliklerinin olmasi, polar ¢oziicii ortamlarda

calismalarini zorlastirir ve uygulama kolayligini sinirlayan bir faktordiir (Bhushan 2012).

1.2.7. Gida endiistrisi

Nanopartikiil icerikli katki maddeleri, ileri gida teknolojisi uygulamalarinda kullanilarak
gidanin besin igerigini artirirken tadi, aromasi ve dokusunu korumay1 ve raf dmriinii uzatmay1
amaglayan fonksiyonel gidalarin hazirlanmasina imkan saglar. (Siegrist vd. 2008; Brody 1990).
Nanoenkapsiilasyon teknigi, duyarli gida bilesenlerini korumak, gida {iriinlerinin canli renkler ve
cekici aromalar kazanmasini saglamak ve gerektiginde tat, koku veya renk maskesi uygulamak

icin yapilmaktadir (Chaudhry vd. 2008).

1.3.Nanoteknolojik Sentez Yaklasimlari

1.3.1. Yukaridan asagiya dogru yaklasim

Bu yaklasima gore, maddenin makro boyuttan nano boyuta kiigiiltiilmesi, hammaddeye

kimyasal veya mekanik enerji uygulanarak hedeflenmektedir. Bu islemlerde genellikle 6giitme,



asindirma ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Ornegin, yiiksek enerjili bilyelerle yapilan

oglitme metodu, metal nanopartikiillerin iiretiminde kullanilan bir yontemdir (Bhushan 2012).

1.3.2. Asagidan yukariya dogru yaklasim

Bu teknikte, atomik veya molekiiler boyuttaki malzemelere kimyasal reaksiyonlar
araciligiyla enerji verilerek nanopartikiil elde etme hedeflenmektedir. Bu yontem, nanopartikiil

sentezinde daha ekonomik ve verimli oldugu icin tercih edilmektedir (Bhushan 2012).

1.4. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

"Nano" terimi, milimetrenin milyonda birini ifade ederken, "nanopartikiil" terimi 100 nm
ve altindaki boyutlara sahip parcaciklari tanmmmlamaktadir (Narayanan ve Sakthivel, 2010). Biiyiik
yapili maddelerin aksine, nanopartikiiller nano boyutlariyla kendine 6zgii fiziksel, kimyasal,
elektronik, mekanik, manyetik, termal, dielektrik, optik ve biyolojik ozellikler tagimaktadir
(Portakal, 2008; Duran ve vd. 2011). Yapilan ¢alismalar, ¢cevre dostu, diisiik toksisiteye sahip ve
canli hiicrelerden nanopartikiil iiretimine dayanan yesil nanoteknoloji kavraminin ortaya
¢ikmasina yol agmistir. Bu kavram, atik iirlinlerin neden oldugu sorunlarin ¢éziimiine katkida
bulunan, insan saglig1 acisindan risk teskil etmeyen pratik teknikleri inceleyen yontemler olarak
tanimlanmaktadir. Yesil nanoteknoloji ¢alismalar1 kapsaminda, genellikle yesil bitki ekstraktlar
ve mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir. Nanopartikiiller i¢in, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
olmak tizere li¢ farkli sentez yontemi bulunmaktadir. Fiziksel yontemlerde nanopartikiil sentezi
icin pahali ekipmanlar, yiiksek sicaklik ve yiliksek basing gerekebilir. Kimyasal yontemlerde ise
cevreye ve canlilara zarar verebilecek toksik kimyasallar kullanilmaktadir (Parveen vd. 2016).
Fiziksel ve kimyasal sentez yontemlerinin dezavantajlar1 nedeniyle ¢evre ve canli dostu, daha
ekonomik bir segenek olarak yesil sentez veya biyolojik sentez yontemleri tercih edilmektedir. Bu
yontemlerde nanopartikiiller, bitkiler, bakteriler, mantarlar, algler gibi dogal biyolojik kaynaklar

kullanilarak sentezlenmektedir (Agarval vd. 2017; Yuvakkumar vd. 2014).
1.5. Bitkiler Tarafindan Nanopartikiil Biyosentezi

Bitkiler, bitki dokusu, bitki Ozleri veya yas bitkilerin kullanimiyla altin ve glimiis
nanopartikiillerinin biyosentezi, kimyasal ve fiziksel yontemlere gore daha uygun bir segenek
olarak oOnem kazanmistir. Bu yOntem, nanopartikiil lretiminde bitkisel kaynaklarin etkin
kullanimini vurgulayan ¢alismalarla desteklenmektedir (Iravani 2011; Akhtar vd. 2013; Mittal vd.
2013; Shamaila vd. 2016). Bitki yapraklari, kokleri, kauguk 6zii, tohumlar1 ve bitki 6zleri gibi



cesitli bitkisel kisimlar, metalik nanopartikiillerin sentezinde genis Olgiide kullanilmaktadir

(Marshall vd. 2007; Cast vd. 2011).
1.6. Algler Tarafindan Nanopartikiil Biyosentezi

Son zamanlarda alglerin kullanimiyla metal nanopartikiillerin sentezi kesfedilmis ve diger
biyolojik yontemlere kiyasla daha biyouyumlu oldugu rapor edilmistir. Deniz yosunu ekstrakti
kullanilarak metalik nanopartikiillerin sentezi, hizli1 ve zararsiz bir siire¢ olarak tanimlanmustir.
Bir¢ok arastirmaci, metalik nanopartikiillerinin etkin bir sekilde sentezlenmesi igin alglerin

kullanimiyla ilgilenmektedir (Jena et vd. 2013).

Merin ve vd. (2010), Chaetoceros calcitrans, Chlorella salina, Isochrysis galbana ve
Tetraselmis gracilis gibi dort farkli mikroalg tiirlini kullanarak giimiis nanopartikiillerin
sentezlendigini bildirmislerdir. Sentezlenen nanopartikiiller, Klebsiella sp., Proteus vulgaricus,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli gibi insan patojenleri iizerinde antibakteriyel etki
acisindan test edilmistir. Bahsedilen alg tiirleri tarafindan iiretilen giimiis nanopartikiiller, dort

bakteri tiiriinde de belirgin antibakteriyel etki gostermistir.

Jena vd. (2013), sadece alg ekstraktinin degil, tiim alg biyokiitlesinin de glimiis
nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinda
Chlorococcum humicola gibi taze mikroalg kullanmislardir. Nanopartikiillerin sentezi in vivo ve
in vitro olarak UV-vis spektroskopi, taramali elektron mikroskopisi (SEM), Fourier doniisimlii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), X-1s1m1 kirmmim (XRD) gibi analitik yontemlerle karakterize
edilmis ve TEM ile 16 nm boyutunda nanopartikiillerin sentezlenebilecegi gosterilmistir. Bu
biyosentezlenmis giimiis nanopartikiillerin de E. coli lizerine antibakteriyel aktivite gosterdigi

bildirilmistir.

1.7. Mikroorganizma Aracihigi ile Nanopartikiil Biyosentezi

Nanopartikiillerin biyosentezinde, diinya genelindeki bitkiler ve mikroorganizmalarin
yaygin olarak bilinen bir markasidir. (Fariq vd. 2017). Bakteri, maya ve fungus gibi
mikroorganizmalar, hizli ¢cogalmalar1 ve ¢evresel kosullara dayanikliliklar1 sebebiyle nanopartikiil
sentezi i¢in tercih edilmektedir. Bu organizmalar, metal iceren ortamlara uyum saglayarak hiicre
ici ve dis1 yollarla nanopartikiil liretebilirler. Enzimatik aktiviteleri sayesinde metal iyonlarini
elemental forma doniistiirebilirler (Liv vd. 2011). Bakteriler, agir metal iyonlarmi indirgeme
yetenekleriyle nanopartikiil iiretebilirler ve arastirmalar, bazi bakterilerin nanometre dlgeginde

metalleri ¢okeltme kabiliyetini ortaya koymustur. Bakteri kaynakli nanopartikiil sentezi, az



miktarda toksik kimyasal kullanimiyla biiyiik 6lgekli ve ¢evre dostu tiretim saglar. Funguslar ise
hiicre i¢i ve dis1 enzimler sayesinde iyi tanimlanmis geometrilere ve boyutlara sahip
nanopartikiiller iiretebilirler. Daha biiyiik biyokiitleleri nedeniyle, mantarlarin nanopartikiil verimi
bakterilere kiyasla daha yiiksetir. Literatirde Collitotrichum sp., Fusarium oxysporum,
Verticillium luteoalbum, Asperigillus oryzae, Trichoderma viride, Alternaria alternata,
Trichothecium sp. gibi c¢esitli mantar tiirlerinin farkli boyut ve sekillerde nanopartikiiller
iiretebildigi rapor edilmistir (Fariq vd. 2017; Jeevanandam vd. 2016).

Son yillarda, Trichothecium sp., Trichoderma asperellum, T. viride, Phanerochaete
chrysosporium, F solani USM 3799, F semitectum, A. fumigatus, Penicillium brevicompactum,
Coriolus versicolor, Colletotrichum sp., Aspergillus niger, Phoma glomerata, Cladosporium
cladosporioides, Penicillium fellutanum, Fusarium oxysporum ve Volvariella volvaceae gibi
mantar tiirleri nanopartikiil sentezi icin incelenmistir. Mantarlar, mikroorganizmalar arasinda
miselyal yapisi, bitki materyalleri ve ¢alkalamaya ve biyoreaktor kosullarina direng agisindan

avantajlidir (Narayanan vd. 2010).

1.7.1. Bakterilerle nanopartikiil biyosentezi

Bakteriler, diinyada yaygin mikroorganizmalardir ve ¢esitli habitatlarda yasayabilirler, bu
da boyut, sekil ve enerji kazanma yontemleri acisindan avantaj saglar. Bakteriler yiiksek veya
diistik sicaklik, asidite, alkalinite, tuz veya siilfiir gibi ¢esitli cevresel kosullara adapte olabilirler.
Nanobiyoteknoloji calismalarinda kullanilabilecek bakteri tiirlerinin biliyiik bir kismi, zorlu
cevresel sartlarda yasayan ekstremofil bakterilerdir. Bu organizmalar, ekstrem habitatlarda rahatca
gelisip cogalabilirler. Ekstremofil bakteriler olarak bilinen bu tiirler, 6zellikle yabanci metal
iyonlar1 veya metal toksisitesi gibi stres kosullarina kars1 6zel savunma mekanizmalar
gelistirebilirler (Quester vd. 2013). Pseudomonas stutzeri gibi baz1 bakteri tiirleri ¢cok yiiksek metal
iyon derisimlerinde bile yasayabilir ve gelisebilirler. Bu organizmalar, 6zellikle giimiis agisindan
zengin topraklarda bulunabilirler. (Haefeli vd. 1984). Pseudomonas aeruginosa gibi baz tiirler de
giimiis metali karsisinda diren¢ kazanmistir. (Bridges vd. 1979) Ayrica, hiicre i¢cinde sentezlenen
manyetik nanopartikiiller gibi inorganik materyaller iiretebilen manyetotaktik bakteri ornekleri de
bulunmaktadir (Lovley vd. 1987; Spring ve Schleifer 1995). Nanobiyoteknoloji alaninda, metalik
nanopartikiillerin iretimi i¢in alternatif ¢céziimler kapsaminda ¢esitli bakteri tiirii kullanilmistir. Bu
caligmalarda genellikle bakterilerin metal iyonlarini rediiksiyon yeteneklerini incelemek amaciyla
canli hiicreler kullanmistir. Fakat bu yontemin dezavantaji olan biyokiitle fazlalig1 sorunu goz

oniinde bulundurulmalidir. Sonug¢ olarak, metalik nanopartikiillerin biyosentezi icin hiicre



oOziitlerinin kullanilmasi gibi uygun alternatifler de giincel ¢alismalarda dikkate alinmaktadir

(Quester vb 2013).
1.7.2. Kiiflerle nanopartikiil biyosentezi

Funguslar, cesitli kosullarda yasayabilen okaryotik canlilardir. Genellikle ciiriik¢iil ve
organik bilesikleri parcalayarak beslenirler. Funguslar, laboratuvar sartlarinda kolayca
yetistirilebilme ve hizli ¢ogalma oOzellikleri ile diger organizmalardan {stiindiirler.
Nanopartikiillerin yesil biyosentezinde funguslarin da kullanima literatiirde rapor edilmistir (Sastry
vd. 2003; Duran vd. 2005; Husen ve Siddiqi 2014; Kitching vd. 2015). Funguslar, bakterilere gore
metal nanopartikiillerini sentezlemek icin daha avantajlidir. (Pantidos vd. Horsfall 2014). Genis
bir ylizey alani saglayan fungus miselleri etkilesim i¢in uygun bir ortam sunar; bunun yamn sira,
funguslar bakterilere kiyasla daha fazla protein salgilarlar, bu durum da metal tuzlarinin

nanopartikiillere doniisiim siirecini hizlandirir (Siddiqi ve Husen 2016).
1.8. Giimiis Nanopartikiilleri

Gilimiig, binlerce yildir bilinen bir elementtir. Glimiis bazli bilesikler, antimikrobiyal
amaglar icin 1800'lerden beri kullamilmaktadir. Ayrica giimiis nanopartikiilleri cesitli fiziksel,
biyolojik ve ila¢ uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Bu nanopartikiiller, Cin'de demiryolu
istasyonlari, gibi ¢esitli toplumsal alanlarda antimikrobiyal ajan olarak yaygm bir sekilde
kullanilmakta ve etkinlikleri literatiirde belirtilmektedir (Slawson, 1992; Zhao, 1998). Gilimiis, tip
alaninda cok cesitli roller iistlenebilen miikemmel bir secenektir. Antimikrobiyal etki icin
genellikle glimiisiin nitrat formlar1 kullanilir (Sukumaran, 2012). Giimiis nanopartikiillerinin
cesitli alanlarda yaygin olarak kullanildig: bilinmektedir. Bu alanlar arasinda katalizorler, optik
sensorler (zeptomol konsantrasyonunda), tekstil miihendisligi, elektronik cihazlar, optik endiistri

ve 6zellikle tibbi uygulamalar bulunmaktadir (Sukumaran, 2012).
1.8.1. Giimiis nanopartikiil sentezi

Glimiis nanopartikiillerin ¢esitli boyutlar, yiikler ve ayricakliklara sahip olmalari, onlarin
cesitli uygulamalar igin ideal olmalarim saglamaktadir. Istenilen karakteristiklere sahip AgNP 'ler,
cesitli kimyasal ve fiziksel yontemler kullanilarak sentezlenebilir. Ancak bu yontemler genellikle
pahali ve bazilar1 da cevresel olarak da siirdiiriilebilir degildir. Bu nedenle, bitkilerin ve
mikroorganizmalarin kullanildig1 biyolojik sentez yontemleri alternatif olarak daha cazip hale

gelmistir.



1.8.1.1. Kimyasal ve fiziksel nanopartikiil sentez yontemleri

Glimiis (Ag) nanopartikiil tiretimi i¢in farkli kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden biri, nano metal pargaciklarinin mekanik olarak 6giitiilmesi ve kolloidal koruyucu
ajanlarin eklenmesiyle stabilizasyonunu igeren 'top-down' yontemidir (Gaffet vd. 1996;
Amulyavichus, 1998). Bottom-up yaklasimi ise, metallerin indirgenmesi, elektrokimyasal
teknikler ve kisa siireli ayrismayi igerir. Genel olarak 1slak kimyasal yontemler arasinda, ¢esitli
indirgeyici kimyasallar kullanilarak giimiis nitrat tuzlarinin indirgenmesi yer alir. Bu siirecte
giimiis iyonlar1 belirli bir kristal yapisinda bir araya gelerek kiiresel yapida glimiis nanopartikiiller
olusturur. En basit kimyasal yontemlerden biri, metalik AgBFs ve NaBH; tuzlarinin
indirgenmesini igerir. Elde edilen nanopartikiillerin boyutlari 3-40 nm araliginda olup, bunlar TEM
ve UV-goriiniir (UV-vis) absorbsiyon spektroskopisi ile karakterize edilir (Yu, 2008).

Sono ayrisma yontemi, ultrasonik dalgalarin kullanimiyla gergeklesen bir siirectir. Bu
yontemde, ultrasonik dalgalar sulu ¢ozeltiden gegerken kavitasyon olusturur yani; mikroskobik
kabarciklar olusturur ve bu kabarciklar da genisleyip patlayarak giimiis nanopartikiillerinin
sentezini saglar. Glimiis nanopartikiillerinin sentezi i¢in sulu AgNO3 ¢ozeltisi sonokimyasal
rediiksiyon ile argon-hidrojen atmosferinde gerceklestirilir. Elde edilen nanopartikiiller 20 nm
capindadir. Bu nanopartikiiller, TEM, X-1smm1 difraksiyonu, absorbsiyon spektroskopisi,
diferansiyel taramali kalorimetri ve EPR spektroskopisi ile karakterize edilmistir (Salkar, 1999).
Bu yontemde, giimiis iyonlar1 aniyonik bir siirfaktan ile elektrostatik kompleks olusturacak sekilde
yiiksek kararlilikta bir sivii¢inde tepkimeye girer. Elde edilen kopiik daha sonra siiziiliir ve sodyum
borohidrit eklenerek indirgenir. Bu siire¢ sonucunda elde edilen giimiis nanopartikiillerinin
soliisyon i¢inde son derece kararli oldugu goriiliir. Aerosol, nanopartikiilleri kararli hale getirir. Bu

yontemle elde edilen nanopartikiillerin gaplar1 5 ile 40 nm arasindadir (Salkar, 1999).

Glimiis nanopartikiillerinin mikrodalga ile sentezi, geleneksel 1sitma yontemine gore tercih
edilir, ¢linkii degisken frekansli mikrodalga radyasyonu ayni sicaklikta daha hizli reaksiyon saglar
ve daha yiiksek partikiil konsantrasyonu elde edilmesine olanak tanir. Ayrica, poly(N-
vinylpyrrolidone) konsantrasyonunun artirilmasiyla nanopartikiil boyutunun daha kiiciik oldugu
(15-25 nm araliginda) goézlemlenmistir. Fazla giimiis nitrat konsantrasyonu, uzun reaksiyon siiresi

ve ylksek sicaklik kosullarinda ise daha biiyiik partikiiller elde edilmektedir. (Jiang, 2006).
1.8.1.2. Biyolojik nanopartikiil sentez yontemleri

Biyosentez, enerji kullanilarak daha kompleks iiriinler elde edilmesini saglayan kimyasal

stirecleri ifade eder. Nanoteknolojide ise bitki ekstraktlar1 veya ¢esitli canli organizmalar (bakteri,
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mantar, maya, alg vb.) kullanilarak nanopartikiil sentezi yapilmas1 seklinde tanimlanir (Sukumaran
ve Eldho, 2012). Kimyasal iiretimde, giimiis iyonlar1 bir kimyasal indirgeyici madde tarafindan
giimiis ¢ekirdegine doniistiiriiliir ve partikiiller, kiimelesmeyi 6nleyen bir kapama ajani ile kararl
hale getirilir. Mikroorganizmalar tarafindan saglanan indirgeme ve kapama ajanlari ile iyonlarin
coktiiriiliip kararli hale getirilmesi, biyolojik sentezin temel islemlerindendir (Sukumaran ve
Eldho, 2012). Cogu fiziksel ve kimyasal yontemlerde, nanopartikiil iiretimi pahalidir ve zehirli
kimyasallarin  kullanimi ¢evresel ve biyolojik riskler olusturabilir. Buna gore Gilimiis
nanopartikiillerinin daha ucuz ve ¢evre dostu sartlarda tiretilmesi gereklidir (Kalishwaralal vd.
2008). Bu ihtiyag, biyomimetik (biyotaklit) yontemlerle biyolojik sentezlere olan ilgiyi artirmistir.
Kimyasal sentezler genellikle yiizeyde emilme 6zellikleri nedeniyle tibbi uygulamalar i¢in uygun
olmayabilir (Parashar vd. 2009). Giimiis nanopartikiillerinin biyosentezinde, genellikle redoks
reaksiyonlar1 bottom-up yonteminin esasini olusturur. Mikrobiyal enzimler ve bitki kokenli
fitokimyasallar, istenilen nanopartikiillerin sentezinde kullanilan indirgeyici ve antioksidan

ozelliklere sahip bilesenlerdir (Sukumaran ve Eldho, 2012).

1.8.2. Giimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal 6zellikleri

AgNP'ler cesitli antibiyotiklere direngli olan Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 yiiksek
Olcekte antibakteriyel etkiye sahiptir. Bu antibakteriyel etki ile iliskili cok cesitli mekanizmalar
aciklanmistir. Ancak tam olarak hangi mekanizma {izerinden etkili oldugu konusunda baz farkl
goriisler bulunmaktadir. Giimiis nanopartikiilleri bakteri DNA’sinda bulunan siilfiir ve fosforla
etkilesime girerek, DNA replikasyonunda sorunlara neden olup bakterisidal etki gdstermektedir.
Gilimiis nanopartikiillerin bakteri hiicre duvar1 ve hiicre membrani ile etkilesime girebilir. Hiicre
zarinin membran gegirgenligini bozarak yapisal degisikliklere ve sonugta da hiicre 6liimiine sebep
olabilir. AgNP’leri serbest radikallerin olusumuna neden olabilir. AgNP’ler1 araciligiyla olusan bu
serbest radikaller hiicrenin biyomolekiillerine zarar vererek hiicrenin Olimiine yol agabilirler.
Serbest radikaller i¢in Onerilen bu etki mekanizmasi elektron spin rezonans spektroskopisi ile
yapilan calismalarla ortaya koyulmustur (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004; Shrivastava, 2009).
Ayrica nanopartikiillerdeki giimiis iyonlarinin serbest hale gegebilecegi de ileri siirtilmiistiir (Feng,
2008). Bu serbest iyonlar hayati role sahip birgok enzimin tiyol gruplariyla reaksiyona girerek
enzimleri inaktive edebilir (Matsumura vd. 2003). Glimiis, bakterilerde baz1 metabolik yollar
bozdugu i¢in hiicre zarar goriir. Clinkii glimiis iyonlart solunum enzimlerini inhibe ederek hiicrede
metabolik bozukluklara neden olmaktadir. Giimiis iyonlarinin zayif asidik 6zellige sahip
olmalarindan dolay: hiicredeki zayif bazik 6zellikte olan siilfiir ve fosfat yapilariyla reaksiyona

girme egilimi vardir. Diger taraftan glimiis bu 6zelliginden dolay1 DNA ’nin yapisindaki siilfiir ve
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fosfor ile de etkilesime girerek DNA’y1 parcalayabilir ve hiicre 6liimiine neden olabilir (Hatchett
ve Henry, 1996).

Jones ve Hoek'e gore (Marambio-Jones ve Hoek, 2010), en etkili yontemlerden biri giimiis
iyonlarinin, ATP molekiilleriyle etkilesimi ve hiicrelerin enerji metabolizmasinda meydana gelen
aksamalardir. Diger taraftan AgNP'ler tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, DNA
replikasyonundaki aksakliklar ve glimiis iyonlarinin hiicrede meydena getirdigi hasarlar diger
etkili yontemler arasindadir. AgNP’leri, mebran gecirgenliginin artisiyla 6zellikle Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarinda da oksidasyon sebebiyle zarara neden olmaktadir (Lara vd. 2010;
Sondi ve Salopek-Sondi, 2004). AgNP'ler, organizmalarin sinyallerini keserek ve ¢ogalmalarini
engelleyerek peptitlerin fosfotrosin profili iizerinde de degisiklik yapar (Shrivastava, 2009). Ayni
zamanda nanopartikiiller, bakterilerde sinyal transdiiksiyonunu azaltici etki gdstererek sinyal
iletimini inhibe ederler ve bdylece bakterilerin tiremesi engellenmis olmaktadir (Shrivastava vd.

2007).

1.8.3. AgNP’lerin kullanim alanlari

Glimiis nanopartikiillerinin farkli bir¢ok oOzelliklerinden dolay1 giderek artan farkl
kullanim alanlar1 kesfedilmektedir. AgNP'ler, saglik alaninda, gida endiistrisinde, tekstil
sanayisinde ve ¢ok sayida ¢evre ve tarim uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
AgNP kullanilarak yapilan bir¢ok iirtin, ABD’de FDA ve EPA, Japonya’da SIAA, Kore’de
Kimyasal Sanayi icin Kore Test ve Arastirma Enstitlisii’nde bir¢ok akredite kurum tarafindan
onaylanmistir (Abou EI-Nour vd., 2010). AgNP iceren pamuk fiberler antibakteriyel ajanlar olarak,
Escherichia coli'ye kars1 yiiksek antibakteriyel etki gosterir. Glimiis nanopartikiiller,
antimikrobiyal etkilerinden dolay1 ¢ogunlukla tibbi alanda kullanilirken, ¢inko ve titanyum gibi
nanopartikiiller ise kozmetik alaninda siklikla kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda glimiis, ¢inko ve
diger metal nanopartikiiller, antimikrobiyal etkilerinden dolay1 gida paketleme, yara pansumanlari,
ila¢g saliniminda da kullanilmaktadir. Heniiz gelistirilme asamasinda olan metal nanopartikiillerin
diger uygulama alanlar1 da foto goriintiileme, fototermal tedavi ve manyetik olarak duyarl ilag

verimi gibi alanlardir (Abou El-Nour vd., 2010).

1.8.4. AgNP karakterizasyonu

Nanopartikiillerin karakterizasyonu, sentezlenen nanopartikiillerin 6zelliklerini ortaya
cikarmak ve uygun alanlarda kullamilmasini saglamak agisindan ¢ok Onemlidir. Bu amacla
kullanilan ¢ok sayida teknik mevcuttur. Nanopartikiill yapilarinin ylizeysel morfoloji

goriintiilerinin elde edilmesi amaciyla taramali elektron mikroskopu (SEM), transmisyon
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(gecirimli) elektron mikroskopu (TEM), atomik kuvvet mikroskopu (AFM) kullanilmaktadir.
Nanopartikiillerin kristal formlarinin tespiti i¢cin X-1s1n1 Kirintm (XRD) cihazi, dinamik 151k
sacilim1 (DLS), X 1sm1 fotoelektron spektroskopi (XPS) cihazi kullanilmaktadir. Uretilen
nanopartikiillerin igerisindeki elementler arasindaki baglarin ortaya koyulmasi amaciyla Fourier
doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) kullanilmaktadir. Nanopargaciklarin yilizey yiiki ve
kararliliginin tespiti i¢in zeta potansiyeli 6l¢timii teknigi kullanilmaktadir. UV-vis spektroskopisi

teknigi ile de plazmon rezonans gosterilerek 6rnek olusumu dogrulanmaktadir. (Abou El-Nour vd.,

2010).
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2.LITERATUR OZETi

Aragtirmalar, yesil sentezle iiretilen nanopartikiillerin, fizikokimyasal yontemlerle
sentezlenenlere kiyasla daha yiliksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini ortaya koymustur.
Mukherjee vd. 30 nm boyutundaki biyolojik nanopartikiillerin % 96.67 antibakteriyel aktivite
sergiledigini, ancak kimyasal olarak sentezlenen nanopartikiillerin ayni1 konsantrasyonda anlamli
bir etki gostermedigini kanitlamistir. Bir diger ¢alismada ise, Desmodium gangeticum'dan elde
edilen biyolojik nanopartikiillerin, kimyasal yontemle sentezlenen nikel nanopartikiillerine kiyasla
LLC PKI1 epitelyal hiicre hatlarinda daha yiiksek antioksidan, antibakteriyel ve biyouyumluluk
aktivitelerine sahip oldugu rapor edilmistir (Singh vd., 2014).

Hanan M. Abd-Elnaby vd. biyolojik yontemlerle sentezledikleri AgNP'lerin antimikrobiyal
aktivitelerini degerlendirmek amaciyla ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde testler yapmis ve bu
nanopartikiillerin tiim test edilen tiirler iizerinde antimikrobiyal etki gdsterdigini rapor etmislerdir.
(Abd-Elnaby vd. 2016). Bir diger ¢calismada, AgNP'lerin farkli konsantrasyonlarinin antibakteriyel
aktiviteleri Bacillus, Enterococci, Shigella, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus ve E. coli lizerinde incelenmis ve en yliksek antibakteriyel aktivitenin Klebsiella

pneumoniae lizerine oldugu rapor edilmistir (Rajkuberan vd. 2015).

Mohammadian vd. (2007) tarafindan yapilan bir calismada, Fusarium oxysporum ile
ekstraseliiler AgNP sentezi gerceklestirilmis ve antibakteriyel etkileri test edilmistir. Inkiibasyon
sonucunda, 5-60 nm boyutlarinda elde edilen AgNP'lerin E. coli, V. paraheamolyticus, P
aeruginosa, Proteus vulgaris ve L. monocytogenes gibi ¢esitli bakteriler lizerinde antibakteriyel

etki gosterdigi belirlenmistir (Mohammadian vd. 2007).

Hindistan’da topraktan izole edilen Fusarium oxysporum ve farkli cins fungus izolatlari
kullanilarak giimiis nanopartikiil sentezinin ¢ok hizli gerceklestigi goriilmiistiir (Beykaya, C. ve

Caglar A.2016).

Khandelwal vd. (2010) tarafindan yapilan calismada Argemone mexicana nmin (Meksika
hashasi) yaprak oziitii kullanilarak AgNP’ nin biyosentezi gerc¢eklestirilmis ve bu nanopartikiiller
UV-vis absorbsiyon spektroskopisi, FTIR, XRD ve taramali elektron mikroskobu ile karakterize
edilerek 30 nm ¢apinda yap1 gosterilmistir. Bakterilere ve funguslara kars1 antimikrobiyal aktiviye
sahip oldugu belirlenerek, yapilan calismada Argenome mexicana bitkisinin yaprak 0ziitii ilk kez

nanopartikiil sentezinde kullanilmistir (Khandelwal 2010).
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Verticillium sp. biyokiitlesi glimiis nitrat ¢ozeltisi i¢ine konuldugunda, biiyiik miktarda

giimiis nanopartikiillerinin olustugu bildirilmistir (Narayanan ve N. Sakthivel, 2010).

Kora vd. yaptiklar1 bir ¢alismada reaksiyon kosullarini optimize ederek, Anogeissus
latifolia tarafindan yaklasik 5.7 + 0.2 nm'lik hemen hemen monodispers ve boyut kontrollii kiiresel

nanopartikiiller elde etmislerdir (Kora vd. 2012).

Baker vd. tarafindan yapilan bir calismada, AgNP sentezi i¢in farkli giimiis nitrat
konsantrasyonlar1 kullanilmis ve en yliksek verim 1 mM glimiis nitrat konsantrasyonunda elde
edilmistir. Bu ortamdaki AgNP’lerin de 5-50 nm boyutlarinda oldugu rapor edilmistir (Baker ve
Satish, 2015).

Baska bir calismada, Chaetoceros calcitrans (Paulsen) Takano, 1968, Isochrysis galbana
Parke, 1949, Chlorella salina Butcher, 1952 ve Tetraselmis gracilis (Kylin) Butcher, 1959
mikroalgleri kullanilarak giimiis nanopartikiillerin sentez potansiyelini incelenmistir. 11k
denemede, liretim Oncesi besi ortamma 1 mM AgNO; eklenmis ve hiicrelerin glimiis varliginda
inkiibasyonu ile hiicre gelisimi ve nanopartikiil olusumu izlenmistir. ikinci denemede, logaritmik
fazdaki kiiltiir hasat edilerek siipernatant ve yas biyokiitle giimiis iyonlar1 ile muamele edilerek
AgNP sentezlenmistir. Uciincii denemede ise, logaritmik fazdaki hiicreler ultrasonikasyon ile
parcalanmis ve 1 mM AgNOs; c¢ozeltisi ile siispanse edilerek nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmistir. Sentezlenen AgNP'lerin yiizey plazmon rezonansi 420 nm civarinda pik
vermistir. Ayrica, bu nanopartikiillerin Proteus vulgaricus, Escherichia coli, Klebsiella sp. ve
Pseudomonas aeruginosa gibi patojen bakterilere karsi antimikrobiyal etkileri de test edilmistir

(Merin vd. 2010).

Her metal nanopartikiil, kendine 0zgli yilizey plazmon rezonansina bagli olarak
karakteristik bir renge sahip kolloidal siispansiyon olusturur. Ornegin, giimiis iyonlar1 giimiis
nanopartikiillere indirgendikg¢e silispansiyonun rengi saridan kizil kahverengiye dogru
degismektedir (Ahn vd. 2019). Benzer sekilde, titanyum nanopartikiil olusumunda, seffaf metal
¢ozeltisinin rengi nanopartikiil konsantrasyonuna bagli olarak kirik beyazdan griye gecis
gostermektedir (Caliskan vd. 2022). Cinko ve demir nanopartikiil sentezinde, metal ¢dzeltisinin
seffaf rengi nanopartikiil olusumunun baslangicindan itibaren kahverengiye doniismektedir. Renk
degisimi, her metal iyonu i¢in karakteristik oldugundan, metal iyonlarinin indirgenmesiyle metal
nanopartikiillerin olusumu ve deneyin basarist hakkinda hizli bir degerlendirme yapmada indikator

gorevi gormektedir (Agarwal vd. 2019; Dhandapani vd. 2020).

14



Abd-Elnaby vd. Streptomyces rochei MHM13 susu ile yaptiklari arastirmada, kiiltiir
slipernatanina glimiis nitrat ekledikten sonra inkiibasyon sonucunda nanopartikiil olusumunun

makroskobik belirtisi olan renk degisimini gozlemlemislerdir (Abd-Elnaby vd. 2016).

Yapilan bircok c¢alismada, biyolojik yolla sentezlenen giimiis nanopartikiillerin kiiresel
formda ve 50 nm'den biiylik boyutlarda oldugu gosterilmistir. Literatiirdeki SEM analizleri
incelendiginde, biyolojik olarak sentezlenen AgNP'lerin 10-100 nm araliginda ve ¢esitli sekillerde
oldugu rapor edilmistir (Abd-Elnaby vd. 2016; Chanthini vd. 2015; Javaid vd. 2018;).

Bircok arastirmaci, AgNP'lerin 410-450 nm dalga boyunda yiizey plazmon rezonansi
sergileyen kiiresel nanopartikiiller olusturdugunu rapor etmistir (Rajkuberan vd. 2015; Rivallan

vd. 2010; Zaheer ve Rafiuddin, 2010).

Ganoderma applantum araciligiyla iiretilen giimiis nanopartikiiliin pH 6-7'de 420 nm'de
giiclii bir pik verdigi rapor edilmistir. Uretilen giimiis nanopartikiillerinin kiiresel ve ortalama 20-
25 nm boyutta oldugu saptanmistir. Ayn1 fungus kullanilarak farkli pH kosullarinda tiretilen giimiis
nanopartikiillerinin ise daha yiiksek dalga boyunda pik verdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu
pH'larda elde edilen AgNP'lerin kiiresel olmadigr ve farkli boyut ve sekillerde oldugunu
bildirilmistir (Jogaiah vd. 2017).

T. versicolor kiiltlir filtrat1 ile gergeklestirilen AgNP {iiretiminde, alkali pH ortaminda
nanopartikiillerin normal pH'ya gore daha hizli olustugu bildirilmistir. Ayrica, pH'nin sentezlenen

nanopartikiil boyutunu etkiledigi gézlemlenmistir (Sanghi ve Verma, 2009).

Sanghi ve arkadaslari tarafindan P. chrysosporium kiiltiir filtrat1 kullanilarak AuNP tiretimi
tizerine sicaklik kosullarinin etkisi test edilmistir. 37 °C’de altin nanopartikiillerinin olusumuna
bagli olarak agik saridan koyu mora kadar hizli bir renk degisimi gézlenmisken, oda sicakliginda

uzun bir siire renk degisimi olmadig: rapor edilmistir (Sanghi vd. 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Fungus

Calismada Biyoloji Boliimii  Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda muhafaza edilen
Cladosporium cladosporioides kullanilmistir. Calismada kullanilan fungusun devamlilig
saglamak amactyla uygun kosullarda ve siirelerde Sabouraud dekstroz agar (SDA) ortaminda
tretimleri yapilmistir. Bu amagla, oncelikle steril kosullarda SDA plaklar1 hazirlanmis ve bu
plaklara daha once tretilip +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilen fungus kiiltiirii steril sartlar
altinda ekilmistir. Ekim sonrasinda, kiiltiirler 28 °C’de statik kosullarda inkiibe edilmistir ve tiretim
sonrast Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Cladosporium cladosporioides.

3.1.1. Cladosporium cladosporioides
Calismamizda kullanilan C. cladosporioides ’in siniflandirilmasi:
Domain: Eukaryota (Okaryotlar)
Kingdom: Fungi (Mantarlar)
Phylum: Ascomycota (Ascomycete Mantarlar)
Class: Eurotiomycetes
Order: Capnodiales
Family: Cladosporiaceae
Genus: Cladosporium

Species: Cladosporium cladosporioides
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3.2. Calismada Kullamlacak Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Daha oOnce {retilip buzdolabinda muhafaza edilen SDA stok kiiltiirlerden C.
cladosporioides 6rnegi almarak yatik SDA besiyerlerine steril kosullarda ekim yapilmis ve
ardindan da kiiltiirler 28 °C’lik etiivde 5 giin {iretime birakilmustir. Uretim sonrasi yatik kiiltiirlerin
tizerine 15 mL steril distile su eklenerek, 6ze yardimi ile yiizeyden hafifce kaziarak 250 mL’lik
erlenlerdeki 50 mL Sabouraud dekstroz broth besiyerlerine steril kosullarda 1mL ekimleri
yapilarak 28 °C ve 150 rpm’de 5 giin boyunca iiretilmistir. Olusan fungal peletleri filtre kagit
yardimiyla distile sudan 3 kez gegirilerek, peletler besiyerinden arindirilmistir. Peletlerin iizerine
100 mL distile su eklenerek 48 saat boyunca 28 °C’de iiretimi saglanmistir. Sonrasinda fungus
kiiltlirleri Milipore marka vakumlu pompa ile Nuche erleninden siiziilmiis ve filtrat (siiziintii) elde

edilmistir.
3.3. AgNOs Cozeltisinin Hazirlanmasi

Gilimiis nanopartikiillerin sentezinde kullanilmak amaciyla 100 mM’lik stok glimiis nitrat

(AgNO3) ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.4. AgNP’lerin Sentezi ve Optimizasyon Cahsmalari

Glimiis nanopartikiillerin iiretiminde yiiksek verim elde etmek amaci ile farkli kosullar test
edilmigtir. AgNP sentezi i¢cin misel siiziintlisii (kiiltlir filtrat1) elde edilmis ve optimizasyon
calismalari i¢in sirastyla siiziintii miktart (1 mL, 5 mL ve 9 mL), AgNOs; konsantrasyonu (5 mM,
10 mM ve 50 mM), siire optimizasyonu (6 saat, 12 saat, 24, saat 48 saat ve 72 saat), sicaklik (20
°C, 28 °C, 35 °C ve 45 °C), pH (3.0, 5.0, 7.0 ve 9.0) ve calkalama (statik, 50 rpm, 100 rpm, 150
rpm, 200 rpm) kosullar1 gibi farkl faktorler agisindan degerlendirilmistir.

3.4.1. Giimiis nitrat konsantrasyonunun AgNP iiretimi iizerine etkisi

Gilimiis nitrat (AgNOs) konsantrasyonu, glimiis nanopartikiillerin (AgNP) biyosentezinde
onemli bir faktordiir ve bu durum ¢esitli aragtirmalarla kanitlanmistir. Giimiis nanopartikiillerin
tiretiminde AgNOs konsantrasyonu, nanopartikiil boyutu, sekli, morfolojisi ve antimikrobiyal
ozellikleri tizerinde belirleyici bir etkiye sahiptir. En 1y1 giimiis nanopartikiil eldesi i¢in 5 mM, 10
mM ve 50 mM olmak {izere 3 farkli konsantrasyonda glimiis nitrat ¢ozeltisi hazirlanmistir. 28 °C’
de 150 rpm’de 48 saat Inkiibasyon sonrast 9000 rpm +4 °C’de 15 dakika santrifiij edilerek

sentezlenen metal oksit nanopargaciklarinin karakterizasyonu icin analiz edilmistir.
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3.4.2. Filtrat miktarinin AgNP iiretimi iizerine etkisi

Yiiksek miktarda giimiis nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in 1 mL, 5 mLve 9 mL olmak
tizere 3 farkli filtrat miktar1 ile calisilmistir. Calismada 10 mM’lik AgNOs kullanilmigtir. AgNOs’1n
son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde 9 mL filtrat lizerine 100 mM’ lik stok AgNOs
cozeltisinden ImL eklenerek toplam 10mL’ lik ¢ozelti hazirlanmistir. Ayni sekilde 5 mL
stiziintiiye, | mL 100 mM lik stok AgNOs ¢ozeltisi ve 4mL distile su eklenerek son hacim 10 mL
ve 10 mM’lik ¢ozelti hazirlanmistir. 1 mL siiziintii tizerine de ImL 100 mM AgNOs ¢ozeltisi ve 8
mL de distile su eklenerek toplam 10 mL, 10 mM’lik ¢6zelti hazirlanmustir. 28 °C” de 150 rpm’de
48 saat karanlik ortamda inkiibasyona birakildiktan sonra siiresi biten 6érnekler 9000 rpm +4 °C’
de 15 dakika santriflij edilerek sentezlenen metal oksit nanopargaciklarinin karakterizasyonu ic¢in

analiz edilmistir.

3.4.3. Giimiis nanopartikiiliin iiretimine pH’ 1n etkisi

pH’ in AgNP iiretimi iizerindeki etkisi, spesifik tiretim yontemine ve kullanilan indirgeme
ajanina bagli olarak degisir. Bu nedenle, hedeflenen nanopartikiil ozelliklerine gore pH
optimizasyonu yapmak, basaril1 ve kontrollii bir AgNP sentezi i¢in onemlidir. Yiiksek miktarda
AgNP’lerin elde edilmesinde pH nin etkisini test etmek i¢in 0.1 N konsantasyonlarinda HCI veya
NaOH kullanarak pH 3.0, 5.0, 7.0 ve 9.0 olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanarak inkiibasyona
birakildi. Hazirlanan ¢ozeltiler 28 °C” de 150 rpm’de 48 saat Inkiibasyon sonrast 9000 rpm +4 °C’
de 15 dakika santrifiij edilerek sentezlenen metal oksit nanopargaciklarinin karakterizasyonu i¢in

analiz edilmistir.

3.4.4. Giimiis nanopartikiil iiretimine sicakhgin etkisi

Glimiis nanopartikiillerin (AgNP) tiretiminde sicaklik, reaksiyon hizini, nanopartikiillerin
boyutunu, seklini ve genel 6zelliklerini belirleyen kritik bir parametredir. Hem biyosentez hem de
kimyasal sentez yontemlerinde, sicakligin kontrolii AgNP'nin istenilen 6zelliklerde iiretilmesini
saglar. Sicaklik, giimiis iyonlarinin (Ag*) indirgenme hizini, biiylime siirecini ve nanopartikiillerin
stabilitesini dogrudan etkiler. En yiliksek AgNP sentezinin hangi sicaklikta oldugunu belirlemek
igin, 20 °C, 28 °C, 35 °C, 45 °C sicakliklarda deneylerimiz yiiritiilmiistiir. Belirtilen sicaklik
degerlerinde 150 rpm’de 48 saat Inkiibasyon sonrast 9000 rpm +4 °C’ de 15 dakika santrifiij

edilerek sentezlenen metal oksit nanoparcaciklarinin karakterizasyonu i¢in analiz edilmistir.
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3.4.5. Giimiis nanopartikiil iiretimine siirenin etkisi

Gilimiis nanopartikiillerin (AgNP) liretiminde reaksiyon siiresi, nanopartikiillerin boyutunu,
seklini, olusum verimini ve kararligin1 dogrudan etkileyen 6nemli bir faktordiir. Yiiksek miktarda
giimiis nanopartikiil eldesi igin 6 saat, 12 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat olacak sekilde iiretimler
yapilmistir. 28 °C” de 150 rpm’de 48 saat Inkiibasyon sonrast 9000 rpm +4 °C’ de 15 dakika
santrifiij edilerek sentezlenen metal oksit nanoparcgaciklarinin karakterizasyonu i¢in analiz

edilmistir.
3.4.6. Giimiis nanopartikiiliin iiretimine ¢alkalama hizinin etkisi

Calkalama hizinin optimize edilmesi, AgNP'lerin iiretiminde hedeflenen boyut, sekil ve
stabiliteyi elde etmek i¢in Onemlidir. Calkalamanin kontrollii bir sekilde yapilmasi, iiretim
stirecinin daha verimli ve ongoriilebilir olmasin1 saglar. Bu ¢alismada en iyi AgNP iiretiminin
hangi ¢alkalama kosullarinda elde edildigini saptamak i¢in, 50 rpm, 100 rpm 150 rpm, 200 rpm ve
statik kosullarda olacak sekilde ayr1 ayr1 5 tane optimum kosullarda kiiltiir filtrati hazirlanmistir.
28 °C’ de 150 rpm’de 48 saat Inkiibasyon sonrast 9000 rpm +4 °C’ de 15 dakika santrifiij edilerek

sentezlenen metal oksit nanopargaciklarinin karakterizasyonu i¢in analiz edilmistir.

3.5. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Saptanmasi

Glimiis nanopartikiillerin (AgNP) antimikrobiyal aktivitesi, bir¢ok mikroorganizmaya
(bakteriler, mantarlar, karst etkili oldugu i¢in genis bir uygulama alanina sahiptir. AgNP’lerin
antimikrobiyal aktiviteleri hem Gram (+) hem de Gram (-) bakteriler ve mantarlar lizerinde disk
diflizyon testi kullanilarak degerlendirilmistir.

Calismada Escherichia coli, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Bacillus spizizenii, Klebsiella aerogenes,
Klebsiella pneumoniae kullanilmistir. Yaptigimiz ¢alismanin hazirlik asamasinda bakteri kiiltiirleri
icin Niitrient agar ve Niitrient broth, maya kiiltiirleri i¢in de Sabouraud dextrose agar ve Sabouraud
dextrose broth’lar hazirlandi. Bakteri ve maya kiiltiirleri dnce sivi1 kiiltiirlerde iiretilerek sonrasinda
kat1 besiyerine ekildi. Petriler 3 boliime ayrilarak, 1.b6lime sefadroksil antibiyotigi, 2.boliime
AgNP, 3.boliime ise AgNOs ¢ozeltisi emdirilen diskler yerlestirildi. Bakteri kiiltiirleri 37 °C, maya
kiiltiirleri 28 °C ye ayarlanmis etlivlerde 24 saat inkiibe edilmistir.
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3.6. AgNP’lerin Karakterizasyonu

Glimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu, AgNP’lerin boyut, sekil, morfoloji, kristal
yapisi, kimyasal bilesim ve yiizey Ozelliklerinin detayli olarak incelenmesini icerir. Bu
karakterizasyon, AgNP 'lerin belirli uygulamalar i¢in uygun olup olmadigin1 degerlendirmek ve
antimikrobiyal etkinlik, cevresel etkiler gibi 6zelliklerini anlamak agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
Nanopartikiil sekli ve ylizeyinin i¢eriginin tanimlanmasi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM),
renk degisimine dayali karakterizasyonu ig¢in ultraviyole gorliniir spektroskopi (UV-vis),
nanopartikiil yiizeyinde kimyasal kompozisyonu tanimlanmasi amaciyla fourier doniisiimli
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), sulu ¢ozelti icindeki nanopartikiillerin yiizey yiikiinlin 6l¢limii
amactyla zeta potansiyeli analizorii (Zeta-Sizer), elemental igerigin belirlenmesi X-1s1n1 kirilma
(XRD) cihazlar1 kullanilmistir. AgNP’lerin XRD analizi, FTIR analizi, SEM ve EDX analizi Inonii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde hizmet alimi ile yapilmistir. Zeta
potansiyeli dl¢limii ise Kimya Boliimii Laboratuvarlarinda Malvern-Zeta Sizer Nano-Series Nano

ZS model cihaz kullanilarak yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. AgNP’lerin Sentezi ve Optimizasyon Calismalari

Daha oOnceki tez caligsmalarinda da bahsedildigi gibi Cladosporium cladosporioides
kullanilmis olup, C. cladosporioides fungusunun iiretimi yapildiktan sonra kiiltiir filtrat1 elde

edilmis ve elde edilen filtrat giimiis nanopartikiil tiretimi i¢in kullanilmistir.

Sekil 4.1. Cladosporium cladosporioides peletleri.

4.1.1. Filtrat miktariin AgNP iiretimine etkisi

Filtrat miktarinin glimiis nanopartiikiil tretimi tlizerindeki etkisi, ¢esitli biyosentez
yontemlerinde Onemli bir parametre olarak karsimiza cikar. Biyosentez yontemiyle AgNP
iretiminde, genellikle bitki dziitleri, mikroorganizma kiiltiirleri veya diger biyolojik kaynaklardan
elde edilen filtratlar kullanilir. Bu filtratlar, glimiis iyonlarinin (Ag*) indirgenmesini saglayan
biyoaktif bilesikler i¢erir ve nanoparcaciklarin boyutu, sekli, dagilimi ve verimi lizerinde dogrudan
etkilidir. Giimiis nanopartikiillerin tiretiminde siiziintii (filtrat) miktarinin etkisini arastirmak,
sentez verimliligini optimize etmek agisindan kritik bir oneme sahiptir. Yapilan denemelerde 1mL,
SmL ve 9 mL olmak tizere farkli miktarlarda stiziintii kullanilmistir. En iyi AgNP’leri 9 mL lik
filtrat kullanildiginda elde edildigi i¢in bundan sonraki deneylerde 9 mL siiziintii kullanilarak

devam edilmistir.

21



Sekil 4.2. Farkl filtrat miktarlarinda AgNP olusumuna bagli olarak renk degisimi.

Sitizlinti miktarinin artirilmasi, AgNP sentezinde daha fazla indirgeme ajani ve
biyomolekiiliin mevcut olmasmi saglamaktadir. Bu durum, giimiis iyonlarmin daha etkin bir
sekilde indirgenmesini ve daha fazla nanopartikiil olusumunu tesvik etmektedir. Nanopartikiil
olusumunun makroskobik olarak ilk belirtisi nanopartikiillerin olusumuna bagli olarak ¢ozelti
rengindeki degisim ve nanopartikiillere 6zgii dalga boyunda karakteristik absorbsiyon bandi (pik)
olusumuyla dogrulanmaktadir. 9 mL siiziintiide gézlenen yiliksek AgNP {iretim verimi baslangigta
renksiz olan fungus 6ziitlerine glimiis nitrat ¢dzeltisinin ilavesiyle bir siire sonra ¢ozeltinin sarimsi
ve ardindan da kahverengine doniisen renk degisimleri ile gézlenmistir. Bu renk deg8isimi 9 mL
filtrat kullanildiginda daha belirgin oldugundan nanopartikiil olusumunun da daha fazla olduguna

karar verilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli filtrat miktarlarinda (sirasiyla 1 ml, 5 ml, 9 ml) sentezlenen AgNP’nin SEM
goriintiileri.

Daha fazla siiziintii miktari, reaksiyon ortaminda daha fazla aktif bilesen bulunmasini
saglamaktadir, bu da nanopartikiil konsantrasyonunun artmasina yol agmaktadir. Abd-Elnaby
vd.’nin Streptomyces rochei MHM 13 susu ile yaptiklar1 arastirmada, kiiltiir siipernatanina giimiis
nitrat ekledikten sonra inkiibasyon sonucunda nanopartikiil olusumunun makroskobik belirtisi
olan renk degisim gozlemlemistir (Abd-Elnaby vd.2016). Literatiirde, giimiis nanoparg¢aciklarin
cozeltideki artisiyla birlikte, yilizey plazmon rezonansi nedeniyle sari-kahverengi bir renk olusmasi
ve bu degisimin nitelik olarak tespit edilebildigi goriilmektedir. Calismalarimiz sirasinda,
baslangigta renksiz olan fungus 6ziitlerine glimiis nitrat ¢ozeltisi eklendiginde dnce sar1, ardindan
kahverengiye yakin renk degisimleri gézlenmistir. Bu renk degisimi, nanopartikiiliin olustugunu
gostermektedir. Literatiir ¢caligmalarinda goriildiigii gibi, her metal nanopartikiil, kendine 6zgi
yiizey plazmon rezonansi nedeniyle karakteristik bir renk olusturmaktadir. Ornegin, giimiis
iyonlar1 giimiis nanopartikiillere indirgendik¢e ¢dzeltinin rengi saridan koyu kahverengine dogru

degismektedir (Ahn vd. 2019). Benzer sekilde, titanyum nanopartikiil olusumunda, seffaf metal
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cozeltisinin rengi nanopartikiil konsantrasyonuna bagli olarak kirik beyazdan griye gecis
gostermektedir (Caliskan vd. 2022). Cinko ve demir nanopartikiil sentezinde, metal ¢ozeltisinin
seffaf rengi nanopartikiil olusumunun baslangicindan itibaren kahverengiye doniismektedir. Renk
degisimi, her metal iyonu i¢in karakteristik oldugundan, metal iyonlarmin indirgenmesiyle metal
nanopartikiillerin olusumu ve deneyin basarist hakkinda hizli bir degerlendirme yapmada indikator

gorevi gormektedir (Agarwal vd. 2019; Dhandapani vd. 2020).
4.1.2. Farkh AgNO3 konsantrasyonlarinin AgNP iiretimine etkisi

Siizlintii miktar1 optimizasyonu sonucu elde edilen analiz sonuglarinda en iyi nanopartikiil
sentezi 9 mL filtrat igeren 6rneklerde tespit edildigi i¢in ideal AgNO3 kosantrasyonu; 9 mL filtrat
ve 5 mM, 10 mM ve 50 mM AgNOs igeren farkli metal ¢ozeltilerinde denenmistir. Calismalar

sonucunda en iyi AgNP tiretiminin, 10 mM’lik giimiis nitrat konsantrasyonu oldugu saptanmistir.

3
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Sekil 4.4. Farkli AgNO3 konsantrasyonlarinda (sirastyla 5 mM, 10 mM ve 50 mM) sentezlenen
AgNP’nin SEM goriintiileri.
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4.1.3. Giimiis nanopartikiil iiretimine pH 1n etkisi

Glimiis nanopartikiillerin tiretiminde pH'in etkisini test etmek, sentez verimliligi ve
nanopartikiillerin 6zelliklerini optimize etmek acisindan dnemli bir adimdir. Bu amagla pH’s1 3.0,
5.0,7.0 ve 9.0 olan 9 ml kiiltiir filtrat1 hazirland1 9 mL siiziint{i, 10 mM’lik AgNOs’ten ImL AgNOs
alinarak toplam hacim 10 mL olacak sekilde eklendi. pH’ 11 ayarlamak i¢in 0.1 mM’lik HCI ve
0.1 mM’lik NaOH ¢ozeltileri kullanildi. Hazirlanan 250 mL erlenlere, kiiltiir filtratlar1 28 °C’de
150 rpm’de 48 saat karanlik ortamda inkiibasyona birakildiktan sonra siiresi biten 6rnekler 9000
rpm +4 °C’ de 15 dakika santrifij edilerek sentezlenen metal oksit nanopartikiillerin
karakterizasyonlar1 yapilmistir. En yiiksek AgNP iiretimi pH 7' de elde edilmistir. Daha once
yapilan ¢alismalarda ‘Ganoderma applanatum araciliiyla iretilen giimiis nanopartikiiliiniin pH
6-7" de 420 nm' de giiclii bir pik verdigi rapor edilmistir. Uretilen giimiis nanopartikiillerinin
kiiresel ve ortalama 20-25 nm boyutta oldugu saptanmistir. Ayn1 fungus kullanilarak farkli pH
kosullarinda {iiretilen giimiis nanopartikiillerinin ise daha yiiksek dalga boyunda pik verdigi ve
sentezlenen AgNP' lerin kiiresel olmadig1 ve farkli boyut ve sekillerde oldugunu bildirmislerdir’

(Jogaiah vd. 2017).

Sekil 4.5. Farkli pH kosullarinda iiretilen AgNP olusumuna bagli renk degisimleri.

pH, kimyasal reaksiyonlarin kinetigini, indirgeme ajanlarmin etkinligini ve
nanopartikiillerin kararliligint 6nemli 6lciide etkileyen bir parametredir. Farkli pH seviyelerinde

yapilan deneylerin sonuglari, optimal pH degerlerini belirlemek i¢in ¢ok 6nemlidir.
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Sekil 4.6. Farkli pH’larda (sirasiyla pH: 3.0, 5.0, 7.0, 9.0) sentezlenen AgNP SEM goriintiileri.

pH 3 gibi asidik ortamlarda, yiiksek H* iyon konsantrasyonu, indirgeme ajanlarinin
etkinligini azaltabilir ve nanopartikiillerin olusumunu yavaslatabilir. Ayrica, asidik kosullar
nanopartikiillerin aglomerasyonuna neden olabilir, bu da verimi diisiirebilir. pH 5 civarindaki hafif
asidik kosullar, indirgeme ajanlariin kismen daha etkin ¢alismasina izin verebilir, ancak bu ortam
hala optimal degildir. Nanopartikiillerin boyut ve sekil kontrolii zor olabilir. pH 7 notr pH
seviyesinde, indirgeme ajanlarinin ve glimiis iyonlarinin optimal reaksiyon kosullarina ulagsmasi
miimkiindiir. Bu durum, daha verimli bir indirgemenin ger¢eklesmesine ve daha yiiksek miktarda
AgNP olusmasina yol agar. Ayrica, nétr pH, nanopartikiillerin kararlili§1 ve homojen dagilimi i¢in
en uygun kosullar1 saglamaktadir. Literatiir calismalarinda, 7. versicolor kiltir filtrat1 ile
gergeklestirilen AgNP iiretiminde, alkali pH ortaminda nanopartikiillerin normal pH' ya gore daha
hizli olustugu bildirilmistir. Ayrica, pH'nin sentezlenen nanopartikiil boyutunu etkiledigi de
gozlemlenmistir (Sanghi ve Verma, 2009). pH 9 civarindaki bazik ortamlarda ise, yliksek OH~

iyon konsantrasyonu, indirgeme ajanlarinin etkinligini artirabilir, ancak asir1 bazik kosullar da
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nanopartikiillerin kiimelenmesine ve kararlilik kaybina yol agabilir. Bu da verimi olumsuz

etkileyebilir.
4.1.4. Giimiis nanopartikiiliin iiretimine sicakhgin etkisi

Glimiis nanopartikiil sentezinde sicakligin etkisinin incelenmesi, sentez verimliligi ve
nanopartikiil 6zelliklerini optimize etmek agisindan 6nemli bir ¢alismadir. Sicaklik, kimyasal
reaksiyonlarin kinetigini énemli 6l¢iide etkileyen bir parametredir. Farkli sicakliklarda yapilan
deneyler, optimal kosullar1 belirlemek ve sentez verimliligini artirmak acisindan kritiktir. Owaid
ve arkadaslari tarafindan bazi Pleurotus tiirleri ve suslariyla giimiis nanopartikiil iretim ¢aligmalar1
yapilmistir. Calismanin sonucunda; fungus tiirlerine, 6ziit elde etme yontemine 1s1k ve sicaklik gibi
inkiibasyon kosullarina bagli giimiis nanopartikiillerinin de 6zelliklerinin degistigi rapor edilmistir
(Owaid vd. 2017b). En yliksek AgNP sentezinin hangi sicaklikta oldugunu belirlemek i¢in, daha
once elde edilen en 1iyi filtrat miktari, pH ve AgNO; konsantrasyonu sabit tutularak farkl
sicakliklarda 20 °C, 28 °C, 35 °C, 45 °C’de deneylerimiz yiiriitiilmiistiir. Bu amagla pH’s1 7 olan,
9 mL siiziintii, 150 rpm’de 48 saat karanlik ortamda belirtilen sicakliklarda Inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast 9000 rpm +4 °C’ de 15 dakika santrifiij edilerek metal oksit nanopartiikiillerin
karakterizasyonu analiz edilmistir. En yiiksek verimin 45 °C’de oldugu tespit edilmistir. Daha 6nce
yapilan c¢aligmalar baz alindiginda diisiik sicakliklarda, glimiis iyonlarimin indirgenme hizi
yavastir. Sicaklik arttik¢a indirgeme reaksiyonlar1 hizlanir. Sanghi ve arkadaslar1 tarafindan P.
chrysosporium kiltiir filtrat1 kullanilarak AuNP {iretimi {izerine sicaklik kosullarinin etkisi test
edilmistir. 37 °C’ de altin nanopartikiillerinin olusumuna bagli olarak acik saridan koyu mora kadar

hizli bir renk degisimi gézlenmisken oda sicakliginda uzun bir siire renk degisimi olmadigi rapor

edilmistir (Sanghi vd. 2011).
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Sekil 4.7. Farkli sicakliklarda (sirastyla 20°C, 28 °C 35°C, 45°C) inkiibasyon sonrast
sentezlenen AgNP SEM gortintiileri.

20 °C gibi diisiik sicaklik kosullarinda, kimyasal reaksiyonlar daha yavas gergeklesir. Bu,
giimiis iyonlarinin (Ag") indirgenme hizini1 ve nanopartikiil olusumunu sinirlayabilir. Sonug
olarak, daha diisiik verim elde edilir. 35 °C gibi orta sicaklikta, reaksiyon hizi artar, ancak yine de
optimal degildir. Nanopartikiil olusumu artar, ancak maksimum verim i¢in yeterli degildir. 45 °C'
de ise, reaksiyon kinetigi daha hizlidir ve indirgeme ajanlar1 daha etkin ¢alisir. Bu sicaklik, giimiis
iyonlarmin indirgenmesini ve nanopartikiillerin olusumunu maksimum diizeye ¢ikarir. Ayrica,
yiiksek sicaklikta reaksiyon ortaminda daha homojen bir dagilim saglar. 45 °C' de artan termal
enerji, indirgeme ajanlarinin aktivitesini artirir ve giimiis iyonlariin daha hizli ve etkin bir sekilde

indirgenmesini saglar. Bu durum, daha yiiksek verimle nanopartikiil olusumunu tesvik eder.

4.1.5. Giimiis nanopartikiiliin iiretimine siirenin etkisi

Inkiibasyon siiresi, nanopartikiil olusumunun kinetigi ve verimliligi {izerinde dogrudan

etkili bir parametredir. Farkli inkiibasyon siireleri, optimal sentez kosullarini belirlemek i¢in kritik
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oneme sahiptir. Kiiltiir filtratindan AgNP {iretiminde optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi,
sentez verimliligi ve nanopartikiil 6zelliklerini optimize etmek agisindan kritik bir adimdir.
Deneyde 9 mL siiziintii, 10 mM’ lik AgNOs, pH 7.0, inkiibasyon sicaklig1 45 °C ve calkalama hizi
150 rpm sabit tutularak farkl siirelerde (6 saat, 12 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat) inkiibasyon

yapilmis ve en yiiksek verim 48. saatte elde edilmistir.

Sekil 4.8. Farkli inkiibasyon siirelerinde tiretilen AgNP olusumuna bagli renk degisimi.

Daha once yapilan ¢aligmalara bakilinca reaksiyon siiresi arttik¢a, glimiis iyonlarinin tam
olarak indirgenmesi saglanir ve daha fazla nanopartikiil olusur. P. sapidus kiiltiir 6ziitiiyle yapilan
AuNP iretim calismasinda rengin Oncelikle pembe, 24 saat sonrasinda ise koyu kirmiziya
doniistiigii gdsterilmistir. Inkiibasyon sonucu olusan nanopartikiillerin ortalama 65 nm boyutunda

oldugu saptanmistir (Sarkar vd. 2013).
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Sekil 4.9. Sirasiyla 6 saatlik, 12 saatlik, 24 saatlik ve 48 saatlik inkiibasyon sonrast AgNP SEM
goriintiileri.

6 saatlik kisa inkiibasyon siiresi, indirgeme ajanlarinin glimiis iyonlar ile tam olarak
reaksiyona girmesi i¢in yeterli zaman saglamaz. Bu da diisiik verimle sonuglanabilir. 12 saatlik
orta siireli inkiibasyon, indirgeme reaksiyonlarinin daha etkin gergeklesmesini saglar, ancak yine
de optimum verim igin yeterli degildir. 24 saatlik inkiibasyonda indirgenme reaksiyonlar1 biiyiik
Olglide tamamlanmis olabilir, ancak maksimum verim heniiz elde edilmemistir. 48 saatlik
inkiibasyon siiresi ise, indirgeme ajanlarinin Ag* iyonlar1 ile tam olarak reaksiyona girmesi ve
nanopartikiil olusumunun maksimum diizeye ulasmasi i¢in yeterli siire saglar. Bu siire hem
reaksiyon kinetigi hem de nanopartikiil kararlilig1r agisindan optimaldir. 72 saatlik daha uzun
inkiibasyon siiresi ise, reaksiyonlarin doygunluga ulagsmasina ve nanopartikiillerin
aglomerasyonuna neden olabilir. Bu da verimin diismesine ve nanopartikiil kalitesinin

bozulmasina yol acabilir.
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4.1.6. Giimiis nanopartikiil iiretimine ¢calkalamah hizinin etkisi

Glimiis nanopartikiil sentezinde ¢alkalama hizinin etkisini incelemek, sentez verimliligi ve
nanopartikiil 6zelliklerini optimize etmek acisindan 6nemli bir adimdir. Bu ¢alismada, 50 rpm, 100
rpm, 150 rpm, 200 rpm ve statik (calkalamasiz) kosullarda sentezlenen kiiltiir filtratlar
hazirlanmustir. Kiiltiir filtratlar1 45 °C’de 48 saat karanlik ortamda belirtilen ¢alkalama hizlarinda
inkiibe edildikten sonra siiresi biten ornekler 9000 rpm + 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilerek
sentezlenen metal oksit nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in analiz edilmis ve en yiiksek

verimin 100 rpm' de elde edilmistir.

Sekil 4.10. Farkl1 calkalama hizlarinda iiretilen AgNP olusumuna bagli renk degisimi.

Calkalama hizi, reaksiyon ortaminin homojenligini ve indirgeme ajanlarinin etkinligini
onemli Olciide etkileyen bir parametredir. Statik yani ¢alkalamasiz kosullarda, reaksiyon ortami
homojen olmaz ve giimiis iyonlarinin indirgenmesi diizensiz gergeklesir. Bu durum, diisiik verimle
sonuclanmaktadir. 50 rpm’lik diisiik calkalama hizinda, reaksiyon ortami kismen daha homojen
olur, ancak yine de optimal degildir. Nanopartikiil olusumu sinirli kalir. 100 rpm' de, reaksiyon
ortami daha homojen hale gelir ve indirgeme ajanlar1 Ag* iyonlar1 ile etkin bir sekilde etkilesime
girer. Bu hiz, optimal karistirma saglayarak daha yiliksek verimle sonuglanir. Ayrica, 100 rpm' de
calkalama, nanopartikiillerin aglomerasyonunu engeller ve daha kiiciik, homojen boyutlarda
nanopartikiillerin olusumunu tesvik etmektedir. 100 rpm' de elde edilen homojen karisim,
indirgeme reaksiyonlarmin dengeli ve verimli bir sekilde gerceklesmesini saglar. Bu hiz,
nanopartikiillerin boyut ve morfoloji kontrolii a¢isindan da optimaldir.

150 rpm ve 200 rpm gibi daha yiiksek calkalama hizlarinda, reaksiyon ortami asir1 derecede

hareketli olur. Bu durum, nanopartikiillerin aglomerasyonuna ve reaksiyon kinetiginin
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bozulmasina neden olabilir. Ayrica, yliksek calkalama hizlari, sistemdeki ¢dzeltinin kararliligini

azaltabilir ve nanopartikiil homojen dagilimini olumsuz etkileyebilir.
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Sekil 4.11. Farkl calkakalama kosullarinda (sirasiyla statik, 50 rpm, 100 rpm, 150 rpm ve
200 rpm) sentezlenen AgNP’nin SEM goriintiileri.

Calkalama hizinin AgNP sentezi tizerindeki etkisini incelemek, sentez verimliligini ve

nanopartikiillerin 6zelliklerini optimize etmek i¢in 6nemlidir. 100 rpm' de elde edilen en yiiksek
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verim, c¢alkalama hizinin nanopartikiil sentezinde kritik bir parametre oldugunu ve optimal
kosullarin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini gosterir.
C. cladosporioides kullanilarak farkli kosullarin denenmesi sonucu elde edilen verilere

gore optimum kosullarda bol miktarda AgNP’leri tiretilmistir.
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Sekil 4.12. Optimum kosullarda iiretilen AgNP ve santrifiij sonrasi goriintiisii.

4.2. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Saptanmasi

AgNP' lerin antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi, nanoteknolojinin
biyomedikal ve saglik uygulamalarindaki potansiyelini ortaya koymak acisindan 6nemli bir
arastirma alanidir. Bu ¢alismada disk diflizyon testi kullanilarak optimum kosullarda elde edilen
AgNP' lerin hem Gram (+) hem de Gram (-) bakteri tiirleri ile bir de maya tiirii lizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Sonuglar, 6zellikle Enterococcus faecalis ve Candida albicans disindaki diger

mikroorganizmalarda AgNP'lerin giiclii bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Sekil 4.13. AgNP’lerin antimikrobiyal test goriintiisii.
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Calismada E. coli, C. albicans, S. aureus ve P. aeruginosa, B. subtilis, E. faecalis, B.
spizizenii, K. aerogenes, K. Pneuomoniae kullanilmistir. Yapilan deney sonucunda test edilen

mikroorganizmalarin inhibisyon zon ¢aplari asagidaki tabloda goriilmektedir.

Cizelge 4.1. AgNP’lerin neden oldugu inhibisyon zon ¢aplari.

Mikroorganizma tiirii Cfr (mm) AgNO3 (mm) AgNP (mm)
E. faecalis

~
[O8)

P. aeureginosa

B. spizizenii

K. aerogenes

K. pneumoniae

B. subtilis

S. aureus

E. coli

ERNIENAENEENIENIEN RSN [lo) Bl [ Y RN o} (o)} kol fo R (e N io)J o FEN R o) Ko\
DD D[ (DD [W [ WIN|W W= = = = (NN W [N

C.albicans

NN WWRWWW WA RARPRAEPRERPRPRWRIRWWWRAR WA WW

Tablodaki degerler farkli antimikrobiyal ajanlarin (Cfr, AgNOs, AgNP) cesitli
mikroorganizma tiirleri {izerindeki inhibisyon c¢aplarin (mm) degerlerini gostermektedir.
AgNOgs’lin, B. subtilis ve bazi Gram-negatif tiirlerde (K. aerogenes, K. pneumoniae)
antimikrobiyal etkisi diger mikroorganizmalara kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmistir. C.
albicans tizerindeki antimikrobiyal etkisi ise 2 mm’lik inhibisyon ¢ap1 ile daha zayif oldugu tesbit
edilmistir. AgNP’nin antimikrobiyal etkisinin B. spizizenii ve K. aerogenes lizerinde daha diisiik

oldugu gozlemlenmistir. En yiiksek antimikrobiyal etki, B. subtilis ve K. pneumoniae tiirlerinde
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gozlemlenmistir. Cfr antibiyotigi ve AgNP'nin Candida albicans’da etkisinin olmadigi
saptanmistir.

AgNP' lerin 6zellikle Gram (+) bakteriler tizerinde etkili oldugu gozlenmistir. Gram (+)
bakterilerin hiicre duvari yapisi, AgNP' lerin igeri girmesini kolaylastirabilir ve antimikrobiyal
aktivitenin artmasina katkida bulunabilir. Gram (-) bakterilerin dis membran yapisi, AgNP'lerin
iceri girigini sinirlayabilir ancak yine de AgNP' lerin bazi Gram (-) tiirler lizerinde etkili oldugu
bulunmustur. Bu etki, AgNP' lerin bakteriyel membrani bozarak veya oksidatif stres olusturarak
calisabilecegini gosterebilir. AgNP' lerin Candida albicans gibi maya tiirleri iizerinde de giiglii bir
antifungal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu etki, AgNP' lerin maya hiicrelerine giris yaparak
veya hiicre membranini etkileyerek gerceklesebilir. Maya’larin hiicresel yapilari, AgNP' lerin etkili
olmasinda 6nemli bir faktordiir.

Literatiir calismalarina bakildiginda; Hanan M. Abd-Elnaby vd. biyolojik olarak
sentezlenen glimiis nanopartikiillerin ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde test etmis ve bu
nanopartikiillerin, test edilen mikroorganizma tiirlerine karsi antimikrobiyal etki gosterdigini rapor
etmislerdir. Sonug olarak, AgNP'lerin genis spektrumlu antimikrobiyal etkiye sahip olabilecegini
gostermistir (Abd-Elnaby vd. 2016). Bir diger calismada, AgNP'lerin farkli konsantrasyonlarinin
antibakteriyal aktiviteleri Bacillus, Enterococci, Shigella, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus ve E. coli lizerinde incelenmis ve en yiiksek antibakteriyel
aktivitenin Klebsiella pneumoniae lizerine oldugu rapor edilmistir (Rajkuberan vd. 2015). Bu
sonuclar, AgNP'lerin farkli yapisal tiirlere sahip antimikrobiyal etkilerinin organizma tiiriine ve
nanopartikiillerin yayilma noktasina bagli olarak degisiklik gosterebilecegini vurgulamaktadir.
Mohammadian vd. (2007) calismasinda, biyolojik sentez yoOntemlerinin giimiis nanopartikiil
tiretme potansiyelini ve bu nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zelliklerini ortaya koymaktadir.
Calismada Fusarium oxysporum E. coli, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa
Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes’i kullanarak biyolojik olarak sentezlenen
nanopartikiillerin ¢evre dostu {iiretim teknikleriyle antimikrobiyal ajanlarin elde edilmesinde
kullanilabilecegini vurgulamaktadir. Ozellikle nanopartikiillerin boyutlarinin 5-60 nm araliginda

olmasi, daha biiyiik bir yilizey alanina sahip oldugunu gostermistir (Mohammadian vd. 2007).

4.3. AgNP’ lerin Karakterizasyonu

AgNP'lerin biyosentezi sirasinda UV-vis spektrofotometre kullanilarak belirlenen
absorbsiyon spektrumlari, nanoteknoloji ve malzeme bilimi alanlarinda 6nemli bir karakterizasyon

yontemidir. Bu tlir spektrumlar, AgNP'lerin sentezlenmesi ve karakterizasyonunda kritik bir rol
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oynamaktadir. AgNP'lerin biyosentezi sirasinda gdzlenen absorbsiyon piki, giimiis
nanopartikiillerin olusumunun makroskobik belirtisidir. Biz de ¢alismamizda AgNP’ nin UV-Vis

spektrumunu 403 nm olarak saptadik.
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Sekil 4.14. Glimiis Nanopartikiillerinin UV-vis spektrumu.

UV-vis spektrofotometredeki renk degisimi ile yapilan okumalarda 400-450 nm dalga
boyunda maksimum absorbans degerleri de AgNP’lerin varligimi gosteren karakteristik bir
bulgudur. Khandelwal vd. (2010) Meksika hashasi (Argemone mexicana) bitkisinin yaprak
Ozliniin, glimiis nanopartikiillerinin biyosentezinde kullanilmasinin ilk kez gergeklestirildigini
belirterek caligmada, biyosentez yoluyla elde edilen AgNP'lerin ¢esitli karakterizasyon teknikleri
(UV-vis absorpsiyon spektroskopisi, FTIR, XRD ve taramal1 elektron mikroskobu) kullanilarak
incelendigini ve elde edilen nanopartikiillerin yaklasik 30 nm'de oldugunu gostermislerdir. Ayrica
nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite gosterdigi, yani hastaliklara ve mantarlara kars1 etkili
oldugu tespit edilmistir. Sonuclar, biyolojik olarak siirdiiriilebilir nanopartikiil iiretimi igin

potansiyel bir kaynak oldugunu vurgulamaktadir (Khandelwal vd. 2010).

Birgok arastirmaci, AgNP' lerin 410-450 nm dalga boyunda yiizey plazmon rezonansi sergileyen
kiiresel nanopartikiiller olusturdugunu rapor etmistir (Rivallan vd. 2010; Rajkuberan vd., 2015;
Zaheer ve Rafiuddin, 2010).
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Yesil sentez yontemiyle elde edilen giimiis nanopartikiillerinin yiizeysel morfoloji
goriintiilerinin SEM (Taramal1 FElektron Mikroskobu) ve EDX (Enerji Dagilimh X-151m1
Spektroskopisi) analizleri, nanoteknoloji ve malzeme bilimi arastirmalarinda 6nemli bir adimdir.
Yapilan bir¢ok ¢alismada, biyolojik yolla sentezlenen glimiis nanopartikiillerin kiiresel formda ve
50 nm'den biiylik boyutlarda oldugu gosterilmistir. Literatiirdeki SEM analizleri incelendiginde,
biyolojik olarak sentezlenen AgNP' lerin 10-100 nm araliginda ve ¢esitli sekillerde oldugu rapor
edilmistir (Abd-Elnaby vd. 2016; Javaid vd. 2018; Chanthini vd. 2015). Bu analizler,
nanopartikiillerin yapisal 6zelliklerini belirlemek, sekil ve boyutlarin1 gorsel olarak gdzlemlemek
ve kimyasal bilesimlerini tespit etmek icin kullanilir. SEM, yiiksek ¢Ozliniirlikli goriintiiler
saglayarak giimiis nanopartikiillerinin yiizey morfolojisini incelemede 6nemli bir aractir. EDX,
SEM ile entegre olarak kullanilarak glimiis nanopartikiillerinin kimyasal bilesimini belirlemek i¢in

kullanilir.
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Sekil 4.15. AgNP’lerin SEM/EDX sonuglari.
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SEM-EDX verileri incelendiginde AgNP'lerin kiire seklinde oldugu ve ortalama boyutunun
yaklasik 35-60 nm oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16). EDX verilerinde element kompozisyonlari
giimiise ait giiclii piklerin olusu ile AgNP’lerin varligin1 destekleyici nitelik tagimaktadir. EDX
verilerinde karbon ve oksijen gibi elementlerden gelen zayif pikler fungal yapilardan
kaynaklaniyor olabilir. Enerji yayilimli X-151n  analizi (EDX) kullanilarak glimiis
nanopartikiillerinin degerlerinin dogrulayan wverilerini agiklamaktadir. EDX analizinde,
AgNP'lerin karakterizasyonunda giiglii glimiis piki olustugu belirtilmektedir. Bu, glimiis
nanopartikiillerinin basarili bir sekilde sentezlendigini ve mevcut oldugunu desteklemektedir.
AgNP'lerin fiziksel yapisinin dogrulayan bu bulgulari, AgNP'lerin sentez siirecinin dogru bir
sekilde olustugunu ve incelendigini géstermektedir. Ayni zamanda, EDX verilerindeki daha zay1f
pikler ise biyolojik yapilarinin temel bilesenleseni olan karbon ve oksijene ait piklerdir.
Dolayisiyla, AgNP biyosentezinde kullanilan bitkisel 6ziit veya fungal yapilardaki oksijen ve
karbona ait pikler, elde edilen AgNP'lerin ylizey 6zellikleri ve biyolojik ortamlarla etkilesimlerini
destekleyen 6nemli bir bulgudur. XRD analizi, nanopartikiillerin kristal yapilarini belirlemek i¢in
kullanilan temel ve yaygin bir yontemdir. X-1sinlarinin kristal yapilarla etkilesimi ile farkli kirinim
desenleri olusmaktadir. Bu desenler, nanopartikiillerin kristalin olusumunu, faz olusumunu,
mikroyapisint ve Kkristalin biiyiikliglinii saptamak i¢in kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin
biiytikliigii, sekli ve diizenliligi hakkinda bilgi saglar. Yaptigimiz ¢alismada XRD sonuglari ile
kristal yapida AgNP'lerin olustugunu tesbit ettik. XRD haritasinda 20 diizleminde AgNP’lerin
kristal yapisina ait 30.781°, 31.601°, 34.361°, 38.040°, 38.501° ve 44.359°’de pikler gozlenmistir.
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Sekil 4.16. AgNP’lerin XRD spektrumu.

Nanopartikiillerin sentezinde indirgeyici ve kaplayici ajan olarak rol oynayan biyolojik
fonksiyonel gruplarin varligir FT-IR analizi ile belirlenmektedir. Bu amagla Fourier doniisiimli
kizil6tesi spektroskopisi, fungal misellerinde var olan biyoaktif bilesenlerle giimiis iyonlarinin
etkilesimlerini tespit amaciyla kullanilmistir. Caligmamizda yapilan incelemelerde indirgemeye
katilan belirgin piklerin -OH, C=0 ve C=C baglarina ait oldugu goriilmektedir. Ayrica AgNP'lerin
sentezinde, 3334.70,2120.16 ve 1635.15 cm-1 spektrumlarinda olusan frekans kaymalar1 ile OH,
-CN ve C=0O gruplarinin indirgemede rol aldig: tespit edilmistir. Literatiirde de AgNP’lerin
biyosentezinde indrigemeden sorumlu gruplarin 3200-3426 cm-1 spektrumlarinin -OH, gruplarini
karakterize ettigi, 2127 cm-1 pikinin -CN, 1562, 1631 ve 1635 cm-1 piklerinin ise C=0 ve C=C

gerilmelerine ait oldugu bildirilmistir.
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Sekil 4.17. AgNP’lerin FTIR spektrumu.

AgNP’lerin yiizey yiiklerine ait dagilimlarii belirlemek iizere yapilan AgNP’nin yiizey
ozelliklerini degerlendiren ve parcalarin kararliligini 6nemli bir analiz yOntemine isaret
etmektedir. Zeta potansiyelinin biiytlikliigii ve isareti, yiiklerin bir arada kalma durumunu veya
dagilma 6zelliklerini belirler. Yiiksek zeta potansiyeli, NP’lerin bir araya gelerek kiimelenmesini
onlemektedir. Bu sayede NP’lerin kararlilig1 artmaktadir. Nanopartikiillerin daha kararli olmasi ve
topaklanmanin olmamasi, nanopartikiillerin ¢ozeltide uzun siire kararli kalmasini saglamaktadir.
AgNP'ler icin Zeta potansiyel analizi, hastaliklarin biyolojik olarak incelenmesi veya endiistriyel
uygulamalarda etkin bir sekilde kullanilabilirliginin belirlenmesi icin kritik bir parametredir. Zeta

potansiyeli analizi sonucu — 25,2 mV olarak bulunmustur.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -252 Peak 1. -2572 1000 578
Zeta Deviation (mV): 578 Peak2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 1,58 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
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Sekil 4.18. AgNP’lerin yiizey yiik dagilimu.
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5.SONUC VE ONERILER

Nanoteknoloji, boyutlar1 nanometre 6lgeginde (1 nanometre = 1 milyar metrenin bir kismi)
olan materyaller ve yapilar lizerinde ¢aligmayi igeren bir bilim dalidir. Bu alan, giinlimiizde fizik,
kimya, biyoloji, ilag, cevre, bilgisayar, uzay ve elektronik gibi bir¢ok endiistriyel ve bilimsel
alanda 6nemli uygulamalar bulmustur. Nanoteknolojinin bu kadar genis bir uygulama alanina
sahip olmasinin nedeni, malzemelerin nano Olgekte farkli ve benzersiz dzellikler
sergileyebilmesidir. Bu 06zellikler, cesitli alanlarda yenilik¢i ¢éziimler ve gelismis teknolojiler
gelistirmeyi miimkiin kilar.

Nanopartikiillerin sentezinde kullanilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler, belirli
uygulamalar ve istenen nanopartikiil 6zelliklerine gore secilmelidir. Fiziksel yontemler, yliksek
saflik ve kontrollii boyut avantaji sunarken, yiiksek maliyet ve enerji tiikketimi gibi dezavantajlara
sahiptir. Kimyasal yontemler, genis dlgekte liretim ve hassas kontrol imkani saglarken, toksik
kimyasallarin kullanim1 ¢evresel ve saglik riskleri olusturur. Biyolojik yontemler, ¢cevre dostu ve
biyouyumlu olmalar1 nedeniyle siirdiiriilebilir bir segenek sunmaktadir. Yesil sentez yontemleri,
nanopartikiillerin iiretiminde bitkiler, bakteriler, mantarlar ve algler gibi ¢esitli biyolojik
kaynaklar1 kullanir. Bu biyolojik kaynaklar, nanopartikiillerin sentezi sirasinda gevreye zararli
kimyasallarin kullanimin1 minimize eder ve daha biyouyumlu iriinler elde edilmesini saglar.
Funguslar, cesitli zorlu ¢evre kosullarinda yasayabilen, dkaryotik organizmalar olup, genellikle
ciirtikeiil olarak organik bilesikleri parcalayarak hayatlarini siirdiiriirler. Nanopartikiillerin yesil
biyosentezinde funguslarin kullanimu, literatiirde genis bir sekilde ele alinmis ve ¢esitli avantajlari
nedeniyle diger biyolojik kaynaklara gore iistlin bir segenek olarak degerlendirilmistir.

Nanopartikiiller, nanoteknoloji alaninda son yillarda biiyiik ilgi géren ve gesitli uygulama
alanlarinda devrim yaratan onemli bilesenlerdir. Literatiirde nanopartikiilleri sentezlemek ig¢in
bircok yontem gelistirilmistir. Ancak bu yontemler arasinda c¢evre dostu ve siirdiiriilebilir
ozellikleriyle dikkat c¢eken yesil sentez veya biyosentez yontemleri, Ozellikle akademik
arastirmalarda Onemli bir konuma sahiptir. Yapilan calismada yesil sentez yontemi ile
Cladosporium cladosporioides ekstrakti kullanilarak glimiis nanopartikiilleri sentezlenmistir. Elde
edilen sonug¢larin ¢alisma baslamadan 6nce hedeflenen amaca ve literatiirde kabul goren degerlere
ulagildigin1  gdstermesi, akademik agidan olumlu bir durumu ifade etmektedir. Giimiis
nanopartikiillerinin olusumunun kisa siirede tamamlandig1 sentez sirasindaki renk doniisiimii ile
de gozlemlenmistir. Fungus ekstrakti kullanarak giimiis nanopartikiillerin sentezlenmesi, ¢evre
dostu ve siirdiiriilebilir bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Reaksiyon ortaminin renginin saridan

kahverengiye doniismesi, giimiis nanopartikiillerin basarili bir sekilde sentezlendigini
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gostermektedir. Reaksiyon ortaminin renginin degisimi, ayni zamanda nanopartikiillerin
buytkligii ve morfolojisi hakkinda bilgi saglar. Daha kiiciik nanopartikiiller sar1 renkte
goriiniirken, daha biiylik ve olgunlagmis nanopartikiiller kahverengi tonlarina doniisebilir. Bu renk
degisimi, sentez siirecinin ilerleyisini ve nanopartikiillerin boyut dagilimim izlemek igin bir
gosterge olarak kullanilabilir. Elde edilen nanopartikiillerin karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucunda
kristal yapilari, sekilleri, boyutlar1 ve element igerikleri gibi 6zellikler ayrintili bir sekilde (XRD,
SEM ve EDX, FTIR ve Zeta Potansiyelleri) de ortaya konmustur. Bu karakterizasyon ¢alismalari,
sentezlenen nanopartikiillerin metalik 6zelliklere sahip oldugunu dogrulamustir.

Giimiis, binlerce yildir bilinen ve kullanilan degerli bir metaldir. Ozellikle 19. yiizyildan
bu yana glimiis bazli bilesikler, antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle tibbi uygulamalarda genis bir
sekilde kullanilmaktadir. Giinlimiizde, glimiis nanopartikiiller, fiziksel, biyolojik ve farmasotik
alanlarda ¢ok cesitli uygulamalara sahip olmasi nedeniyle bilimsel arastirmalarda biiyiik ilgi
gormektedir.

Elde edilen nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteleri de detayl bir sekilde incelenmistir.
Antimikrobiyal aktivite sonuglari, disk diftizyon testi kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen
nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla C. cladosporioides araciligiyla
sentezlenen AgNP’leri kullanilmustir. Inkiibasyon sonrasi disk etrafinda olusan inhibisyon zon
cap1 degerlerine bakilarak bu nanopartikiillere karsi test edilen mikroorganizmalarin duyarlilik ya
da diren¢ durumu belirlenmistir. Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon bdlgesi o kadar genis olacaktir. Antimikrobiyal aktivite testlerinin sonugclari,
nanopartikiillerin ¢esitli mikroorganizmalara kars1 etkili bir biyolojik ajan olarak
kullanilabilecegini gdstermektedir. Bu bilgiler, nanopartikiillerin potansiyel tibbi ve endiistriyel
uygulamalarinda kullanilabilirligini artirmaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, kullanilan yontemle nanopartikiil tiretiminin miimkiin oldugunu
ve lretilen nanopartikiillerin ¢esitli uygulama alanlarinda degerlendirilebilecegini gostermektedir.
Bu hem akademik hem de endiistriyel arastirmalar i¢in yeni ufuklar agmakta ve daha fazla
arastirma gerekliligini vurgulamaktadir. Ayn1 zamanda yapilan ¢alismanin sonuglari, kullanilan
yontemin nanopartikiill sentezi igin etkili oldugunu gostermektedir. Bu yontemle iiretilen
nanopartikiillerin ~ karakterizasyonu, yoOntemin tekrarlanabilir ve giivenilir oldugunu

kanitlamaktadir.
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