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OZET

GUMUS NANOPARTIKULLERIN TERMOFILIK Geobacillus vulcani 2CX
VE ENZIMLERI UZERINDEKI ETKIiLERI

Tung, Ahmed
Yiiksek Lisans, Disiplinlerarasi Nanoteknoloji Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Fatma Matpan Bekler
Temmuz 2023, 74 sayfa

Son yillarda gerek endistriyel sektorde gerekse ev uygulamalarinda nanopartikiillerin
kullaniminin hizli bir sekilde artmasi, bu tiir malzemelerin dogaya daha fazla salinmasina
neden olmustur. Nanopartikiillerle tasarlanmis bu malzemelerin ¢evresel siirecler ve bunlari
gerceklestiren organizmalar iizerindeki etkileri tam olarak oOl¢iilememektedir. Bu bilgi
boslugu goz oniinde alindiginda bu ¢alismada ¢esitli konsantrasyonlarda (62,5-1000 pg mL
") giimiis nanopartikiillerin (AgNP), termofilik Geobacillus vulcani 2Cx bakterisinin
biiylimesi, hiicre i¢ membran gegirgenligi, nanopartikiilerle etkilesimi, hiicre morfolojisi,
fizyolojik aktiviteleri iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. G. vulcani 2Cx igin
artan AgNP konsantrasyonuna bagl olarak bakterilerin biiyiime inhibisyonu incelendiginde
kontrole kiyasla 62,5 pg mL~' AgNP varliginda bakterilerin biiyiimesinde %71 iken 1000 pg
mL™" AgNP varhginda %96 inhibisyon oldugu belirlenmistir. Yapilan hiicre morfolojisi
(TEM deneyleri), NP ile etkilesim (FT-IR deneyleri) hiicre duvari, hiicre zar1 yapilarinin ve
hiicredeki protein ve DNA yapisinin bozunmus olabilecegini gostermektedir. Artan AgNP
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canhiliginin azaldigi ve 62,5 pg mL' AgNP
konsantrasyonunda G. vulcani 2Cx %62'lik degeriyle en yiiksek hiicre canlihigini
gostermektedir. G. vulcani 2Cx’in siiperoksit iiretimi ile ilgili 570 nm’deki spektral
dlciimlerine bakildiginda, 62,5 pg mL"' AgNP varliginda 1,6 iken 1000 pg mL™' AgNP
varliginda 2,28 absorbans degerine sahip oldugu belirlendi. Nanopartikiillerin doza bagl
olarak siiperokist iiretiminde Onemli bir artisa neden oldugunu tespit edildi. Enzim
biyosentezinin artan AgNP konsantrasyonuna bagl olarak azaldigi, enzim aktivitesinin 62,5
ug mL™ AgNP varliginda %41, 500 pg mL™" AgNP varliginda ise %29 oldugu belirlendi.
AgNP'nin enzim salgilanmasi lizerindeki etkisi incelendiginde, kontrolle kiyaslandiginda G.
vulcani 2Cx igin enzim sekresyonunun 250 mg mL"' AgNP varliginda %32 oldugu
belirlendi. Bu nedenle, AgNP'lerin yakin iligkili mikroorganizmalara uygulanmasi
durumunda giiclii antibakteriyel etkiler gosterebilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: AgNP, - galaktosidaz, Geobacillus vulcani, MIC, MTT, TEM
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ABSTRACT

EFFECTS OF SILVER NANOPARTICLES ON THERMOPHILIC

Geobacillus vulcani 2CX AND ITS ENZYMES

Tung, Ahmed
Master of Science in Interdisciplinary Department of Nanotechnology
Supervisor: Do¢. Dr. Fatma Matpan Bekler
July 2023, 74 pages

In recent years, the rapid increase in the use of nanoparticles both in the industrial sector and
in home applications has caused such materials to be released into the nature more. The
effects of these materials designed with nanoparticles on environmental processes and the
organisms that perform them cannot be measured exactly. Considering this information gap,
the effect of silver nanoparticles (AgNP) at various concentrations (62,5-1000 pg mL™"') on
the growth of thermophilic Geobacillus vulcani 2Cx bacteria, cell membrane permeability,
interaction with nanoparticles, cell morphology, and physiological activities was aimed in
this study. When the growth inhibition of bacteria due to increased AgNP concentration for
G. vulcani 2Cx was examined and compared to the control, it was determined that the
growth of bacteria was 71% in the presence of 62,5 pg mL"' AgNP while it was 96% in the
presence of 1000 pg mL™*AgNP. The cell morphology (TEM experiments) and interaction
with NP (FT-IR experiments) show that the cell wall, cell membrane structures and the
protein and DNA structure in the cell may be degraded. Cell viability decreased with
increasing AgNP concentration and G. vulcani 2Cx showed the highest cell viability with
62% at 62,5 pg mL™! AgNP concentration. When the spectral measurements of G. vulcani
2Cx related to superoxide production at 570 nm were examined, it was determined that it had
an absorbance value of 1,6 in the presence of pg mL™ AgNP and 2,28 in the presence of
1000 pg mL™! AgNP. It was determined that nanoparticles caused a significant increase in
superoxide production depending on the dose and that the enzyme biosynthesis decreased
with increasing AgNP concentration. Thus, the enzyme activity was 41% in the presence of
62,5 ug mL' AgNP and 29% in the presence of 500 pg mL-1AgNP. When the effect of
AgNP on enzyme secretion was examined, it was determined that the enzyme secretion for
G. vulcani 2Cx was 32% in the presence of 250 mg mL™ AgNP when compared to the
control. Therefore, it was concluded that AgNPs could exert strong antibacterial effects
when applied to closely related microorganisms.

Keywords: AgNP, B-galactosidase, Geobacillus vulcani, MIC, MTT, TEM
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1. GIRIS

Insan merak duygusu sayesinde diger canhlardan ayrilir. Bu duygu, insanin ¢evresini
anlamasini ve sorgulamasini uyararak, farkina varmadan bilime yolculugunu baslatir.
Bu sayede bilgi, bilim, teknoloji ve iiretim artarak evrenin daha iyi anlasilmasi

saglanir.

Nanoteknoloji kelimesi “Nano” ve “Teknoloji” kelimelerinden olugmaktadir.
Yunanca kokenli olan "Nano" kelimesi metrik sistemde bir metrenin milyarda biri
anlamina gelen bir 6l¢ii birimidir (Allhoff, vd., 2017). "Teknoloji" kelimesi de bilim
ve miihendislik prensiplerini kullanarak pratik uygulamalara doniistiirme stirecidir.
Bu iki kelimenin olusturdugu bilim alani olan “Nanoteknoloji” nano boyutlarda
maddelerin incelendigi uygulamalarin, sistemlerin biitiiniinii olusturmaktadir (Crraci,
2007; Ravichandran, 2010). Nanopartikiiller, 1-100 nm boyutlarinda karbon, metal
oksitler veya diger organik maddelerden olusan, ¢esitli sekillerde (i¢i bos, silindirik,
kiiresel, konik, borulu, spiral, diiz ve hatta diizensiz) olabilen, biyolojik, fiziksel ve
kimyasal 6zellikler gosterebilen parcaciklardir (Durdan vd., 2016; Hasan, 2015;
Machado vd., 2015;).

Biyolojik stireglerin nano d&lgekte anlasilmasi, nanoteknolojinin gelisiminin
arkasindaki giiclii itici gligtiir (Salata, 2004). Nanopartikiiller, ila¢ ve gen iletimi,
DNA analizi, proteinlerin saptanmasi, biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin
saflagtirilmasi, patojenlerin tespiti, biyolojik etiketler, kanser arastirmalar1 gibi
medikal uygulamalarda (Bruchez vd., 1998; Chan ve Nie, 1998; Edelstein vd., 2000;
Mahtab vd., 1995; Yoshida ve Kobayashi, 1999), gida paketleme, raf Omriinii
uzatma, mikrobiyal istila nedeniyle gida israfin1 azaltma, biyoaktif maddeler ve
nutrasotiklerin tasinmasi ve kontrollii salinim1 gibi gida endiistrisi uygulamalarinda
(Nile vd., 2020; Pradhan vd., 2015, Singh vd., 2017), UV koruma, anti-mikrobiyal,
anti-statik, su gecirmezlik, yanmaz Ozelliklerde malzeme iiretimi  gibi tekstil
endiistrisi uygulamalarinda (Chakrabarty ve Jasuja 2022; Mariana, 2009,
Sawhneyvd., 2008), UV korumasi, daha derin cilt penetrasyonu, uzun siireli etki
gosteren, artan renk saglama gibi kozmetik uygulamalarinda (Aziz vd., 2019, Gupta
vd., 2022), arabalarin, kamyonlarin, ucaklarm, teknelerin ve uzay araclarinin

hafiflestirilmesi, beyzbol sopalari, tenis raketleri, bisikletler, motosiklet kasklari,



otomobil pargalari, valizler, elektrikli aletler gibi malzemelerin hafif, sert, dayanikli
ve esnek yapimi gibi endiistriyel uygulamalarda (National Nanotechnology Initiative,
n.d.), giines enerjisi yakalama, ve oksit yakit pilleri iiretimi ve hareket yoluyla enerji
toplama 6zelliklerine sahip esnek nano lgekli sensorler gibi enerji uygulamalarinda
(Chauhan vd., 2020; Hasan, 2015), kendi kendini temizleyebilen, kamera ve
bilgisayar ekranlari, elektronik, optik, pencere ve diger yiizeylerde toz ve su tutmaz,
bugu Onleyici birgok farkli Ozellik saglamada cam ve elektronik ekran

uygulamalarinda (National Nanotechnology Initiative, n.d.) kullanilmaktadir.

Son yillarda, nanoteknolojinin gelisimiyle birlikte, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinden dolayr AgNP’leri, tip, antimikrobiyal uygulamalar, gida ambalajlari,
elektronik malzeme, su aritma, boyalar, kaplamalar gibi ¢esitli endiistrilerde daha

fazla dikkat cekmektedir (Markowska vd., 2013, Perez 2012; Zhang vd., 2016).

Nanopartikiil tiretim tesisleri ve nanopartikiil iceren tiiketici iiriinlerinin son yillarda
hizla artmasiyla, nanopartikiiller hizla c¢evreye salmmistir. Bunun sonucuda
nanopartikiillerin ¢esitli prosesler ile su, toprak ve/veya hava ortamina girmeleri ile

sonu¢lanmaktadir (Unsar ve Perendeci, 2016).

Nanopartikiillerin cevresel etkilerinin belirlenmesi i¢in biyolojik organizmalar
tizerindeki etkileri, toksisite potansiyelleri, cevre ortamlarindaki dagilimi ve

stabilitesi gibi faktorlerin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Nanopartikiiller, bakterilerin hiicre duvarma ve zarma niifuz edebilir ve Onemli
molekiiler mekanizmalar1 bozarak hareket edebilir. NP'lerin  antimikrobiyal
Ozelliklerinin mekanizmas1 hala tam olarak agiklanamamustir. Hiicre 6liimiine neden
olan dnemli mekanizmalardan bazilari, partikiillerin (i) bakteri hiicresine baglanmasi,
hiicre zar1 gecirgenligini ve solunumunu bozmasi, (ii) NP'lerin yiizeyinden serbest
metal iyonlar1 salarak toksisiteye neden olmasi veya (iii) reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iireterek oksidatif strese neden olmasi olarak diistiniilmektedir (Ozdal ve Gurkok,

2022).

Yiiksek sicakliklarda biiyiiyebilen organizmalara termofiller denir. Giines,
endiistriyel, jeotermal veya biyolojik olarak sitilan ortamlarla iligkilidir. Termofiller

kardinal biliylime sicakliklarma gore genel olarak ve biraz keyfi olarak ii¢ grupta



toplanir: hipertermofiller (75—113 °C), ekstrem termofiller (55-85 °C) ve termofiller
(35-70 °C) oldugu saptanmistir (Baker vd., 2001).

Bu nedenle bu ¢aligmada, farkli AgNP konsantrasyonlarmin termofilik Geobacillus
vulcani 2Cx’in yapisal biitiinliigi ve hayati fonksiyonlar:1 iizerindeki etkilerini

arastirmak amaclanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji seriiveni Dr. Feyman’m 1959 yilindaki o meshur ‘Altta Daha Cok Yer
Var’ konusmasiyla baglamistir. Terim anlamina bakildiginda nano kelimesi "bir
fiziksel biiylikliiglin milyarda biri, "nanoteknoloji” kelimesi bir maddenin 1 ile 100
nanometre boyutlarindaki davranislarini 6grenme ve yonetme bilimi olarak
tanimlanmaktadir (Allhoff, 2009). Taniguchi 1974 yilinda nanoteknolojiyi temelde
malzemelerin molekiiler veya atomik Ol¢ekte ayrilmasi, deformasyunu ve

sikistirilmasi oldugunu ileri stirmiistiir (Lele, 2009).

Nanoboyuta bir malzemeyi indirgedigimizde artik makro boyuttaki o6zelliklerini
tasimayip; elektriksel, morfolojik, mekanik, elekromanyetik ve optik yapisi da

degisir (Loos, 2015).

Nanopartikiil, 1-100 nm boyutlar1 olan pargaciklar veya tozlar nanopartikiil olarak
tanimlanir (Ates, 2015). Bu pargaciklari boyutlar1 ¢ok kii¢iik olduklarindan dolay1
bu tiir malzemeler hacimsel yapilarina mukayese edildiginde, uygun kosullar

saglandiginda iistiin 6zellikler gostermektedirler (Ates ve Bahgeci, 2015).

1959 yilinda fizik¢i Dr. Feyman “There is Plenty of Room at the Bottom™ baslikl
konusmasinda “malzeme ve cihazlarin molekiiler boyutlarda iiretilebilecegi ve yeni
amaclar i¢in kullanilabilecegi” ifadesini kullanarak nanoteknoloji vizyonunu

baslatmistir (Sengil, 2010).
Nanopartikiillerin 6zelliklerinti,

e Oldukga biiytik ylizey alani

e Kimyasal olarak oldukca hafif malzemeler

e Manyetik, optik, mekanik ve elektriksel 6zellikler
e Yapisal ve yapisal olamayan uygulama alanlar1

e 1-100 nm tanecik boyutu olarak siralayabiliriz (Lines, 2008).



Nanopartikiillerin bu kadar c¢ok dstiin Ozelliklerin olmasi nanopartikiillerin
boyutlariyla beraber kontrol edilebilen morfoloji ve sekillerinin de etkisi vardir

(Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health, 2006).
2.2 Tarihcesi

Literatiirde ilk kez nanoteknoloji kelimesini 1974 yilinda Norio Taniguchi
kullanmigtir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)’nun bulusuyla 1981°de
nanoteknoloji alaninda ilerleme saglanmistir (Binnig, vd., 1982). Iletken bir yiizeyde
atomlarin yerleri degistirilmesi SEM sayesinde olmustur. Bu buluslar1 sayesinde
1986 yilinda Rohrer H. ve Binnig G. Nobel Fizik odiilinii almiglar ve karbon
nanotiipler ayn1 yil kesfedilmistir (Walkey vd., 2009). Bu gelismeden sonra atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) kesfedilmis ve bu kesifle yar1 iletken nanokristallerin
incelenmesi, sentezi ve Ozelliklerinin, belirlenmesi gibi onemli katkilar saglamistir
(Yddirim vd., 2010). Zaman i¢inde nanoteknolojinin zaman i¢indeki degisimi

asagida Sekil 2.1° de gosterilmistir.

«1. Kusak Uriinler

«Pasif Nanoyapilar Or: Seramikler, nanoparcaciklar, polimerler, kaplamalar,
nano yapil metaller

*2. Kusak Uriinler

e Aktif Nanoyapilar Or: Ug boyutlu transistérler, yiikselticiler, hedef ila¢ alinimi,
yarlamali yapilar,

e 3. Kusak Uriinler

eNanosistem Sistemler Or: Adaptif yapilar, ii¢c boyutlu aglar, yeni hiyerarsik
mimariler, robotlar, gidimli aglar

e 4. Kusak Uriinler

*Molekiiler Nanosistemler Or: Molekiiler cihazlar, atomik dizayn, degisik
fonksiyonlar,

Sekil 2.1 Nanoteknolojinin zaman i¢inde degisimi (Roco, 2005; Degistirilerek diizenlenmistir).



2.3 Uygulama alanlari

Nanopartikiillerin kullanim alanlar1 olduk¢a genis bir alana sahiptir. Bazi 6nemli

nanopartikiil kullanim alanlar1 sunlardir:

Tip ve Saglik: Nanopartikiiller tipta ilag tastyici sistemlerde genellikle altin
nanopartikiilleri, lipozomlar, dendrimerler, polimerik olarak, kuantum
noktalari, polimerik nanopartikiiller ve polimerik konjugatlar miseller olarak
kullanilmaktadir (Ekinci ve Ozdemir, 2021). Kendine 6zgii paramanyetik,
kimyasal ozellikleri ve optik oOzellikleri sayesinde nanopartikiiller beyin
goriintiilemesinde ¢oziiniirliigii arttirabilir. Beyin dokusu disinda olusabilecek
yan etkileri azaltabilmek i¢in hedefe yonelik tedavi ile birlikte kullanilmalidir
(Kiraz vd., 2018). Ornegin, gen aktarmasi, ila¢ salnimi, DNA yapisinin

isaretlenmesinde nanopartikiiller kullanilabilir.

Elektronik: Nanoteknoloji iirlinii bilgisayarlari nanodlcekte elektronik devre
elemanlarinin  dretilen bilgisayar gliniimiiz teknolojisi ile iretilen
bilgisayarlardan boyutlar1 daha kii¢iik olmasina karsin, kapasite ve hiz
bakimindan daha az enerji tiiketmesi beklenmektedir (Ersoz vd., 2018).
Elekronik alaninda nanoboyutlarda transistor, diyot gibi malzemelerin

kullanilmasini 6rnek verilebilir.

Malzeme Bilimi: Nanoteknolojin temel tasi nanomalzemelerdir. Bu
malzemeler bu boyutta ektriksel, manyetik, essiz ve optik 6zellikler tasirlar.
Makro diinyada nomalzemeler bu boyutuyla diger malzemelerden farkli
davranmalar1 oldukg¢a ilginctir. Makro boyuttaki, bir malzeme nano boyuta
gectiginde optik, manyetik ve gilig/agirlik oram1 kayda deger bicimde
degismektedir (Rao vd., 2007). Ornegin; binalarin dis cephe kaplamalarinda

anti-grafiti nano kaplama yapilabilir.

Enerji: Kimyasal ve yesil sentez kullanilarak nanopartikiillerin liretimi ile
tehlikeli atik olusumu biiyilik oranda azaltilip, daha giivenilir, toksik olmayan
triinler elde edilerek enerji tiiketimi ve veriminde Onemli gelismeler
saglanmasi miimkiin olacaktir (Uslan, 2023). Ornegin; giines enerji

sistemlerinde nanofluidler kullanilabilir.



e Cevre: Cevrede daha diisiikk konsantrasyonlarda bulunan kirleticileri tespit
etmek i¢in nanopartikiiller daha hassas ve segici yeni algilama teknoloji
uygulamalarinda kullanir. Su ve toprak kiitleleri iizerine nanopartikiillerin
cOkmesiyle cevresel etkilere veya ikincil kontaminasyona neden
olabilmektedir. Nanopartikiiller ¢evreye salindiginda kritik parametrelerin

degerlendirilmesi, maruz kalma, ¢evreye tasinmalariyla yapilir (Daghoglu
vd., 2016).

e (Gida: Giiniimiizde gida sektoriinde raf omrii uzun ve kaliteli iiriinler elde
etmek i¢in; tiiketicilere yiiksek kalitede, mikrobiyolojik ac¢idan giivenli,
dogal, taze, koruyucu ve katki maddesi igermeyen, nanoteknoloji
calismalarina agirhik verilmistir. (Erdem ve Giilel, 2015). Gidalardaki
oksidatif bozulmay1 6nlemek icin, nano boyutlu demir oksit kullanilabilir.

Sekil 2.2°de nanteknolojinin kullanim alanlar1 sema ile 6zetlenmektedir:

Bilimi

NANOTEKNOLOJi

Bilgisayar

Sekil 2.2 Nanoteknolojinin kullanim alanlar1 (Ozdogan vd., 2006; Degistirilerek diizenlenmistir).

Bircok {ilke nanoteklojinin Onemini fark etmistir. Gelecekte nanoteknolojinin

devletleraras1 gii¢ dengesinin belirleyicilerinden biri olarak diisiindiikleri i¢in bu



ilkeler Ar-Ge yatirimlart yapmaya baslamistir. Nanoteknoloji alaninda Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) 6nemli projeleri hayata gecirerek diger iilkelere onciiliik
etmektedir. Fransa, Japonya ve Almanya nanoteknoloji alaninda Ar-Ge g¢alismalar1
icin 6nemli biitge ayirmislardir. Nanoteknoloji alaninda Fransa ve Almanya Ar-Ge
merkezlerinin kurulmasi ve projelerin gelistirilmesini desteklemektedir (Resmi

Gazete, 2017).
2.4 Nanopartikiillerin simiflandirilmasi

2.4.1 Nanopartikiiller

Mikro ve makro dlcekteki malzemelere gbre nano boyuttaki materyallerin 6zellikleri,
onemli Ol¢tide farklilik gostermektedir. Nano boyutta malzemelerin sentezi ve iiretim
prosediirlerin gelismesine her gegen giin talep hizla artmaktadir. Bilim ve teknolojide

yeni alanlarin gelismesinde nanomalzemelerin biiyiik bir rolii vardir (Raé vd., 2004).

Nanometeryaller dogal veya insan yapimi olabilir (Buzea, 2007). Bu
nanomalzelerden istege bagli sekil ve boyutta iiretilen materyaller insan yapimi
nanomateryallerdir (Ellenbecker, 2015). Nanopartikiiller, fiziksel, kimyasal,
fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerine gore sekilde siiflandirilabilir. Sekil 2.3°de en

yaygin olarak kullanilan siniflandirma gosterilmistir.

Nanomateryaller

) Nanoboyutlu
Metal Bazli Karbon Bazl Quantum Noktalar1
B Metal Oksitler Karbon Nanotiipler

Metal Tuzlar: Fullerenler

Sifir Degerlikli
Metaller

Sekil 2.3 Nanopartikiillerin siniflandirilmasi (Hatami vd., 2016).



Literatiirde nanopartikiilleri, kompozit bazli nanopartikiiller, organik bazli, inorganik
bazli nanopartikiiller ve karbon bazli nanopartikiil olarak dorde ayiran
smiflandirmalarda  mevcuttur.  Sekil 2.4 de nanpartikiillerin  farkli  bir
smiflandirilmasi verilmistir.

Kompozit
Bazli

inorganik
Bazli

Organik
Bazli

Nanomateryaller

Karbon
Bazh

Sekil 2.4 Nanopartikiillerin siniflandirilmasi (Ealia, 2017, Degistirilerek diizenlenmistir).

Organik yapili NP’ler, toksik olmayan biyo-bozunur nanoyapilardir. Organik yapili
NP’lere, lipozomlar, ferritin, misiller, denimerler vb. yapilar 6rnek verilebilir (Tiwari

vd., 2008).

Inorganik NP’ler, karbon igermeyen nanometre dlgegindeki inorganik pargaciklardir.
Metal oksit ve metal bazli NP’ler genellikle inorganik NP’ler olarak
smiflandirilmaktadir. Karbon NP’ler tamamen karbondan meydana gelmistir. Bu tiir
nanopartikiillere Ornek olarak; karbon nanotiipler (CNT), fullerenler ve karbon

nanolifleri 6rnek verilmektedir (Filizler, 2019).

Genelde kompozit bazli NP’ler daha karmasik ve daha biiyiikk tipte olan
naopartikiillerdir. ~ Nano  boyutta  baska  malzemelerle  nanapartikiillerin
birlestirilmesiyle iiretilirler. Bu malzemeler; polimer, seramik, metal gibi malzeme

formlariyla herhangi bir karbon bazli, organik bazli ya da metal bazli NP’ler ile



kombine olabilmektedirler. Istegimiz sekilde nanaopartikiillerin her biri ana

malzemeden farkli boyut, sekil ve davranis sergilemektedir (Jeevanandam vd., 2018).

Altmis veya daha fazla karbon atomu kafes hali fullerenleri olusturur. Elektron
ilgileri, elektriksel iletkenlikleri ve yapi ozellikleri sayesinde fullerenleri ticari

uygulama alanlarma sahiptir (Hatami vd., 2016).

Arastirmacilarin ilgisini ¢ekmeyi basaran yaklasik yiiz yildan beri metal bazh
nanopartikiiller, giinimiizde miihendislik ve biyomedikal alanlarda yogun olarak
kullanilmaktadir. Bu nanopartikiillere, nano boyutta tiretilen altin (Au), kursun (Pb),
giimiis (Ag), cinko ( Zn), demir (Fe), aliminyum (Al), bakir (Cu), kadmiyum (Cd),
kobalt (Co) ornek verilebilir. 700 nm boyutunu asmayan 10-70 nm arasinda
degismekte olan metal nanopartikiiller biyoteknolojide kullanilmaktadir (Mody vd.,
2010).

1800°den fazla nano iirlin piyasada mevcuttur. Bu nano tirtinlerin %37’lik bo limiinii
metal oksit ve metal tiirevi nanopartikiillerdir. En ¢ok kullanilan nanopartikiiler ilk

ticii; TiO2, SiO2 ve ZnO olarak siralamak miimkiindiir (Vance vd., 2015).

2.4.1.1. Metal NP’ler

Giiniimiizde metal naopartikiiller ile biyomedikal, fizyokimyasal, tarimsal ve
alanlarinda  ¢alismalar  yapilmaktadir.  Karakteristik  6zellikleri  sayesinde
nanopartikiiller spesifik ilag salinimi, yara iyilesmesi, kanser tan1 ve tedavisi, tibb1
goriintiileme, kozmetik, antimikrobiyal aktivite ve kimyasal sensorler gibi kullanim
alanlar1 mevcuttur (Singh vd., 2016). Cesitli klasik kimyasal yontemlerle metal
nanoparikiiller  iretilebilmektedir. ~ Ultrasonikasyon,  aerosol  teknolojileri,
fotokimyasal rediiksiyon, soljel, lazer ablasyonu, soltermal/hidrotermal gibi
yontemler bunlardan bazilaridir (Kiyar, 2020). Metal nanopartikiiller daha c¢ok
noktadan noktaya temas edebilme Ozelliklerini ince bir tabakaya ve gilivenilir
elektriksel bir rotaya sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Li vd., 2006). Metal
nanopartikiillere altin, glimiis, palladyum, ¢inko, titanyum, demir, ¢inkoyu Ornek

verebiliriz (Abinaya vd., 2019).
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Asagidaki sekil 2.5 ‘te baz1 metal nanopartikiillerin kullanim alanlar1 verilmistir.

DNA Etiketleme, Biosensor, ilag Verme,

Kanser Tedavisi, Antimikrobiyal

Antikanserojen Molekiiler

PALADIYUM e Biyokataliz

BAKIR e Antimikrobiyal

Goriintiilleme, Kanser Tedavisi

e KOzmetikler

e Antikanserojen, Antimikrobiyal, Antiviral

~
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e Antikanserojen

B Antimikrobiyal, Antikanserojen

1l

Sekil 2.5 Cesitli metal nanopartikiillerin kullanim alanlar1 (Mittal vd., 2013; Degistirilerek

diizenlenmistir).

2.5 AgNP’lerin Ozellikleri ve Etkileri

AgNP’ler, metal NP’ler icerisinde en dikkat ¢ekici olanlardan biridir. AgNP’ler,
mikrobiyal ve manyetik aktivite, optik polarizasyon, elektrik iletkenligi, kataliz gibi
kendine has cesitli 6zelliklere sahiptir. Bu nanopartikiiller belirli 151k dalga boyunda
farkli renklere sahiptir (Noguez, 2007). AgNP’ler partiikiil boyutu 1 ila 100 nm
arasinda degisen giimiis parcaciklardirdan olusur (Mody vd., 2010). AgNP’leri, metal
nanopartikiiller arasinda bakterisidal ve inhibitdr etkilere sahip olduklar:

bilinmektedir (Cho vd., 2005).

AgNP’ler, bakteri igerisine gegebilir, hiicre bakteri mebranina tutunabilirler. Bakteri
hiicresine girdiginde AgNP’ler; hem protein iceren bilesiklerle hemde fosfor iceren
DNA bilesiklerle etkilesime girmektedir. DNA’sin1 korumak i¢in bu tiir durumlarda
bakteri diisiik molekiil agirhikli bir bdlge olusturur. Bu da gilimiis iyonlarinin
bakterinin solunum zincirini etkileyerek denatiire olmasmna sebep olmaktadir (Rai

vd., 2009).
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AgNP’ler, anti-bakteriyel aktikivetelerini hem nanometrik Olceklerde hemde
gelistirilmis yeni Ozelliklerle gostermektedir. Literatirde AgNP’lerin antimikrobiyal
etkiler incelendiginde, mantar ve bakterilere kars1 ve ayrica HIV-1 viriisiine etki

ettigi bildirilmistir. (Hammamchi, 2019; Kittler vd., 2010; Navarro vd., 2008).

Gegmisten giliniimiize literatiir kayitlarinda gesitli nanopartikiillerin antimikrobiyal
ajanlar oldugu ve oOzellikle bakterilere ve mantarlara karsi etkili tespit edilmistir.
Antimikrobiyal agidan AgNP’leri diger nanopartikiilerle mukayese ettigimizde viriis,
bakteri ve mantarlarda daha etkili oldugu tespit edilmistir (Kim vd., 2009; Ocsoy vd.,
2013).

Nano 6lgekte gelismis islevsel malzemeler gelistirmek i¢in fizik, kimya ve malzeme
bilimi gibi farkli bilimsel disiplinlerdeki arastirmacilar1 bir araya getiren multi
disiplinli alana nanoteknoloji denir. Biyolojik ve fizikokimyasal ©zellikleri olan
nanomalzemelerin, son derece genis yiizey alani/hacim orami nedeniyle dokme
malzemelerden 6nemli Olciide farklilik gdsterir. Nanoteknolojideki son gelismeler
sayesinde biyomedikal ve endiistriyel uygulamalarla yeni ve farkli nanomalzeme
tiirlerinin sentezine alan acar. Metal nanopartikiiller, bunlarm arasinda, goriintiileme,
algilama ve benzersiz optik Ozelliklere sahip ilag iletimi, amaglar1 i¢in nanotip
alaninda biiyiik ilgi odagi olmustur. Ozellikle AgNP'ler, mantar onleyici, bakteri
oldiiriicii, miikemmel elektriksel iletkenlik ve kimyasal stabilite, ozellikler dahil
olmak iizere bircok cekici Ozellik gosterebilmektedirler. Bu oOzellikler sayesinde
AgNP’ler kornea nakli, kanser terapileri, yara ortiileri, saghk {iriinleri, kozmetik,
tekstil, katalizorler, gida paketleme filmleri, su aritma, elektronik cihazlar, vb.
alanlarda ¢ekici uygulamalar1 vardir (Liao vd., 2019). Sekil 2.6’da AgNP’lerin

uygulamalar1 gosterilmistir.
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Cevre

* Su Dezenfeksiyonu
* Aktif Karbon Filtreler

Tekstil
* UV Engelleyici Tekstiller

* Leke Tutmayan
Tekstiller

* Tibbi Tekstiller

Biyomedikal
® Kanser Tedavisi
® Teshis
* ilag Dagitimi

® S5u Aritma
* Hiicre Goriuntileme

Gumus

Nanopargaciklarnn
Uygulamalan

Kataliz ' Saglik Hizmetleri
® Yakit Pili Katalizori
® Yakit Katki Katalizorii

® UV Korumah

* Tropikal Merhemlerve

® Hidrojen Uretimi Kremler

Gida Tarimi

Fotokatalizorleri ® Nutrasotik

* Gida Ambalajlan
* interaktif Yemek
® Gida Kalite Analiz

Sensorleri

Sekil 2.6 AgNP'lerin uygulamalari (Liao vd., 2019, Degistirilerek diizenlenmistir).

Cevre, saglik endiistrisi, biyomedikal alanlarda, ev esyalarinda, gida depolamalarinda
essiz Ozelliklere sahip olan AgNP’lerin biyolojik uygulamalarindan bazilaridir

(Zhang vd., 2016).
Cevre uygulamalarinda:

Su aritma: Antimikrobiyal etkileri nedeniyle AgNP'ler, su aritma siireclerinde viriis
ve bakterileri ve etkisiz hale getirilmesinde kullanilabilir (Sondi ve Salopek-Sondi,

2004).

e Hava aritma: Hava filtrelerinde AgNP'ler, kullanilarak zararli gazlar ve

partikiillerin giderilmesinde etkili olabilir (Li vd., 2008).
Tekstil uygulamalarinda:

o Antibakteriyel tekstiller: Tekstil iiriinlerine AgNP'ler entegre edilerek
bakteriyel biiylimeyi engelleyerek kotii kokulari azaltabilir (Hassan vd.,
2018).

13



UV engelleyici tekstiller: Tekstil yiizeylerine AgNP'ler, uygulandigimda UV

1sinlarmin gegisini azaltarak giines korumasi saglanabilir (Cuk vd., 2021).

Saglik hizmetleri ve biyomedikal uygulamalarda:

Antibakteriyel yiizeyler: hastane ortamlarinda ve medikal cihazlarda
AgNP'ler, antibakteriyel yiizeylerin olusturulmasinda kullanilabilir (Morones

vd., 2005).

Ilag tastyici sistemler: ilaglarin hedeflenen bdlgelere ulastirilmasmda
yardimc1 olmast i¢in AgNP'ler, ila¢ tasiyici sistemler olarak kullanilabilir

(Shrivastava vd., 2009).

Gida uygulamalarinda:

Gida paketleme: Gida ambalaj malzemelerinde AgNP'ler kullanilarak,
mikroorganizma biiylimesini inhibe ederek gidalarin raf Omriinii uzatabilir

(Rai vd., 2009).

Gida dezenfeksiyonu: Gida ylizeylerinin dezenfeksiyonunda AgNP'ler

kullanilarak, mikrobiyal kontaminasyonu azaltabilir (Rai vd., 2009).

Kataliz islemlerinde:

Katalitik aktivite: Katalitik reaksiyonlarda AgNP'ler kullanilarak, organik
bilesiklerin doniisiimiinde etkili olabilir. Yakit hiicreleri: Yakit hiicrelerinde

AgNP'ler kullanilarak enerji doniisim verimliligini artwabilir (Zhang vd.,

2022).

Yukaridaki o6rneklerden anlasilacagi gibi AgNP'lerin cesitli uygulama alanlarinda

potansiyel olarak goriilebilir.

2.6 NP’lerin Potansiyel Toksik Etkileri

Genis

bir arastrma alanma sahip olan nanopartikiillerin toksik etkileri

nanopartikiiliin boyutuna, kompozisyonla maruz kalma siiresine, yiizey 6zelliklerine,

kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine bagli olarak degisiklik arz edebilir (Donaldson vd.,
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Seaton, 2012, Nel vd., 2006). Nanopartikiillerin canlilar tizerinde etkisi, bir bir¢cok
etkiye bagli olarak degisebilmektedir. Bu etkilerden bazilar1 sunlardir:

e Biyolojik Etkilesim: Bakteriyle temas eden nanopartikiiller, hiicre zarindan
gecerek, hiicrenin islevini ve seklini bozarak bakterilerde protein, ribozom,
elektrolit denge bozukluklar, enzim inhibisyonu, oksidatif stres ve lizozomlar
gibi temel bilesenlerinin islevlerini kaybetmesine sebep olmaktadirlar
(Shrivastava ve Dash, 2009; Yang vd, 2009)

e Toksisite: Hiicrelere zarar verebilecek toksik 0Ozelliklere sahip bazi
nanopartikiiller, hiicre zarmi gegerek sitoplazmaya veya hiicre g¢ekirdegine
girebilmesiyle, DNA hasari, oksidatif stres veya hiicre olimii gibi olaylar1
tetikleyebilmektedir (Fadeel ve Garcia-Bennett, 2010; Nel vd., 2006).

e Biyolojik Dagilim: Viicuda giren nanopartikiillerin dagilimi da 6nemli bir
faktordiir. Nanopartikiillerden bazilarinin kan dolasimi aracilifiyla farkh
organlara yayilabildigi ve burada birikim yapabildigi tespit edilmistir. Boyle
durumlarda yiiksek miktarda veya uzun siireli maruz kalma durumunda
organlarda potansiyel etkilere neden olabilecegi anlamina gelebilmektedir
(Halamoda-Kenzaoui ve Léonard, 2015).

e Biyomedikal Uygulamalar: Biyomedikal alanda nanopartikiiller, c¢esitli
uygulamalara sahiptir. Buna 6rnek olarak nanopartikiiller ila¢ tasiyici olarak
kullanildiklarinda, ilaglarin hedeflenen bdlgelere ulagsmasimi saglayarak
tedavinin  etkinligini  arttirabildigi ~ gézlemlenmistir. ~ GOriintiileme
tekniklerinde nanopartikiiller kullanilarak hastaliklarin teshisinde ve

izlenmesinde 6nemli roller iistlenebilirler (Fadeel ve Garcia-Bennett, 2010).

Son yillarda nanoteknolojinin kullanim alanmin hizli gelismeyle nanopartikiillerin
potansiyel toksik etkileriyle yapilan aragtirmalar artmustir. Bu  etkileri,
nanopartikiiliin kompozisyonuna ve maruz kalma siiresine, boyutuna, sekline,
fiziksel, kimyasal ve ylizey ozelliklerine, boyutuna, baglh olarak degisebilmektedir
(Nel vd., 2006).

Nanopartikiillerin potansiyel toksik etkilerinden bazilar1 sunladir:
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e Karaciger ve dalak gibi organlarda nanopartikiillerin taginmasi, bu organlarda

cesitli lezyonlar olugsmasina sebep olabilmektedir.

e Nanopartikiiller kiiclik boyutlarindan dolayi, lenfatik ve lenfatik sistem

icerisinde dolasarak, organ ve dokulara yerlesebilirler.

e Nanopartikiillerin dolagim sistemine girmesiyle, kalp hastaliklari, aritmi,
ateroskleroz, kan pihtilagmasi, kardiyak o©lim gibi durumlara sebep

olabilmektedir.

e Bazi nanopartikiiller boyutundan ve kompiziyonundan dolayr organel hasar1
veya oksidatif stres olusturarak geri doniisiimsiiz hasarlar meydan

getirebilmektedir.

e Solunum yoluyla alinan nanopartikiillerin bronsit, akciger kanseri, amfizem

ve astim, bronsit gibi hastaliklarla iliskili olabilecegi belirtilmektedir.

e Kolon kanseri ve Crohn hastaliginin gastrointestinal sisteme giren
nanopartikiillerin, iligkili oldugu litatiirde belirtilmistir (Demirtas Korkmaz,

2012).

Gilimiis metalinin cok iyi antibakteriyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
Antibakteriyel etki acisindan umut verici nanomalzemeler arasinda bulunan,
AgNP’leri bu 6zelligini artan kimyasal aktivitelerin, kristalografik ylizey yapilar1 ve
genis ylizey/hacim oranlarma borcludur (Morones vd., 2005). AgNP’lerin
antibakteriyel etkileri tam olarak aciklanamamustir. Sekil 2. 7°de AgNP’lerin icin

farkli antibakteriyel isleyisler Onerilmistir.

AgNP’ler, Ag iyonlarini siirekli olarak serbest hale birakabilme 6zelligine sahiptirler.
Kiikiirt proteinleri ve elektrostatik cekim etkilesimleri vasitasiyla bu iyonlar hiicre
ceperi ve sitoplazmik mebrana yapisip, zarin gegirgenligini arttirabilir. Bunun
sonucunda bakterinin biitlinliigii bozulabilir. Bakteri hiicresine giren serbest giimiis
iyonlar1 solunum enzimlerini islevsiz hale getirir. Solunum hiicreleri islevsiz hale
gelen bakteri hiicreleri ATP sentezi yapamama ve reaktif oksijen tiirlerini tiretememe
durumuna diigebilir. Hiicre cogalmasindaki sorunlar, DNA replikasyonundaki
sorunlar ve en Onemlisi bakterinin 6lmesi gibi istenmeyen durumlarmin sebebi

DNA’nin yap1 taslarmmdan olan kiikiirt ile fosfor iyonlarmnin birbiriyle olan
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etkilesimden kaynaklanabilir. Glimiis iyonlar1 sitoplazmada ribozomlar1 islevsiz hale
getirerek ribozomlarin protein liretememesine de sebep olabilirler (Altuner, 2014;

Cansiz ve Kirmusaoglu, 2018; Yin vd., 2020).

I-Hiicre duvars ve membraminin Ag
iyonlar tarafindan bozunmasi

°‘ Ao ° -
4 4 4 4 4- Reaktif oksijen tiirleri
tarafindan zar bozunmas:
6-AgNP'lerin membra A . — -

denatiirasyonu

gy I

3-ATP iiretiminin

H esinti dry P
2-Ribozomlarin ’ kesintiye uframasi
denatiire olmasi

&

7-AgNP'lerin
membram delmesi

Sekil 2.7 AgNP’lerin aktivitelerinin semasi (Yin vd., 2020).

Nano boyutlar1 sayesinde bakterinin hiicre ceperine etki eden AgNP’ler, hiicre
zarmin yapisini degistirebilerebilir. Hiicre ylizeyine yapisan AgNP’ler, hiicre
ceperinde cukurlar olusturarak birikir. Bu birikmenin sonucunda hiicre zar1 islevsiz
hale gelmesine neden olabilir ve durum hiicre Sliimiiyle bile sonug¢lanabilir (Celebi,

2022).

Saf topraktaki NP’lerin mikroorganizmalar ve enzimler iizerindeki etkileri bir¢ok
arastirmaci tarafindan incelenmektedir. Toprakta birikmesi ve bulunmasi nedeniyle
AgNP’lerin’lerin toprak ekosistemi iizerindeki etkileriyle ilgili arastirma projeleri
son yillarda revastadir. Toprakla AgNP’lerin kontaminasyonu toprakta bulunan cok
sayida mikroorganizmay1 etkileyebilmekte ve bunun sonucunda toprak
mikroorganizmalarinin enzimleri dolayli olarak etkilenmektedir. Topragm AgNP
kontaminasyonuyla bir¢ok biyojeokimyasal siirecte mikrobiyal olarak aracilik edilen
besin dongiisii potansiyel olarak goriilmektedir. Glimiis tiyol bilesikleri ve toprak
organik maddesi icin yiiksek afinitiye sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde AgNP'lerin

amino asitler agisindan zengin toprak enzimleri {lizerinde dolayli etkileri ve toprak
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mikroorganizmalari {izerinde dogrudan etkileri oldugu diistiniilmektedir (Esirgenler,

2022).
2.7 Termofiller

Diinyadaki yasami destekleyen bilinen sicaklik aralig1 agisindan son 50 yilda ¢ok sey
degisti. 45 °C'nin tlizerindeki ve bazi durumlarda 100 °C'nin lizerindeki sicakliklarda
gelisen mikroorganizmalar olan termofiller, volkanik bdlgeler, kaplicalar, kompost
yiginlart ve cevher yataklari dahil olmak tizere pek c¢ok yerden izole edilmis ve

evrimsel 6nemleri agisindan incelenmistir (Blumer-Schuette ve Kelly, 2023).

Termofiller ile ilgili literatiirlere gecen ilk bilgiler, 1960'larda Thomas Brock'un
(1985) Yellowstone Milli Parki'ndaki oncii calismasiyla basglamistir. Daha sonraki
yillarda yapilan ¢calismalarda Jannasch, Stetter vd., tarafindan termal 6zelliklere sahip
derin deniz hidrotermal menfezlerinde yiiksek sicaklikta yasayabilen cok cesitli
mikroorganizmalarin kesfedilmesiyle bu alandaki ilgi artmistir (Keller ve Zengler,

2004).

Yiiksek sicaklikta calistirilan endiistriyel islemlerde amilaz, aminotransferazlar,
glukoamilazlar, glutamat sentetaz, izomeraz, ksilanazlar, proteaz, pullulanazlar gibi
cesitli ekstremozimleri kullanilmaktadir. Termofiller, bu enzimlerin kaynagi
oldugundan endiistriyel islemler i¢in bircok faydali 6zellik sergiler (Angelin ve
Kavitha, 2022). Clostridium spp., Thermoanaerobacter spp., Caldicellulosiruptor
spp., Thermococcus spp., Geobacillus spp. gibi cesitli farkli cinslerden termofilik
bakteriler mezofilik bakterilere gore hizli biiyiime, diisiikk kontaminasyon riskleri,
endiistriyel proseslere uyum saglama ve termostabil enzimler liretme yetenegi gibi
bir takim avantajlara sahiptir. Bu cinsler arasinda Geobacillus, 6zellikle hemiseliiloz
ve nisastanin parcalanmasindaki katabolik ¢ok yonliiliigii ve hizli biiylime oranlari,
biyoyakit veya kimyasal liretim i¢in ikinci nesil biyorafineriler olarak kullanilma
potansiyeline sahip olmalarindan dolay1 biyoteknolojide kullanilan en popiiler

termofiller arasindadir (Vavitsas vd., 2022).

Bazi termofiller, agir metal iyonlarmin veya metallerin toksisitesi gibi stresleri
bastirmak i¢in belirli savunma mekanizmalarina bagvurma becerisini gelistirmistir.

Bazilari, yliksek metal iyon konsantrasyonlarmda bile hayatta kalabilir ve
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biiyiiyebilir ve biiyiik miktarlarda metalik katyonlar1 baglama yetenegine sahiptir
(Tiquia-Arashiro ve Rodrigues, 2016). Bu nedenle de son yillarda ozellikle

biyodegredasyon ve nanoteknoloji alanlarinda termofillerin kullanimi artmistir.
2.8 Geobacillus

Geobacillus, Ge.o.ba.cillus. Gr. n. Géthe Earth; L. dim. n. bacillus kiigiik ¢ubuk;

N.L. masc. n. Geobacillus earth or soil small rod seklinde smiflandirilmistir.

Geobacillus cinsi, baslangicta Bacillus olarak siniflandirilirken 2001 yilinda Nazina,
vd., tarafindan yeni bir cins olarak kabul edilmig, 35-75 °C sicaklik araliginda
biiyliyebilen zorunlu termofilik bakterilerdir (Novik vd., 2018). Genel 6zelliklerine
bakildiginda, Gram-pozitif, aerobik veya fakiiltatif olarak anaerobik olup, sicakliga,
radyasyona ve kimyasallara kars1 dayanikli olmalarini saglayan sporlar1 olusturan,
cubuk sekilli hiicrelerdir. Endosporlar terminalde veya hafifce sismis veya sismemis
subterminal olarak, hiicreler tek tek veya kisa zincirler halinde bulunur ve
hareketlidir, peritrikoz kam¢1 kullanirlar veya hareketsizdirler. Biiylime i¢in sicaklik
aralig1 35-75 °C (optimum 55-65 °C'de) optimum pH degerleri 6.0-8.5’tir (Logan
vd., 2015; Najar ve Thakur, 2020). Habitatlarina bakildiginda, sadece ekvatoral
¢oOller veya dogal olarak olusan jeotermal ve hidrotermal kaynaklar gibi yalnizca
gezegenin en sicak bolgelerinden degil ayn1 zamanda topraklardan ve soguk okyanus
cOkeltilerinden bile her yerden izole edilebilirler (Setlow, 2006). Caccamo vd.,
(2000) deniz hidrotermal bacalarindan elde ettikleri Orneklerden termofilik
bakterileri Bacillus vulcani olarak adlandirdilar, Nazina vd., (2001) yaptiklar1
calismalarda, kiiltiirel ve fizyolojik 6zellikleri inceleyerek ve yag asidi bilesimi ile
DNA-DNA benzerligini belirleyerek, 16S rRNA gen dizisi analizi, elektron
mikroskobu analizleriyle benzersiz fizyolojik ve morfolojik Ozellikleriyle yeni bir
taksonun tanimlanmasi ve bunun i¢in Geobacillus adim onerdiler. Nazina vd., (2004)
B. vulcani tanimlamasmin Geobacillus vulcani comb. nov olarak degismesini
onerdiler. Daha sonralar1 Coorevits vd., (2012), Geobacillus cinsinin alt1 tiiriiniin (G.
stearothermophilus, G. jurassicus, G. toebii, G. thermodenitrificans ve G.
thermodenitrificans ve G. thermoglucosidans (nom. corrig., eski adi

thermoglucosidasius) tanimiyla birlikte degisiklikler sagladilar.
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Simdiye kadar tanimlanmis ve GenBank’a kaydi yapilan Geobacilluslar ile ilgili
Tablo 2.1’de gosterilmistir.  Ayrica  Geobacillus  mahadia, Geobacillus
proteinophilus,  Geobacillus  thermoparaffinivorans, — Geobacillus  tropicalis,

Geobacillus uralicus yeni eklenen tiirlerdir.

Tablo 2.1 Geobacillus *un tiirleri (Matpan Bekler, 2017)

Tiir

Geobacillus anatolicus

Geobacillus bogazici

Geobacillus caldoxylosilyticus DSM 12041T
Geobacillus debilis DSM 16016T
Geobacillus galactosidasius DSM 18751
Geobacillus gargensis DSM 15378
Geobacillus icigianus

Geobacillus jurassicus DSM 15726T
Geobacillus kaue

Geobacillus kaustaphilus DSM 7263T
Geobacillus lituanicus DSM 15325T
Geobacillus pallidus

Geobacillus sterothermophilus DSM 22T
Geobacillus subterranaus DSM 13552T
Geobacillus tepidamans

Geobacillus thermoantarcticus DSM 9572T
Geobacillus thermocatenulatus DSM 730T
Geobacillus thermodenitrificans DSM 465T
Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542T
Geobacillus thermoleovorans DSM 5366T
Geobacillus toebii DSM 13551

Geobacillus uzensis DSM 13551
Geobacillus vulcani DSM 13174
Geobacillus zalihae DSM 18318T

Geobacillus ’larin termostabil katalizor kaynagi olmalari, biyoyakit olusturmalar1 ve
biyoremediasyon metodolojilerinin bilesenleri olmalar1 biyoteknolojik ve endiistriyel

kullanimlar i¢in bu mikroorganizmalari ¢ekici kilmaktadir (Najar ve Thakur, 2020).
2.8.1 Geobacillus vulcani

G. vulcani adlandirmasinda “vulcani”, ilk olarak sig bir deniz hidrotermal
menfezinden izole edildigi Volcano Adasi’ni (Scilya’nin kuzeyindeki Aeolian

adalar1, Giiney Italya) temsil etmektedir.

Genel oOzellikleri diger Geobacillus tiirleri ile benzerlik gostermekte olup, Gram
pozitif, ¢gubuk seklinde, aerobik, hareketli ve endospor olusturan hiicrelere sahip

termofilik bakterilerdir. 37-72 °C sicaklik araliginda ve optimum 60 °C sicaklikta pH
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5.5 ile 9.0 arasinda ve optimal olarak pH 6.0'da biiyiiyebilir. NaCl tolerans1 %3’e
kadar olup optimum %?2 olarak belirtilmistir. Baslica hiicresel yag asitleri iso-Ci7.0,
is0-Cis.0, 150-Cis:0, Cig:o ve anteiso-Ci7.0DNA G+C igerigi %53,0 mol'diir
(Caccamo vd., 2000; Nazina vd., 2004).

Smiflandirilmasi asagidaki gibi yapilmaktadir:
Domain: Bacteria
Sube: Firmicutes
Smif: Bacilli
Takim: Bacillales
Aile: Bacillaceae
Cins: Geobacillus
Tiir: Geobacllus vulcani

Ozellikle bakteriler, farkli metalleri immobilize etme ve mobilize etme yetenegine
sahiptir ve bazi durumlarda metal iyonlarini azaltabilir ve metalleri nanometre
olceginde cokeltebilirler. Istenilen boyut ve morfolojiye sahip nanopartikiillerin
sentezine yol acgabilen bakterilerin kullanilmasiyla {iretim siirecinin optimize
edilmesi  kolaylastirilmistir.  Bakteriler, agir metal iyonlarmmi indirgeme

yeteneklerinden dolay1 nanopartikiil sentezi icin arzu edilen adaylar arasindadir.

Nanopatikiiller, fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak elde edilebilir, ancak bu
teknolojiler dogaya son derece zararlidir ve bilyiik miktarlarda yan bilesikler iiretir
(6rnegin, sodyum  borohidrit ve N, N -dimetilformamid). Bu nedenle,
nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in alternatif teknolojilere ihtiya¢ vardir (Cekuolyte
vd., 2023). Bakterilerin kullanilmasiyla nanopartikiillerin sentezi “yesil kimya”
olarak adlandirilan ¢evre dostu bir yontemdir. Baz1 termofilik bakteriler, altin veya
giimils gibi metal nanopartikiillerin hiicre dig1 iretimi i¢in biiyikk o6lgiide
kullanilmaktadir (Chauhan vd., 2020). Bu alanda, 6zellikle Geobacillus ’larin NP

biyosentezi ile ilgili yapilan 6nceki ¢caligmalar asagida 6zetlenmistir:
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Fayaz vd., (2011), Geobacillus stearothermophilus tarafindan giimiis ve altin
nanopartikiillerinin biyosentezi Tlizerine ¢aligmalar yapmistwr. TEM mikrografi
sonucunda ¢oklu dagilmis parcacik seklinde AgNP’lerin, tek dagilmis sekilde altin

nanopartikiillerin olustugunu belirlemislerdir.

Correa-Llantén vd., (2013), termofilik bakteri Geobacillus sp. ID17 susu tarafindan
altin nanopartikiillerin iiretimi konusunda yaptiklar: ¢aligmada hiicre ici lokalizasyon
ve partikiil boyutu, 5 ila 50 nm arasinda degisen, baskin yari-altigen sekle sahip iki

farkl partikiil tipini gdsteren nanopartikiil tiretimini TEM ile dogrulamiglardir.

Correa-Llantén vd., (2014), Geobacillus wiegelii GWE1 susunun 40 ve 160 nm
arasinda selenyum nanopartikiillerinin biyosentezi iizerinde ¢caligmalar yapmislardir.
pH ve sicakligi modiile ederek biyolojik olarak sentezlenmis nanopartikiillerin

boyutunu ve seklini modiile edilebilecegini ¢alismalarinda gostermislerdir.

Cekuolyte vd., (2023), dort farkli Geobacillus susunda ekstraseliiler AgNP sentezi
konusunda ¢alismalar yapmiglardir. Mezofilik bakterileri nanopartikiil sentez
maliyetlerini diisiik sicaklik kullanilarak azaltsa da elde edilen AgNP'lerin
istenmeyen  {iriinler  iretebilen  ve/veya  patojen  olabilen = mezofilik
mikroorganizmalarla kontamine olma riskini de arttirdigin1 ve AgNP sentezi icin
Geobacillus gibi termofilik bakterilerin kullanilmasinm, kontaminasyondan
korumaya ve diger mikrobiyolojik yan {iriinlerin miktarmi azaltmaya yardimci

olabilecegini bildirmislerdir.

Ghasemi vd., (2018), G. stearothermophilus’uv giimils nitrattan (AgNO3) AgNP’ler
iretmek i¢in bakteri sporlarin1 kullanmiglardir. Elde edilen spor bilesenli

nanopartikiillerin sekil, boyut analizlerini ve antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir.

Kumar vd., (2020), Geobacillus sp.’den elde edilen ekstraseliiler selenyum-NP
biyosentezini arastirmislardir. Biyosentezlenen nanopartikiillerin, UV-goriiniir
spektrofotometri, transmisyon elektron mikroskobu ile birlikte sec¢ilen alan elektron
kirmimi, fourier doniisimii kizilotesi spektroskopisi ve enerji dagitict X-1smi1
spektroskopisi ile karakterizasyonunu gerceklestirmiglerdir. Kiiresel
nanopartikiillerin ¢aplar1 30 ila 60 nm aralifinda oldugunu ve antioksidan aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.
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AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili yapilan caligmalara bakildiginda

genellikle patojen tiirlere karsi etkisi iizerinde durulmustur.

Wiglusz vd., (2012), AgNP’nin Gram-pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus,
Gram-negatif bakteri olan Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniaeiizerindeki
etkilerini incelemislerdir. AgNP nin MIC degerleri 1500 mg mL™"' ve MBC degerleri
0,9-3,7mg mL'olarak bildirmislerdir.

Agnihotri vd., (2014), AgNP'lerin E. coli, Bacillus subtilis ve S. aureus icin daha
kiictik nanopartikiillarin (5 nm) kullanildigi MIC deneylerinde 20, 60 ve 70 pg/mL
degerinde sonuclar elde ederken, daha biiyiik nanopartikiillerin (100 nm) kullanildig1
MIC deneylerinde 110, 160 ve 200 pg/mL arasinda sonuglar elde etmislerdir.

Partikiil boyutlarinin etkisini belirlemislerdir.

Nanopartikiillerin  fizikokimyasal 06zelliklerinden dolay1r endiistriyel ve tibbi
proseslerde nanomalzemelerin kullanimi her gecen yil artmaktadir. Ayni1 zamanda,
bakterinin ¢ogunun antibiyotige direngli hale gelmesi Onemli bir halk sagligi
sorunudur. Bu durumdan dolay1 ¢alismalar nanopartikiillerin bakterilerin solunum,
merkezi metabolizma, hareketlilik, sporlanma veya kromozom yogunlagsmasi gibi
sirecleri lizerindeki etkilerini gostermeye yogunlagsmistir. Bununla ilgili yapilan

calismalar agagida 6zetlenmistir:

Pal vd., (2007), AgNP'lerin E. coli'ye etkilerini arastrmuslardir. Ucgen sekilli
AgNP'lerin daha yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlemislerdir.

Cui vd., (2012), AuNP'lerin E. coli'ye karsi membran potansiyelini ¢Okerterek,
ATPaz fonksiyonunu inhibe edip ATP seviyelerini diisiirerek ve ribozom alt
biriminin tRNA'ya baglanmasini inhibe ederek antibakteriyel 6zellikler gosterdigini

gostermislerdir.

You vd., (2012), AgNP'lerin S-galaktosidazin karboksil ve tiyol gruplariyla etkili bir
sekilde etkilesime girdigi, hiicre i¢i biyolojik fonksiyonlar: inhibe ettigi ve hiicre

Oliimiine yol a¢tigini belirlemislerdir.

Slomberg vd., (2013), reaktif bir serbest radikal olan nitrik oksidin (NO),

antibakteriyel direnci gelistirme riskini azaltan bakteriyel biyofilmleri yok etmede

23



etkili oldugu, NO salan silika nanopartikiillerin Gram-negatif Pseudomonas
aeruginosa ve Gram-pozitif S. aureus biyofilmlerine karsi etkinligini, partikiil
boyutunun ve seklinin etkisini degerlendirmislerdir. Cubuk benzeri parcaciklarin NO
iletmede kiiresel parcaciklardan daha etkili oldugunu ve biyofilm boyunca daha

biiyiik antibakteriyel etkilere neden oldugunu bulmuslardir.

Ivask vd., (2014), AgNP'lerden salinan pozitif ytliklii iyonlarmn, E. coli'nin bakteriyel
elektron tagima zincirinin normal islevine miidahale etme egiliminde oldugunu ve

boylece reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu kolaylastirdigini gostermistir.

Avalos vd., (2016), farklh boyutlarda iiretilmis AgNP’lerin, DNA iplik kirilmalarina
ve oksidatif DNA hasarma nedeni arastirmiglardir ve nanopartikiillerin doza bagh

olarak ROS'ta 6nemli bir artisa neden oldugunu tespit etmislerdir.

Ali vd., (2017), AgNP'lerin P. aeruginosa’da proteazlar, elastazlar ve piyosiyanin

gibi viriilans faktorlerinin sentezini inhibe ettigi bildirmiglerdir.

Eymard-Vernain vd., (2018), toprak bakterisi olan Bacillus subtilis'in n-TiO2 ve n-
ZnO'de maruz brrakildiginda merkezi metabolizma ve fizyolojik durumun
etkilendigi, Gram pozitif bakterilerde yatay gen transferini etkilendigini ve
antibiyotige direncli bakterilerin goriiniimii {izerinde Onemli bir etkiye sahip

olabilecegini belirlemislerdir.

Ramanathan vd., (2018), AgNP ile kaplanan Solanum trilobatum ekstraktin, Gram-
negatif ve Gram-pozitif bakteri tiirleri ve mantar tiirleri iizerinde antimikrobiyal

ozelliklere sahip oldugu bildirilmislerdir.

Qais vd., (2020), Carum copticum kullanilarak yesil sentezlenen AgNP’nin P.
aeruginosa, S. Marcescens ve C. Violaceum, Quorum Sensing tarafindan diizenlenen

viriilans ajanlarini basariyla inhibe ettigini bildirmislerdir.

Manzoor vd., (2021), Psidium guajavamin yaprak ekstresi ile islenerek platin
nanopartikiillar1 sentezleyerek Gram pozitif olan B. cereus, Gram negatif olan P.
aeruginosa, K. Pneumonia ve E. coli'ye kars1 etkilerini degerlendirdikleri
calismalarinda NP'lerin etkisinin Gram-negatif suslar iizerinde Gram-pozitif

organizmalara gore onemli dl¢iide daha belirgin oldugunu bulmugslardir.
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Calismamiz, daha once yapilan ¢alismalara bakildiginda AgNP’lerin Geobacilluslar
iizerinde biyolojik etkilerinin belirlenmesi konusunda calisma bulunmamasindan

dolay1 ilk olma 6zelligindedir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda besi yeri hazirlamak i¢in Bazal Medium (BM) hazirlandi. Bunun i¢in
maya Oziiti (Merck/Germany), pepton (Sigma/Germany), sodyum kloriir (Carlo
Erba/ltaliy) ve kati besi yeri i¢in ilaveten agar (Fluka/USA) kullanildi. Bakterilerin
stoktan {retilmesi icin Nutrient Broth (NB) ve Nutrient Broth Agar (NBA)
(Merck/Germany) kullanildi.

Nanopartikiil olarak giimiis (AgNP) (chemPUR/Germany) kullanilmistir.
Nanopartikiil %99,5 saflikta, 35 nm boyutunda, kiiresel morfolojide ve gri toz

goriiniimiine sahip ozelliktedir.

Enzim deneylerinde tampon hazirlamak i¢cin Na,HPO4 (Isolab/Germay), NaH>PO4
(Isolab/Germay), sekresyon deneylerinde sodyum dodesil siilfat (SDS)
(Merck/Germany), aktivitesini belirlemek i¢in o-nitrofenil-f-D-galaktopiranosid

(oNPG) (Sigma/Germany), ve NaxCO3 (Merck/Germany) kullanildi.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM), hiicresel canlilik ve bakteri hiicrelerinde

sliperoksit  iiretimi  deneylerinde fosfat tamponlu salinden (PBS 1x)

(Bioshop/Canada) kullanild1.

Hiicresel canlilik deneylerinde MTT 3-(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide) (Sigma/Germany) ve dimetil siilfoksit (DMSO), bakteri

hiicrelerinde siiperoksit tiretimi deneylerinde nitroblue tetrazolium (NBT)

(Serva/Germany) kullanild1.
3.2 Kullanilan Aletler

Bu ¢aligmada kullanilan aletlerden, bakterilerin stoklanmasi ve 6rneklerin saklanmasi
icin -40 °C derin dondurucu (Antech/Tiirkiye), besi yeri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi
icin dijital gostergeli hassas terazi (DaihanBiomedical/Giiney Kore), pH metre
(Hanna Instruments/Rusya), manyetik karistiric1 (LibraBiochrom/ingiltere), vortex
(Grant-bio/Ingiltere), sterilizasyon icin otoklav (Hirayama/Japonya) ve kuru hava

sterilizatorii (Blu-Lab/Tiiriye) kullanildi. Bakterilerin besi ortamina aktarilmasinda
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mikropipetler (Ependorf/Almanya), steril kabin (Biobase/Cin), bakterilerin tiretilmesi
icin sicak su banyosu (Jencons/Ingiltere) ve inkiibatér (Mipro/Cin) kullanildi.
Spektral Slgiimler icin  spektrofotometre  (LibraBiochrom/Ingiltere), aymrma
islemlerinde sogutmali santrifiij (Nuve/Tlrkiye) kullanildi. Ayrica hiicre morfolojisi
ile ilgili Transmisyon Elektron Mikroskobunda (TEM) (Jeol), hiicrelerin FT-IR icin
kurutulmasinda vakumlu etiiv (Niikkleon NVE-27PL/Tiirkiye), Fourier doniisimi
kizilotesi spektroskopi analizi (FT-IR) spektrofotometre cihazinda (Perkin
ElmerSpectrum 100) hiicresel canlilik ve bakteri hiicrelerinde siiperoksit {iretimi i¢in

mikroplaka okuyucuda (Multi ScanGo, Thermo) 6l¢iildii.
3.3 Cahsmada Kullamlan Mikroorganizma

Bu caligmada, Diyarbakir Cermik sicak su kaynagindan (38° 8' 27.2544" N, 39° 28'
46.6068" E) izole edilip tanimlamasi yapilan G. vulcani 2Cx (Gen Bank erisim kodu:
MT350132) (Matpan Bekler vd., 2020) susu kullanilmastir.

3.4 Bakterilerin Kiiltiire Alinmasi

Calismada kullanilan G. vulcani 2Cx bakterisinin kiiltiirasyonu icin, Dicle
Universitesi Molekiiler Genetik, Mikrobiyal Biyoteknoloji ve Immiinoloji Arastirma
Laboratuvarinda -40 °C’de gliserol igeren stoktan almip NBA besiyerine yayma
seklinde ekimi yapilarak etiivde 50 °C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
kat1 kiiltiirden tek koloni se¢imiyle NB sivi besiyerine 6ze yardimi ile inokiilasyon
yapilarak ¢alkalamali su banyosunda 50 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Elde edilen siv1

bakterileri kiiltiiri ¢galigmada kullanilmak tizere hazir hale getirildi.
3.5 Bakteriyal Suslarin Nanopartikiillere Duyarhhklar

G. vulcani 2Cx susu Bazal Medium (BM: 0.4 g L' maya 6ziitii, 1 g L', pepton, 1 g
L' sodyum kloriir) ve Bazal Medium Agar'da (BMA: BM: 0.4 ¢ L' maya oziitii, 1 g
L', pepton, 1 g L' sodyum kloriir ve 15 g L'agar) 55 °C'de, pH 7.0 iiretildi. Bu
bakterinin AgNP hassasiyetleri/diren¢lerini belirlemek icin BM sivi besi yerinde
optimum iireme kosullarinda iiretilerek gecelik (12 saat) kiiltiir elde edildi. 15 mL’lik
steril tiiplere BM besi yeri ve ¢esitli konsantrasyonlarda (62,5; 125; 250; 500;1000
ppm) AgNP eklendi ve gecelik kiiltiirden esit miktarda bakteri (0,1 mL) igerecek
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sekilde inokiilasyon yapilarak 24 saat calkalamali inkiibatorde (120 rpm’de) 50
°C’de inkiibe edildi. Bakteri eklenmeyen farkli konsantrasyonlardaki AgNP ve
icerisinde NP bulunmayan bakterilerin iiredigi besi ortami kontrol olarak kullanildi.
Inkiibasyon sonunda tiim test ornekleri spektrofotometrede 600 nm’de Olgiim
yapilarak absorbans degeri elde edildi. 0,1 mL bakteri kiiltiirlerinden yar1 katt BMA
ortamma diizgiin bir sekilde yayildi ve yukarida bahsedildigi gibi inkiibasyona
brrakildi besiyerindeki tiim hiicreleri 6ldiiren minimum NP dozu MBC olarak
belirlendi. MIC, bakteri iiremesini maksimum diizeyde (%99) onleyen NP'lerin en
diisiik dozu olarak tanimlandi ve hiicre canliligit CFU mL olarak sayild1 ve asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi.

CFU (mL‘l) — (koloni sayist X seyreltme faktori) (3.1)

kaplanmis hacim (mL)

Burada;
“CFU” koloni olusturan birimin degeridir.
3.6 AgNP'lerin Bakteriyel Morfoloji Uzerine Etkisi

G. vulcani 2Cx optimum biiylime kosullarinda sivi BM i¢inde yetistirildi.
Kiiltivasyondan sonra hiicre yogunlugu spektrofotometrede 600 nm'de 0lgiilen
absorbans degerleri kullanilarak 10%° CFU mL''de tutuldu. Bakteri icin belirlenen
MIC degerlerinde (500 pg mL™) AgNP konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan sivi
BM besiyerinde 50 °C'de 24 saat calkalamali inkiibatorde kiiltiire edildi. NP'lerle
muamele edilen hiicreleri elde etmek icin kiiltiir 10 000 rpm'de 10 dk santrifiijlendi.
Peletler, steril 10 mM fosfat tamponlu salinden (PBS: 1x) pH 7.2 ile {i¢ kez yikandi.
Numuneleri TEM analizine hazirlamak i¢in her bir hiicre slispansiyonundan kiigiik
bir miktar dikkatlice bakir 1zgaralara damla damla yerlestirildi. Akabinde 1zgaralar
birka¢ saat oda sicakliginda dogal olarak kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra
hazirlanan numuneler TEM goriintiileme i¢in hazirdi. AgNP'lerin neden oldugu
hiicresel hasar, GATAN marka 782 ES500W kamera sistemi ile donatilmis Jeol
marka (model JEM-1010) TEM kullanilarak gdzlemlendi. Gozlem siirecini
kolaylagtirmak i¢in hiz voltaji 120 kV'a yiikseltildi.
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3.7 AgNP ile Bakteriyel Biyokiitlenin FT-IR Analizi

Materyallerin ylizey fonksiyonel gruplarini niteliksel olarak belirlemek i¢in Fourier
doniistimii kizilotesi spektroskopi analizi (FT-IR) yapildi. Bunun i¢in G. vulcani 2Cx
BM sivi besiyerinde 50 °C'de 24 saat iiretildi ve ardindan 500 pg mL!
konsantrasyonda AgNP eklendi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, hem NP ile
muamele edilmis hem de muamele edilmemis bakteri kiiltiirleri, pelet elde etmek icin
santrifiijlendi. 2,5 mg biyokiitle, vakum inkiibatorii kullanilarak 60 °C'de vakum
altinda kurutuldu. Yiizey fonksiyonel gruplarinin nitel olarak belirlenmesine yonelik
FT-IR spektrumlari, Azaltilmig toplam yansima (ATR) sisteminde 16 cm™
¢oziiniirliigiinde ve 20 taramada 4000 ile 450 cm™ dalga sayisi arahiginda FT-IR
spektrofotometre cihazinda (Perkin ElmerSpectrum 100) kaydedildi.

3.8 NP Stresi Varhginda Hiicresel Canlihgin Degerlendirilmesi

G. vulcani 2Cx optimum biiylime kosullarinda sivi BM i¢inde yetistirildi.
Kiiltivasyondan sonra hiicre yogunlugu spektrofotometrede 600 nm'de olgiilen
absorbans degerleri kullanilarak 10%° CFU mL''de tutuldu. Bakteri icin belirlenen
konsantrasyonlarda (62,5-1000 pg mL™') AgNP konsantrasyonu kullanilarak
hazirlanan sivi BM besiyerinde 50 °C'de 12 saat ¢alkalamali inkiibatorde Kkiiltiire
edildi. Daha sonra bakteri kiiltlirleri hiicre canliligi agisindan MTT kullanilarak
degerlendirildi. 5 mg mL! 3-(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) stok soliisyonu 10 mM PBS (pH 7.2) ile hazirlanarak
steril edildi. 500 pL hiicre siispansiyonu hacmi, 1.5 mL'lik ayr1 ayr1 mikrosantrifiij
tiiplerine dikkatlice aktarilarak {izerine 50 pL MTT soliisyonu eklendi ve
vortekslenerek diizgiin karismasi saglandi. Tiipler daha sonra 50 °C sicakliktaki su
banyolu calkalayiciya yerlestirildi ve 1 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra bakteri
kiilttirleri 10 000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek pelet toplandi. Elde edilen peletlerin
izerine 500 uL %100 DMSO eklendi. Tiipler, kristallesmis formazanin ¢dziilmesi
icin tekrar 30 °C'de 30 dk daha inkiibe edildi. Daha sonra, bir mor renk sergileyen
200 pL'lik bir siipernatant hacmi, 96 oyuklu bir plakanin ayr1 oyuklarma dikkatlice
aktarildi ve her deney iki kez tekrarlandi. Ornekler 570 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu (Multi ScanGo, Thermo) kullanilarak olgiildi. Hiicre
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canliliginin yiizdesi, absorbans degerlerine gore asagidaki formiil kullanilarak

belirlendi:

. o NP ile islem goren hiicrelerin absorbanst
Hiicre canliligt (%) = it X100 (3.2)

Kontrol hiicreleri

3.9 NP kaynakh Stres Altinda Bakteriyel Hiicrelerde Siiperoksit Uretimi

Siiperoksit anyonlarinin olusumunu degerlendirmek i¢in bakteri kiiltiirti farkl
konsantrasyonlarda (62,5-1000 png mL™') AgNP'lere maruz birakildi. AgNP
eklenmeyen bakteri kiiltiirleri pozitif kontrol, fosfat tamponlu salinden (PBS) olusan
ornekler negatif kontrol olarak kullanildi. Kontrol grubu da dahil olmak iizere 12
saatlik inkiibasyonun ardindan her 6rnek ic¢in, 200 uL'lik hiicre siispansiyonu, 96
oyuklu bir plakanin ayr1 oyuklarina titizlikle aktarildi ve iizerine 20 pL nitroblue
tetrazolyum (NBT: 8 mg mL™) eklendi ve 50 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresi sonunda hiicreler tarafindan salman siiperoksit anyonlar1 (O,") NBT ile
reaksiyona girerek koyu mavi renkli formazan birikintilerinin degerini belirlemek

icin spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda absorbans ol¢iildii.
3.10 AgNP’lerin Enzim Biyosentezi Uzerindeki Etkisi

G. vulcani 2Cx bakterisinin ekstraseliiler f-galaktosidaz sentezini belirlemek igin
onceden belirlenen MIC degerlerinde AgNP konsantrasyonlar1 kullanilarak
hazirlanan sivi BM’ye bakteri ekimi yapilarak calkalamali inkiibatérde 50 °C'de 24
saat inkiibe edildi. Daha sonra belirli miktarda kiiltiir (650 mL) 6rnegi 0,1 M sodyum
fosfat (pH 7.0) ile siispanse edildi ve %0,01 sodyum dodesil siilfat (SDS) ilave
edilerek 37 °C'de 10 dk inkiibe edildi. Orneklere 60 mM oNPG ilave edilerek 50
°C'de 10 dk daha bekletildi ve siire sonunda Na>COs ilavesiyle reaksiyon durduruldu.

Enzim aktivitesi 405 nm'de spektrofotometrede Ol¢iildii.
3.11 AgNP’lerin Enzim Salgisina Etkisi

Bunun icin bakteri, %2 laktoz iceren BM besiyerinde yukarida aciklandigi gibi 12
saat iretildi. Elde edilen 12 saatlik gecelik (erken biiyiime fazinda) kiiltlirlerdeki
bakteri hiicreleri, 10 000 rpm'de 10 dk santrifiijleme ile ayrildi. Peletler, 0,01 M
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NaCl iceren 0,02 M sodyum fosfat tamponunda (pH 7.5) siispanse edildi. Hiicre
yogunlugu 103 CFU mL!'de tutulacak sekilde 500 pL hiicre siispansiyonu 250, 500,
1000 pg mL! konsantrasyonlardaki AgNP bulunan BM s1v1 besi yerine ekim yapildi.
Karisim, ¢alkalamali bir inkiibatorde (100 rpm) 50 °C'de 4 saat siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 10 000 rpm'de 10 dk santrifiij edilerek elde edilen
slipernatanlardaki hiicre dis1 S-galaktosidaz aktivitesi oONPG kullanilarak yukarida
bahsedildigi gibi gerceklestirildi ve spektrofotometrede 405 nm'de Olgiilerek test
edildi. AgNP bulunmayan BM besi yerinde ayni kosullarda ve es zamanlh {iretilen

orneklerden elde edilen enzim aktivitesi kontrol olarak kullanildi.

Enzim inhibisyonunu belirlemek icin NP icermeyen sivi BM'de optimum kosullar
altinda bakteri kiltiirleri iiretildi ve kiiltiirlerin santrifiijlenmesiyle siipernatantlar
elde edildi. Daha sonra siipernatanta 500 uL 0,02 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.5)
ve 500 pg mLTAgNP eklendi ve 50 °C'de 30 dk inkiibe edildi. Bu siire sonunda
oNPG eklenerek 50 °C'de 15 dk reaksiyon gergeklestirildi. Enzim aktivitesi 405
nm'de spektrofotometrik olarak ol¢iildii. NP eklenmemis numune kontrol olarak

kullanild1 ve bagil aktivite hesapland:.
3.12 istatiksel analizler

Yapilan deneyler {i¢lii tekrar olarak yapilmistir ve elde edilen verilerde gruplar
arasindaki farkin ve bu farkin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi igin
ANOVA ile varyans analizi yapildi. Kontrol gruplar ile deney gruplar1 arasindaki
farkin belirlenmesinde eslenmis Orneklerde t-testi uygulandi. Verilerin analizinde
IBM SPSS Statistics, version 29.0.0.0 paket programi kullanildi. Sekillerde

gosterilen veriler, ortalama #+ standart sapma (SD) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 G. vulcani 2Cx’in Fenotipik Karakterizasyonu

Bu ¢alismada kullanilan G. vulcani 2Cx, Cermik (Diyarbakir) Sicak su kaynagindan
izole edilmis morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve 16S rRNA analizleri
yapilmistir. Fenotipik Ozelliklerine bakildiginda bakterinin Gram pozitif, ¢ubuk
seklinde, hareketli, sporlu oldugu, koloni morfolojisi incelendiginde kii¢iik, yuvarlak,
mat ve krem renkli oldugu (Sekil 4.1), optimum iireme kosullarinin 36 saatte, 50-70
°C arasmnda (optimum 50 °C), ve pH 6.0-9.0 arasinda (optimum 7.0’de) oldugu
belirtilmistir (Matpan Bekler vd., 2020).

Sekil 4.1.G. vulcani 2Cx Koloni goriintiisii

4.2 Bakteri Popiilasyonu ve NP Toleransi/Hassasiyeti

Onceki ¢aligmalarda Geobacillus ile ilgili nanopartikiil sentezine yonelik pek cok
calisma bulunmaktadir. Bu calismalara bakildiginda, AuNP biyosentezi igin
Geobacillus sp. strain ID17 (Correa-Llantén vd., 2013), G. stearothermophilus
(Fayaz vd., 2011), AgNP biyosentezi i¢in Geobacillus spp. (Cekuolyte vd., 2023), G.
stearothermophilus (Ghasemi vd., 2018), Geobacillus sp. 18, Geobacillus sp. 25,
Geobacillus sp. 95 ve Geobacillus sp. 612 (Cekuolyté 2019), SeNP biyosentezi i¢in
Geobacillus sp. (Kumar vd., 2020) kullanildig1 goriilmektedir. Ancak bu

calismalarda yesil biyosenetez amaglanmis ve nanopartikiillerin biyolojik etkilerinin
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Geobacillus tizerine etkisini gdsteren ¢alisma bulunmamaktadir. G. vulcani 2Cx,
cesitli konsantrasyonlarla (62,5-1500 pg mL') AgNP eklenen Kkiiltiire ozgii
besiyerinde biyiitiildiigiinde diferansiyel direng/hassasiyet davranigi gosterdigi

belirlenmistir. AgNP'nin G. vulcani 2Cx, etkisi MIC ve MBC degerleri Tablo 4.1°de

gosterilmektedir.
Tablo 4.1 MIC ve MBC degerleri
Bakteri AgNP (ug mL™)
MIC MBC
G. vulcani 2Cx 1000 1500

MIC, bakteri iiremesini maksimum diizeyde (%99) onleyen en diisiik AgNP dozu
olarak tanimlandi. MBC degeri s1v1 besi yerindeki tiim hiicreleri 6ldiiren minimum
AgNP dozu kabul edildi. Tablo 4.1’e gore G. vulcani 2Cx i¢in MIC degeri 1000 pg
mL ™! iken MBC degeri 1500 pg mL ' olarak belirlenmistir.

Tablo 4.2°de artan AgNP konsantrasyonuna bagli olarak bakterilerin biiyliime
inhibisyonunu gostermektedir. Kontrol ile kiyaslandiginda 62,5 pug mL™' AgNP
varliginda bakterilerin biiyiimesinde %71,125 ug mL™' AgNP varliginda %74,250 ug
mL ™! AgNP varhgmnda %83,500 ug mL~! AgNP varliginda %88,5 ve 1000 pug mL™!
AgNP varliginda %96 inhibisyon oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.2 CFU degeri ve bakteri biiyiime inhibisyonu

AgNP konsantrasyonu (ug mL ™) CFU degeri Inhibisyon (%)
Kontrol 5,84 x 108+0,5 0
62,5 1,69 x 103+0,4 71
125 1,50 x 107 +0,2 74
250 1x107+0,2 83
500 0,67 x 107 +0,7 88,5
1000 0,23 x 107+0,4 96

Sekil 4.1°e gore G. vulcani 2Cx i¢in 62,5 pg mL™! konsantrasyonunda AgNP
varliginda kontrole gore keskin bir diislis olurken, bakteri tiremesi 1000 pg mL™"’e

kadar yavas bir sekilde azalmistir.

33



h

)

S
-,

&
o
S
-’

\
3.00 \

Inhibisyon (CFU X108)
L d

2.00

%
1.00 --+‘~~"}~--

~~{-~~~~
0.00 ~

Kontrol 62.5 125 250 500 1000
Ag-Nps (ng mL™)

Sekil 4.2 AgNP konsantrasyonuna bagli CFU degerleri

AgNP'ler, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 oldukca antibakteriyel etki
gostermektedir. Giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili yapilan
calismalarda Gram-pozitif bakteri modeli olarak S. aureus ATCC 6538, Gram-
negatif bakteri modeli olarak E. coli ATCC 11229 ve K. pneumoniae ATCC
iginetkileri incelendigimde AgNP’nin MIC degerleri 1500 pg mL' ve MBC
degerleri 0,9-3,7 ng mL" olarak belirtilmistir (Wigluszvd., 2012). Agnihotri vd.,
(2014) tarafindan yapilan bagka bir calismada elde edilen MIC, E. coli susu, Bacillus
subtilis ve S. aureus icindaha kiiclik nanopartikiillerde (5 nm) 20, 60 ve 70 ug mL™
daha biiyiik nanopartikiillerde (100 nm) 110, 160 ve 200 ugmL™! arasinda degistigi
ve incelenen tiim suglar i¢cin bakterisidal konsantrasyonlarin 30 ila 140 pg mL™
arasinda oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, inhibe edici biiyiime (MIC) veya
bakterisidal aktivite (MBC) ile ilgili kesin mekanizma heniiz tam olarak
aciklanamamistir. Mevcut deneysel kanitlar, AgNP'lerin boyut ve yiizey gibi
fizikokimyasal 6zelliklerini gdz Oniinde bulunduran, bunlarin etkilesime girmesine
ve hatta hiicre duvarlar1 veya zarlarindan gegmesine ve hiicre i¢i bilesenleri dogrudan

etkilemesine izin veren farkli mekanizmalar1 destekler (Bruna vd., 2021).
Literatiirlerde, AgNP'lerin antibakteriyel etkileriyle ilgili temel ii¢ mekanizmanin

oldugu goriilmektedir. Bu mekanizmalar1 asagidai gibi siralayabiliriz.
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Birinci mekanizma, AgNP'lerin dis zara niifuz edebildikleri i¢in zar
seviyesinde hareket ettigini, nanopartikiillerin hiicreye yapismasinin hasar
olusturdugu, zar gegirgenligini arttirdigi ve hiicresel igerigin sizmasina neden
oldugu i¢ zarda biriktigi ve ayrica bakteri hiicre duvarindaki kiikiirt iceren
proteinlerle etkilesime girebildigi ve hiicre duvarinin yapisinin bozulmasina
neden olduguyla ilgilidir (Ivask vd., 2014, Seong ve Lee, 2017).

Ikinci mekanizma, NP’lerin yapismi ve gecirgenligini degistirerek sadece
hiicre zarmi kirip gecebilecegini degil, ayn1 zamanda DNA ve proteinler gibi
hiicre i¢i icerikte bulunan kiikiirt veya fosfor ile etkilesime girme egilimine
sahip olabilecegi, reaktif oksijen tiirlerini ve serbest radikalleri indiikleyen
enzimlerdeki tiol gruplar: ile etkilestigi, hiicre ici hasar olusturup apoptoz
yolunu aktive edebilecegi ile ilgilidir.

Uciincii mekanizma ise, biiyiikliikleri ve yiikleri nedeniyle nanopartikiillerden
giimiis iyonlarmin salmmasidir (Bruna vd., 2021; Seil ve Webster 2012;

Quinteros vd., 2016).

4.3 AgNP'lerin Bakteriyel Morfoloji Uzerine Etkisi

Nanopartikiillerin bakterilerin ylizeyine baglanma durumlar1 ve etkileri Dicle

Universitesi Bilim ve Teknoloji Merkezi Laboratuvarinda TEM ile belirlendi.

LEE

Sekil 4.3 AgNP’siz ortamda bakterinin TEM goriintiisii (Kontrol)
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Sekil 4.4 500 ug mL'AgNP iceren ortamda bakterinin TEM goriintiisii

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te goriildiigii lizere kontrolle kiyaslandiginda AgNP iceren
ortamda nanopartikiillerin bakterinin hiicre duvar1 ve hiicre zarina zarar verdigi ve
hiicre igeriginin disa dogru akarak biitlinliigiiniin bozuldugu goriilmektedir. Ayrica

bu sonuclar, yaptigimiz MIC ve MBD deneylerini dogrulamaktadir.
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Hiicre duvarmin yapisinin Gram pozitif ve Gram negatiflerde farklilik gdstermesi
nanopartikiillerin etkisini degistirmektedir. Hiicre duvarindaki porinler veya
lipopolisakkaritlerin ~ varligit ~ AgNP’lerin sitoplazmaya  penetrasyonunu
kolaylastirmaktadir (Pal vd., 2007). Pozitif yiiklii glimiis iyonlar1 ile karboksil, fosfat
ve amino gruplart nedeniyle hiicre zarmin negatif yikli yiizeyi arasimndaki
elektrostatik etkilesim nedeniyle AgNP’lerin bakteri hiicre duvarma baglanma
yeteneginin arttig1, daha sonra i¢ine niifuz ederek hiicre zarinda yapisal degisikliklere
ve sonu¢ olarak gecirgenligine neden olmaktadir (Mihaylova 2020). Ayrica Nano
parcaciklarin sekillerinin de etkilesimde farkli etkiler gosterdigi buna baglh olarak
etkin spesifik temas alani daha genis olan kiire seklinde olan nano pargaciklarin,
bakteri hiicresi ile daha yakin temas saglayarak ¢ubuk veya tel seklindeki nano
parcaciklara gore daha fazla hasara neden oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir

(Gao vd., 2013; Hong vd., 2016).
4.4 AgNP ile Bakteriyel Biyokiitlenin FT-IR Analizi

G. vulcani 2Cx’in hem NP ile muamele edilmis hem de muamele edilmemis
kiiltiirleri, kullanilarak yiizey fonksiyonel gruplarmin nitel olarak belirlenmesine

yonelik FT-IR spektrumlarikaydedildi.

2961.53
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1240.70
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C-H bending
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1629.95
C=C stretching

272
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Sekil 4.5 AgNP icermeyen ortamda bakterinin FT-IR analiz goriintiisii
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Sekil 4.5’te AgNP icermeyen ortamdaki bakterilerin FT-IR spektrumlari
goriilmektedir. Spektrum incelendiginde 1629 cm™’de orta C=C gerilme titresimi,
1543 cm’de giiclii N-Ogerilme titresimi ve 1442 cm’de orta CH, ve/veya CH;
kivrimlar1 aromatik halka gerilme titresimi, 1382 cm™’de orta alkan C-H biikmesi;
1240 cm™°de eter, alkol ve ester kaynaklanan C-O gerilme ya da ester yapisinda
bulunan C-O-C asimetrik gerilme, 1010 cm™’de eter ya da ester yapisinda bulunan
C-O-C asimetrik gerilme, 1059 cm™ ’de giiclii C-F gerilmesi; karbon-flor germe;

alkil ve aril halojeniirler, giiclii S=O gerilme goriilmektedir.
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Transmittance (%)

1237.97

) 327732 - . 1054.66
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Sekil 4.6 500 ug mL! AgNP iceren ortamda bakterinin FT-IR analiz goriintiisii

Sekil 4.6’da 500 ug mL'AgNP iceren ortamdaki bakterilerin FT-IR spektrumlari
goriilmektedir. Spektrum incelendiginde 3277 cm™'’de zayif ve genis O-H gerilmesi;
alkol veya diger molekiil igi baglar, 2956cm™’de orta C=H gerilme titresimi, 1628
cm’de orta C=C gerilme titresimi 1520 cm™’de giiglii N-O gerilme titresimi ve
1448 cm™de orta CH, ve/veya CHs kivrimlar1 aromatik halka gerilme titresimi,
1398 cm™’de orta alkan C-H biikmesi, 1237 cm™’de C-O-C asimetrik gerilme, 1054
cm-1"de giiglii C-F gerilmesi; karbon-flor germe; alkil ve aril halojeniirler, giiglii S =

O gerilme goriilmektedir.
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Sekil 4.7 AgNP iceren ve icermeyen ortamdaki bakterinin FT-IR analiz goriintiisii

Sekil 4.7°de AgNP iceren ve icermeyen ortamdaki bakterilerin FT-IR spektrumlari
goriilmektedir. AgNP icermeyen ortamdaki bakterilerin (kontrol) spektrumu mavi ile
gosterilmektedir. 500 pg mL! AgNP iceren ortamdaki bakterilerin spektrumu
turuncu ile gosterilmistir. Spektrumlar kiyaslandiginda AgNP iceren ortamda

gecirgenlik ylizdeliginin kontrole gore azaldig1 goriilmektedir.

G. vulcani 2Cx Gram pozitif bir bakteridir. Gram-pozitif bakteriler hiicre duvarmnin
9%40-80"ni olusturan kalin bir peptidoglikan tabakasina sahiptir Birincil yapilari,
penta- veya tetrapeptitler ile baglanan paralel zincirlerle f(1 — 4) glikosidik baglarla
birlestirilen alternatif N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM)
kalintilarinin paralel polisakarit zincirlerinden olusur. Gram-pozitif hiicre duvarlar1
ayrica peptidoglikan tabakasina kovalent olarak bagh teikoik asitler icerir. Spektrum
incelendiginde 6nceki ¢alismalarla kiyaslaninca, 3277 cm™’de zayif ve genis O-H
gerilmesi; alkol veya diger molekiil i¢i baglar ve protein titresimlerini (Melin vd.,
2000), 2956 cm’de proteinlerdeki orta C=H gerilme titresimi (Maquelin vd., 2002),
1628 cm’deproteinlerdeki orta C=C gerilme titresimi (Ozek vd., 2014), 1520 cm
Pde giiglii N-O gerilme titresimi ve 1448 cm™’de lipitlerdeki orta CH» ve/veya CH3

kivrimlar1 aromatik halka gerilme titresimi (Kamnev vd., 2008) goriilmektedir.
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FT-IR spektrumlarinda genellikle a-heliks tipi protein ikincil yapisi spektrumda
1655-1658 cm'de bir bantla gosterilmektedir (Jackson vd., 1997; Saraeva vd.,
2022).

Membran lipitleri FT-IR spektrumlarmda 2854 cm™ ve 2924 cm™'deki bantlar olarak
temsil edilir, bu simetrik ve asimetrik CH> germe modlarina karsilik gelir ve lipitlerin

acil zincirlerinin bozuklugunu ve aralarindaki etkilesimleri gosterebilir (Szalontai

vd., 2000; Saraeva vd., 2022).

~1124 cm™ ve 1082 cm™'deki C—C ve PO, simetrik gerilmeyle ilgili bantlar, niikleik
asitlerdeki molekiillerin titresimlerini gosterir. 966 cm™'deki bant, niikleik asitlerin
RNA ve DNA omurgas1 C-C esnemesi ile iliskilidir ve frekans kaymasi1 olmadan tiim
spektrumlardaki varligi, DNA'nin B-sarmal formunda oldugunu, ancak belki de metal
iyonlar1 ile etkilesime girerek esnekligin azaldigmi gosterir (Banyay vd., 2003;
Saraeva vd., 2022). Yaptigimiz c¢alismadan elde edilen verilerde FT-IR
spektrumlarinda kontrol grubuna gore kaymalar meydana geldigi goriilmekte bu da
daha once yaptigimiz MIC, MBD ve TEM goriintiilerini destekler nitelikte hiicre
duvari, hiicre zar1 yapilarinin ve hiicredeki protein ve DNA yapisinin bozunmus

olabilecegini gostermektedir.
4.5 NP Stresi Varh@inda Hiicresel Canlihigin Degerlendirilmesi

G. vulcani 2Cx’in hem NP ile muamele edilmis hem de muamele edilmemis
kiiltlirleri NP stresiyle hiicresel canliligit MTT testi ile degerlendirilmistir. Sekil
4.8’de goriildiigii gibi dehidrogenaz aktivitesi ile ilgili olarak belirgin bir mor rengin

olusmasi karsilastirilmistir.

Ao Np konsantrasyvonlar: (ug mIL1)

Sekil 4.8 AgNP konsantrasyonlarma maruz kalan G. vulcani 2Cx’nin hiicresel canliliginin
inhibisyonu. Mor rengin azalan yogunlugu, bakteri hiicrelerinin metabolik aktivitesindeki azalmay1
ifade eder.



Kontrol grubunda en yiiksek hiicresel aktivite ve en koyu renk elde edilirken artan
NP miktarma bagli olarak renk yogunlugundaki azalma goriilmektedir bu da bakteri
hiicrelerinin metabolik aktivite kaybini temsil etmektedir. G. vulcani 2Cx’in
AgNP'lerin artan konsantrasyonuna (62,5-1000 pg mL™) baglh olarak, metabolik
aktivitesi, hiicre canlilig1 yiizdesi (%) ile Sekil 4.9°da gosterilmektedir. Artan AgNP
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliligmin azaldig1 ve 62,5 pgmL' AgNP
konsantrasyonunda G. vulcani 2Cx %62’lik degeriyle en yiiksek hiicre canliligmi
gostermektedir.
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Sekil 4.9 AgNP konsantrasyonlarma maruz kalan G. vulcani 2Cx’nin hiicresel canliliginin
inhibisyonu. * isaretleri *P <0, 0132 ve **P <0, 0033'da anlamli farki gosterir.

4.6 NP kaynakh Stres Altinda Bakteriyel Hiicrelerde Siiperoksit Uretimini
Olgme

G. vulcani 2Cx’in hem NP ile muamele edilmis hem de muamele edilmemis
kiiltiirleri AgNP etkisiyle nitro mavi tetrazolyumun (NBT) formazana indirgenmesini
kolaylastiran reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) veya O,  radikallerinin iiretimin
incelendi. Sekil 10°da goriildiigii gibikontrol grubunda en diisiik siiperoksit radikali
dretimi ve en agik renk elde edilirken artan NP miktarma bagl olarak renk
yogunlugunda koyulagsma goriilmektedir bu da bakteri hiicrelerinin siiperoksit

radikali liretiminin artisin1 temsil etmektedir.
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Ag-NP konsantrasyonu (Ug mL1)

Sekil 4.10 G. vulcani 2Cx’in AgNP konsantrasyonlarina bagh siiperoksit radikallerinin/reaktif oksijen
tirlerinin tiretilmesi. 96 oyuklu plakalarda hiicre i¢i olarak gelistirilen mavi renkli formazanim varligi,
artan siiperoksit radikali liretimine ifade etmektedir.

G. vulcani 2Cx’in ROS iiretimi ile ilgili 570 nm’deki spektral Olgtimlerine
bakildiginda, 62,5 ug mL' AgNP varliginda 1,6; 125 ng mL™! AgNP varliginda 2,01;
250 ug mL™! AgNP varhiginda 2.04; 500 ug mL™!' AgNP varhginda 2,09 ve 1000 pg
mL"! AgNP varliginda 2,28 absorbans degerine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 G. vulcani 2Cx’in AgNP konsantrasyonlarina bagli siiperoksit radikallerinin/reaktif oksijen
tiirlerinin tiiretilmesi. * isaretleri P < 0, 0004'te anlaml1 fark: gosterir.

Genellikle kolayca iyonlasan giimiis pargaciklarinin  hiicreyi Truva ati

mekanizmasiyla etkileyebilecegine inamilir. Giimiis iyonlar1, g¢esitli hiicresel
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metabolik siirecleri baskilar, beslenmeyi engeller, gen ekspresyonunu degistirir, ATP
tiretimini etkiler, solunum zinciri dehidrogenazlarinimn inaktive eder, ozellikle protein
ve enzimlerin disiilfit baglar1 ve tiyol gruplar1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
hiicresel oksidatif stres olusturur. ROS, hiicre zarina zarar vererek diger serbest
radikallerin olusumuna izin veren zardaki yag asitlerinin ¢ift baglarini oksitler (Cakic¢

vd., 2016; Fahmy vd., 2019, Mikhailova 2020).

Ayrica AgNP'lerin antibakteriyel mekanizmasi, yiiksek seviyelerde ROS ve hidrojen
peroksit,  siiperoksit  anyon,  hidroksil  radikaliiiretme  yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir. Hiicrelerde tiretilen ROS normal sartlar altinda smirhidir ve
antioksidan sistemler (glutatyon: GSH, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonu) tarafindan elimine edilebilir. AgNP'lerin
antibakteriyel etkisi, solunum zincirini sitokrom oksidaz ve NADH-siiksinat
dehidrogenazlar1 bloke etmesiyle hiicrelerin solunumunu ve biiylimesini engelleyen
asir1 ROS {iretiminden kaynaklanmaktadir. Artan ROS, apoptoz benzeri bir tepkiye,
lipid peroksidasyonuna, GSH'nin tiikenmesine ve DNA hasarma yol agar
(Ramalingam vd., 2016, Su vd., 2009; Yuan vd., 2017). Avalos vd., (2016),
nanopartikiillerin doza bagli olarak ROS'ta 6nemli bir artisa neden oldugunu tespit
etmiglerdir. Ivask vd., (2014), AgNP'lerdensalinan pozitif yiiklii iyonlarin, E.
coli'min bakteriyel elektron tasima zincirinin normal islevine miidahale etme
egiliminde oldugunu ve bdylece reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu

kolaylastirdigini géstermistir.

4.7 AgNP’nin Enzim Biyosentezi Uzerindeki Etkisi

Calismada kullanilan G. vulcani 2Cx’nin ekstraseliiler f-galaktosidaz sentezini
belirlemek icin, 62,5 ila 500 pg mL"' konsantrasyonlarmda AgNP kullanilarak
hazirlanan sivi BM’de 50 °C'de calkalamali inkiibatorde 24 saat boyunca ayr1 ayr1
kiiltiire edilen orneklerden enzim aktivitesi 6l¢lildii. Sekil 4.12, bakteriyel biiylime
grafigini ve enzim biyosentezini gdstermektedir. Kontrol ile karsilastirildigida, 500
nug mL' AgNP iceren ortamda bakteri iiremesinin %19,8 azaldig1 goriilmektedir.
Enzim biyosentezinin artan AgNP konsantrasyonuna bagli olarak azaldig:
goriilmektedir. Enzim aktivitesinin 62,5 pg mL™ AgNP varliginda %41; 500 pg mL™!
AgNP varliginda ise %29 oldugu belirlendi.
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Sekil 4.12 AgNP konsantrasyonuna bagl bakteri biiylime inhibisyonu

AgNP'lerin f-galaktosidazin karboksil ve tiyol gruplariyla etkili bir sekilde
etkilesime girdigi, hiicre i¢i biyolojik fonksiyonlari inhibe ettigi ve hiicre Sliimiine
yol actigi da tahmin edilmektedir (Youvd., 2012). AgNP'lerin B-galaktosidazin
enzimatik ve biyosentezi iizerindeki etkileri, 1000 pg L™'ye kadar incelenmistir.
Enzim biyosentezine etkisinin, 50 ve 200 pg L™! konsantrasyonlarda %59 ila %55'i
arasinda degisim gosterdigi, 1000 pg L™'de enzim biyosentezinin biiyiik oranda
etkilendigi gozlemlenmistir. Ayrica kiicliik parcacik boyutlarmin daha biiyiik
parcaciklardan daha fazla toksisite gosterdigi belirtilmistir (Kong vd., 2020).

4.8 AgNP’lerin Enzim Salgisina Etkisi

Ekstraseliiler f-galaktosidaz sekresyonunu belirlemek i¢cin %2 laktoz i¢ceren BM'de
yetistirilen bakteriler santrifiij edilerek tamponla yikandi, ardindan hiicre
siispansiyonlar1 250, 500, 1000 ug mL"' AgNP ile 4 saat muamele edildi ve enzim
aktivitesi ol¢iildii. NP eklenmemis numuneler kontrol olarak kullanildi. Sekil 4.13,
AgNP'nin enzim salgilanmasi iizerindeki etkisini gostermektedir. Kontrolle
kiyaslandiginda G. vulcani 2Cx igin enzim sekresyonunun 250 pg mL' AgNP
varliginda %32 oldugu belirlendi.

44



120.0

100.0

80.0

60.0

40.0

Rolatif aktivite (%)

20.0

0.0

Kontrol 250
Ag Nps (ng mL1)

Sekil 4.13 AgNP konsantrasyonuna bagl enzim sekresyonu

Kong vd., (2020) yaptiklar1 ¢alismada, 50 ve 200 ug mL™"! kiiciik ve biiyiik boyutlu
AgNP varliginda B-galaktosidaz aktivitesinin kiiciik boyutlu parcacik kullanimida
%92'den %28'e keskin bir sekilde diistiigiinii, biiylik parcacik kullaniminda ise
aktivitede %89'dan %77'ye hafif bir diisiis gdzlemlendigini, 1000 pg mL'de,
enzimatik aktivitenin kiiciik pargacik kullanimmda 9%14+1,1 (%86 toksisite) ve
biiylik pargacik kullaniminda ise %58+%2,1 (%42 toksisite) oldugunu, enzimatik
aktivite icin hesaplanan EC50 degerlerinin 148 ug mL"' ve 1170 pg mL! olarak

bildirmislerdir.

AgNP’lerin bakteri hiicre duvar1 ve zarmin yiizeyine yapisma, hiicre igine niifuz
etme ve hiicre i¢i organellerin ve biyomolekiillerin bozulmasina neden oldugunu
gosteren pek c¢ok calisma mevcuttur (Dakal vd., 2016). AgNP’lerin, dis zarla
etkilesime girerken proteinlere baglanarak oksijen, fosfor, nitrojen veya kiikiirt
atomlar1 igeren elektronik donorlerle kompleksler olusturabilir. Simdiye kadar en iyi
aciklanan AgNP etkilesimi tiyol gruplari ile ilgilidir. Ayn1 zamanda AgNP, disiilfit
baglar1 ve aktif bolge blokaji ile etkileserek zara bagli enzimlerin ve proteinlerin

inaktivasyonuna yol agar (Holt ve Bart 2005).
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Mevcut c¢alismada, AgNP’nin G. vulcani 2Cx’e biyolojik etkisini belirlemek
amac¢lanmistir. Sonuglar bir dizi MIC, MBD, TEM, FT-IR, MTT, NBT, enzim
biyosentez, sekresyon testleri vb. yapilarak degerlendirildi. Antimikrobiyal aktivite,
cesitli konsantrasyonlarda (62,5-1000 pg mL"') AgNP kullanilarak bakterinin
morfolojisindeki degisikliklerle kanitlandi. G. vulcani 2Cx igin artan AgNP
konsantrasyonuna bagli olarak bakterilerin biliylime inhibisyonu incelendiginde
kontrole kiyasla 62,5 ug mL™' AgNP varliginda bakterilerin biiyiimesinde %71; 125
png mL™! AgNP varligida %74; 250 pg mL™' AgNP varliginda %83; 500 pg mL™!
AgNP varhgmda %89 ve 1000 pg mL™' AgNP varliginda %96 inhibisyon oldugu
belirlenmistir.  Bu  nedenle, = AgNP'ler, nanopartikiiller = yakin  iligkili

mikroorganizmalara uygulanirsa gii¢lii antibakteriyel etkiler gosterebilir.

Yapilan TEM deneylerinde, kontrolle kiyaslandiginda AgNP iceren ortamda
nanopartikiillerin bakterinin hiicre duvari ve hiicre zarmna zarar verdigi ve hiicre
iceriginin bozuldugu goriilmektedir. Ayrica bu sonuglar, yaptigimiz MIC ve MBD
deneylerini dogrulamaktadir. Ayrica, FT-IR spektrumlarinda kontrol grubuna goére
kaymalar meydana geldigi goriilmekte bu da daha once yaptigimiz MIC, MBD ve
TEM goriintiilerini destekler nitelikte hiicre duvari, hiicre zar1 yapilarinin ve

hiicredeki protein ve DNA yapisimin bozunmus olabilecegini gostermektedir.

Artan AgNP konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliliginin azaldigi ve 62,5 pg
mL" AgNP konsantrasyonunda G. vulcani 2Cx %62'lik degeriyle en yiiksek hiicre
canliligint gostermektedir. G. vulcani 2CX’in siiper oksit iretimi ile ilgili 570
nm’deki spektral dlgiimlerine bakildiginda, 62,5 pg mL™' AgNP varliginda 1,6; 125
pug mL! AgNP varhginda 2,01; 250 pg mL"' AgNP varhgmda 2.04; 500 pg mL"!
AgNP varliginda 2,09 ve 1000 ug mL™' AgNP varliginda 2,28 absorbans degerine
sahip oldugu belirlendi. Nanopartikiillerin doza bagh olarak siiper oksit {iretiminde

onemli bir artisa neden oldugunu tespit edildi.

Kontrol ile karsilastirildiginda, 500 ug mL™' AgNP iceren ortamda bakteri iiremesinin

%19,8 azaldig1 goriilmektedir. Enzim biyosentezinin artan AgNP konsantrasyonuna
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baglh olarak azaldigi goriilmektedir. Enzim aktivitesinin 62,5 pug mL' AgNP
varliginda %41; 500 ug mLAgNP varliginda ise %29 oldugu belirlendi. AgNP'lerin
[-galaktosidazin karboksil ve tiyol gruplariyla etkili bir sekilde etkilesime girdigi,
hiicre i¢i biyolojik fonksiyonlar1 inhibe ettigi ve hiicre dliimiine yol agtig1 da tahmin
edilmektedir. AgNP'nin enzim salgilanmasi1 iizerindeki etkisi incelendiginde,
kontrolle kiyaslandiginda G. vulcani 2Cx igin enzim sekresyonunun 250 pg mL-
'AgNP varliginda %32 oldugu belirlendi. AgNP, disiilfit baglar1 ve aktif bolge
blokaj ile etkileserek zara bagli enzimlerin ve proteinlerin inaktivasyonuna yol actig1

sonucuna ulasilmstir.
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