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YESIL SENTEZ YONTEMIYLE LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS
ACS5 PROBiYOTIK BAKTERISI, PREBiYOTIiGi, POSTBIYOTIiGi iLE
SENTEZLENEN GUMUS NANOPARTIKULLERIN ANTIMIKROBIYAL VE
ANTIBIYOFILM AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Hilal ERDEN

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Derya ONAL DARILMAZ

OZET

Tez galismasinda Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5 bakterisi, ekzopolisakkariti ve
postbiyotigi ile giimiis nanopartikiillerin yesil sentez yoOntemiyle iiretilmesi,
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonlarinin yapilarak antimikrobiyal
ve antibiyofilm aktivitelerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Ayrica biyouyumluluklar
belirlenmek iizere biyosentezlenen nanopartikiillere antioksidan (DPPH) ve
sitotoksisite (MTT) deneyleri yapilmistir. Yesil sentez yontemi ile prebiyotik (PRE-
AgNP), probiyotik (PRO-AgNP), postbiyotik (POST-AgNP) nanopartikiilleri
sentezlenmis ve ayrica karsilastirma amaciyla kimyasal yontemle giimiis
nanopartikiiller (KIM-AgNP) sentezlenerek UV, FTIR, XRD, SEM, Zetapotansiyel ve
zeta boyut analizleri ile karakterizasyonlar1 yapilmistir. Karakterize edilen giimiis
nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteleri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Bacillus cereus ATCC 863 ve Listeria monocytogenes ATCC 7644
bakterileri ve Candida albicans ATCC 14053 mayasi kullanilarak kuyu difiizyon
metodu ile belirlenmistir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’ler en yliksek
antimikrobiyal aktiviteyi S. epidermidis ATCC 12228 ( sirasiyla 8,32+0,11,
6,55+0,44, 6,18+0,23 mm ), S. aureus ATCC 25923 (4,89+0,27, 4,96+0,11, 4,66+0,28
mm ) ve E. coli ATCC 11229’a ( 3,82+0,99, 5,19+0,07, 4,38+0,96 mm ) kars1
gostermigstir. P. aeruginosa ATCC 27853, S. epidermidis ATCC 12228 bakterileri ve
C. albicans ATCC 14053 mayasina karsi PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-
AgNP’lerin antibiyofilm aktivitesini belirlemek igcin MIK ve MBK degerleri tespit
edilmistir. Nanopartikiillerin biyofilmleri yok eden en son konsantrasyonu minumum
biyofilm eradikasyon degeri olarak belirlenmistir.  Sentezlenen  giimiis
nanopartikiillerin 1L.929 fare fibroblast hiicrelerine sitotoksik etkilerinin olmadig1 ve
hiicre proliferasyonunu destekledigi, boylece biyouyumlu olduklari tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yesil sentez, glimiis nanopartikiiller, antimikrobiyal aktivite,
antibiyofilm, probiyotik, prebiyotik, postbiyotik, sitotoksisite.
Temmuz, 2024; 138 sayfa



M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM
ACTIVITIES OF SILVER NANOPARTICLES SYNTHESIZED WITH
LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS ACS5 PROBIOTIC BACTERIA,
PREBIOTIC AND POSTBIOTIC BY GREEN SYNTHESIS METHOD

Hilal ERDEN

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Derya ONAL DARILMAZ

ABSTRACT

In the thesis study, it was aimed to produce silver nanoparticles with Lacticaseibacillus
rhamnosus ACS5 bacteria, exopolysaccharide and postbiotic by green synthesis
method, to characterize the synthesized silver nanoparticles and to investigate their
antimicrobial and antibiofilm activities. In addition, antioxidant (DPPH) and
cytotoxicity (MTT) tests were performed on the biosynthesized nanoparticles to
determine their biocompatibility. Prebiotic (PRE-AgNP), probiotic (PRO-AgNP) and
postbiotic (POST-AgNP) nanoparticles were synthesized by green synthesis method.
Silver nanoparticles (KIM-AgNP) were also synthesized by chemical method for
comparison and characterized by UV, FTIR, XRD, SEM, Zetapotential and zeta size
analysis. Antimicrobial activities of the characterized silver nanoparticles were
evaluated against Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
35218, Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Bacillus cereus ATCC 863 and Listeria monocytogenes ATCC 7644 bacteria and
Candida albicans ATCC 14053 yeast were designaed with well diffusion method.
PRE-AgNPs, PRO-AgNPs and POST-AgNPs showed the highest antimicrobial
activity against S. epidermidis ATCC 12228 (8.32+0.11, 6.55+0.44, 6.18+0.23 mm,
respectively), S. aureus ATCC 25923 (4.89+0.27, 4.96+0.11, 4.66+0.28 mm) and E.
coli ATCC 11229 (3.82+0.99, 5.19+0.07, 4.38+0.96 mm). MIC and MBK values were
determined to determine the antibiofilm activity of PRE-AgNP, PRO-AgNP and
POST-AgNP against P. aeruginosa ATCC 27853, S. epidermidis ATCC 12228
bacteria and C. albicans ATCC 14053 yeast. The final concentration of nanoparticles
that destroyed biofilms was determined as the minimum biofilm eradication value. It
was determined that the synthesized silver nanoparticles had no cytotoxic effects on
L.929 mouse fibroblast cells and supported cell proliferation, thus being biocompatible.

Keywords: Green synthesis, silver nanoparticles, antimicrobial activity, antibiofilm,
probiotic, prebiotic, postbiotic, cytotoxicity.

July, 2024; 138 pages
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1. GIRIS

Ilag direnci son yillarda gelismis ve gelismekte olan tiim iilkelerde ciddi bir sorun
haline gelmektedir. Bu sorun bakterilerin antibiyotiklere karsi direng kazanarak yeni
mekanizmalar gelistirmesi gibi konulart giindeme getirmektedir. Bakteriler
antibiyotiklerin etkisini azaltarak veya tamamen ortadan kaldirarak enfeksiyonlari
kontrol etme ve tedavi etme yetenegini siirlamaktadir. Antibiyotik direnci, gesitli
faktorlerin etkilesimi sonucunda gelismektedir. Bunlar arasinda asir1 ve yanlis
kullanim, veterinerlik/tarim gibi alanlarda yaygin kullanim, antibiyotiklerin dogal
ortamda bulunmasi, bakterilerin genetik mutasyonlar ve plazmitler araciligryla direng
genlerini aktarmalar1 yer almaktadir. Tim bu etkiler hastaliklarda tedaviyi
zorlagtirmakta ve maliyeti arttirmaktadir. Bu nedenle, antibiyotik direnci kiiresel bir
saglik sorunudur ve dogru kullanimi tesvik etmek, yeni antibiyotiklerin kesfedilmesini
saglamak ve enfeksiyon kontrolii stratejilerini gelistirmek gibi ¢ozlimler iizerinde

calisiilmaktadir.

Son yillarda giimiis nanopartikiiller antibiyotiklere alternatif antibakteriyel ajanlar
olarak ortaya ¢cikmustir (Bruna vd., 2021; Fatima vd., 2021; Kaiser vd., 2023). Giimiis
nanopartikiillerin antibakteriyel 06zellikleri nedeniyle antibiyotik direnci ile

miicadelede potansiyel bir ¢dzlim olabilecegi diisliniilmektedir.

Glimiis nanopartikiillerin bakterilerin sentezledigi hiicre dis1 metabolitler ve biyoaktif
bilesenlerle sentezlenmesi nanopartikiilleri patojenlere karst daha etkili hale
getirmektedir. Cesitli yontem ve igerikle sentezlenen nanopartikiillerin biyolojik
aktiviteleri son zamanlarda detayli bir sekilde incelenmis olsa da bu nanopartikiillerin
insan sagligina etkileri ve patojen bakteriler lizerindeki etki mekanizmalar1 hakkindaki
bilgiler heniiz sinirli kalmistir. Bu nedenle Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5
bakterisi, ekzopolisakkariti ve postbiyotigi ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
antimikrobiyal  aktivitelerinin  arastirllmast  ve  olusan  mekanizmalarin

degerlendirilmesi tez ¢alismasinin amacini olusturmaktadir.

Nanopartikiillerin sentezinde kimyasal ve fiziksel yontemler toksik o6zelliklerin
artmasit veya yan etkilerin olusmast sebebiyle saglik alaninda kullanimi
siirlandirmaktadir. Bu nedenle toksik kimyasallarin yerine alternatif yesil sentez

yontemlerinin kullanimi yayginlasmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Lacticaseibacillus

1



rhamnosus ACS5 bakterisi, ekzopolisakkariti ve postbiyotigi ile sentezlenen giimiis

nanopartikiillerin yesil sentez yontemleriyle iiretilmesi, antimikrobiyal ve antibiyofilm

aktivitelerinin tespit edilmesi hedeflenmistir.

Tez caligmasi kapsaminda Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5 bakterisi (PRO-
AgNP), ekzopolisakkariti (PRE-AgNP) ve postbiyotigi (POST-AgNP) ile giimiis

nanopartikiillerin yesil sentezi gerceklestirilerek;

v

Nanopartikiil sentezinde toksik kimyasallarin azaltilmasi1 antimikrobiyal ya da
biyolojik ajan olarak kullanilabilmesi i¢in 6nemli goriilmektedir. Giimiis
nanopartikiillerin sentezinde kullanilan geleneksel fiziksel ve kimyasal
yontemler bulunmakla birlikte tercih edilen yontemde kullanilan kimyasal
konsantrasyonu, siire ve enerjiye bagli olarak elde edilen aktivite ve yan etkiler
degisiklik gostermektedir. Minimum toksisite ve kisa zamanda yliksek
antimikrobiyal etkinin saglanmasi i¢in yesil sentez yontemlerinin kullanilmast,
Sentezlenen nanopartikiillerin yapisal ve morfolojik 6zelliklerinin Ultraviyole
Gorlinir Alan (UV-Vis) spektroskopisi, Fourier Doniisiimii  Kizil6tesi
spektroskopik (FT-IR) analizi, Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji
Dagilim X-RAY Spektroskopisi (EDS), zeta potansiyel ve zeta boyut analizi
ve X-Isini Difraksiyon (XRD) analizi ile karakterize edilmesi,

Yesil sentez yontemlerinin fiziksel ve kimyasal sentez yontemlerine kiyasla
antibiyotiklere alternatif antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasi 6nem arz
etmektedir. Gida ve klinik patojenlere kars1 glimiis yesil sentezle sentezlenen
(PRE-AgNP), (PRO-AgNP) ve (POST-AgNP) nanopartikiilleri ile
karsilastirma icin kimyasal sentez yontemi kullanilan nanopartikiiliin (KIM-
AgNP) antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi,

Biyofilmlerle miicadele, mikroorganizmalarin yok edilmesi agisindan
planktonik bakterilere kiyasla daha zordur. Bu nedenle biyofilmlerin yok
edilmesi i¢in etkili antimikrobiyal ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Yesil sentez
metoduyla sentezlenen PRE-AgNP, PROAg-NP ve POST-AgNP giimiis
nanopartikiillerin antibiyofilm aktivitelerinin belirlenmesi,

Serbest radikaller, hiicre hasarma, yaslanmaya ve kansere yol acabilen
molekiillerdir. Antioksidan Ozellik gosteren bilesikler, serbest radikalleri

notralize ederek hiicreleri korur ve saglikli bir hiicre fonksiyonunu



desteklemektedir. Glimiis nanopartikiillerin ~ diisiik konsatrasyonlarda
kullanildiginda toksik etki gostermedigi ve biyouyumlu bir malzeme oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, yesil sentez metoduyla sentezlenen giimiis
nanopartikiillerinin (PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP) antioksidan
ozellikleri; DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii aktivite ile
belirlenmesi,

Yara uygulamalarinda kullanilacak malzemelerin biyouyumlu olmasi ve
sitotoksik bir etki yaratmamasi 6nemlidir. Yesil sentez metoduyla sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin biyouyumluluk testlerinin L-929 fare fibroblast

hiicreleri iizerinde arastirilmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Probiyotik

Probiyotikler, yeterli miktarda uygulandiginda konakc¢iya saglik acisindan fayda
saglayan canli mikroorganizmalardir (Hotel ve Cordoba, 2013). Probiyotiklerin
tanimi, bagirsak mikrobiyota kompozisyonunun dengesini, spesifik etkilere ve acgikca
tanimlanmis suslarin immiinomodiilatdr potansiyeline bagli olarak gelistiren canli ve
aktif bir kiiltiirden gelmektedir. Gida maddelerinde, 6zellikle fermente gidalarda saglik
acisindan faydalar1 olan farkli tiirde probiyotikler kullanilmaktadir (Isolauri vd.,
2004). Yararli oOzelliklere sahip potansiyel probiyotik kaynaklar1 olan tiirler
cogunlukla Bifidobacterium, Leuconostoc, Streptococcus ve Lactobacillus cinslerine
aittir ve bu tiirlerin bazilar1 gii¢lii anti-inflamatuar 6zellikler sergilemektedir (Isolauri
vd., 2004; Vera-Santander vd., 2023). Genel olarak giivenli (GRAS) statiisiinde kabul
edilen bu cinsler, kolonda baskin ve yararli mikroorganizmalardir. Herhangi bir
onemli yan etki yaratmadan bagirsakta amplifikasyona uygundurlar (Moradi vd.,
2021). Probiyotiklerin insanda saglik acisindan fayda saglayabilmesi i¢in probiyotigin
cinsine ve tiiriine gore sayisinm (10°%-10%fu/g) belirli bir miktarm iizerinde olmasi

gerekmektedir (Minelli ve Benini, 2008).

Tiiketiciler beslenmenin saglik tizerindeki etkisinin giderek daha fazla farkina
varmakta ve bu baglamda probiyotik sektorii, piyasadaki fonksiyonel gidalarin en hizl
biiyliyen sektorlerinden biri olmaya devam etmektedir. Bunun nedeni, probiyotikli
gidalarin uzun raf 6mrii (asitlenme ve pH'in diisiiriilmesi nedeniyle), organoleptik
ozelliklerin 1yilestirilmesi (doku, tat ve aroma {iretimi), artan besin degeri gibi arzu
edilen belirli 6zellikleri igermeleri ve tiiketiciye saglik acisindan fayda saglamalaridir
(Vera-Santander vd., 2023). Probiyotikler etkilerini genellikle gastrointestinal
sistemde, bagirsakta kolonize olarak ve bagirsak mikrobiyotasini etkileyerek
gostermektedir. Probiyotik bakteriler tarafindan iiretilen organik asitler (laktik, asetik
ve propiyonik asitler) gibi ¢esitli bilesikler, biiylime ortaminin pH'in1 distirerek
patojenlerin bilylimesini engellemekte, faydali bakterilerin liremesini tesvik ederek
dogal bagisiklik tepkisini uyarmakta ve savunma mekanizmasinin gili¢lenmesini

saglamaktadir (Vivek vd., 2023).



Probiyotiklerin mide ortamindaki diigiik pH’lara tolerans gosteren ve bagirsaga canli
olarak ulasabilen suslarindan probiyotik takviyesi segmek Onemlidir. Probiyotik
kiltlirlerinin  bagirsaga salinmadan oOnce mideden gecgerken korunmasi igin
probiyotiklerin enterik kapli kapsiiller halinde alinmasi gerektigi Onerilmektedir

(Rajam ve Subramanian, 2022).

Mahmoud vd. (2020) Lactobacillus plantarum'un kapsiillenmesi igin aljinat bazli
kapstilleyici ajanlar olusturmak i¢in farkli kombinasyonlar halinde skim milk,
dekstrin, denatiire peynir alt1 suyu proteini ve kitosan kullanilmistir. L. plantarum'un
hayatta kalma yetenegi, farkli 1s1l islemlere maruz birakildiktan sonra, depolama
stirasinda ve simiile edilmis gastrointestinal kosullar altinda ekzopolisakkarit gibi farkli
biyoaktif bilesiklerin iiretimi ve bakterinin canliligi agisindan degerlendirilmistir.
Sonuglar, depolama i¢in sogutma/dondurma kosullart ve simiile edilmis bagirsak/mide
kosullar1 altinda skim milk-aljinat bazli kapsiillemenin bakteri canliligini 3 ay boyunca
korudugunu, kapsiilleme ajaninin hemen hemen tiim stres kosullar1 altinda L.
plantarum'un hayatta kalma kabiliyetini onerilen doz seviyesinde koruyan en umut
verici kapsiilleyici kombinasyon oldugunu, ayn1i zamanda mikrokapsiilasyonun
hapsedilmis hiicrelerin metabolik aktivitesini etkilemedigini ve biyoaktif bilesiklerin

tiretiminde 6nemli bir fark olmadigini da ortaya koymustur.

Probiyotik gidalar, baz1 yaygin bagirsak enfeksiyonlarini onlemede, uzun siire
kullanilan antibiyotik tedavisinden sonra kaybolan bagirsak mikrobiyotasinin
diizenlenmesinde, uzun seyahat ve bozulan rutinlerden kaynaklanan sindirim
bozukluklarini iyilestirmede ozellikle ilgi ¢ekmektedir. Siit bazli diyetlerde laktoz
sindirimine yardimci olarak, bebeklerin egzama veya kolik vakalarinda da
kullanimlar1 onerilmektedir (Dima vd., 2022). Klinik arastirmalardan elde edilen
sonuglarla desteklenen yararli saglik etkileri arasinda probiyotiklerin, enfeksiyon ve
antibiyotikle iliskili ishal, kabizlik, inflamatuar bagirsak hastaligi, irritabl bagirsak
sendromu, Helicobacter pylori enfeksiyonu, laktoz intoleransi, alerji ve atopik gibi
bagirsak hastaliklarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanimi yer almaktadir
(Dahiya ve Nigam, 2022). Kronik kabizlik, diinya ¢apinda klinik fonksiyonel
gastrointestinal hastaliklar arasinda yer alan, gastroenterolojinin énemli konusudur ve
niifusun %2-27’ sinde siklikla goriilebilmektedir. Hastanin yasam kalitesini olumsuz

yonde etkileyebilen, biiyiik bir sosyal ve ekonomik yiike neden olabilen oldukca



yaygin ve maliyetli rahatsizlik olarak goriilmektedir. Kabizlik tedavisi icin yas
ortalamasi1 39,9 ile 43,1 arasinda degisen kadinlarin agirlikli oldugu hastalar ile yapilan
bir ¢alismada, (3x10%/8x10° kob) kombinasyon halinde uygulanan probiyotik suslarmn
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei,
Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium animalis) 30 giin boyunca giinde bir kez alindiginda, fonksiyonel

bagirsak kabizliginda iyilesme gosteridigi bildirilmistir (Mitelmao vd., 2022).

Probiyotiklerin tedavi yontemi olarak kullanildig1 yaygin bagirsak hastaliklarindan
biri olan Irritabl Bagirsak Sendromu (IBS) hastalarda karin rahatsizligi/agris1, degisen
bagirsak fonksiyonu ile karakterizedir. IBS nin nedenleri tam olarak anlagiimamis olsa
da, artan kanitlar bagirsak mikrobiyotasinin patofizyolojisinde ve semptom
olusumunda potansiyel bir rol oynadigini gostermektedir (Sanchez vd., 2017). Niu ve
Xiao (2020) iBS'li hastalarda probiyotiklerin etkinligi ve giivenligine iliskin sistematik
bir inceleme ve meta-analiz gergeklestirmistir. Bu arastiricilar ¢alismalarinda tek tiir,
coklu tiir ve ¢oklu sus seklinde probiyotikli fermente iiriin, icecek ve kapsiiller ile
tedavi yontemlerini uyguladiklarinda, probiyotiklerin hem ikili bir 61¢iim olarak genel
semptomlarda hem de karin agrisi, siskinlik ve siskinlik skorlarinda iyilesme agisindan

[BS'ye kars1 etkili oldugunu géstermislerdir.
2.2 Prebiyotik

Yasamin tiim asamalarinda mikrobiyal etkilesimlerin modiilasyonu yoluyla insan
sagligiin iyilestirilmesi; tiiketiciler, gida iireticileri ve saglik uzmanlari i¢in 6nemi
giderek artan bir kavramdir. Mikrobiyotay1 modiile eden diyet miidahaleleri arasinda
bir¢ok fermente gida ve lif agisindan zengin diyet rejimlerinin yani sira probiyotikler
ve prebiyotikler yer almaktadir (Swanson vd., 2020). Prebiyotikler ilk kez Gibson ve
Roberfroid (1995) tarafindan, kolondaki bir veya sinirli sayida bakterinin biiyiimesini
veya aktivitesini segici olarak uyararak konakg¢inin sagligini iyilestiren, sindirilmeyen
bir gida bileseni olarak tanmimlanmistir. Mevcut prebiyotik kavrami ise sindirim
sisteminin iist kismindan sindirilmeden gecen ve kalin bagirsakta kolonilesen, sagligi
tesvik eden, bakterilerin biiylimesini ve aktivitesini uyaran sindirilmeyen gida
bilesenlerini veya maddelerini ifade etmekdir. Prebiyotik kavrami 1995’ten bugiine
kadar bir¢ok kez tartisilmis ve gelistirilmistir. Ancak bugiine kadarki tanimlarin ¢ogu,

prebiyotiklerin sagligi tesvik eden taksonomik gruplar veya faydali metabolik
6



aktiviteler i¢in 'spesifik' veya 'secici' olmasi gerektigi konusunda anlasmistir (Bindels
vd., 2015). Prebiyotikler yapisal afiniteye gore degil, gastointestinal mikrobiyotadaki
belirli yararli bakterilerin (probiyotikler) biiylimesini veya aktivitesini destekleme
potansiyeline gore kategorize edilmektedir (Fei vd., 2023). Bir bilesigi prebiyotik

olarak siniflandirmak i¢in baz1 kriterler kullanilmaktadir. Bunlar:

(i) Midenin asidik pH'sina dayanikli olmali.

(i) Memeli enzimleri tarafindan hidrolize edilmemeli ve ayrica
gastrointestinal kanalda emilmemeli.

(i)  Bagiwrsak mikrobiyotas: tarafindan fermente edilmeli ve bagirsak
bakterilerinin biiyiimesi veya aktivitesini segici olarak uyarabilmelidir
(Gibson vd., 2010).

Tim prebiyotikler 1if olmasmna ragmen, tim lifler prebiyotik olarak
degerlendirilmemektedir. Lifi karbonhidrat tiirevi gidalar1 prebiyotiklerden ayirmak
icin gerekli tanim Codex Alimentarius Komisyonu tarafindan Kasim 2008'de
Beslenme ve Ozel Diyet Kullanimlarma Yonelik Gidalar (CCNFSDU) Kodeks
Komitesi'nin onaylanmasi yoniindeki tavsiyesine dayanarak Haziran 2009'da kabul
edilmistir. Tanimda, insanlarin ince bagirsaginda endojen enzimler tarafindan
hidrolize edilmeyen ii¢ karbonhidrat polimeri kategorisi listelenmistir. Ancak tanim,
polimerizasyon derecesi (DP) 3 ila 9 araliginda olan karbonhidratlarin dahil edilmesini
ulusal otoritelerin takdirine birakarak, 'sagliga faydasi olan fizyolojik etki(ler)i'

tanimlanmamisg olarak yapilmistir (Howlett vd., 2010).

Prebiyotikler, kolondaki probiyotik mikroorganizmalarin aktivitesini uyararak
konake1 saglhigina fayda saglayan, sindirilmeyen diyet lifleridir. Laktuloz, galakto-
oligosakkaritler, frukto-oligosakkaritler, ksilo-oligosakkKaritler, malto-
oligosakkaritler, iniilin ve hidrolizatlar1 iki ila on seker biriminden olusan yaygin
olarak kullanilan bazi prebiyotiklerdir. Bu prebiyotiklerin son {iiriinleri olan asetat,
biitirat ve propiyonat, konak¢i organizmalar i¢in enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir (LeBlanc vd., 2017). Dogal prebiyotik kaynaklari olarak hindiba,
sogan, sarimsak, kuskonmaz, enginar, muz, domates gibi bitki kaynaklarindan bunlar
az miktarda elde edilebilmektedir. Rafine seker molekiillerinin yani sira, peynir alti

suyu, bugday ve piring samani, seker kamisi kiispesi gibi tarimsal, endiistriyel atiklar



kullanilarak da prebiyotikler sentezlenebilir ve bu da iiretim siirecini daha ekonomik

hale getirmektedir (Panesar vd., 2014).

Insanda genel olarak mikrobiyotanin kompozisyonunu etkileyen bircok faktor
bulunmaktadir. Bunlar, konagin fizyolojik kosullarindaki (6rnegin, yas, stres ve saglik
durumu) ve ¢evresel kosullardaki (6rnegin, diyet ve antibiyotik tedavisi) degisiklikleri
icermektedir. Bazi1 hastaliklara, hastaliga neden olan tek bir mikroorganizmanin
varligindan ziyade, mikrobiyotayr olusturan mikroorganizmalar arasindaki
dengesizlik (disbiyoz) neden olabilmektedir. Mikrobiyal disbiyoz ile iligkili
hastaliklarin 6rnekleri arasinda otoimmiin ve alerjik hastaliklar, obezite, inflamatuar
bagirsak hastaligi (IBD) ve diyabet yer alir (Clemente vd., 2012). Baz1 bagirsak
mikroorganizmalariin saghigi tesvik eden oOzelliklerinin taninmasi, faydali
mikrobiyota bilesimi ve metabolizmasi i¢in en uygun ortami saglamak amaciyla diyete
dayali miidahaleleri tesvik etmistir (De Jesus Raposo vd., 2016). Gastrointesitinal
sistemin diizenlenmesini saglamak, bagirsak mikrobiyotasini modiile etmek ve genel
sindirim saghgmi tesvik etmek icin bakteriyel ekzopolisakkaritler dogal, faydali ve

umut verici bir yol olusturmaktadir (Abarquero vd., 2023).

Xu vd. (2022) Lactobacillus helveticus LZ-R-5- ve Lactobacillus pentosus LZ-R-17
kaynakli ekzopolisakkaritlerin (LHEPS ve LPEPS) in vitro sindirim ve fermantasyon
davranislarint arastirmistir.  Sonuglar, LHEPS'in simiile edilmis tiikiirik ve
gastrointestinal sindirime direngli oldugunu, insan bagirsak mikrobiyotasi tarafindan
tilketilebilir ve kiiltiirlerde Lactobacillus ve Bifidobacterium'un ¢ogalmasini tesvik
ettigini, yiiksek segicilik indeksi degerleri sergiledikleri igin a-glukan ve B-glukana
kiyasla daha giiclii bifidojenik etki gdsterdigini bildirmislerdir. Ayrica, LPEPS’in 48
saatlik fermantasyon sirasinda LHEPS'e kiyasla daha yiiksek laktik asit ve asetik asit
igerigine ulagsmis oldugunu ve bdylece daha yiiksek miktarda toplam SCFA elde
ettigini gostermislerdir. L. helveticus LZ-R-5 ve L. pentosus LZ-R-17'den elde edilen
EPS fraksiyonlarinin potansiyel prebiyotik 6zelligini ve insan bagirsak saglhigini
faydali bir sekilde iyilestirmek i¢in yeni fonksiyonel gida prebiyotikleri olarak

gelistirilebilecegini bildirmislerdir.

Gao vd. (2022) Bacillus thuringiensis'ten izole edilen hiicre dis1 polisakarit BPS-1
ekzopolisakaritinin  prebiyotik potansiyelini ve in vitro degerlendirilmesini

arastirmistir. BPS-1'in sitotoksisitesini Insan kolon kanseri hiicre dizisi (LoVo) ve
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insan normal kolonik epitel hiicre dizisi (HcoEpiC) hiicre hatlarina karsi
degerlendirmisler. BPS-1 ayrica in vitro fermantasyon modelinde insan bagirsak
mikrobiyotasi iizerindeki potansiyel etkileri acisindan da incelemislerdir. Saglikli
insan digk1 bakterilerinin 48 saatlik anaerobik fermantasyonu sirasinda BPS-1, kisa
zincirli yag asitlerinin liretimini 6nemli dl¢lide arttirdigini ve faydali bakteri tiirlerinin
goreceli bollugunu arttirdigint  bildirmislerdir. Bacillus thuringiensis tarafindan
tretilen BPS-1'in prebiyotik potansiyelinin oldugunu ve gida endiistrisindeki

uygulamasi i¢in bir temel olusturacagini1 gostermislerdir.
2.3 Postbiyotik

Hiicre canliliginin, probiyotigin sagliga fayda saglamasi agisindan 6nemli oldugu uzun
stiredir kabul edilmektedir. Ancak cansiz mikroorganizmalarin, bunlarin hiicre
bilesenlerinin ve metabolitlerinin sagligi etkileyebilecegi de tartisilmaktadir
(Vinderola vd., 2022). Calismalar 1s1ginda bakteri metabolitlerinin birgok bagirsak
hastaliginin tedavisinde olumlu sonuglar verdigi bildirilmistir (Venegas vd., 2019).
Uluslararas1 Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Birligi (ISAPP) bu metabolitleri
tanimlamak i¢in, "cansiz mikroorganizmalarin veya bunlarin bilesenlerinin konak¢iya
saglik agisindan fayda saglayan preparati" oldugunu belirten "postbiyotik™ tanimi

Onermistir (Salminen vd., 2021).

Postbiyotikler, fermantasyon sirasinda matriste {iretilen diisiik molekiiler agirlikli ve
saglig1 gelistirmek i¢in kullanilabilen fonksiyonel biyoaktif bilesikleri icermektedir.
Postbiyotik terimi, mikrobiyal fermantasyon bilesenlerinin tiimii igin genel terim
olarak kabul edilmektedir (Wegh vd., 2019). Bu nedenle postbiyotikler; metabolitler,
kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar), mikrobiyal hiicre fraksiyonlari, fonksiyonel
proteinler, hiicre dis1 polisakkaritler (EPS), hiicre lizatlari, teikoik asit, peptidoglikan
tiirevli muropeptitler ve pili tipi yapilar dahil olmak {iizere bircok farkli bileseni

icerebilmektedir (Nataraj vd., 2020).

Son yillarda insan viicudunda kolonize olan kommensal bakterilerin sagligin ve bir¢ok
patolojik durumun 6nemli belirleyicileri oldugu kabul edilmistir. Biyoaktif iirlinlerin
sentezi, diyet bilesiklerinin metabolizmasi, immiin uyarim yoluyla immiin
modiilasyon dahil olmak iizere ¢ok sayida isleve sahiptirler. Mikrobiyota

popiilasyonundaki disbiyoz, ¢esitli kanser tiirleri ve norodejeneratif hastaliklar da
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dahil olmak {izere birgok hastalikla iligskilendirilmistir (Sharma ve Shukla, 2016).
Probiyotikler, prebiyotikler ve postbiyotiklerden kaynaklanan bagirsak mikrobiyotasi
ve mikrobiyom-konakg: etkilesimlerini hedeflemek, ¢esitli hastaliklarin etkili tedavisi
firsat olmaktadir (Jastrzab vd., 2021).

Kolorektal Kanser (KRK) insanlarda en sik goriilen kanserler arasinda ti¢iincii sirada
olup, hem kolon hem de rektumu (kalin bagirsak) etkileyen, diinyada kansere bagh
Olimlerde ikinci sirada yer almaktadir (Siegel vd., 2019). Cousin vd. (2016)
Propionibacterium freudenreichii ITG-P9'dan gelen metabolitlerin (propiyonat ve
asetat), mitokondri iizerinde etkili olan SCFA'larin iiretimi ve salinmasi yoluyla HT29
insan kolorektal kanser hiicrelerinde intrinsik apoptosisi indiikledigini gostermistir.
Ayrica, Tiimor Nekroz Faktorii ile ilgili Apoptoz Indiikleyici Ligand (TRAIL) ile
kombinasyon halinde SCFA'larin, pro-apoptotik gen ekspresyonunu (TRAIL-
R2/DRS5) arttirdigini, anti-apoptotik gen ekspresyonunu (FLIP, XIAP) azalttigini
bildirmistir.

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis, Lactobacillus
reuteri ve Saccharomyces boulardii'nin hiicre i¢ermeyen siipernatanlar1 ve bu
probiyotikler tarafindan iretilen metabolitlerin, insan kolon epitelyal HT-29
hiicrelerinde PGE-2 ve IL-8'in ekspresyonunu asagi dogru diizenleyebildigi testpit
edilmistir. Elde edilen postbiyotiklerin, insan makrofajlar1 tarafindan IL-1p, IL-6,
TNF-o ve IL-10 iretimini farkli sekilde modiile ettigi, bunun da anti-inflamatuar
aktiviteye isaret ettigi bildirilmistir. Postbiyotiklerin dogustan gelen veya adaptif
bagisiklik sistemini uyarmada, bagirsak mukozal bariyerinin biitiinliigiinii korumada
ve probiyotiklerin etkileri gibi antimikrobiyal bilesiklerle patojenleri antagonize
etmede rol oynadiklart igin esas olarak immiinomodiilator aktivitelerle de

iliskilendirmislerdir (De Marco vd., 2018; Yesilyurt vd., 2021).

Probiyotik bakterilerden tiiretilen gesitli bilesenler ve molekiiller, postbiyotiklerde
islendikten sonra da varligini siirdiirmekte ve konak sagligina farkl: sekillerde katkida
bulunmaktadir. Postbiyotiklerdeki bilesenlerin faydali etkilerini ve mekanizmalarini
kesfetmek i¢in elde edilen bilesenler hem in vivo hem de in vitro calismalarda
santrifiijleme  ve  ultrafiltrasyon  teknikleriyle  aynistirihip,  saflastirilarak
uygulanmaktadir (Dini¢ vd., 2017; Zhong vd., 2022). Postbiyotikler, endiistriyel

islemler ve depolama sirasinda uzun siire stabiliteyi koruyabilmektedir, bu da onlari
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probiyotiklere gore uygulama igin daha uygun hale getirmektedir. Boylece isleme
sirasinda iiriinlerdeki postbiyotik miktarinin kesin olarak kontrol edilmesi miimkiin

olmaktadir (Zhong vd., 2022).

Postbiyotiklerin etki sekli, probiyotik bakterilerin salgiladigi metabolitlerin
varligindan dolay1 probiyotiklere benzetilmektedir. Ancak son zamanlarda canli
bakterilerin kullanimi mikroorganizma ile iligskili molekiiler modellerin varlig
nedeniyle hasta i¢in bazi riskler olusturabilmektedir. Inflamatuar gastrointestinal
hastaliklar1 gibi durumlarda, probiyotikler yerine bagirsak homeostazisini tesvik
etmek i¢in gida takviyeleri olarak postbiyotikler onerilmistir. Bu nedenle
postbiyotiklerin, probiyotiklerin faydali etkilerini taklit ederken canli bakterilerin
uygulanmasinin risklerini de ortadan kaldirdig1 diistiniilmektedir (Mayorgas vd., 2021;
Tsilingiri vd., 2012). Postbiyotiklerin gastrointestinal sistemdeki fonksiyonlari i¢in bes

etki mekanizmasi One striulmektedir. Bunlar;

(i) Yerlesik mikrobiyotanin modiilasyonu,

(i1) Epitelyal bariyer fonksiyonlarmin gelistirilmesi,

(iif)Lokal ve sistemik bagisiklik tepkilerinin modiilasyonu,

(iv)Sistemik metabolik tepkilerin modiilasyonu ve

(v) Sinir sistemi yoluyla sistemik sinyalleme olarak bildirilmistir (Salminen vd.,
2021).

2.4 Ekzopolisakkaritler

Ekzopolisakkaritler ~(EPS), bakteriler, mayalar, algler ve mantarlar gibi
mikroorganizmalarin metabolik siirecleri tarafindan sentezlenen, ¢6ziiniir veya
¢oziinmeyen hiicre dist polimerik maddelerdir (Ziadi vd., 2018). Hiicre yiizeyi ile
gevsek bir sekilde iliskili olan veya hiicre dis1 ortama salinan polisakkaritlerdir.
EPS’ler, hiicre dis1 biyofilm matrisinin olusumuna katki saglayan ana bilesenlerden
biridir. Sadece bakterileri olumsuz cevresel etmenlerden korumada degil, ayni
zamanda mikrobiyal hiicrelerin kat1 yiizeylere tutunmasinda da onemli bir rol
oynamaktadir. Mikroorganizma tarafindan dis ortama slime seklinde salgilanir veya
hiicre ylizeyine bir kapsiil olusturacak sekilde (kapsiiler EPS) yapismaktadir (Oleksy
ve Klewicka, 2018). Bakteri hiicresinin en dis katmaninda olusur ve ¢evreyle dogrudan

etkilesime aracilik ederek hiicreyi koruyacak bir mekanizma saglamaktadir (Daba vd.,
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2021). Abiyotik veya biyotik strese, rekabete, pH'a, sicakliga, toksik bilesiklerin (safra
tuzlari, hidrolize edici enzimler, lizozim, mide ve pankreas enzimleri, metal iyonlari,
antibiyotikler) etkisinin hafifletilmesine, bagisiklik tepkisinin ve faj saldirisinin
Onlenmesi gibi mikroorganizmalara yararli 6zellikler saglamaktadir (Abdalla vd.,
2021). Mikrobiyal hiicreyi koruyucu bu mekanizmalar goz Oniine alindiginda,
ekzopolisakkaritler gida ve ilag endiistrileri i¢in fizikokimyasal Ozelliklere sahip
olduklar1 bildirilmistir. Bununla birlikte emiilsifikasyon, tekstiire etme, tatlandirma,
jellestirme, su baglama kapasitesi veya biyoaktif 6zellikler gibi yapisal 6zelliklerinden

dolay1 EPS'nin gida endiistrisindeki uygulamalarina odaklanilmaktadir (Juraskova vd.,

2022).

Cok cesitli besin kaynaklarini kullanarak, farkli alanlarda kullanilan polimerlerin
biyosentezini yapan, o6zellikle bakteri kaynaklarindan elde edilen mikrobiyal
polisakkaritler, arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Biiytime 6zellikleri ve gok gesitli
substratlardan yararlanma yetenekleri nedeniyle bitki ve hayvan kaynakh
polisakkaritlere gore daha uygun maliyetli alternatiflerdir. Endiistriyel atiklar gibi
diisiik maliyetli substratlar1 kullanarak kisa siirede biyoteknolojik islemlerle biiyiik
miktarlarda tiretilebilmektedirler. Bakteriyel ekzopolisakkaritler, olaganiistii malzeme
(cekme mukavemeti, gozenek ve ag boyutu, sisme) ve reolojik ozellikleri sayesinde
biyomedikal ve farmasotik uygulamalarda polisakkaritlerin bir kategorisi olarak giiglii

bir yer edinmistir (Ahuja vd., 2023; Netrusov vd., 2023).

Ekzopolisakkaritler farkli tiirdeki bakteriler tarafindan iiretilen glikosidik baglarla
bagl sekerlerden olusan yiiksek molekiiler agirlikli polimerlerdir. Ilag saliniminda,
ilag salim tasiyicis1 ve doku miihendisligi ile rejeneratif tipta yapi malzemesi,
biyomateryallerin {iiretimi gibi alanlarda psoddoplastik, viskoz ve hidrate dogasi
sayesinde kullanilabilmektedir (Rehm, 2010; Schmid vd., 2015). EPS temel olarak,
protein, niikleik asit, lironik ve humik asit gibi organik makromolekiillerden
olusmaktadir (Sheng vd., 2020). Bakteriyel ekzopolisakaritler, ¢esitli monosakaritler,
acil ve diger siibstitiientleri i¢eren karmasik bir polimer grubudur (Sutherland., 1972).
Dallanmis, tekrar eden seker veya seker tiirevlerinden olugmaktadir. Bu seker
birimleri, degisken oranlarda baslica glukoz, galaktoz, mannoz, N-asetil glukozamin,
N-asetil galaktozamin ve ramnozdur (Patel vd., 2012). D-glukoz, D-galaktoz, D-
fruktoz, D-ksiloz, D-riboz ve L-arabinoz, EPS’nin yapisinda bulunan yaygin seker

12



gruplaridir. Ancak farkli bakteriyel izolatlardan elde edilen EPS’lerin yapisinda, L-
fukoz, L-ramnoz ve iironik asit gibi EPS yapisinda nadir bulunan sekerlerin de tespit
edildigi bildirilmistir (Angelin ve Kavitha, 2020). Genel olarak bakteriyel EPS’ler,
homopolisakkaritler (HoP'ler) ve heteropolisakkaritler (HeP'ler) olmak tizere iki sinifa
ayrilmaktadir (Sekil 2.1).

BAKTERIYEL EPS

HOMOPOLISAKKARITLER HETEROPOLISAKKARITLER

v ¥ v \J

v L L]
\/\]Jldﬁ' sekerler //Knrbonhldrm \

a- D-

glukanlar Fruktanlar o L-ramnoz olmayan
Glikosil BRIzl ol Ortak . 1111.e$'enlel
transferaz f3-D- -~ (oli= sekerler Nannoe Asetat
G- mutans glukanlar Levan tipi Atibsialin D-glukoz Ksiloz Gliserat
G-dekstans iniili P D-galaktoz I -fukoz Propiyonat
G-reuterans AT N-asetil Pruvat
G-alternans glikozamin Stksmat
N-asetil L-glutamat

\glaktozamin /| (O
Sulfat

Sekil 2.1. Bakteriyel ekzopolisakkaritlerin siiflandirilmas1 (Angelin ve Kavitha,
2020’ den uyarlanmustir).

Homopolisakaritler (HoPS), glikoz (glukanlar), fruktoz (fruktanlar) veya galaktoz
(poligalaktan) gibi bir ndtr monosakarit tipi igermektedir. Laktik asit bakterileri
(LAB), arasinda baglant1 tipine ve bagda yer alan karbonun konumuna bagli olarak bir
alt smiflandirma olusturulmustur. Heteropolisakkaritler ise (HePS), ii¢ ila sekiz
monosakkarit, monosakkarit tiirevleri veya ikame edilmis monosakkaritlerden,
dallanmis veya dallanmamis tekrarlayan alt birimlerden olusan bir omurgadan
meydana gelen karmasik polimerlerdir. HOPS'nin tersine, HePS'nin tekrarlayan
birimleri hiicre i¢inde sentezlenmekte ve hiicre disinda polimerize edilmektedir

(Torino vd., 2015).

Cok yonlii uygulamalar1 ile mikrobiyal metabolitlerin farmasotik, biyomedikal,

kozmetik, gida, tarim ve c¢evre bilimi alanlarinda kullanimlar1 giderek
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yayginlagmaktadir. Polisakkarit bazli malzemelerin son zamanlarda yeniden
kesfedilmesi, yeni biyolojik aktiviteleri tegvik etmek ve/veya biyomalzemelerin nihai
Ozelliklerini degistirmek amaciyla kimyasal modifikasyonlara olanak saglamaktadir
(Zhou vd., 2019). Gida ve farmasdtiklerde emiilgatorler, stabilizatorler, baglayicilar,
jellestirici maddeler, yaglayicilar ve koyulastirict maddeler olarak ¢ok cesitli
endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir (Schmid vd., 2015). Ekzopolisakkaritler
biyobozunurluk, biyouyumluluk, biyoyapiskanlik, mekanik ve kimyasal direng, sisme
ve jellesme giicii gibi sahip olduklar1 6zelliklerle yeni polimerik malzeme kaynaklar
olarak ortaya ¢ikmis ve bu Ozelliklerle giderek ekonomik olarak rekabetci hale
gelmistir. Biyo-nanoteknolojinin gelisimi ekzopolisakkaritleri ilag kesfi ve terapotik

gelistirmede giderek daha 6nemli bir faktor haline getirmektedir.

1980'lerin baginda biyobozunur polimerlerin ortaya ¢ikisi bunlarin ilag
formiilasyonlarinda kullanimint hizlandirmistir (Sung ve Kim, 2020). Anti-kanser,
yara iyilesmesi, anti-aging ve UV koruyucu 6zellikler gosteren ¢esitli polisakkaritler
nanopartikiil sentezi, hidrojel ve ilag¢ tastyicist islevlerinde yapisal biyomateryaller
olarak kullanilmaktadir. LAB tarafindan iiretilen EPS'lerin antiviral (Kanmani vd.,
2018), inflamatuar etkinin diizenlenmesi (Kim vd., 2018), immiinomodiilatér (You
vd., 2020), antioksidan (Rani vd., 2018), antikanser (Sheng vd., 2022), antiiilser (Yang
vd., 2023), anti- biyofilm (Tarannum vd., 2024) ve kolesterol diisiiriicii (Bhat ve Bajaj
2018) etkileri gibi ¢ok sayida fonksiyonel 6zellik ve saglik yarariyla iligkili oldugunu
gosteren cesitli calismalar yapilmistir. Simdiye kadar, farkli bakteri tiirlerinden
ekstrakte edilen birgok EPS, jellestirme, emiilsifiye etme, stabilize etme, tekstiire etme
ve ilaglarin formiilasyonunda giiclendirici ajan olarak kullanilmigtir (Sutherland,
2001). Ayrica, EPS’lerin toksik olmama, biyouyumluluk ve daha kolay bozunma gibi
ozellikleri, gesitli in vivo deneylerde EPS’lerin uygun biyomateryaller olmalarini

saglamistir (Nwodo vd., 2012).

2.5 Biyofilm

Bakteriler hemen hemen her yiizeye tutunarak gelisebilmekte ve yapisal agidan
karmasik topluluklar olusturabilmektedir. Biyofilm olusturma yetenegi bakterilerin

kendilerini ¢evresel faktorlere karsi korumada en belirgin 6zelligidir.
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Biyofilmler, kendi kendine tiretilen hiicre dig1 matris tarafindan bir arada tutulan ¢cok
hiicreli topluluklardir. Farkli bakterilerin biyofilm olusturmak icin kullandig:
mekanizmalar genellikle ¢evresel kosullara ve spesifik tiir 6zelliklerine bagli olarak
degisiklik  gostermektedir  (Lopez vd., 2010). Biyofilmler, insanlarda
enfeksiyonlarin %65'inde ve kronik enfeksiyonlarin %80'inde rol oynamaktadir (Jamal
vd., 2018; Sims vd., 2020). Fiziksel ve kimyasal karmasikliklar1 ile birlikte antibiyotik
direncine sebep olan kalict hiicrelerin  varligit  biyofilmlerin  tedavisini
zorlastirmaktadir. Dis plagi, kronik orta kulak iltihabi, kronik siniizit, nativ kapak
endokarditi ve kistik fibrozdaki kronik hava yolu enfeksiyonlar gibi biyofilmle iliskili
enfeksiyonlar, hastalara ciddi sikintilar ve topluma agir mali yiikk getirmektedir.
Ayrica, implantlar ve cihazlar iizerinde mikrobiyal tutunma ve biyofilm olusumu idrar
yolu, perkiitan, deri alti, yumusak doku, gozler, dolasim sistemi ve kemikler dahil
olmak {iizere tiim nozokomiyal enfeksiyonlarin %50'den fazlasina neden olmaktadir

(Weinstein ve Darouiche, 2001; Neoh vd., 2012).

Bakteriyel biyofilm protein, polisakkarit ve ekstraseliler DNA’dan olusan,
ekstraseliiler polimerik madde (EPS)’de yer alan birlesik bakteri topluluklarindan
olugsmaktadir (Flemming vd., 2016). Olgun bir biyofilm i¢indeki bakteriler, planktonik
hiicrelere gore genellikle antibiyotiklere karsi daha gii¢lii direng gostermektedir.
Biyofilmdeki EPS, biyofilmi dig ortamdaki antibiyotiklerden ve dezenfektanlardan
korumak i¢in fiziksel bir bariyer saglarken, biyofilmdeki bakteri hiicreleri quorum
sensing mekanizmasiyla (¢ogunluk algilamasi) birbirleriyle verimli iletisim kurarak
ila¢ direnci olusturmaktadir (Zhao vd., 2018). Uygulamada tek tek bakterilere kiyasla
biyofilmleri tedavi etmek i¢in 1000 kata kadar antibiyotik dozajinin gerekli oldugu
bununda ¢oklu antibiyotik direncine neden oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, coklu
antibiyotik direncinin neden oldugu biyofilmleri tedavi etmek i¢in yeni ve giicli

stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyofilmin neden oldugu bu zorlugun istesinden gelmek i¢in, katyonik molekiiller,
suda ¢oziinilir konjuge polimerler, proteazlar, DNaz, D-amino asitler, nanopartikiiller
ve fotoaktif malzemeler gibi biyofilm bozulmas1 ve ayrilmasi i¢in ¢esitli malzemeler
gelistirilmistir (He wvd., 2021). Antimikrobiyal stratejiler, canli biyofilmlerin
olusumunu etkili bir sekilde 6nlemektedir. Ancak yiizey, biyosidal etkiyi tehlikeye

atabilen, daha fazla bakteri tutunmasi ve biyofilm gelisimi igin bir kosullandirma
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katman1 gorevi gorebilir ve yapisan Olii bakteriler tarafindan kirlenmis halde
kalabilmektedir. Bu smirlamalarin istesinden gelmek icin, kirlenmeyi oOnleyici
ytiizeyler, kirlenme direncini ve antimikrobiyal 6zellikleri arttiran, bakterileri 6ldiiren,
Oli hiicrelerin ve kalintilarin verimli bir sekilde uzaklagabilecegi geri doniisimlii

sistemler gelistirilebilir (Yu vd., 2013).

2.5.1 Yara patojenleri

Bakteriler tiim acgik yaralarda bulunur ve yaralar, konak savunmasi asildiginda klinik
olarak enfekte olmaktadir. Yara enfeksiyonlarinin ilk belirtileri arasinda artan
kizariklik, 6dem, sicaklik ve agr1 bulunmaktadir. Bir yara enfeksiyonu uygun sekilde
yonetilmezse, bakteriler sistemik dolasima girerek hastalarin bakteriyemik veya
septisemik hale gelmesine neden olmaktadir (Ng ve Leow, 2015). Yara enfeksiyonlari
genellikle antibiyotik uygulamasiyla tedavi edilebilir; ancak giliniimiizde artan yiiksek
diizeyde antibiyotik direnci nedeniyle bu her zaman etkili olamamaktadir. Bir¢ok
enfeksiyonun geleneksel antimikrobiyal tedaviye direngli olmasinda mikrobiyal
biyofilmlerin biiyiik 6l¢iide sorumlu oldugu tespit edilmistir (Hoiby vd., 2010). Yara
enfeksiyonlarinda biyofilmde en ¢ok bulunan patojenler, Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus ve Pseudomonas aeruginosa olarak bildirilmistir (Scales
ve Huffnagle, 2013). Staphylococcus epidermidis, koagiilaz negatif stafilokoklarin en
onemli temsilcisidir ve insan derisinde en fazla kolonize olan mikroorganizma olarak
bilinmektedir (Kloos ve Musselwhite, 1975). Uzun siire zararsiz olarak goriilen S.
epidermidis hastane kaynakli ve cihazla iligkili enfeksiyonlarin en sik nedeni olarak
tanimlanmis, bu nedenle 6nemli firsatg1 patojen haline gelmistir. S. epidermidis, konak
savunmasina karst koruma saglayan bir dizi molekiil iretmektedir. Spesifik olarak,
ekzopolisakkarit polisakarit hiicrelerarasi adezin (PIA) gibi bir¢ok protein ve
ekzopolimer insan antimikrobiyal peptidlerinin aktivitesini inhibe etmektedir. Aym
ekzopolisakkarit S. epidermidis biyofilminin olusumuna katkida bulunmaktadir.
Ayrica, son aragtirmalar S. epidermidis'te bagisikliktan kaginma ve biyofilm
gelisiminde birden fazla islevi olan ve sitolitik olabilen, fenolde ¢oziinen modiilinler
adinda pro-enflamatuar peptit ailesi tanimlamistir (Otto, 2012). P. aeruginosa su,
toprak ve sebzelerde dogal olarak bulunan gram negatif firsatgr patojen olarak
bilinmektedir (Abdelghany vd 2012). Hastalarda travma, cerrahi, biiyiik bir yara veya

yerlesik cihazin varlig1 gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla P. aeruginosa kolonizasyonu
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ve devaminda enfeksiyonu meydana gelebilmektedir. P. aeruginosa, nozokomiyal ve
solunum iligkili pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlari, yanik yaralar1 ve kan dolagimi
enfeksiyonlarinda en sik goriilen patojenlerdendir (Weber vd., 2007; Cross vd., 1983).
Akut enfeksiyona ek olarak bagisikligi baskilanmis hastalarda, kronik akciger
enfeksiyonu, kistik fibroz hastalar1 ve kemoterapi alan kisilerde de P. aeruginosa
enfeksiyonlara neden olmaktadir (Abdelghany vd., 2012). S. epidermidis kaynakli ve
psodomonal hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilan yaygin antibiyotikler kisa yar1
omre, disiik biyoyararlanima, ototoksisite ve nefrotoksisite gibi yan etkilere neden

olabilmektedir (Tange vd., 1995).

Candida albicans, insanlarda hastaliga neden olan maya tiirlerindendir. Insanlar da
gastrointestinal (GI) sistemde, iireme sisteminde, agiz boslugunda ve ciltte
asemptomatik olarak kolonize olmaktadir (Achkar ve Fries, 2010; Ganguly ve
Mitchell, 2011). Saglikli ve bagisiklik sistemi baskilanmamis bireylerde C. albicans
genellikle zararsiz ve yerel mikrobiyotanin diger iiyeleriyle dengede bulunmaktadir.
Bununla birlikte, antibiyotik kullanima, stres, bagka tiir bir mikroorganizma tarafindan
gerceklesen enfeksiyon ile pH degisikligi gibi konak¢r mikrobiyotasindaki
degisiklikler, konak¢min immiin yanitindaki degisiklikleri tetikleyerek C. albicans'in
asir1 ¢ogalmasina ve enfeksiyona neden olmaktadir (Calderone ve Fonzi, 2001;
Wenzel, 1995). Pamukguk, vajinal mantar enfeksiyonlari, pisik gibi yiizeysel mukozal
ve dermal enfeksiyonlara kadar biiyiik 6liim oranlarina sahip (baz1 vakalarda %40'a
yaklasan) hematojen olarak yayilmis enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Ozellikle
bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde (AIDS'li olanlar veya antikanser veya
bagisiklik sistemini baskilayan tedaviler gorenler gibi) ve tibbi cihaz implantasyonu
olan saglikli kisilerde, idrar ve santral venoz kateterler, kalp pilleri, mekanik kalp
kapakgiklari, eklem protezleri bulunan kisilerde ciddi tablolara sebep olabilmektedir
(Nobile ve Johnson, 2015).

2.6 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, nanometre dl¢egindeki malzemenin ¢esitli bilim dallar1 ve uygulamalar
icin modifikasyonunu ve yonetimini igeren, teknolojik gelisim i¢in devrim niteliginde
olan bir amaci temsil etmektedir. Nanoteknoloji, kelimenin tam anlamuyla,
molekiillerden atomlara, atomlardan mikron altina kadar degisen boyutlarda maddeyi

kimyasal, fiziksel ve biyolojik olarak etkileyen sistemlerin tiretimini, uygulamasini ve
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elde edilen nanomateryallerin daha biiyiik sistemlere entegrasyonunu i¢cermektedir.
Nanoteknoloji, biyolojik, fiziksel ve kimyasal bilimlerin temel 6zelliklerini birlestiren
bir siirectir ve bu siiregler nanometre dlgeginde gergeklesmektedir. Fiziksel olarak
boyut kiiciiltiilmekte; kimyasal olarak yeni baglar ve kimyasal 06zellikler
olusturulmaktadir. Uretilen nano Slgekte malzemeler ilag yiikleme ve tasima sistemleri

gibi birgok biyolojik siirece olanak saglamaktadir (Malik vd., 2023).

“Nanometre” kavrami ilk olarak 1925 Nobel Kimya Odiilii sahibi Richard Zsigmondy
tarafindan ortaya atilmistir. Nanometre terimini Ozellikle pargacik boyutunu
karakterize etmek ve mikroskop kullanarak altin kolloidler gibi parcaciklarin boyutunu
6lgmek i¢in ilk kez kullanmistir (Zsigmondy, 1996). Modern nanoteknolojinin ise fikir
babas1 1965 Nobel Fizik Odiilii sahibi Richard Feynman' dir. Caltech'te diizenlenen
1959 Amerikan Fizik Dernegi toplantisinda “Altta Bolca Yer Var” baslikli bir
konferans veren Feynman, maddeyi atomik diizeyde manipiile etme kavramini ortaya
atmig ve arastirmacilari bu yonde diisinmeye sevketmistir (Toumey, 2008). Japon
bilim adami olan lijima'nin karbon nanotiipleri gelistirmesiyle nanoteknoloji bilimi,
daha da ilerlemistir (Hulla vd., 2015; lijima, 1991). Nanoteknoloji, nanometre
Olgeginde olusturulan benzersiz 6zellikler sebebiyle 21. yiizyilin baslarindaki kritik
aragtirma alanlarindan biri haline gelmistir. Bilgi teknolojisi, enerji, ¢evre bilimi, tip,
i¢ giivenlik, gida giivenligi ve ulagim gibi pek ¢ok teknoloji ve endiistri sektoriinii de
onemli Olciide gelistirmeye devam etmektedir. Nanoboyutun benzersiz manipiile
edilme ozellikleri, arastirmacilara nanopargaciklari ilag dagitimi, goriintii kontrast
maddeleri veya tani amagl olarak rasyonel tasarlama ve kullanma yetenegi
saglamaktadir (Morawski vd., 2004; Quintana vd., 2002; Tegenfeldt vd., 2004). Bu
kazanilan yeteneklerin goriintiileme, biyoenformatik ve sistem biyolojisindeki
ilerlemelerle bir araya gelmesi, biyolojinin en zorlu biyokimyasal ve genetik
sorunlarindan bazilarinin {istesinden gelme konusunda muhtesem bir umut vaat
etmektedir. Her ne kadar bugiin biyoloji bir dizi teknolojik gelismeden faydalaniyor
olsa da, cok az1 temel arastirma, ilag gelistirme ve klinik tipta nanoteknoloji kadar yon
degistirici potansiyele sahip olabilmektedir. Nano boyutlu alanda, biyomolekiillerin
tam Olceginde faaliyet gdsteren nanoteknoloji, ¢ok cesitli araglar ve uygulamalar
sunmaktadir. Hiicreleri hedeflemek, ilaglar1 malzemelere baglamak, biyomolekiiler
siirecleri goriintiilemek, terapotik ajanlara karst molekiiler tepkileri algilamak ve

sinyal iletmek, cerrahi siiregleri yonlendirmek i¢in nanomalzemeleri tasarlamak ve
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degistirmek konusundaki benzersiz 6zgiirliik, ilag gelistirme, tibbi teshis ve klinik
uygulamalara olanak saglamak nanoteknolojinin sundugu muazzam imkanlari
olusturmaktadir (McNeil, 2005).

Nanometre 6l¢eginde nesnelerin, molekiiler diizeydeki nesnelerden olduke¢a farkli
kuvvetlerin kontrolii altinda, kendi kendine diizen ve davranmiglara sahip oldugu
bilinmektedir. Bu benzersiz davraniglarin ve siireglerin daha iyi anlasilmasiyla, insan
yasaminin kalitesini arttirmaya yonelik yeni yaklasimlar mutlaka gelistirilecektir.
Nanoteknolojinin potansiyel uygulamalarini tam anlamiyla anlamak ve ayrintili olarak
tartigmak, alanin genisligi ve cesitliligi agisindan miimkiin olmayacaktir. Ancak
sliphesiz nanoteknolojinin en bilyiik degerlerinden biri yeni ve etkili tibbi tedavilerin
gelistirilmesi olacaktir. Arastirmacilar teshis ve tarama amacli nanoparcaciklarin
gelistirilmesi, yapay reseptorler, nanogdzenekler kullanilarak DNA dizilimi, benzersiz
ila¢ dagitim sistemlerinin tiretimi, gen terapisi uygulamalar1 ve doku miihendisliginin
etkinlestirilmesi dahil olmak iizere nanoteknolojinin tiptaki potansiyeline

odaklanmaktadir (Emerich ve Thanos, 2003).
2.7 Nanopartikiil

Nanopartikiiller (NP), 1 ila 100 nonometre (nm) araliginda boyuta sahip (metrenin
milyarda biri, 107°), partikiilli dispersiyonlar veya kat1 partikiiller olarak
tanimlanmaktadir. Bazi arastirmacilar 10 ila 1000 nm boyuta sahip pargaciklari
nanopartikiil olarak adlandirmiglardir (Garnett ve Kallinteri, 2006; Kadian, 2018;
Suganeswari vd., 2011). Nanopartikiiller kiigiik boyutlari, yiiksek yilizey/hacim orant,
yuksek yiizey reaktivitesi, c¢oziinirligii ve ¢ok islevsellik gibi benzersiz
ozelliklerinden dolayi gesitli ileri uygulama alanlari i¢in 6neme sahiptirler (Concordio-
Reis vd., 2023). Tip, biyoteknoloji, kimya, enerji, elektronik, biyomedikal, tarim,
gevre vb. gibi ¢ok cesitli alanda potansiyel gostermektedirler (Schrofel vd., 2014).
NP'ler antibiyotiklerin dagitiminda (Wu vd., 2021), bulasici hastaliklarin tedavisinde
(Walvekar vd., 2019; Rodrigues vd., 2019), hedefe yonelik ila¢ dagitiminda
(Mariadoss vd., 2020), yapay implantlarda (Qin vd., 2021) ve bu uygulamalara ek
olarak antibakteriyel yiizeylerin gelistirilmesinde (Piktel vd., 2021) yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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Son yillarda, kii¢lik ve biiylik molekiiller igin partikiil iletim sistemlerini kullanarak
hedefe yonelik ilag iletimi 6nemli bir aragtirma alan1 olusturmaktadir. Nanopartikiiller
cesitli ilag molekiillerinin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini degistirmek
ve gelistirmek i¢in fiziksel bir yaklasim olusturmaktadir. Nanopartikiiliin partikiil
boyutu ve yiizey karakteristigi, hem pasif hem de pasif olmayan ila¢g molekiillerini
iletmek i¢in kolayca manipiile edilebilmektedir. Geleneksel yontemlere gore spesifik
olmayan ila¢ alimini ve yan etkileri azaltarak, ilacin hedeflenen bolgeye verilmesine
ve kontrollii dagitimina olanak saglanmaktadir. Sistemik dolasimdaki ilag¢ varligi in
vivo olarak, ilacin segilen bolgelere erisimini kisitlamak, ilaci etki bolgesine kontrollii
ve siirekli bir hizda iletmek ic¢in kullanilmaktadir. Bir tasima sistemi olarak
nanopartikiillerin dizayn edilmesindeki ana hedefler, ilacin terapétik olarak en uygun
oranda ve dozda bolgeye 6zgii etkisini elde etmek i¢in, partikiil boyutunu, yiizey
ozelliklerini ve farmakolojik olarak aktif ajanlarin salinimini kontrol eden modelleri

tasarlamaktir (Suganeswari vd., 2011).

Nanopartikiiller, metalik, seramik, polimerik veya biyolojik olarak bir¢ok farkli
malzemeden olusabilmektedir. Yiiksek yilizey alani, Ustiin katalitik aktivite,
fonksiyonel ¢esitlilik, biyomedikal uygulamalar i¢in uygunluk, yiiksek saflik,
homojenlik ve yiiksek hizda tepkime soy metalleri diger malzemelere gore avantajl
kilmaktadir. Soy metaller, ilk Misir uygarliklarina kadar uzanan tarihiyle, sanat
eserleri, madeni paralar ve miicevherlerin yapiminda ¢ok uzun bir siiredir insanlar
tarafindan kullanilmaktadir. Bu metaller, yerkabugunda daha az bulunmalar1 sebebiyle
genellikle diger metallerden daha yiiksek maliyetlidirler. Saglam yapilar1 ve asir1
korozyon ve oksidasyon kosullarina kars1 direngleri nedeniyle havacilik, otomotiv,
kimya, enerji, elektrik ve elektronik endiistrilerinde ve daha da Onemlisi saglik
hizmetlerinde; cerrahi ekipmanlardan goriintiilemede kontrast arttiricilara kadar,

yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Atom numarasi sirasina gore; rutenyum (Ru), rodyum (Rh), paladyum (Pd), giimiis
(Ag), osmiyum (Os), iridyum (Ir), platin (Pt) ve altim1 (Au) kesin olarak
tanimlanmamig ancak nanopartikiil sentezinde gecici liste olarak verilmistir
(Azharuddin vd., 2019). Cinko (Zn), Titanyum (Ti), Titanyum Dioksit (TiO2), Nikel
(N1), Demir(Il) Oksit/ferrik oksit (FeO), Bakir (Cu), Kobalt (Co), Palladyum (Pd),
Baryum (Ba), Kadmiyum Siilfiir (CdS) ve Platin (Pt) nanopartikiil sentezinde yaygin
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olarak kullanilan bilesik, metaloksit ve metallerdir (Vaseghi vd., 2018). Gerek
teknolojik gelismeler gerekse de metal nanopartikiillerin benzersiz 6zelliklerinden
dolay1r nanomalzemelerin hizla artan kullanimlar1 yeni uygulama alanlarinda yerini
almaya devam etmektedir. Bu genis kullanim alanlar1 ve malzemelerin ¢esitliligi
acisindan metalik nanopargaciklarin sentezlenmesi i¢in etkili indirgeyici ve stabilize
edici maddelerin kesfine biiylik 6nem verilmektedir. Nanopartikiillerin sentezlenmesi
i¢in kullanilan iki temel strateji bulunmaktadir. Bu terimler, nanomaddelerin fiziksel
sentezinde ve karakterizasyonunda kullanilan yontemlerin genel bir tanimim

saglamaktadir (Sekil 2.2).
2.7.1 Yukaridan asagiya yaklasim (""Top-Down")

Bu yaklasim genellikle daha biiyiikk 6lg¢ekli yapilarin nano Olgekte boyutlara
indirgenmesi i¢in kullanilmaktadir. Biiyiik bir yapiy1 pargalayarak ya da isleyerek daha
kiiciik boyuttaki yapilarin olusturulmasini igermektedir. Bir malzemenin istenen diizen
ve sekle getirilmesi i¢in disaridan kontrol edilen kesme, frezeleme ve sekillendirme
mekanik 6glitme veya litografi, gibi islemlerle kiigiik parcalara ayrilmasi bu yaklasima
ornek gosterilebilir (Abedini vd., 2013). Yukaridan asagiya yaklagimlarin kullanimi
basit olmasina ragmen, diizensiz sekilli ve son derece kiiciik parcaciklarin
tiretilmesinde etkisiz olduklart bildirilmistir (Davies vd., 2017). Uygun pargacik
boyutunu ve seklini elde etmedeki zorluk bu yaklagimin dezavantaji olarak
belirtilmistir (Kosevi¢ vd., 2019). Piroliz, nanolitografi, termoliz ve radyasyona bagl
yontemler gibi cesitli fiziksel yontemler bu kategoriye girmektedir (de Oliveira vd.,
2020; Lusker vd., 2011).

2.7.2 Asagidan yukar yaklasim ("'Bottom-Up™’)

Asagidan  yukartya yaklasim, pH, sicaklik, iyonik/kovalent baglanma,
konsantrasyondan etkilenen kimyasal sentez, kendi kendine birlesme veya konumsal
birlesmeyi i¢eren genis bir yapiy1 kapsamaktadir (Algadi vd., 2014). Atomik veya
molekiiler 6l¢ekte baslayarak daha karmasik yapilarin olusturulmasini igermektedir.
Kimyasal reaksiyon araciligiyla, atom veya molekiiller birlestirilerek
nanopartikiillerin sentezi gergeklesmektedir. Bu yontem genellikle daha homojen ve
belirli 6zelliklere sahip nanopartikiiller elde etmek igin tercih edilmektedir. Yapici

teknik asagidan yukariya yaklagimi tanimlamak igin kullanilmaktadir (Indiarto vd.,
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2022). Asagidan yukartya yontem, yukaridan asagiya yontemin tam tersidir. Iyi
tanimlanmis sekli, boyutu ve kimyasal bilesimi olan nanomalzemeler, yapi1 taslari
olarak atomlarim ve molekiillerin biiylimesi ve kendiliginden birlesmesi yoluyla

olusmaktadir (Ranoszek vd., 2017).
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Sekil 2.2. Nanoyapilar i¢in yukaridan asagiya ve asagidan yukariya sentez teknikleri
(Abid vd., 2022’ den uyarlanmistir).

2.7.3 Kimyasal sentez

Kimyasal indirgeme, nanopartikiillerin su veya organik ¢oziiciiler iginde stabil,
kolloidal dispersiyonlar halinde hazirlanmasi i¢in en sik uygulanan yontem olarak
bilinmektedir (Lukhmyrina vd., 2020). Ana prosediir, metal iyonlarinin ¢6zelti i¢inde
indirgeyici bir ajan kullanilarak indirgenmesi prensibine dayanmaktadir. Son yillarda,
nanopartikiillerin sentezi i¢in poliol yontemi ve sivi-sivi yontemi de dahil olmak iizere
birgok kimyasal yontem bildirilmistir (Szczyglewska vd., 2023; Vandana vd., 2021).
Ancak, basitligi nedeniyle kimyasal indirgeme yontemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (Abou vd., 2010). Kimyasal teknikte, reaktan molar konsantrasyonu,

dagitict konsantrasyonu ve reaktan besleme hizi iizerinde daha kolay kontrol
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saglanarak nanopartikiillerin boyutlarinin, sekillerinin ve partikiil boyutu dagiliminin
daha dogru diizenlenmesi saglanmaktadir. Partikiil boyutu dagiliminda kritik bilesen
olarak indirgeyici madde se¢iminin oldugu bildirilmistir (Dimitrijevi¢ vd., 2014).
Kullanilan indirgeyici maddenin tiirii partikiil boyutu, sekli ve dagilimi iizerinde
onemli bir etkiye sahip olabilmektedir (Oliveira vd., 2005). Indirgeyici madde
eklendiginde metal dnciilleri indirgenmeye ugramakta ve metal tuzunun indirgenmesi,
indirgeyici maddenin reaktivitesinin, metalin redoks potansiyeliyle eslestirilmesini
gerektirmektedir. Sentez islemi sirasinda asir1 yiiksek reaksiyon hizi, hizli bir sekilde
¢ok sayida metal ¢ekirdegi olusturmakta ve bu da ¢ok kiigiik partikiillerin iiretilmesine
neden olmaktadir. Ayrica reaksiyon hiz1 asir1 yavassa, partikiiller aglomere
(topaklanma) olmaktadir (Chou ve Ren, 2000; Taguchi vd., 2008). Yiizey aktif
maddelerin uygulanmasi gibi modern gelismeler morfolojik 6zelliklerin uygun sekilde
diizenlenmesini  kolaylastirmistir. Ancak, bu degiskenler ¢okelme siirecini
etkilediginden, pH, reaktan ve iyon konsantrasyonlari ile sicaklik gibi deneysel
parametrelerin dogru kontroliiniin yapilmasi gerekmektedir (Suriati vd., 2014).
Uretilen nanomalzemelerin Kalitesi; titresim, karistirma hizi, 1s18a maruz kalma ve
cam egyalarin temizligi gibi ¢esitli ¢alisma degiskenlerinden etkilenmektedir (Abid
vd., 2022). Ayrica reaktanlarin ¢okelme hizlari birbirinden 6nemli Slgiide farkli
oldugunda, proses ¢alismaz ve kirleticiler nihai tiriine ¢okelebilmektedir. Kimyasal
olarak ¢okeltilen nanopartikiiller, birden fazla kimyasalin kullanilmasim
gerektirmenin ve potansiyel olarak tehlikeli atik liretmenin yani sira, nihai iiriinlerin
safligini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in tipik olarak stabilizatorler ve gesitli islem sonrasi
teknikler gerektirmektedir (Kolahalam vd., 2019; Sagadevan vd., 2018). Bu nedenle,
toksik kimyasallar kullanmadan nanopartikiil sentezi i¢in ¢evre dostu ve uygun

maliyetli prosediirlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Yaqob vd., 2020; Wang vd., 2021).
2.7.4 Yesil sentez

Biyolojik sentez veya yesil sentez esas olarak bitki 6zleri, algler, mantarlar, mayalar,
bakteriler, bakteri kiiltiir siipernatantlari ve ekzopolisakkaritlerin kullanildigi
yontemler olarak bilinmektedir. Bu yontemde toksik olmayan reaktifler ve prosediirler
kullanilarak hem ¢evre dostu hem de uygun maliyetli sentez metodu Sunmaktadir
(Dikshit vd., 2021). Biiyiik 6l¢ekli sentezlerde olgeklendirilebilir olmasi sebebiyle

kimyasal ve fiziksel sentez yontemlerine gore daha fazla tercih edilmektedir (Asif,
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2021). Nanopartikiil sentezlerinde kullanilan kimyasal yontemler, yiizeyde emilen ve
farmasotik uygulamalarda kullanildiginda ciddi etkilere neden olabilen bazi toksik
kimyasallar1 icermektedir (Karunakaran vd., 2023). Buna karsilik yesil sentez, diger
yontemlerle karsilastirildiginda yiiksek basing, enerji, sicaklik ve toksik kimyasallarin
kullanimin1 gerektirmemektedir. Farkli organizmalar kullanilarak metal nanopartikiil
sentezi i¢in kolektif, mekanik yaklagimin sematik bir gosterimi Sekil 2.3’te

gosterilmistir.

Sentez prosediirleri igin toksik olmayan kimyasallarin ve ¢evre dostu materyallerin
kullanimi, farmasoétik ve diger biyomedikal uygulamalarda biyouyumlulugun birgok
avantajin1 sunmaktadir. Nanopartikiillerin sentezi, soy metallerin tuz onciilleri ile
biyomateryallerin  karigtirilmasiyla baglatilmaktadir. Metal tuzu  Onciiliiniin
nanopartikiillere indirgenmesi, baglangicta koloidal ¢ozeltide renk degisiminin
gozlemlenmesiyle dogrulanabilmektedir (Sriramulu vd., 2020). Bakteriler, diisiik
saflastirma maliyetleri, yliksek verimleri ve bakim kolayliklari nedeniyle nanopartikiil
sentezi i¢in diger mikroorganizmalara gore daha ¢ok tercih edilmektedir (Dikshit vd.,
2021; Sriramulu vd., 2020). Mikrobiyal sentez siirecinde nanopartikiiller,
biyomolekiiller tarafindan metalik iyonlarin oksidasyonu/indirgenmesi sonucu
olusmaktadir. Indirgenme siireci enzimler, sekerler, karbonhidratlar, yiizey proteinleri
ve mikrobiyal  hiicreler tarafindan  salgilanan  metabolitler  tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte, nanopartikiillerin sentez siiregleri her
mikroorganizma tiirii i¢in farklilik géstermekte ve mikroorganizma bazli nanopartikiil
sentezinin mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamustir (Dikshit vd., 2021). Bazi
aragtirmacilara gore giimiis nanopartikiillerin (AgNP) bakteri kaynakli hiicre dis1 veya
hiicre i¢i sentezi, giimiisiin DNA veya siilfiir iceren proteinler tarafindan indirgenmesi
yoluyla ger¢eklesmektedir (Feng vd., 2000; Prabhu vd., 2012). Ayrica bazi bakteri ve
mantarlarda ise sentezin nitrata bagh rediiktaz veya karboksilik grup tarafindan
gerceklestirildigi bildirilmistir (Sabri vd., 2016; Vaidyanathan vd., 2010). Biyolojik
fabrikalar gibi davranan mikroorganizmalar yoluyla nanopartikiillerin sentezlenmesi,
cok cesitli boyut, sekil, bilesim ve fizikokimyasal 6zelliklere sahip nanopartikiillerin
sentezlenmesi i¢in temiz, toksik olmayan ve ¢evre dostu bir yontem sunmaktadir (Shah
vd., 2015). Bitki bazli nanomateryallerde ise proteinler, alkaloitler, flavonoidler,
indirgeyici sekerler, polifenoller, terpenoidler vb. gibi ¢esitli bilesiklerin varligi, metal

tuzlarindan nanopartikiillerin sentezi i¢in indirgeyici ve kapatici ajanlar olarak gorev
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yapmalarini saglamaktadir (Aromal ve Philip, 2012; Kuppusamy vd., 2016). Bununla
birlikte, son yillarda ¢alismalarin ¢ogu nanopartikiillerin sentezi igin bitkilerin aktif
olmayan kisimlarinin toz veya ekstrakt olarak kullanilmasina odaklanmistir (Soni vd.,
2021; Nande vd., 2021). Bitkilerin yaprak, ¢igek, meyve, kok, lateks, tohum ve tohum
kabugu gibi ¢esitli kisimlar1 metalik nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilmaktadir
(Bagheri vd., 2023). Genel olarak bitkilerin agir metalleri hem biriktirme hem de
detoksifike etme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Devi vd., 2023; Ejaz vd.,
2023). Bu sayede bitki bazli, ¢evre dostu sentez teknikleri kullanilarak metal
nanopartikiiller olusturmanin hem in vitro hem de in vivo olarak ¢esitli metotlar
bulunmaktadir (Mohamad vd., 2013). Gardea-Torresdey vd. (2002), altin bakimindan
zengin bir agar sisteminde yetistirilen canli yonca bitkilerinin altin nanopargaciklarinin
hiicre i¢i olusumunu gostermistir. Bu arastirma canli bitkiler tarafindan altin

nanoparcaciklarinin olusumuna iligkin ilk bilgileri sunmaktadir.
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Sekil 2.3. Farkli organizmalar kullanilarak metal nanopartikiil sentezi i¢in mekanik
yaklagimin sematik gosterimi (Habibullah vd., 2021°den uyarlanmustir).

2.8 Giimiis Nanopartikiiller

Giimiis dogal olarak olusan, yumusak, parlak bir geg¢is metalidir ve iyonize formunun

(Ag*h) tipki diger metaller gibi antimikrobiyal ozelliklere sahip element olarak
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bilinmektedir (Zyro vd., 2023). Eski ¢aglardan beri insanlar giimiisii yiyecekleri
koruma, taki, madeni para, su aritma ve son zamanlarda endiistriyel veya elektriksel
amaglar i¢in kullanmiglardir (Barillo ve Marx, 2014). Bilingli yada bilingsiz insanlarin
glimiisii, gidalar1 ve esyalar1 mikroorganizmalardan dolayisiyla da hastalik riskinden
korunmak i¢in kullanmis oldugu agik¢a goriilmektedir. Perslerin savas zamani
erzaklarimi glimiis figilarda saklamalar1 ve savaslara giimiis kaplarda kaynatilmis su
gotiirmeleri bu durumu kanitlamaktadir (Alexander, 2009). Bu fenomenin ilk bilimsel
aciklamas1 1869’da Aspergillus niger'in giimiis kaplarda iireyemedigini kaydeden
Raulin tarafindan yapilmistir (Clement ve Jarrett, 1994). Giimiisiin en eski tibbi ve
tedavi amach kullanimimin ise M.O. 1500 yilinda Cin'deki Han hanedanlig1 tarafindan
kaydedildigi diistiniilmektedir (Sim vd., 2018).

Glimiis nitrat (AgNO3) en yaygin giimiis tuzlarindan biri olarak bilinen renksiz ve
kokusuz ¢ozeltidir. Glimiis nitrat ¢ozeltisi tipta yaralari, 6zellikle de yanik yaralarini
tedavi etmek igin yaygin olarak kullanilmistir (Moir ve Serra, 2012). On dokuzuncu
ylizy1ilin sonlarina dogru ziihrevi hastaliklarin tedavisinde ve yeni doganlarin gozlerini,
annelerden dogum sirasinda bulasabilecek gonore (belsoguklugu) etmeninden
korumak icin %1 gilimiis nitrat ¢ozeltisi iceren goz damlalar1 halinde uygulandigi
bildirilmistir (Gao vd., 2018). Genis antibakteriyel aktivite yelpazesi, bakteriyel direng
eksikligi ve diistik toksisitesi nedeniyle, uzun siiredir tibbi kullanim i¢in popiiler bir
antimikrobiyal ajan olmustur. 1950'lerde penisilin ve diger antibiyotiklerin
kesfedilmesiyle glimiis nitratin kullanimi destekleyici role indirgenmistir (Atiyeh vd.,
2007). Ancak giiniimiizde antibiyotiklerin kontrolsiiz kullanim1 ve buna bagli olarak
bakterilerde gelisen ila¢ direnci gelismekte olan tiim iilkelerdeki en ciddi, tehdit edici
ve yaygin sorunlardan biri haline gelmeye baslamistir. Coklu ilaca karsi bakteriyel
direnci azaltmak i¢in etkili antiseptik ajan olarak giimiis eski popiilerligini yeni
modifikasyonlarla tekrar kazanma yolunda nanopartikiiller olarak karsimiza
cikmaktadir. AgNP'lerin ilgi ¢ekici fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikleri, son
yillarda ¢esitli davranislarinin incelenmesine olan ilginin keskin bir sekilde artmasina
neden olmustur (Zhang vd., 2016) Yiizey plazmon rezonansi, elektrik direnci ve
toksisite agisindan da benzersiz 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Sharma vd.,
2009). Bu o6zelliklere dayanarak, yara ortiilerinde antimikrobiyal ajanlar, antikanser
ajanlar, elektronik cihazlar ve su aritma gibi ¢esitli amaclar i¢in 6zelliklerini ve

potansiyel uygulamalarini arastirmak i¢in yogun ¢alismalar yiirttilmistiir (Syafiuddin
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vd., 2017). Gimiis nanopartikiiller sentez yontemlerine gore farkli boyut, sekil,
morfoloji ve hatta stabiliteye sahip olabilmektedir (Ge vd., 2014; Talapko vd., 2020).
Bu ozellikler stabilizatorler ve etraflarindaki indiiktorlerle etkilesimlerinin yani sira
reaksiyonun hizina da bagli olmaktadir. Son yillarda farkli sentez yontemleri ve
stabilizatorlere bagl olarak diizlemsel, iicgen, besgen, altigen, yuvarlak yiizeyli
nanopartikiiller ile ii¢ boyutlu kiibik, piramit, ¢ubuk, kiiresel veya kiiresel olmayan
nanopartikiillerin sentezi bildirilmistir (Al-Ghamdi ve Mahmoud, 2013; Khodashenas
ve Ghorbani, 2019; Sung vd., 2013). Boyutuna, sekline ve kimyasal ortamina gore
nanopartikiillerin optik, elektronik, manyetik ve katalitik 6zellikleri degismektedir.
Ayrica boyut ve sekillerindeki farklilik antimikrobiyal aktivitelerini de etkilemektedir.
Olfati vd. (2021) tarafindan Calendula officinalis o6ziitii kullanilarak kiiresel giimiis
nanopartikiillerin yesil sentezi gerceklestirilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin
kiigiik boyutlu (18-24 nm) oldugu ancak patojen bakteriler iizerinde aktivitesinin

diisiik oldugu tespit edilmistir.

Thiruvengadam ve Bansod (2020) tarafindan sodyum borohidrit (NaBHa4) ile kimyasal
sentezi gerceklestirilen glimiis nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutu 18,31 nm
olarak bulunmustur. Yiizey merkezli kiibik yapiya sahip nanopartikiillerin Bacillus
subtilis ve Pseudomonas aeruginosa' ya kars sirasiyla 19 mm ve 17 mm'lik inhibisyon

zonlar1 gézlenmistir.

Acharya vd. (2021) tarafindan kimyasal indirgeme yontemiyle kiiresel, gubuk, tiggen
ve altigen sekilli giimiis nanopartikiiller sentezlenmis, se¢ilmis gram-pozitif ve gram-
negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkinlikleri degerlendirilmistir. Yapilan
calismada  inhibisyon aktivitesine gore farkli  morfolojilerdeki  giimiis
nanopartikiillerden kiiresel nanopartikiillerin Klebsiella pneumoniae'yr diger

nanopartikiillerden daha hizli 6ldiirdiigii bildirilmistir.

Li vd. (2022) giimiis iyonlarinin (Ag") n-biitilamin ile yerinde indirgenmesi yoluyla
mezogdzenekli silika nanopargaciklar: ve giimiis nanogubuklarin sentezi bildirilmistir.
Birlestirilmis silika nanopargaciklar1 ve giimiis nanogubuklarin verimli ve
tekrarlanabilir fototermal doniisiim yetenegi gosterdigi tespit edilmistir. Birlestirilmis
nanokompozitlerinin jelatin ile karistirilmasiyla da yesil renkli silika nanoparcaciklari
ve giimiis nanocubuklari igeren bir hidrojelin sentezi gerceklestirilmistir. Ayrica, bu

fototermal Ozellik sayesinde nispeten diisiik nanokompozit konsantrasyonu igeren
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hidrojel ile Escherichia coli bakterisine karsi %99'un iizerinde bakteri inhibisyon

aktivitesi tespit edilmistir.

2.8.1 Giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel etki mekanizmasi

Gumiis nanopartikiillerin ~ bakterisidal aktivitesinin, stabilitesinin ve
biyouyumlulugunun boyutlarina baglh oldugu bildirilmistir (Dakal vd., 2016). Kiigiik
boyutlu olan nanopartikiillerin biiyiik olanlara kiyasla daha fazla bakterisidal
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durum nanopartikiillerin hiicre zarlariyla
daha fazla birlesmelerine olanak taniyan daha yiiksek bir ylizey-nanopartikiil hacim
orani ile iliskilendirilmistir (Shang vd., 2014). Giimiisiin mikroorganizmalara karsi

etki mekanizmasi ii¢ sekilde olabilmektedir. Bunlar

i. Gumis katyonlarinin bakterilerin  hiicre duvarma niifuz  ederek
peptidoglikanlarla reaksiyona girmesi (Jung vd., 2008),

ii. Gimis nanopartikiillerin bakteri hiicresine baglandiktan sonra serbest
iyonlarin salinimiyla ortaya ¢ikan oksidatif stres (Mdohler vd., 2018; Tang ve
Zheng, 2018),

iii.  Gumiis’iin hiicreye girdikten sonra DNA'ya zarar vermesi ve transkripsiyonun
inhibisyonu (Mathur vd., 2018) olarak bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Calismada kullanmilan bakteri Kkiiltiirleri

Bu calismada aktiviteleri belirlenmek iizere sentezlenen giimiis nanopartikiilleri
tiretmek icin kullanilan probiyotik sus Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5 bakterisi,
antimikrobiyal aktivite ve antibiyofilm aktivite ¢aligmalarinda test bakterisi olarak
kullanilan mikroorganizmalar Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama
ve Arastirma Merkezi blinyesinde yer alan mikrobiyoloji laboratuvari Kkiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan bakteriler ve sus

kodlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan bakteriler ve sus kodlart.

Bakteriler Kodlar
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus cereus RSKK 863
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Escherichia coli ATCC 11229
Escherichia coli ATCC 35218
Candida albicans ATCC 14053
Enterococcus faecalis RI11
Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5
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3.1.2 Bakterilerin gelisme ortamlari

Tez ¢alismasinda test bakterisi olarak kullanilan mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve
aktiflestirilmesinde; E. coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218, S. epidermidis ATCC
12228, S. aureus ATCC 25923, B. cereus RSKK 863, P. aeruginosa ATCC 27853, S.
enteritidis ATCC 13076 bakterileri i¢in Nutrient Broth (NB, Merck) besiyeri, L.
monocytogenes ATCC 7644 i¢in Tryptic Soy Broth (TSB, Merck) besiyeri, L.
rhamnonsus ACS5 ve E. faecalis RI11 bakterileri igin Man Rogosa ve Sharpe (MRS)
besiyeri veya MRS Agar besi ortamlari ve C. albicans ATCC 14053 mayasi igin Yeast
Extract Pepton Dextrose (YEPD) kullanilmistir. Bakterilere uygun besiyerlerine %2
oraninda bakteri ekimi yapilmis ve 37°C’de 18-24 saat gelistirilen kiiltiirler (C.
albicans ATCC 14053 ve B. cereus RSKK 863 i¢in 30°C), en az iki kez
aktiflestirildikten sonra c¢aligmaya alinmistir. Calismalarda kullanilan bakterilerin

safliklart Gram boyama yapilarak mikroskobik olarak incelenerek kontrol edilmistir.

3.1.3 Calismalarda kullanilan besiyerleri

L. rhamnonsus ACS5 bakterisinin gelistirilmesinde ticari MRS (Merck) besiyeri
kullanilmistir. Besiyeri tartilarak iizerlerine 1000 mL deiyonize su ile tamamlanmis ve
manyetik karistirict yardimiyla tamamen homojen hale getirilmistir.

Besiyerlerinin pH’1 1 M NaOH ve 1 M HCl kullanilarak 6,8+0,2 ayarlanarak otoklavda
121°C’de 15 dk steril edilerek ¢aligmalarda kullanilmistir. Kati besiyeri hazirlamak
icin %1,5 oraninda agar kullanilmistir.

C. albicans ATCC 14053 mayasinin gelistirilmesi i¢in YEPD besiyeri icerigi Cizelge
3.2’de verilmistir. Besiyeri igerisindeki malzemeler tartilarak {izerlerine 1000 mL
distile su eklenerek, manyetik karistirict yardimiyla homojen hale getirilmistir.
Besiyerinin pH’1 1 M NaOH ve 1 M HCI kullanilarak 6,8 + 0,2 ayarlanarak otoklavda
121°C’de 15 dk steril edilerek caligmalarda kullanilmistir. Kat1 besiyeri hazirlamak
i¢in %1,5 oraninda agar kullanilmistir (Schimz ve Holzer, (1979).
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Cizelge 3.2. Yeast Extract Pepton Dextrose (YEPD).

Bilesenler Miktar (g/L)
Pepton 20
Maya ekstrakti 10
Dekstroz 20

Calismalarda kullanilan serum fizyolojik ¢ozeltisi (SF) %0,875 oraninda NaCl tartilip
saf su icerisinde ¢oziilerek, otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek elde edilmistir.

Fosfat tamponu (PBS), 8,0 g NaCl, 5,2 g K:HPOs, 7,1 g Na,HPO4 ve 2,0 g KCI
tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziilmiis ve son hacmi distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanarak manyetik karistiricida homojen hale gelinceye kadar karistirilip, pH
7,20 £+ 0,02’ye ayarlanarak hazirlanmstir.

Nanopartikiillerin sentezinde kullanilan 1 mM AgNOs, 0.1 M’lik stok ¢ozeltisinden
(Bilen Teknik) steril saf su ile seyreltilerek hazirlanmustir.

TUBITAK 120Z573 kodlu proje tarafindan desteklenen proje kapsaminda L.
rhamnosus ACS5 bakterisinden izole edilerek liyofilize hale getirilen bakteriyel
ekzopolisakarit (EPS) Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve
Arastirma Merkezi biinyesinde yer alan mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilmis
ve nanopartikiil sentezinde prebiyotik olarak kullanilmistir.

Kimyasal nanopartikiil sentezinde kullanilan tri-sodyumsitrat %5°’lik olacak sekilde

0,25 gr tartilarak 5 ml steril saf su ile hazirlanarak kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Nanopartikiillerin sentezi
3.2.1.1 Bakteriyel ekzopolisakkarit aracili giimiis nanopartikiillerin (PRE-AgNP)

sentezi

L-EPS-ACSS ile giimiis nanopartikiil sentezi Concérdio-Reis vd. (2023) tarafindan
uygulanan metoda gore yapilmistir. L-EPS-ACSS5 ile glimiis nanopartikiil sentezinde,
100 mL deiyonize su igerisinde 100 mg L-EPS-ACSS5 ¢oziilerek pH, NaOH (0,1 M)
ile ~9'a ayarlanmistir. Daha sonra 5 mL 1 mM'lik nihai Ag?* konsantrasyonu i¢in EPS
¢ozeltisine 50 uL stok AgNOs ¢ozeltisi (100 mM) ilave edilmis ve karisim 1siktan
korunarak 80°C'de 6 saat inkiibe edilmistir. Sarimsi-kahverengi rengin goriiniimii
Ag"'nin AgNP'ye indirgendigini gostermistir (Sekil 3.1). Sentezlenen PRE-
AgNP’lerin sivi halinden UV-vis analizleri (Beckman Coulter Du 730) yapilmustir.
20.000 rpm de 30 dk santrifiijlenerek 2 kez steril saf su ile yikanmistir ve 37°C’de

etlivde bir gece kurumaya birakilmistir.

Sekil 3.1. Bakteriyel ekzopolisakkarit aracili giimiis nanopartikiillerin (PRE-AgNP)
sentez Oncesinde (A) ve sentez sonrasinda (B) olusan goriintiisii.
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3.2.1.2 L. rhamnosus ACS5 canh bakteri biyokiitlesi kullamlarak giimiis
nanopartikiillerin (PRO-AgNP) sentezi

Bakteri kiiltiirii ile giimiis nanopartikiillerin sentezi icin maksimum tolere

edilebilen konsantrasyonun belirlenmesi

L. rhamnosus ACS5 bakterisinin giimiis iyonlarina karst maksimum tolere edilebilir
konsantrasyon (MTK) degerini belirlemek i¢in ACS5 susunun yaklasik 1 g 1slak
biyokiitlesi (Sekil 3.2) (mL basima 1,2 x 10® kob/mL) 10 mL sulu giimiis iyonu (Ag")
¢ozeltisi iginde siispanse edilmistir. L. rhamnosus ACS5 giimiis tolerans potansiyelini
degerlendirmek i¢in artan Ag* konsantrasyonuna (1, 2, 4, 6, 8 ve 10 mM) maruz
birakilmistir (Sekil 3.3.). Siispansiyon gece boyunca 37 °C'de inkiibe edilmis ve hiicre
canliligi nokta damlatma (spot plating) teknigi ile belirlenmistir. Kisaca, bakteri
slispansiyonu seri olarak seyreltilmis ve ardindan her bir tiip i¢in bir MRS agar {izerine
damlatilmistir. MTK, bakterilerin biiyiimesini engelleyen maksimum Ag*
konsantrasyonu olarak tanimlanmistir. MTK sonucu, sonraki ¢aligmada biyosentez

islemi i¢in kullanilmigtir (Mohd Yusof vd., 2020a).

777
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Sekil 3.2. L. rhamnosus ACS5 bakterisinin 1 g 1slak biyokiitlesinin goriintiisii.
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Sekil 3.3. L. rhamnosus ACS5’in giimiis tolerans potansiyelini degerlendirmek igin
artan Ag+ konsantrasyonlarina (1, 2, 4, 6, 8 ve 10 mM) maruz birakildiktan
sonra olusan goriintiisii.

Potansiyel probiyotik olan L. rhamnosus ACSS5 susunun yaklasik 2 g 1slak biyokiitlesi,
1 mM AgNO:s konsantrasyonu igeren 100 mL sterilize deiyonize su i¢inde siispanse
edilmistir. Stispansiyon daha sonra etiivde 150 rpm calkalama ile 37 °C'de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan, elde edilen koyu
kahverengi ¢oOzelti, biyokiitleyi ve biyosentezlenmis AgNP'leri toplamak igin 30
dakika boyunca 18000 x g santrifiijlenmistir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). Koyu kahverengi,
toplanan biyokiitle saf su ile yikanmistir ve sterilize deiyonize su ic¢inde yeniden
stispanse edilmistir. Biyosentezlenmis AgNP'leri elde etmek i¢in siispansiyon,
biyokiitle hiicresini pargalamak iizere ultrasonikasyon dongiilerine (5’er dk 3 kez) tabi
tutulmus ve silispansiyon i¢inde dagilmis PRO-AgNP'leri elde etmek i¢in 15 dakika
boyunca 2800xg’ de santrifiijlenmistir. Biyosentezlenmis PRO-AgNP'lerin sivi
kismindan UV-vis analizleri (Beckman Coulter Du 730) yapilarak, kolloidal
formundan kuru bir toz formu elde etmek i¢in 37 °C'de 24 saat kurutmaya birakilmistir

(Fakher ve Kashi, 2021; Mohd- Yusof vd., 2020a).
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Sekil 3.4. L. rhamnosus ACSS5 canli bakterisi ile biyosentezlenmis glimiis
nanopartikiillerin sentez 6ncesi (A) ve sonrasi (B) olusan goriintiisii.

Sekil 3.5. L. rhamnosus ACS5 canli bakterisi ile biyosentezlenmis giimiis
nanopartikiillerin (PRO-AgNP) yikama sonrasi yliksek (A), ve diistik (B)
rpm’ de santrifiij sonrasi olusan goriintiisii
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3.2.1.3 Bakteri Kkiiltiir siipernatanti (postbiyotik aracii) ile giimiis
nanopartikiillerin (POST-AgNP) sentezi

Potansiyel probiyotik olan L. rhamnosus ACSS5 bakterisinin stok kiiltiirinden 5 mL’lik
MRS broth besiyerine %2’lik ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
aktiflesitirilmistir. Inkiibasyon sonrasi aktif kiiltirler 50 mL MRS broth
besiyerine %2’ oraninda inokiile edilerek 37°C'de 200 rpm'de ¢alkalayic1 inkiibatdrde
48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 10.000 rpm'de 12 dakika santrifiij
(GYROZEN 1848R) yapilarak hiicre pelleti uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicresiz
stipernatant 22 um disposable filtre (Isolab) ile steril edilmistir. Aseptik kosullarda 1
mM AgNQOz'tiin mutlak konsantrasyonu, 100 mL hiicre filtratina ilave edilerek 37°C'de
150 rpm'de ¢alkalayici inkiibatdrde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Yalnizca hiicre
filtrat1 (AgNO3z olmadan) ayn1 kosullarda inkiibe edilerek kontrol olarak kullanilmistir.
Inkiibasyondan sonra soluktan koyu kahverengiye dogru renk degisimi gozlenmesi
POST-AgNP'lerin sentezini dogrulayan faktor olarak kabul edilmistir (Sekil 3.6).
Sentezlenen POST-AgNP’lerin sivi kismindan UV-vis analizleri yapilarak 14.000 rpm
de 30 dk santrifiijlenmistir. Santrifiijjden sonra elde edilen pellet 2 kez saf su ile
yikanarak 37 °C'de 24 saat kurutmaya birakilmistir (Saravanan vd., 2018).

Sekil 3.6. Glimiis nanopartikiillerin postbiyotik aracili sentezinin (POST-AgNP)
inkiibasyon Oncesi (A) ve sonrasi (B) olusan goriintiisii.
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3.2.1.4 Kimyasal sentez ile giimiis nanopartikiillerin (KIM-AgNP) sentezlenmesi

Yesil sentez yoluyla sentezlenen PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin
biyoaktivite deneylerinde aktivitelerini karsilagtirmak amaciyla kimyasal yontemle
sentezlenen nanopartikiiliin kontrol grubu olarak kullanilmasi diisiiniilmistiir. Bu
amagcla glimiis nanopartikiillerin kimyasal sentezi 1 mM glimiis nitrat (AgNO3 ) ve %1
tri-sodyum sitrat (Merck) kullanilarak gerceklestirilmistir. Toplam 100 mL 1 mM
AgNOs kaynama noktasina kadar 1sitilarak tizerine 5 mL %] tri-sodyum sitrat damla
damla ilave edilerek ¢ozelti kuvvetlice manyetik karistirict (Wisestire MSH-20A) ile
100°C’de karigtirilmistir. Cozeltinin renk degisimi agik¢a goriilene kadar (sarimsi
kahverengi) 1sitilarak karistirmaya devam edilmistir. Olusan renkli ¢dzelti 1sitict
tabladan ¢ikarilarak oda sicakligina kadar karistirilmaya devam edilmistir (Sekil 3.7).
Sentezlenen nanopartikiillerin sivi kismindan UV-vis analizleri yapilarak 20.000
rpm'de 30 dk santrifiijlenmistir. Santrifiijjden sonra elde edilen pellet 2 kez saf su ile
yikanarak 37 °C'de 24 saat kurutmaya birakilmistir (Murei vd., 2020).

Sekil 3.7. Kimyasal yontemle sentezlenen nanopartikiillerin tri-sodyum sitrat
eklenmeden (A) ve eklendikten sonra (B) olusan goriintiisii.
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3.2.2 Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin morfolojik ve yapisal

karakterizasyonu

Karakterizasyon, nanopartikiillerin morfolojisini, yiizey kimyasini, yiizey alanini ve
dogasindaki etkilesimleri belirlemek ig¢in 6nemli bulunmaktadir (Almatroudi, 2020).
Bu sebeple bu tez caligmasinda sentezlenen giimiis nanopartikiillerin morfolojik ve
yapisal karakterizasyonlari i¢in UV, FTIR, XRD, SEM, zeta potansiyel ve zeta boyut

analiz teknikleri kullanilmustir.

3.2.2.1 UV Goriiniir Alan (UV-Vis) spektroskopi analizi

Nanomalzemelerin spesifik konsantrasyon, boyut ve agregasyon durumu gibi UV-
gdriiniir absorbans 6zelliklerini tespit etmek icin kullanilmaktadir. Ozellikle giimiis
gibi metal nanopartikiiller goriiniir bolgede giiclii bir emilim gdsteren ylizey plazmon
rezonans (SPR) bandina sahiptirler. SPR bandi, boyuta, sekle, bilesime, agregasyon
durumuna ve ayrica ylizey yakinligi igindeki kirilma indisi degisikliklerine bagli
olarak degisebilen bir dizi faktore duyarlilik gosterebilmektedir (Sapsford vd., 2011,
Schwartzberg ve Zhang, 2008).

Sentezi gergeklestirilen PRE-AgNP, PRO-AgNP, POST-AgNP ve KiM-AgNP giimiis
nanopartikiillerin 200-700 nm arasindaki dalga boylarinda tarama yapilarak (Beckman
Coulter Du 730) yiizey plazmon zirvesinin belirlendigi bolgeye kadar (200-700 nm)
degerler kaydedilmistir.

3.2.2.2 Nanopartikiillerin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) analizi

Kizil6tesi (IR) spektroskopisi, temel fonksiyonel gruplarin belirlenmesi ve sentezlenen
nanopartikiillerde serbest amin gruplari, sistein kalintilar1 veya karboksil gruplarinin
elektrostatik ¢ekim yoluyla spesifik olarak baglandigi biyomolekiillerin karakterize
edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Kizil 6tesi 15181in numuneden gegirilerek numune
molekiilleri tarafindan absorbe edilmesi ve numune tarafindan sagilan kizilGtesi 15181n
spektral bilesenlerinin tespit edilmesi mantigiyla calismaktadir. Sonug olarak elde
edilen spektrumlar numunedeki farkli molekiiler emilimleri temsil etmektedir.

Numune icerigindeki kimyasal baglarin ve fonksiyonel gruplarin farkliligina gore
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emilimler degismektedir (Dutta, 2017). Bu teknik giimiis nanopartikiillerin
biyosentezinde, AgNOs’tin AgNP’lere indirgenmesindeki, biyolojik molekiillerin
roliiniin uygun maliyetli ve basit bir yontemini sunmaktadir (Patil ve Chougale, 2021).
Biyosentezi gerceklestirilen giimiis nanopartikiillerin (KiM-AgNP, PRE-AgNP, PRO-
AgNP, POST-AgNP) FT-IR analizleri Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Uygulama ve Arastrma Merkezi’inde (ASUBTAM) hizmet almi ile
gergeklestirilmistir.

3.2.2.3 Taramah elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagihm X-RAY
spektroskopisi (EDS) analizi

SEM analizi, nanopartikiillerin molekiiler diizeyde goriintiilenmesini saglayan bir
yontemdir. Nanopartikiillerin boyut, sekil ve yiizey morfolojisini tespit etmek
amactyla kullanilmaktadir. EDS analizi ise sentezlenen nanopartikiillerin yiizeysel
element kompozisyonunun belirlenerek genel bir elementel haritasinin yapilmasini
saglayan bir yontemdir (Jabbar vd., 2021). Biyosentezi gerceklestirilen (KiM-AgNP,
PRE-AgNP, PRO-AgNP, POST-AgNP) giimiis nanopartikiillerin SEM-EDS analizleri
ASUBTAM tarafindan hizmet alim1 olarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.4 Zeta potansiyel ve zeta boyut analizi

Zeta potansiyel ve zeta boyut analizi sentezlenen nanopargaciklarin boyutu, ortalama
cap1 ve yiizey ylikiiniin belirlenmesini saglamaktadir (Tiwari vd., 2022). Biyosentezi
gerceklestirilen (PRE-AgNP, PRO-AgNP, POST-AgNP) giimiis nanopartikiillerin
analizleri Hitit Universitesi Bilimsel Teknik Uygulama ve Arastirma Merkezi

tarafindan hizmet alimi olarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.5 X-Ismm difraksiyon (XRD) analizi

X-151m1 kirmimi (XRD) tipik olarak malzemelerin kristal yapisi hakkinda bilgi
saglamak icin kullanilan bir yontemdir. Doku iskeleleri ve nanobiyokonjugat gibi

katmanli malzemelerin biyolojik matrisleri igerisine gomiili nano boyutlu
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malzemeleri karakterize etmek igin de siklikla kullanilmaktadir (Sapsford vd., 2011).
Sentezlenen nanopartikiillerin (PRE-AgNP, PRO-AgNP, POST-AgNP) XRD
analizleri Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar: tarafindan hizmet

alimi olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.3 Nanopartikiillerin biyolojik aktivitesinin belirlenmesi

3.2.3.1 Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

KiM-AgNP, PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin P. aeruginosa ATCC
27853, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229, S. aureus ATCC 25923, S.
epidermidis ATCC 12228, S. enteritidis ATCC 13076, B. cereus ATCC 863 ve L.
monocytogenes ATCC 7644 bakterileri ile C. albicans ATCC 14053 mayasi
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi kuyu difiizyon metodu ile belirlenmistir (Arifin
vd., 2020). KiM-AgNP, PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229, S. aureus ATCC
25923, S. epidermidis ATCC 12228, S.enteritidis ATCC 13076, B. cereus ATCC 863
bakterileri igin Nutrient Broth(NB) ve Listeria monocytogenes ATCC 7644 bakterisi
icin Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerinde 37°C’de, C. albicans ATCC 14053 mayast
ise YEPD broth besiyerinde 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak gelistirilmistir.
Iki kez aktiflestirilen kiiltiirler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iki kez serum
fizyolojikle yikanarak, yogunlugu Mc Farland 0.5’e¢ ayarlanmistir. Yogunlugu
ayarlanan kiiltiirlerden seyreltimler yapilarak Nutrient Agar (NA), Tryptic Soy Agar
(TSA) ve YEPD agar besiyererine ekilerek 37°C’de 24 saat (maya i¢in 30°C’de)
inkiibasyona birakilarak canli mikroorganizma sayisi kob/mL olarak belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktivite testlerinde kiiltiir yogunlugu yaklasik 10°-10°% kob/mL olan
seyreltimler kullanilmistir. Yogunlugu ayarlanan kiiltiirlerden besiyerlerine dokme
plak yontemi ile %2’lik ekimler yapilarak petrilerde ki agarlarin donmasi saglanarak
0.6 cm genisliginde kuyular agilmistir. Kuyulara KIM-AgNP, PRE-AgNP, PRO-
AgNP ve POST-AgNP’lerinin hazirlanan akuatik c¢ozeltilerinden 100 pg icerecek
sekilde eklenerek 4°C’ de 45 dakika bekletilerek difiize olmasi saglanarak, petriler
uygun sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
kuyularin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 kumpas ile dlciilerek (mm) KIM-AgNP,
PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin test mikroorganizmalari tizerindeki
antibakteriyel ve antifungal aktivitesi karsilastirilmali olarak belirlenmistir (Saravanan

vd., 2018).
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3.2.3.2 Nanopartikiillerin planktonik bakteri hiicreleri iizerindeki minimum
inhibisyon  konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisidal

konsantrasyonu (MBK) belirlenmesi

PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin MIK ve MBK degerleri NB ve YEPD
broth besiyerlerinde iki kat seyreltmeli mikrodiliisyon yontemi antibiyofilm deneyinde
kullanilacak olan P. aeruginosa ATCC 27853, ve S. epidermidis ATCC 12228 test
bakterileri ve C. albicans ATCC 14053 mayas1 kullanilarak belirlenmistir (NCCLS,
2006). MIK ve MBK degerleri, 96 kuyucuklu steril mikroplateler kullanilarak test
edilmistir. Test bakterileri NB ve YEPD broth besiyerlerinde 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilarak gelistirilmistir. Iki kez aktiflestirilen bakteriyel kiiltiirlerin
optik yogunluklar1 (OD) ayni1 besiyerlerinde 600 nm de 0,5+0,02 OD’ye ayarlanmistir.
Yogunlugu ayarlanan bakteri kiiltiirlerinden seri diliisyonlar hazirlanarak canli bakteri
sayisinin tespit edilmesi igin 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda yaklasik 10°-10° kob/mL olan seyreltim tespit edilerek MiK ve MBK
deneylerinde kullanilmistir. Nanopartikiiller 1/2 oraninda steril deiyonize suda
diliisyonlar1 (1000, 500, 250, 125, 62,50; 31,25; 15,62; 7,8; 3.9; 1,95; 0,975 ug/mL)
yapilarak 96’lik mikroplatelere 100 puL eklenmistir. Baslangi¢ konsantrasyonu olarak
nanopartikiillerin 2000 pg/mL’lik derisimi kullanilmigtir. Mikroplatedeki her bir
kuyuya yogunluklar1 ayarlanan test bakterilerinden 100 uL eklenerek 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Yogunlugu ayarlanan test bakterilerinden kuyulara 200 pL
eklenerek ayni kosulda inkiibasyona birakilarak ¢alismada pozitif kontrol olarak
degerlendirilmistir. Ayni kosullarda 200 pL besiyeri i¢eren kuyularda negatif kontrol
olarak degerlendirilmistir. inkiibasyondan sonra goriilebilir iiremenin gdzlenmedigi
konsantrasyon en diisiik inhibisyon (MIK) degeri olarak belirlenmistir (ChroMate).
Antibakteriyel etkinligin gozle goriilebilir olarak belirlenmesi icin MIK deney
setinden her bir test grubundan 10 pL NA ve YEPD agar besiyerlerine nokta damlatma
yontemi ile ekim yapilarak 37°C°de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda NA ve YEPD agar besiyerlerinde koloni olusumu goriilmeyen
konsantrasyon (%99.9 oliim etkinligi) en diisiik bakterisidal konsantrasyon (MBK)
olarak belirlenmistir (Koo vd., 2000).
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3.2.3.3 Antibiyofilm aktivite analizi

Test mikroorganizmalarimin biyofilm aktivitelerinin mikroplate yontemi

ile belirlenmesi

Biyofilm yapma yetenekleri belirlenmek istenen P. aeruginosa ATCC 27853 ve S.
epidermidis ATCC 12228 test bakterileri ile C. albicans ATCC 14053 mayasinin
biyofilm yapma oranlar1 mikroplate yontemi ile spektrofotometrik olarak

belirlenmistir.

Mikroplate yonteminde test edilecek olan patojen mikroorganizmalarinin OD’leri 620
nm dalga boyunda 0,5+0,02 olarak ayarlanmistir. Bu c¢alismada steril bos besiyeri
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Kontrol grubu olarak ayrica zayif biyofilm
aktivitesi tespit edilen E. faecalis RI11 susu da test edilmistir (. OD’leri ayarlanan
mikroorganizmalar ve kontrol gruplar1 96 kuyucuklu mikroplate kuyularina 200 pL
eklenmis ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Biyofilm olusumunu tespit
etmek icin, inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra kuyulardaki sivi faz
uzaklastinnlmigtir. Kiiltiir ortamindan olusabilecek kalintilar1 temizlemek amaciyla
kuyular steril SF (9%0,875) ile 3 kez yikanmistir. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
kuyular 200 puL %95’lik metanol ile 15 dk. fikse edilmistir. Ardindan kuyularin
igerisinde bulunan metanol uzaklastirilmis ve kuruma islemi i¢in plak oda sicakliginda
45 dk. bekletilmistir. Biyofilmi boyama islemi i¢in her kuyuya 200 uL %]1°lik kristal
viyole soliisyonu eklenmis ve 45 dk. bekletilmistir. Boyama isleminin ardindan, boya
kuyulardan uzaklastirilmis ve kuyularda boya kalintis1 kalmayacak sekilde distile su
kullanilarak yikama islemi yapilmis ve mikroplateler oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Kurutma isleminden sonra, kuyulara tutunmus olan boyalar1 ¢ézdiirmek
icin 200 pL %33’lik glasiyel asetik asit eklenerek 15 dk. bekletilmis ve plaklar
mikroplak okuyucuda (Epoch, Biotek) 630 nm’de okutulmustur. Alt1 paralel olacak
sekilde hazirlanan 6rneklerin absorbans degerlerinin ortalamalar1 alinarak biyofilm
yapma oranlar1 hesaplanmistir (Sayem vd., 2011). Test edilen tiim suslarin, pozitif ve
negatif kontrollerin ortalama OD degerleri hesaplanmistir. Bos besiyerlerin ortalama
OD'si ile negatif kontroliin standart sapmasi toplanarak cut-off degeri (ODc)
olusturulmustur. Test susunun nihai OD’si ise dlgiilen OD degerinin ortalamasindan
cut-off degerinin ¢ikartilmasiyla elde edilmistir. Test edilen suslarin biyofilm

aktivitesi asagida verilen formiiller baz alinarak belirlenmistir. Buna gore;
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Cizelge 3.3: Biyofilm aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan formiiller (Stepanovié

vd., 2007).
Formiil Aciklama
OD<ODc Biyofilm aktivitesi yok
ODc <OD <2 x ODc Zayi1f biyofilm aktivitesi
2 x ODc <OD <4x ODc Orta biyofilm aktivitesi
4x ODc <OD Giglii biyofilm aktivitesi

ODc: Kontrol grubu ortalama OD+3xkontrol grubu standart sapmasi.

OD: Biyofilm iireten patojenin ortalama OD’si olarak hesaplanmistir (Stepanovi¢ vd.,

2007).

Giimiis nanopartikiillerin antibivofilm aktivitesi

PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin antibiyofilm etkisi mikroplate yontemi
ile belirlenmistir (Miskovskd vd., 2022). Antibiyofilm deneylerinde, biyofilm
olusturdugu bilinen Gram negatif P. aeruginosa ATCC 27853 ve Gram pozitif ve S.
epidermidis ATCC 12228 test bakterileri ve C. albicans ATCC 14053 mayas: test
mikroorganizmalari olarak kullanilarak ayri deney setlerinde test edilmistir (Anjum
vd., 2018; Min vd., 2020). Mikroplatedeki kuyucuklara OD’leri 600 nm’de 0,540,02
OD’ye ayarlanan (~10°-10° kob/mL) P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. epidermidis
ATCC 12228 test bakterilerinden ve C. albicans ATCC 14053 mayasindan 200 uL
inokiile edilerek 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda test bakterilerinin kuyularin tabaninda biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir.
Biyofilme tutunmayan serbest planktonik hiicreler mikropipet ile dikkatli bir sekilde
uzaklastirilarak biyofilm 3 kez PBS tamponu (pH 7,4) ile yikanmigtir. Biyofilmlerin
izerine antibiyofilm 6zelligi belirlenecek olan PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-
AgNP’lerin belirlenen konsantrasyonlar: 200 pL besiyerinde hazirlanarak eklenerek
(her test grubu i¢in 5 kuyu) ve 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Antibiyofilm deney
setinde kontrol grubu olarak sadece besiyeri eklenen kuyularin degeri kullanilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyulardan test edilen siv1 fazlar mikropipet yardimiyla
uzaklastirilarak 3 kez 200 uL. PBS tamponu (pH 7,2) ile yikanarak tekrar ayni hacimde

tampon ile reslispanse edilmistir. PBS tamponu bulunan kuyular 10 dakika
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sondikasyona (Hielscher UP100H) maruz birakilarak biyofilmin mikroplateden
ayrilmasi saglanmig ve olusan biyofim siispansiyonlarindan seri diliisyonlar
hazirlanarak Nutrient Agar ve YEPD Agar besiyerlerine ekilerek 24 saat 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki canli bakteri sayis1
tespit edilerek; PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin antibiyofilm etkisi
kontrol grubu ile karsilastirilarak belirlenmistir. Petrilerde goriilebilir kolonin tespit
edilemedigi PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin konsantrasyonu minimum
biofilm eradikasyon konsantrasyonu (MBEK) olarak tespit edilmistir.

3.2.3.4 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikali ile antioksidan

aktivitenin belirlenmesi

Metanol igerisinde DPPH'nin (0,2 mM) bir stok c¢ozeltisi hazirlanmistir.
Biyosentezlenmis AgNP'lerin 1, 2, 4 ve 5 mg/mL konsantrasyonlarindan 200 pL
aliarak tizerine 400 pL 0,2 mM DPPH (metanol i¢inde) ilave edilmistir. Reaksiyon
karisimi, 100 rpm'de bir calkalayicida karistirilarak ve daha sonra karanlikta ortam
sicakliginda 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. 517 nm absorbans, kontrol olarak
metanole karst belirlenmistir. Ayrica standart c¢ozelti olarak askorbik asit
kullanilmistir. Serbest radikal temizleme aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak
belirlenmistir (Zeinivand vd., 2023).

Stupturme aktivitesi (%) = [B — (S — Sc)]/B x 100% 3.1)

B, ornek ¢ozeltisinin ¢oziiciiyle degistirilmesiyle hazirlanan kor ¢ézeltinin absorbansi
(200 pL su + 400 puL DPPH) S: 6rnek ¢ozeltilerinin absorbansi, Sc: DPPH ¢6zeltisinin
etanol ile degistirilmesi elde edilen kontrol 6rneginin absorbansi (200 pL 6rnek + 400

uL EtOH).
3.2.4 Giimiis nanopartikiillerin sitotoksik etkisinin belirlenmesi

L929 fare fibroblast saglikli hiicre hatlar1 kullanilarak PRE-AgNP, PRO-AgNP ve
POST-AgNP’lerin in vitro sitotoksik etkisi ve biyouyumlulugu belirlenmistir.
Hiicreler yiiksek glikoz igeren (4,5 g/L) %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovin serum
(FBS), penisilin/streptomisin ve L-glutamin (2 mM) ile desteklenmis Dulbecco’s
modifed Eagle’s Medium (Cegrogen) besiyerinde gelistirilmistir. L929 hiicreleri %5

CO2’li ortamda 37°C’de kiiltiire edilmis ve besiyerleri ekimin birinci giiniiniin
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sonunda her 48 saatte bir degistirilmistir. Hiicreler %80-90 konfluentlige ulastiktan
sonra %0,05 tripsin/EDTA ile toplanmistir. Konfluent duruma gelen T-25 flasktaki
L929 hiicreleri tripsinize edilmistir. Thoma lami kullanilarak hiicre sayimi yapilmastir.
PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin MTT o6l¢limleri yapmak igcin 96 well
platelere kuyu basina 2x10* hiicre olacak sekilde 100 pL ve 6 tekrarli olarak ekilerek,
plateler 37°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda (24
saat) hiicrelerin analize uygunluk durumu mikroskopta incelenmistir. inkiibasyon
siiresi sonunda (24 saat) hiicrelerin {izerindeki besiyeri uzaklastirilarak belirlenen
dilisyon konsantrasyonlarinda PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin
hiicrelere 100 pL olacak sekilde eklenmistir. Kontrol kuyularimin tizerindeki besiyeri
de filtre besiyeri ile degistirilerek tazelenmistir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-
AgNP’ler eklendikten 24, 48 ve 72 saat sonunda olgiimler icin belirlenen 96 well
platelere kuyu basina 11 uL MTT (5 mg/mL) soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda (3 saat) mikroskopta formazan kristalinin
olusumu kontrol edildikten sonra kuyulardaki ortamlar uzaklastirilarak, formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in her kuyuya 100 uL analitik DMSO eklenmistir. DMSO ilave
edildikten sonra olusan renk 492 nm’lik dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir. NP uygulanmayan kuyular kontrol grubu olarak degerlendirilerek ve %
canlilik kontrol grubu ile kiyaslanarak asagida verilen formiil kullanilarak
hesaplanmistir (Raveendran vd., 2013; Cerchiara vd. 2017).
% Canlihk = (Ornek absorbansi x 100 / Kontrol absorbansi) (3.2)

Ornek absorbans (100 pL. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin ve 100 uL

besiyerinin absorbansi), Kontrol absorbansi (PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-

AgNP) nanopartikiil igermeyen besiyerinin absorbansi.
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3.2.5 Istatiksel degerlendirme

L. rhamnosus ACSS5 bakterisi, ekzopolisakkariti ve postbiyotigi ile sentezlenen
nanopartikiillerin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve sitotoksik aktivite
caligmalar1 2 paralelli ve 3 tekerriirlii yapilmis ve ortalama degerler verilmistir. Elde
edilen veriler, SPSS 18.0 istatiksel programda degerlendirilmistir. L. rhamnosus ACS5
bakterisi, ekzopolisakkariti ve postbiyotigi ile sentezlenen nanopartikiillerin sitotoksik
aktivitele verilerinin analizi, GraphPad Prism yazilimmin siirim 5 versiyonu
(GraphPad Software®) kullanilarak yapilmistir. Veriler, ortalamanin (SEM) ortalama-
standart hatasini temsil etmektedir. Istatistiksel farkliliklar Tek Yonli ANOVA ve
ardindan Bonferroni post-hoc testi (%95 giiven aralig) ile degerlendirilmistir. p < 0.05
olan p degerleri istatistiksel olarak fark olarak kabul edilmistir (*; p<0.05, **; p<0.01,
***: n<0.001).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Nanopartikiillerin Sentez ve Karakterizasyonu

4.1.1 Bakteriyel ekzopolisakkarit aracih sentezi gerceklestirilen giimiis

nanopartikiillerin (PRE-AgNP) sentezi ve karakterizasyonu
4.1.1.1 PRE-AgNP’lerin sentezi ve UV-vis analizi

L. rhamnosus ACS5 bakterisi tarafindan iiretilen kismi saflastirilmis L-EPS-ACS5' in
pH’s1 ayarlanmis sulu giimiis nitrat ¢ozeltisine eklenmesiyle giimiis nanopartikiillerin
sentezi gergeklestirilmistir. Reaksiyon Oncesinde renksiz karigim, yilizey plazmon
titresim uyarimlar1 sayesinde agik sarimsi bir renkten kahverengiye doniismiistiir.
Yapilan gozlemlere gore reaksiyonda renk degisimlerinin kademeli olarak 6 saat
icerisinde olusmasi ve bu durumun ek herhangi bir toksik kimyasal veya enerji girdisi
gerektirmeden gergeklesmesi yesil sentez metoduna uygun bir yaklasim
sergiledigimizi gostermektedir. Nanopartikiillerin olusumunu gosteren gorsel Sekil
3.1.’de verilmistir. Alt1 saatlik inkiibasyon sonrasinda olusan nanopartikiillerin UV
spektrumlar1 200 ila 700 nm arasindaki dalga boylarinda tarama yapilarak degerler
kaydedilmistir. Sivasankar vd. (2018) Streptomyces violaceus MM72 tarafindan
tiretilerek saflastirilan EPS ile glimiis nanopartikiillerin sentezini gerceklestirmistir.
UV-vis spektrumunda 420 nm'de absorbans gosteren giimiis nanopartikiiller ile L-
EPS-ACS5 kullanilarak sentezlenen PRE-AgNP’lerin UV-vis spektrumu paralellik
gostermektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. PRE-AgNP’lerin sentez sonras1 UV-vis spektrumu.

4.1.1.2 PRE-AgNP’lerin FTIR analizi

FT-IR analizi, Ag*"nin PRE-AgNP'lere indirgenmesinden sorumlu olan
biyosentezlenmis nanopartikiillerdeki ¢esitli fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi i¢in
kullanilmistir. IR spektrumu, numuneyi olusturan atomlar arasindaki baglarin
titresimiyle olusan frekanslarina karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile gosterilir
(Biiyiiksint ve Kuleasan, 2014). L-EPS-ACS5’in FT-IR analizleri TUBITAK 120Z573
kodlu projede daha dnceden tespit edilmistir (Sekil 4.2).

L-EPS-ACS5’in 3297 cm™'deki (-OH ve N-H) gerilme titresimi ile olusan sinyaller
(karboksilik asitler, karboksilatlar, esterler, karboksil veya amidler), biyosentezlenmis
AgNP'lerden elde edilen FTIR spektrumunda 3280,98 cm™'ye kayma gdstermistir.
Burada -OH ve -NH gruplarinin ¢akismasi sonucu olusan pikin diizglinligii, derinligi
ve genisligi -NH grubunun baskin oldugu sonucunu vermektedir. 2923 cm*'deki (-C-
H) gerilme titresimleri 2916,5 cm™'ye, 1662 cm™'deki (-C=0 ) gerilme titresimleri
1606,65 cm™'ye kaymasi nanopartikiillerin biyosentezi gerceklestirilirken olusan yeni
bag ve fonksiyonel gruplarin varligindan kaynakli olabilmektedir. L-EPS-ACSS5’in
1661,91 cm™'deki karboksilat grubundan kaynaklanan pikin 1606,65 cm™'ye kaymas1
schiff baz1 ve (-C=0) imin baglarmin olusundan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.2). 1288
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cm™® deki (C-N) tekli bag egilme titresimleri sonucu olusan amid 3 baglarini isaret
etmektedir. Aromatik halkaya karsilik gelen 810,75 cm™'de ¢esitli adsorpsiyon pikleri
biyosentezlenmis AgNP'lerden kaynakli olusan pikleri gdostermektedir (Sekil 4.3).
Ayrica 1030 cm™Y'deki (seker halkasi) polisakkaritler i¢in spesifik olan (-O-H) egilme
titresimi L-EPS-ACS5’in nanopartikiillerin biyosentezine katildigini gostermektedir.
Elde edilen sonuglar, daha 6nce Lactobacillus brevis MSR104, Bacillus subtilis ve
Tribulus terrestris ekzopolisakkaritleri aracili AgNP sentezinin FTIR spektrumlari ile
tutarlidir (Gopinath vd., 2012; Rajoka vd., 2020; Zhao vd., 2019).

100

[T e NN e /
BF%R ACSS ol EEVANVAY VAR
8 \ : [ \ | Y \ /
\ / b V | \ N
X o \ / V ‘ ‘
E 8 \
8 \\/ i’ |
g \ \
© /
5 3 / / ‘
@ ‘
@ \
'— |
N |
) ‘
o \ |
P>y \

/

3296.86 ———
325523
211421 —

=000 On - CO® DrVHO O © - ® © ® -

©TOoRNN . XYL M KRNTON 0 ] . 9 < e 0 * -

BOIPYro ) DTN MTOOO . o N - © =] S < N

WNO-ONN o oY M OrOON N © © - ® - o < < <

DD DDN OO -] DY M TroOO ® © 0 T ® o~ =] N ~ o

MOOONOM N NNN NNN»» - - - - - o - © © o
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Sekil 4.2. L-EPS-ACS5’in FTIR spektrumu (Onal Darilmaz vd., 2023).
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Sekil 4.3. PRE-AgNP’lerin FTIR spektrumu.

4.1.1.3 PRE-AgNP’lerin SEM-EDS analizleri

Biyosentezi gerceklestirilen PRE-AgNP’lerin taramali elektron mikroskobu ile farkli
biiylitmelerde goriintiilenmesi sonucu, morfolojilerinin kiiresel sekilli oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.4). Ayrica enerji dagilim spektroskopisi ile de nanopartikiillerde
elementel giimiisiin varligi dogrulanmigtir. Metalik glimiis nanopartikiiller ylizey
plazmon rezonansi nedeniyle genellikle yaklasik 3 keV'de tipik optik absorpsiyon piki
gostermektedir. EDS analizine gore PRE-AgNP’ler yaklasik 3 keV'de ki giimiis
bolgesinde gliglii sinyaller gostermistir. Bdylece bu giiclii sinyaller giimiis
nanopartikiillerin olusumunu dogrulamaktadir (Sekil 4.5). Bankura vd. (2012)
dekstran ile stabilize ederek giimiis nanopartikiillerin sentezini gergeklestirmistir.
Biyosentezi gergeklestirilen dekstran bazli giimiis nanopartikiillerin 3 keV'de ki optik
absorpsiyon piki PRE-AgNP’lerin EDS spektrumundaki pik ile parallellik

gostermektedir.
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Sekil 4.4. PRE-AgNP’lerin (SEM) gériintiisii (50 000X).
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Sekil 4.5. PRE-AgNP’lerin EDS kromatogrami.
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4.1.1.4 PRE-AgNP’lerin zeta potansiyel ve zeta boyut analizleri

Biyosentezi gerceklestirilen nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri kolloidal
stabilitesini gostermektedir. Analize gore zeta potansiyel degeri -20,8 mV ve zeta
boyut degeri 383,2 nm olarak tespit edilmistir. Concordio-Reis vd. (2023) tarafindan
sentezi bildirilen giimiis nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri -42,37 ve zeta boyut
degeri 15 nm olarak bildirilmistir. Calisma ile karsilastirildiginda nanopartikiillerin
kendi i¢inde etkilesimlerinin zayif oldugu ve agregasyon ihtimalinin olabilecegi bu
sebeplede parcacik boyutunun tam olarak belirlenemedigi diisiiniilmektedir. SEM
goriintiilerine bakilarak nanopartikiillerin zeta boyut analizine kiyasla daha kii¢iik
boyutlarda oldugu gozlemlenmistir. Ayrica nanopartikiillerin stabil ve dagilimlarinin

iyi oldugu diistintilmektedir.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -20,8 Peak 1: -20,8 100,0 8,29

Zeta Deviation (mV): 8,29 Peak 2: 0,00 0,0 0,00

Conductivity (mS/cm): 0,0853 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
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Sekil 4.6. PRE-AgNP’lerin zeta potansiyel analizi kromatograma.
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 383,2 Peak1: 5892 79,8 214,8
Pdi: 0,650 Peak 2; 110,3 16,5 28,18
Intercept: 0,879 Peak 3: 5327 38 3773

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (Parcent)

Size (d.nm)

Sekil 4.7. PRE-AgNP’lerin zeta boyut analizi kromatograma.

4.1.1.5 PRE-AgNP’lerin XRD analizi

L-EPS-ACSS5’in indirgeyici ajan olarak kullanildig1 glimiis nanopartikiillerin
kritalografik yapist XRD analizi ile tespit edilmistir (Sekil 4.4). Sentezlenen PRE-
AgNP’ler keskin kirinim c¢izgileri sergilemistir. 20 (Theta) degerlerinde 29.6°, 33.5°,
36.64°, 47.78°, 54.92°, 57.5°, 71.92° ve 87.42° piklerin varligi, ilgili (100), (110),
(111), (210), (211), (211), (310) ve (320) d araliklarina karsilik gelmektedir (Sekil
4.8). Galvez vd. (2019) Bacillus krulwichiae M2.5 ve Bacillus cellulosilyticus
M4.1'den ekstrakte edilen ekzopolisakkaritin  kullanilmasiyla ~ AgNP’lerin
biyosentezini gerceklestirmistir. Elde edilen giimiis nanapartikiillerin 260 bolgesinde ki
XRD pikleri ile PRE-AgNP’lerin pikleri tutarlilik gostermektedir. Caligmadan elde
edilen verilerle beraber PRE-AgNP’lerden elde edilen tipik Ag kirinim pikleri, kristal
nanopartikiiller lizerinde yliz merkezli kiibik yapmnin varligina isaret etmektedir
(Kanmani ve Lim, 2013). Sonug olarak PRE-AgNP’lerin olusumunda EPS-Ag" iyonu

etkilesimlerinin olustugu diisiintilebilir.
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Sekil 4.8. PRE-AgNP’lerin XRD kromatogrami.

4.1.2 L. rhamnosus ACS5 canh bakteri biyokiitlesi kullanilarak gerceklestirilen

giimiis nanopartikiillerin (PRO-AgNP) sentez ve karakterizasyonu

4.1.2.1. PRO-AgNP’lerin sentezi ve UV-VIS analizi

L. rhamnosus ACS5 bakterisinin 2 gr 1slak biyokiitlesine sulu giimiis nitrat ¢6zeltisinin
eklenmesiyle giimiis nanopartikiillerin sentezi gerceklestirilmistir. Reaksiyon
oncesinde beyaz renkli karigim, ylizey plazmon titresim uyarimlarr sayesinde acgik
beyaz bir renkten koyu kahverengiye doniigsmiistiir. Nanopartikiillerin olusumunu
gosteren gorsel Sekil 3.4.°de verilmistir. Sulu giimiis nitrat ¢ozeltisindeki ardisik renk
degisimleri glimiis nanopartikiillerin olusumunu gostermektedir. Ayni kosullarda iki
ay siireyle karanlik ortamda kontrol amagl birakilan, bakteri biyokiitlesi igeren sulu
giimiis nitrat ¢6zeltisinde hicbir renk degisimi gézlenmemistir. Bu da L. rhamnosus
ACSS bakterisinin giimiis nanopartikiilleri sentezlemek i¢in fotokatalitik bir aktiviteye
ihtiya¢ duydugunu gostermektedir. Yapilan gozlemlere gore reaksiyonda renk
degisimlerinin kademeli olarak 24 saat igerisinde olusmasi ve bu durumun ek herhangi

bir toksik kimyasal veya enerji girdisi gerektirmeden gergeklesmesi yesil sentez
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metoduna uygun bir yaklagim sergiledigimizi kanitlamaktadir. inkiibasyon sonrasinda
olusan nanopartikiillerin UV spektrumlar1 200 ila 700 nm arasindaki dalga boylarinda
tarama yapilarak yiizey plazmon zirvesinin belirlendigi bolgeye kadar kaydedilmistir.
Mohd Yusof vd. (2020a) tarafindan Lactobacillus plantarum TA4 susu kullanilarak
glimiis nanopartikiillerin sentezi gerceklestirilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin
UV-vis absorpsiyonundaki 429-430 nm'deki spektrumu ile L. rhamnosus ACSS5 canli
bakteri biyokiitlesi kullanilarak sentezlenen PRO-AgNP’lerin UV-vis spektrumu

gostermektedir.
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Sekil 4.9. PRO-AgNP’lerin sentez sonras1 UV-VIS spektrumu.

4.1.2.2 PRO-AgNP’lerin FTIR analizi.

PRO-AgNP’lerin FTIR spektrumlari incelendiginde 3000-3400 cm™ arasinda yer alan
zay1f absorbans bantlar1 (N-H, O-H) hidroksil gruplarinin ve amin gruplarimin gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Buradaki karakteristik, belirgin, genis spektral
bantlar, hidroksil fonksiyonel grubunun O-H gerilme titresim tipine ve amino asitler,
peptitler ve proteinlerin birincil ve ikincil aminlerindeki N-H gerilme titresimlerinden
kaynakli olabilmektedir. AgNP spektral profilindeki pik kaymasi, bu kimyasal

fonksiyonel gruplar ile AgNPs arasindaki etkilesimlere baglanabilir. Aminoasitlerde
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1700 cm™*'de meydana gelen karboksilat grubundan kaynaklanan pikin, 1633,62 cm
l4ye kaymasi karboksilat grubunun Ag* ile etkilesiminden (peptit bag1 yada amid I'in
C=0 gerilmesi) kaynaklanmaktadir. Ayrica 1031,50 cm™deki (seker halkasi)
polisakkaritler i¢in spesifik olan (-O-H) egilme titresimi bakterinin metal iyonlarini
tolere etmek icin bir EPS matrisi olusturmus olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Spektrumda gdzlemlenen ~1500 cm™'deki yogun bant C-N tekli bagi gerilme
titresiminden kaynaklanan amid IlI'ye isaret etmektedir. L. plantarum TA4 ile
biyosentezlenen giimiis nanopartikiiller ile L. rhamnosus ACS5 ile sentezlenen PRO-
AgNP’lerin ftir spektrumlar1 benzerlik gostermektedir (Mohd Yusof vd., 2020b).
Hamouda vd. (2019) Oscillatoria limnetica siyanobakterisini kullanarak giimiis
nanopartikiillerin sentezini gerceklestirmistir. Sentezlenen nanopartikiiller ile PRO-

AgNP’lerin FTIR spektrumlar1 benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.10. PRO-AgNP’lerin FTIR spektrumu.

4.1.2.3 PRO-AgNP’lerin SEM-EDS analizleri

Biyosentezi gerceklestirilen PRO-AgNP’lerin taramali elektron mikroskobu ile farkli
biiylitmelerde gortintiilenmesi sonucu, morfolojilerinin kiiresel sekilli oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.11). Nanopartikiillerin L. rhamnosus ACS5 bakterisinin yiizeyinde
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tutunmus halde oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.12). Bu da nanopartikiillerin
sentezinde gram pozitif bakterilerdeki kalin pepdidoglikan tabakada bulunan
teikoikasit, lipoteikoikasit ve ylizey proteinlerinin sorumlu olabilecegini
disiindiirmustir. Bu mekanizma bakteriler tizerindeki karboksil, fosfat ve hidroksil
gibi negatif yiikli fonksiyonel gruplara metal katyonlarinin baglanmasi sonucu
gerceklesmektedir. Bazi arastirmacilara gore de metal iyonlarinin ortamda yogun
olmasi bakteriye stres ortami olusturmaktadir. Stres kosullar1 altinda bakteri EPS
tiretmeye tesvik edilmektedir. Boylece bakteri metal iyonlarini tolere etmek i¢in, daha
az toksik bir forma indirgeyerek EPS matrisi i¢inde hapsetmekte ve biyofilm formunda
biyosorpsiyon alani olusturmaktadir. Olusan EPS matrisi nanopartikiillerin sentezinin
baslatilmasindan sorumlu olmaktadir. (Garmasheva vd., 2016; Mohd Yusof vd.,
2020,b; Tiquia-Arashiro ve, 2018). Metalik giimiis nanopartikiiller yiizey plazmon
rezonans1 nedeniyle genellikle yaklasik 3 keV'de tipik optik absorpsiyon piki
gostermektedir. EDS analizine gére PRO-AgNP’ler yaklasik 3 keV'de ki giimiis
bolgesinde giiclii sinyaller gostermistir (Sekil 4.13). Boylece bu giiglii sinyaller giimiis
nanopartikiillerin olusumunu dogrulamaktadir. Biyosentezi gergeklestirilen PRO-
AgNP’ler ile literatiirdeki EDS analiz sonuglar1 benzerlik géstermektedir (Bankura
vd., 2012).
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Sekil 4.11. PRO-AgNP’lerin SEM goriintiisii (80.000x).
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Sekil 4.12. PRO-AgNP’lerin SEM goriintiisii (30.000x).
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Sekil 4.13. PRO-AgNP’lerin EDS kromatogrami.
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4.1.2.4 PRO-AgNP’lerin zeta potansiyel ve zeta boyut analizleri

Kolloidal stabilitesini tespit etmek amaciyla biyosentezi gergeklestirilen
nanopartikiillere zeta potansiyel analizi yapilmistir. Analize gére nanopartikiillerin
zeta potansiyel degeri -21,0 mV zeta boyut degeri ise 247,2 olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). Alsharif vd. (2020) Bacillus cereus Al-5, Streptomyces
noursei H1-1 ve Rhizopus stolonifer A6-2 tarafindan sentezlenen Ag-NP'lerin zeta
potansiyel degeri sirasiyla -17.5 mV, -18.9 mV ve -15.6 mV, zeta boyut degerleri 6—
50 nm, 6-30 nm ve 6-40 nm oldugunu tespit etmistir. PRO-AgNP’lerin ¢aligma ile
karsilastirildiginda nanopartikiillerin kendi iginde etkilesimlerinin zayif oldugu ve
agregasyon ihtimalinin olabilecegi bu sebeplede parcacik boyutunun tam olarak
belirlenemedigi diisiiniilmektedir. SEM goriintiilerine bakilarak nanopartikiillerin zeta
boyut analizine kiyasla daha kiigiik boyutlarda oldugu gézlemlenmistir. Meléndrez vd.
(2010) Ag-NP'lerin kararliliginin, potansiyel biyomedikal uygulamalar i¢in boyutlari
ve zeta potansiyel Ol¢timleriyle iligkili oldugunu bildirmistir. Zhang vd. (2014)
tarafindan Lactobacillus fermentum kullanilarak antibakteriyel ve biyolojik Kirlilik
Onleyici glimiis nanopartikiillerin  sentezi  gergeklestirilmistir. ~ Sentezlenen
nanopartikiillerin -34,5 mV'lik bir negatif yiike sahip oldugunu ve sentezlenen

nanopartikiillerin ~6 nm boyutunda stabil oldugunu bildirmislerdir.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -21,0 Peak 1: -22,3 89,0 6,28
Zeta Deviation (mV): 7,72 Peak 2: -5,81 11,0 2,99
Conductivity (mS/cm): 0,0434 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Good
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Sekil 4.14. PRO-AgNP’lerin zeta potansiyel analizi kromatogrami.

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2472 Peak 1: 1716 54,1 59,31
Pdl: 0,715 Peak 2: 1690 41,0 906,0
Intercept: 0,917 Peak 3: 4837 49 577.6

Result quality Refer to quality report
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Sekil 4.15. PRO-AgNP’lerin zeta boyut analizi kromatogrami.

4.1.2.5 PRO-AgNP’lerin XRD analizi

L. rhamnosus ACSS5 canli bakterisi ile biyosentezi gergeklestirilen PRO-NP’lerin
XRD spektrumundaki tepe dizilerinde, 26 agisinda 29.6°, 38.2°, 47.78° ve 77.5° olan
glimiis nanoparcaciklarin dort karakteristik tepe noktasi olusmustur. Bu tepe noktalari,
Reddy vd. (2009) bildirdikleri calismaya benzer olarak (111), (200), (220) ve (311)
kristal nanopartikiiller iizerinde yiiz merkezli kiibik yapinin diizlemlerine karsilik
gelmektedir. Tan vd. (2021) Bacillus licheniformis TTO1 susu kullanarak giimiis
nanopartikiillerin ~ biyosentezini  gerceklestirmislerdir. Elde edilen giimiis
nanapartikiillerin 20 bolgesindeki XRD tepe noktalar1 ile PRO- AgNP’lerin tepe
noktalar1 benzerlik gostermektedir. Calismadan elde edilen sonuglarla beraber PRO-
AgNP’lerden elde edilen tipik Ag kirmim pikleri ve zirve sonuglart numunede

AgNP'lerin varligin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.15. PRO-AgNP’lerin XRD kromatogrami.

4.1.3 Postbiyotik aracili sentezi gergeklestirilen giimiis nanopartikiillerin (POST-

AgNP) sentez ve karakterizasyonu

4.1.3.1 POST-AgNP’lerin sentezi ve UV-VIS analizi

L. rhamnosus ACS5 bakterisinin metabolitlerini igeren siipernatanta giimiis nitrat
eklenmesiyle (POST-AgNP) nanopartikiillerin sentezi gerceklestirilmistir. Reaksiyon
oncesi disposable filtreden gegirilen ve steril haldeki agik sar1 renkli siipernatant 48
saat inkiibasyon sonrasi koyu sarims1 kahverengi bir renk almistir. Nanopartikiillerin
olusumunu gosteren gorsel Sekil 3.6.°da verilmistir. Giimiis nitrat igeren
stipernatantaki ardisitk renk degisimleri giimiis nanopartikiillerin olusumunu
gbstermistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan nanopartikiillerin UV spektrumlar1 200 ila
700 nm arasindaki dalga boylarinda tarama yapilarak degerler kaydedilmistir (Sekil
4.16). Manivasagan vd. (2015) tarafindan Streptomyces sp.’den elde edilen
siipernatant ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin, UV-vis  spektral
absorpsiyonundaki 400 ila 420 nm’deki spektral emisyon zirvesi ile POST-AgNP’lerin

spektral emisyon zirvesi paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.16. POST-AgNP’lerin sentez sonras1 UV-vis spektrumu.

4.1.3.1 POST-AgNP’lerin FTIR analizi

POST-AgNP’lerin FTIR spektrumlari incelendiginde 3422 cm™ civarindaki bant
postbiyotiklerde bulunan protein molekiilleri, yag asitlerinin karboksil grubu veya
peptit baglarinin N-H gerilme titresimlerinden kaynaklanabilmektedir. 2922,94 cm-
1>deki bant alifatik gruplarin C-H tekli bagindan kaynaklanan asimetrik egilmelere
isaret etmektedir. Spektrumda 1634,47 cm™’de gozlenen absorpsiyon bandi,
proteinlerin amid baglantilarindaki karbonil gerilme titresimlerinden kaynaklanan
amid I band1 olarak tanimlanmaktadir (Sekil 4.17.). Spektrumda ~1500’lerde amid 11
band1 ve 1380,58 cm™’deki C-N tekli bag egilme titresimleri gdzlemlenmistir. Ayrica
1030,5 cm™'deki (seker halkasi) polisakkaritler igin spesifik olan (-O-H) egilme
titresiminin, probiyotik bakterilerin biiyiime ortamlarina salgiladiklart EPS’den
kaynakli olabilecegini diislindiirmiistiir (Esmail vd., 2022; Mondal vd., 2020). Ayrica
parmak izi bolgesi adi verilen yerde 548,23 cm™ bandinda gdzlemlenen pik (S-S)
distilfit baglarinin varligina isaret etmektedir. Bu sayede POST-AgNP’lerin
biyosentezinde karboksilik asit, aldehit, esterler, proteinler ve amino asitlerin
biyosentezden ve stabiliteden sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Adebayo-Tayo vd.

(2017) laktik asit bakterilerinin  kiiltiir ~slipernatantim1 ~ kullanarak  glimiis
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nanopartikiillerin biyosentezini ve karakterizasyonu gergeklestirmistir. Calismadan

elde edilen sonuglarla POST-AgNP’lerin FTIR spektrumlari benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.17. POST-AgNP’lerin FT-IR spektrumu.

4.1.3.3 POST-AgNP’lerin SEM-EDS analizleri

Sentezlenen POST-AgNP’lerin morfolojilerini ve boyutlarint gérmek igin SEM
analizi gergeklestirilmistir. L. rhamnosus ACS5 bakterisinin kiiltiir siipernatantindan
sentezlenen glimiis nanopartikiillerin ¢ok kiigiik ve homojen kiiresel nanopartikiiller
oldugu gozlemlenmistir (Sekil4.18). Ayrica enerji dagilim spektroskopisi ile de
nanopartikiillerde elementel giimiisiin varligi dogrulanmistir (Sekil 4.19). Metalik
giimiis nanopartikiiller yiizey plazmon rezonansi nedeniyle genellikle yaklasik 3
keV'de tipik optik absorpsiyon piki gostermektedir. EDS analizine gére POST-
AgNP’ler yaklasik 3 keV'de ki glimiis bolgesinde gii¢lii sinyaller géstermistir. Boylece
bu gii¢lii sinyaller glimiis nanopartikiillerin olusumunu dogrulamaktadir. Literatiirdeki
caligmalara gore Citrobacter spp. ve Bacillus licheniformis kiiltiir siipernatantlari
kullanilarak ~ biyosentezlenen giimiis nanopartikiillerin ~ EDS  spektrumlari
calismamizda elde edilen sonuglarla uyumlu bulunmustur (Kalimuthu vd., 2008;
Mondal vd., 2020).
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Sekil 4.18. POST-AgNP’lerin SEM goriintiisti (80 000 x).

Element Weight % ' %  Netlnt.
c 4229 53.33 85.93

Ag

067 134 201 268 335 402 469 536 6.03

Sekil 4.19. POST-AgNP’lerin EDS kromatogrami.
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4.1.3.4 POST-AgNP’lerin zeta potansiyel ve zeta boyut analizleri

Kolloidal stabilitesi ve yiizey yikiinii tespit etmek amaciyla biyosentezi
gerceklestirilen nanopartikiillere zeta potansiyel analizi yapilmistir. Analize gore
nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri -25,8 mV zeta boyut degeri ise 370,6 olarak
tespit edilmistir. Kumar ve Mamidyala, (2011) Pseudomonas aeruginosa kiiltiir
siipernatant1 kullanarak sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin zeta potansiyel
degerini -9,59 mV ve zeta boyutunun 13 nm oldugunu bildirmistir. POST-AgNP’lerin
calisma ile karsilastirildiginda nanopartikiillerin kendi iginde etkilesimlerinin zayif
oldugu ve agregasyon ihtimalinin olabilecegi bu sebeplede pargacik boyutunun tam
olarak  belirlenemedigi  diisliniilmektedir. ~SEM  goriintiilerine  bakilarak
nanopartikiillerin zeta boyut analizine kiyasla daha kiiciik boyutlarda oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica nanopartikiillerin stabil ve dagilimlarinin iyi oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, partikiil boyutu ve dagilimi, sentez agamasindaki
niikleasyon ve biiylime siire¢lerinin oranlarinin yani sira aglomerasyonun derecesine
de bagli oldugu daha o6nceki g¢aligmalarla bildirilmistir (Jeyaraj vd., 2013). Zeta
potansiyel degerleri yiiksek ve pozitif (+30 mV'den fazla) nanopartikiillerin daha
kararli ve agregasyonlarinin diisiikk oldugu tepit edilmistir (Fouda vd., 2018).

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -258 Peak 1: -25,8 100,0 7,23
Zeta Deviation (mV): 7,23 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0897 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Good

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.20. POST-AgNP’lerin zeta potansiyel analizi kromatogrami.
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -25,8 Peak 1: -25,8 100,0 7,23
Zeta Deviation (mV): 7,23 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0697 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good
Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.21. POST-AgNP’lerin zeta boyut analizi kromatogrami.

4.1.3.5 POST-AgNP’lerin XRD analizi

Postbiyotik ile biyosentezi gergeklestirilen giimiis nanopartikiillerin XRD spektrumu
20 bolgesine karsilik gelen 29.6°, 47.78°, 64.7 ve 77.6'likk degerlerinde gdézlemlenen
giimiis nanokristalitlerin karakteristik Bragg zirvelerini sergilemistir (Sekil 4.22). Bu
tepe noktalari, Dhoondia ve Chakraborty, (2012) tarafindan bildirilen ¢alismaya
benzer olarak (111), (200), (220) ve (311) kristal nanopartikiiller iizerinde yiiz
merkezli kiibik yapinin diizlemlerine karsilik gelmektedir. Kumar ve Mamidyala,
(2011) P. aeruginosa kiiltiir stipernatanti kullanarak giimiis nanopartikiillerin sentezini
gerceklestirmistir. Biyosentezi gergeklestirilen nanopartikiiller ile POST-AgNP’lerin
20 bolgesindeki XRD tepe noktalari benzerlik gostermektedir. Calismadan elde edilen
sonuglarla beraber POST-AgNP’lerin elde edilen tipik Ag kirinim pikleri ve zirve

sonuglari numunede AgNP'lerin varligin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.22. POST-AgNP’lerin XRD kromatogrami.

4.1.4 Kimyasal sentez ile iiretilen giimiis nanopartikiillerinin (KIM-AgNP) sentez
ve karakterizasyonu

4.1.4.1 KIM-AgNP’lerin sentezi ve UV-VIS analizi

Kaynama noktasina kadar 1sitilmig 1 mM’lik sulu glimiis nitrat ¢ozeltisine %1 lik tri-
sodyum sitrat ¢dzeltisinin eklenmesiyle KIM-AgNP’lerin sentezi gerceklestirilmistir.
Reaksiyon Oncesinde renksiz karisim, yiizey plazmon titresim uyarimlari sayesinde
actk sarimst bir renkten koyu kahverengiye doniismiistiir. Sulu giimiis nitrat
cozeltisindeki ardistk renk degisimleri giimiis nanopartikiillerin  olusumunu
gostermektedir. Nanopartikiillerin olusumunu gosteren gorsel Sekil 3.7.’de verilmistir.
Renkli ¢ozelti soguduktan sonra 200 ila 700 nm arasindaki dalga boylarinda tarama
yapilarak degerler kaydedilmistir (Sekil 4.23). Murei vd. (2020) tarafindan benzer
yontemle islevsellestirilmek {izere sentezlenen giimils naopartikiillerin, UV-vis
spektrumundaki 434 nm’deki absorbansi ile KIM-AgNP’lerin UV-vis spektrumu

paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.23. KIM-AgNP’lerin sentez sonras1 UV-vis spektrumu.

4.1.4.2 KIM-AgNP’lerin FT-IR analizi

Tri-sodyum sitrat tuzu ile stabilize edilerek sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
2980,60 cm™'deki olusan pik karboksilli asitten gelen zayif bir bant olusturmustur.
Bununla birlikte, 1573,67 ve 1781,08 cm™'deki bant, indirgeme icin kullanilan sitrat
iyonlarinda mevcut olan (COOQO) karboksilat grubunun simetrik ve asimetrik
gerilmesine karsilik gelmektedir (Dasaradhudu ve Srinivasan, 2020). Sreelekha vd.
(2021) tarafindan tri-sodyum sitrat tuzu ile sentezlenen nanopartikiiller ile KIM-
AgNP’lerin FTIR spektrumlar1 benzerlik gostermektedir.

69



781
76
74

72
2980,60

70 1781,08
68

66

62
60
58

1573,67

56

52
50

48 . v - . - . s
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450

Sekil 4.24. KIM-AgNP’lerin FTIR spektrumu.

4.1.4.3 KIM-AgNP’lerin SEM-EDS analizleri

Sentezi gergeklestirilen KIM-AgNP’lerin morfolojilerini ve boyutlarii gérmek igin
SEM analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda nanopartikiillerin kii¢iik boyutlu
oldugu ve homojen dagilim sergiledigi gozlemlenmistir. EDS analizi ile de tri-sodyum
sitrat tuzu ile Ag* katyonlarinin etkilesimi ve nanopartikiillerde elementel giimiigiin

varlig1 tespit edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. KIM-AgNP’lerin SEM gbriintiisii (80 000x).

Element Weight% %  NetlInt.
C 13.52 30.85 4458

Na Ag

0.00 0.67 134 201 2,68 335 402 4.69 536

Sekil 4.26. KIM-AgNP’lerin EDS kromatogrami.
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4.2 Nanopartikiillerin Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi

4.2.1 Bakteri kiiltiirii ile giimiis nanopartikiillerin sentezi icin maksimum tolere

edilebilen konsantrasyonun belirlenmesi

L. rhamnosus ACS5 bakterisinin giimiis iyonlarina karsi maksimum tolere edilebilir
konsantrasyon degerini belirlemek i¢cin ACS5 susu artan konsantrasyonlarda (1, 2, 4,
6, 8 ve 10 mM) Ag“ya maruz birakilmistir. Bakteri siispansiyonu seri olarak
seyreltilerek her bir tiip icin MRS agar {izerine damlatilmistir. Bakterilerin bilyiimesini
engelleyen maksimum Ag* konsantrasyonu maksimum tolere edilebilir konsantrasyon
olarak tanimlanmustir. L. rhamnosus ACS5 bakterisi 8 mM Ag* konsantrasyonuna
kadar giimiisii tolere edebilmistir. Ancak hem sitotoksik etkinin azaltilmas: hem de
nanopartikiillerin partikiil boyutunun kontrolii igin 1 mM Ag" konsantrasyonu
biyosentez islemlerinde kullanmilmistir. L. rhamnosus ACS5 bakterisinin MTK
degerlerinin belirlenmesi sonucu olusan gorsel Sekil 4.27” de verilmistir. Bakterilerin
nanopartikiil {iretme yeteneklerinin metalleri tolere edebilme kapasitelerine bagh
oldugu bildirilmistir (Das vd., 2014). Ayrica her tiiriin metalleri detoksifiye etmek igin
farkli biyokimyasal yollara, farkli metabolik siireclere ve savunma mekanizmalarina
sahip oldugu one siirtilmiistiir (Dwivedi, 2023; Merritt ve Bewick, 2017). L. plantarum
TAA4 bakterisinin 4 mM giimiis metalini tolere edebildigini bildirilmistir (Mohd Yusof
vd., 2020a). Bu arastirma ile karsilastirdigimizda g¢alismamizda kullanilan L.
rhamnosus ACS5 bakterisi peynirden izole edilmis gida kaynakli probiyotik bir
bakteridir ve L. plantarum TA4 bakterisinden iki kat daha iyi metal tolere etme
yetenegine sahip oldugu goriilmektedir (Mohd Yusof vd., 2020a). Actinomycetes'in
Mycolata grubuna ait olan Rhodococcus cinsinin suslari, bir¢ok bilesigi ve metalleri
katalize etme yetenegine sahip bakteriler olarak belirlenmistir. Aerobik ve spor
olusturmayan bu bakteriler zor ¢evresel kosullara direnme kapasiteleri sayesinde
biyoremediasyon ve endiistriyel islemler i¢in kullanilmaktadir (Martinkova vd., 2009).
Presentato vd. (2016) Rhodococcus aetherivorans BCP1 bakterisinin metal tolere etme
kapasitesini arastirmistir. Bu arastiricilar bakterinin 11,2 mM’a kadar metal
konsantrasyonunda canli kaldig1 tespit etmistir. L. rhamnosus ACS5 bakterisinin 8
mM’a kadar olan metal tolere etme yetenegi Rhodococcus cinsi bakterilerle
karsilastirildiginda yakin oldugu gézlenmistir. Tez calismasinda sonugla L. rhamnosus
ACS5 bakterisinin metal tolere etme yeteneginin altinda yatan asil mekanizmalarin

arastirilarak biyoremediasyon ve endiistriyel alanlarda kullanilabilecek potansiyelinin
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olabilecegi diistiiniilmektedir. Ayrica bu benzersiz yetenekle L. rhamnosus ACS5
bakterisi  probiyotiklerin sadece gida alaninda degil bircok sektorde

kullanilabileceginin kanitin1 sunmaktadir.

Sekil 4.27. L. rhamnosus ACS5 bakterisinin giimiis iyonlarina karst MTK degerinin
belirlenmesi sonucu olugan goriintiisii.
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4.2.2 Kim-AgNP, PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin antimikrobiyal

aktivitelerinin belirlenmesi

Glimiis nanopartikiiller kimyasal, fiziksel veya biyolojik olarak bir¢ok yontemle
sentezlenebilmektedir. Ancak toksik Ozelliklerin azaltilmasi amaciyla ¢evre dostu
reaktiflerin ve yesil sentez yontemlerinin kullanilmasi gerekmektedir. Ayrica bu
siirecler uygulanirken istenilen boyut ve Ozelliklerde nanopartikiillerin
sentezlenebilmesi i¢in uygun indirgeyici ve stabilize edici ajanlarin se¢imi kritik
oneme sahiptir (Wasilewska vd., 2023). Arastirmacilar kiicik boyutlu
nanopartikiillerin hiicre zarinin yapisini bozabilecegini ve hiicre O6liimiine yol
acabilecegini belirtmektedir (EI-Kahky vd., 2021). Ayrica giimiis nanopartikiillerin

dort farkli antimikrobiyal etki mekanizmasi olabilecegi bildirilmistir. Bunlar;

» Nanopartikiillerin bakterinin hiicre duvarina baglanmasiyla hiicre duvarinin
biitiinliigii bozulmakta, hiicre zarina ve hiicre i¢i bilesenlere dogrudan zarar
vermektedir (Sullivan vd., 2013).

» Protein tiyol (SH-) gruplarina nanopartikiiller baglanmakta ve bunun
sonucunda protein fonksiyonu bozulmaktadir (Bruskov vd., 2012).

»  Giimiis nanopartikiillerden salian serbest Ag* iyonlarinin, porin kanallar1 ve
iyon tagima proteinleri tarafindan taginmasi sonucu giimiis iyonlar1 proteinlerle
etkilesime girerek oksidatif stresi indiikleyebilmektedir (Kedziora vd., 2018).

» Ag bilesikleri bakteri hiicresine niifuz ettikten sonra DNA molekiillerindeki
fosforik asit kalintilariyla da etkilesime girmektedir. Replikasyon siirecinin

bozulmasiyla hiicre proliferasyonu 6nlenmektedir (Ocsoy vd., 2013).

[lag direnci giiniimiizde antibiyotiklerin patojenlere kars1 kontrolsiiz kullanilmasindan
kaynaklanan ve tedavisi gittikge zorlasan hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep
olmaktadir. Antibiyotik direncini etkili bir sekilde engellemek icin giimiis
nanopartikiillerin kullanimi giderek yayginlagmaktadir (Baig ve Srinivasan, 2023). Bu
tez caligmasinda biyolojik ve kimyasal yontemle sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
(Kim-AgNP, PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP ) ve kontrol amaciyla 1 mM
AgNOgz’iin P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229,
S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228, S. enteritidis ATCC 13076, B.
cereus RSKK 863 ve L. monocytogenes ATCC 7644 bakterileri ile C. albicans ATCC

14053 mayasi lizerindeki antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve sonuglar Cizelge 4.1
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ve Sekil 4.28., Sekil 4.29., Sekil 4.30., Sekil 4.31., Sekil 4.32., Sekil 4.33., Sekil 4.34.,
Sekil 4.35., Sekil 4.36., Sekil 4.37.’de verilmistir. Calismada sentezi gerceklestirilen
PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin kilinik ve gida patojenlerine karsi
antimikrobiyal etkisinin oldugu goézlemlenirken Kim-AgNP’lerde higbir aktivite
gozlemlenmemistir. Kim-AgNP’lerde antimikrobiyal etki gdzlemlenmemesinin
sebebinin nanopartikiillerin agregasyonlarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Biyolojik yontemle sentezlenen PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerden en
yiiksek antibakteriyel etki S. epidermidis ATCC 12228 test bakterisi tizerinde 8,32 mm
zon ¢ap1 ile PRE-AgNP’de tespit edilmistir (Sekil 4. 32). Ayni1 patojene karsi PRO-
AgNP’ler 6,55 mm, POST-AgNP’ler ise 6,18 mm inhibisyon zon ¢ap1 olugturmustur.
AgNP’lerin yiiksek aktivite gosterdigi bir diger test bakterisinin E. coli ATCC 11229
oldugu ve bu aktiviteyi 5,19 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile PRE-AgNP’lerin gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4. 36). E. coli ATCC 11229 bakterisine karst POST-AgNP’ler
4,38 mm, PRO-AgNP’ler ise 3,82 mm inhibisyon zon ¢ap1 gostermistir. P. aeruginosa
ATCC 27853 test bakterisine kars1 3,82 mm inhibisyon zon cap1 ile POST-AgNP’ler
en yiiksek antibakteriyel etkiyi sergilerken (Sekil 4.29.), PRO-AgNP’ler 3,15 mm ve
PRE-AgNP’ler ise 3,06 mm inhibisyon zon ¢ap1 gostermistir. Sentezlenen PRE-AgNP
(4,23 mm), PRO-AgNP (4,01 mm) ve POST-AgNP’lerin (3,85) C. albicans ATCC
14053’ e kars1 antifungal etki gosterdigi tespit edilmis ve bu etkinin PRE-AgNP’lerde
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak bakterinin
tiirtine ve morfolojisine gore sentezlenen nanopartikiillerin farkli antibakteriyel etki
gosterdigi gozlemlenmistir. Bu durumun nanopartikiillerin bakterinin yiizey alanina
ne kadar ¢ok niifuz ettigiyle iligkili oldugu diistiniilmektedir. Nanopartikiillerin kiiresel
sekilli olmas1 sebebiyle kok bakterilerin yiizeyine daha biiylik oranda niifuz ederek
yiiksek antibakteriyel etki gdstermis oldugu diisiiniilmektedir. Ancak basil morfolojiye
sahip olan test bakterilerinde daha genis yiizey alani sebebiyle kok bakterilere kiyasla
daha az antibakteriyel etki gézlemlenmistir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-
AgNP’lerin siispansiyonu stabil bir dispersiyon halindedir. Antimikrobiyal etkinin
nanopartikiillerin kolloidal dispersiyon halinde olmasiyla iligkili olabilecegi ve agrega
olmadan dagilabilen nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitelerinin daha yiiksek

olabilecegi bildirilmistir (Kvitek vd., 2008).

Ispirli vd. (2021) Weissella cibaria MED17'den izole ettikleri dekstran tipi bir
ekzopolisakkarit ile sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin S. aureus ATCC 25923’¢
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karsi 1 mg/mL konsantrasyonun 12+0,5 mm inhibisyon aktivitesi gosterdigini
bildirmislerdir. Tez calismasinda da PRE-AgNP’lerin 100 pg/mL’deki S. aureus
ATCC 25923’¢ kars1 aktivite 4,89 mm olarak belirlenirken ayn1 konsantrasyonda S.
epidermidis ATCC 12228’¢ karsi ise 8,32+0,11 mm oldugugu belirlenmistir. Bu
sonuclar ile Weissella cibaria MED17'den izole edilen dekstran tipi bir
ekzopolisakkarit ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel aktivitesine
kiyasla PRE-AgNP’lerin daha az madde miktariyla daha ¢ok antibakteriyel etki

gosterdigi goriilmektedir.

Glmiis nitrat soliisyonunun tek basma gosterdigi antibakteriyel aktivite
biyosentezlenen PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin antibakteriyel
aktivitesine yakindir. Ancak glimiis nitrat soliisyonunun antibakteriyel aktivite
gostermesinin yaninda sitotoksik etkisinin de oldugu bilinmektedir (Hidalgo vd.,
1998). Bu sebeple giimiis nitrat soliisyonunun sitotoksisitesini azaltmak ve biyosentezi
gerceklestirilen glimilis nanopartikiilleri antimikrobiyal ajan olarak kullanmak
amacityla PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin yesil sentezi
gerceklestirilmistir. Biyosentezlenen glimiis nanopartikiillerin gida ve klinik
mikroorganizmalara karst 100 pg/mL’deki giiglii antimikrobiyal aktivitesi oldugu
tespit edilmistir. Yesil sentezle PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin
tiretilmesi sitotoksik ozelliklerin minimuma indirilerek maksimum antibakteriyel

etkinin saglanmasi i¢in basit, ucuz ve ¢evre dostu bir yaklasim olusturmaktadir.
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Cizelge 4.1. Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite sonuglari (zon ¢api, mm).

NP/Bakteri S epidermidis L. monocytogenes S. aureus ATCC P. aeruginosa B. cereus S. enteritidis E. coli ATCC E. coli ATCC | C. albicans

ATCC 12228 ATCC 7644 25923 ATCC 27853 RSKK 863 | ATCC 13076 11229 35218 ATCC
14053

PRE-AgNP 8,32+0,11 3,760,37 4,89+0,27 3,0620,20 2,79+0,49 4,83+0,55 5,19+0,07 4,44+0,05 4,23+0,16
PRO-AgNP 6,55+0,44 3,92+0,14 4,96+0,11 3,15+0,38 2,74+0,11 3,79+0,10 3,8240,99 3,541,22 4,01+0,89
POST-AgNP 6,18+0,23 3,85+0,16 4,66+0,28 3,8240,71 3,0120,04 3,69+0,57 4,38+0,96 3,940,51 3,85+0,16

KiM-AgNP - - - - - -

1 mM AgNO, 6,64+0,14 6,64+0,14 4,71%0,16 3,73+0,24 2,4440,25 4,57+0.21 4,010,58 4234095 3,73+0,04

-: Antimikrobiyal etki gostermemistir.
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Sekil 4.28. Sentezlenen nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite sonuglar.

Gan vd. (2012) tarafindan halotolerant bakteri olan Bacillus endophyticus SCU-L
kullanilarak biyosentezlenen gilimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitelerini
Candida albicans, Escherichia coli, Salmonella typhi ve Staphylococcus aureus test
mikroorganizmalarina karst degerlendirilmistir. Bu arastiricilar  sentezlenen
nanopartikiillerin 25 pg/mL konsatrasyonda S. aureus’a (19+0 mm), C. albicans’a
(151 mm), S. typhi’ye (110 mm) ve E. coli'ye (131 mm) antibakteriyel ve
antifungal aktivite gosterdigini tespit etmistir. Tez ¢alismasinda PRO-AgNP’ler daha
yiiksek konsantrasyonda (100 pug/mL) test mikroorganizmalarina daha diistik aktivite
gostermigstir. Gan vd. (2012)’in arastirmasinda tespit edilen yliksek antibakteriyel
etkinin nanopartikiillerin 5 nm boyutunda olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Partikiil boyutunun ve seklinin antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkileri calismalarla
bildirilmistir.  Kiiglik  boyutlu  nanopartikiillerin ~ mikroorganizmalara  kars1
antimikrobiyal etkisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Ethiraj vd., 2016; Inam
vd., 2019). Kiigtik partikiil boyutu, bakteri yiizeyine daha fazla sayida nanopartikiiliin
tutunmasi ve bakterinin zar yapisinin daha kolay bozunmasina neden olabilmektedir
(Jonidi Jafari vd., 2024). Bu bilgiler degerlendirildiginde sentezlenen PRO-

AgNP’lerin agregasyonlarinin yiiksek olmasindan dolayr antibakteriyel etkisinin
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yapilan ¢aligmalara gore daha diisiik oldugu disiiniilmektedir. Al-Asbahi vd. (2024)
toprak ve ¢ig siitten izole edilen iki farkli Lactobacillus sp. susunu ayr1 ayr1 ve karisim
halinde Kkiiltiirleyerek elde edilen siipernatantlar ile biyosentezi gerceklestirilen
nanopartikiillerin (10, 20 ve 40 ug/mL’lik) artan konsantrasyonlarda S. aureus ve P.
aeruginosa patojenlerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Yapilan
aragtirmada tek bakteri kiiltlirtine kiyasla (S. aureus 9 + 0,43 mm, P. aeruginosa 12 +
0,1 mm) karigik kiiltiir siipernatanti kullanilan biyosentezlenmis nanopartikiillerin
antimikrobiyal aktivitesinin (S. aureus 15 + 0,1 mm, P. aeruginosa 8 + 0,76 mm) daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bizim c¢aligmamizda da sentezlenen POST-
AgNP’lerin S. aureus ATCC 25923 (4,66 mm) ve P. aeruginosa ATCC 27853 (3,82
mm) test bakterilerine antibakteriyel aktivitesinin oldugu gozlenmistir (Sekil 4.29 ve
Sekil 4.35.). POST-AgNP’lerin diger test mikroorganizmalarina da antimikrobiyal
etkisinin oldugu ancak B. cereus RSKK 863’e kars1 etkisinin PRO-AgNP, PRE-AgNP
ve kontrol i¢in kullanilan 1 mM AgNOz’den yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.29. Sentezlenen nanopartikiillerin P. aeruginosa ATTC 27853 test bakterisine
kars1 tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.
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Sekil 4.30. Sentezlenen nanopartikiillerin S. enteritidis ATTC 13076 test bakterisine
karsi tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.

Sekil 4.31. Sentezlenen nanopartikiillerin E. coli ATTC 35218 test bakterisine karst
tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.
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Sekil 4.32. Sentezlenen nanopartikiillerin S. epidermidis ATTC 12228 test bakterisine
kars1 tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.

Sekil 4.33. Sentezlenen nanopartikiillerin L. monocytogenes ATTC 7644 test
bakterisine karsi tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.
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Sekil 4.34. Sentezlenen nanopartikiillerin B. cereus RSKK 863 test bakterisine karsi
tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.

Sekil 4.35. Sentezlenen nanopartikiillerin S. aureus ATCC 25923 test bakterisine karsi
tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.
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Sekil 4.36. Sentezlenen nanopartikiillerin E. coli ATCC 11229 test bakterisine karsi
tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.

Sekil 4.37. Sentezlenen nanopartikiillerin E. coli ATCC 11229 test bakterisine kars1
tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuglari.
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4.2.3 Nanopartikiillerin planktonik bakteri hiicreleri iizerindeki minimum
inhibisyon  konsantrasyonu (MiK) ve minimum bakterisidal

konsantrasyonu (MBK) belirlenmesi

Yanik yaralari firsatci patojenlerin {iremesi ve enfeksiyon olusturmast i¢in bulunmaz
bir zemin sunmaktadir. Yaniktan hemen sonraki saatler ve giinlerde, Gram-pozitif
koklar, termal olaya karsi direngli olmalar1 sebebiyle yara yiizeyinde kolonize
olmaktadirlar. Yanik eskarinda patojenlerle miicadele edilmesi enfeksiyon ve
inflamasyonun Onlenmesi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir (Brandenburg vd.,
2021). P.aeruginosa , S. epidermidis ve C. albicans'in yaralarda biyofilmle iliskili
enfeksiyonlarin olusmasinda etkili olduklar: bildirilmistir (Lindsay ve Hogan, 2014;
Siciliano vd., 2023). Glimiis nanopartikiillerin diisiik konsantrasyonlarda insan viicudu
igin toksik olmadigi ancak mikroorganizmalara karsi gii¢lii biyosidal etkileri oldugu

distintilmektedir (Baker vd., 2005; Lara vd., 2011).

Bu tez calismasinda L. rhamnosus ACSS5 bakterisi, ekzopolisakkariti ve postbiyotigi
ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin yara patojenleri olan P. aeruginosa ATCC
27853 , S. epidermidis ATCC 12228 ve Candida albicans ATCC 14053'e karsi
biyofilm aktivitelerinin arastirilmasi i¢in MIK ve MBK degerleri belirlenmistir. PRE-
AgNP ve PRO-AgNP’ler P. aeruginosa, S. epidermidis ve C. albicans
mikroorganizmalarina karsi benzer konsantrasyonlarda minimum inhibisyon (7,8
pug/mL, 15,625 pug/mL, 31,25 ug/mL) ve minimum bakterisidal (7,8 pg/mL, 15,625
pg/mL, 31,25 pg/mL) etki gostermistir. POST-NP’ler ise daha disiik
konsatrasyonlarda dahi minimum inhibisyon (0,975 pg/mL, 1,95 pg/mL) ve minimum
bakterisidal (62,5 pg/mL, 125 ng/mL) etki sergilemistir (Cizelge 4.2). MIK ve MBK
degerleri nokta damlatma yontemi ile belirlenmis ve Sekil 4.39, Sekil 4.40. ve Sekil

4.41.°de verilmistir.

POST-AgNP’lerdeki bu giiglii antimikrobiyal etkinin postbiyotiklerin igerigindeki
biyoaktif bilesenlerin ve metabolitlerin fazla oranlarda bulunmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Syame vd. (2020) L. plantarum ve L. brevis suslarindan elde ettikleri
hiicresiz siipernatant ile sentezledikleri glimiis nanopartikiillerin P. aeruginosa ATCC
27853 , S. epidermidis ATCC 12228 ve C. albicans ATCC 14053
mikroorganizmalarina kars1 11,25 pg/mL gibi diisiik bir konsantrasyonda dahi giiclii

bir antimikrobiyal aktivite sergiledigini, suslarindan elde edilen postbiyotiklerin
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biyoaktif bilesenler agisindan zengin olmasinin patojenlere karsi antimikrobiyal

aktiviteyi arttirmis olabilecegini bildirmislerdir.

Abishad vd. (2022) tarafindan L. acidophilus bakterisinin siipernatantini kullanilarak
¢oklu ilaca direngli enteroagregatif Escherichia coli (MDR-EAEC) suslarina karsi
antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitesini  degerlendirmek i¢in  giimis
nanopartikiillerin (AgNP'ler) yesil sentezini gerceklestirmistir. Yesil sentezlenen
AgNP'lerin MDR-EAEC suslaria MIK ve MBK degerlerinin sirastyla 7,80 mg/mL
ve 15,60 mg/mL olarak tespit etmislerdir.

PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin patojen bakterilere karsi bildirilen
calismalardan daha diisiik konsantrasyonlarda giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu giiglii antimikrobiyal etkinin sebebi L. rhamnosus ACS5
probiyotik bakterisinin literatiirde glimiis nanopartikiil sentezi i¢in kullanilan
bakterilere gore daha farkli aktivite ve 6zelliklerde salgiladig1 biyoaktif bilesenlerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.2. L. rhamnosus ACSS bakterisi, ekzopolisakkariti ve kiiltiir siipernatanti ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin MIK ve MBK degerleri
(ng/ml).

S. epidermidis ATCC 12228 P. aeruginosa ATCC 27853 C. albicans ATCC 14053

Nanopartikiil/Bakteri

MiK (ug/mL) MBK (png/mL) MiK (ugmL) MBK (pug/mL)  MiK (ug/mL)  MBK (pg/mL)

PRE-AgNP 7,8 15,625 15,625 31,25 31,25 62,5

PRO-AgNP 7,8 15,625 7,8 15,625 125 250

POST-AgNP 0,975 1,95 0,975 1,95 62,5 125
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Sekil 4.38. C. albicans ATCC 14053 mayasina karsi PRE-AgNP, PRO-AgNP ve
POST-AgNP’lerin MiK ve MBK degerleri goriintiisii.
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Sekil 4.39. S. epidemidis ATCC 12228 bakterisine karsi PRE-AgNP, PRO-AgNP ve
POST-AgNP’lerin MIK ve MBK degerleri goriintiisii.
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Sekil 4.40. P. aeruginosa ATCC 27853 bakterisine kars1t PRE-AgNP, PRO-AgNP ve
POST-AgNP’lerin MiK ve MBK degerleri goriintiisii.

89



4.2.4 Antibiyofilm aktiviteleri belirlenecek patojenlerin biyofilm olusturma

kapasitelerinin mikroplate yontemi ile belirlenmesi

S. epidemidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 14053
mayasimin gii¢lii biyofilm olusturdugu bilinmektedir (Atriwal vd., 2021; Brown vd.,
1995; Monzon vd., 2001). Mikroplate yontemi ile patojen suslarin biyofilm olusumlari
arastirilirken negatif kontrol olarak bos besiyeri kullanildiginda patojen suslar giicli
biyofilm aktivite sergilemistir. Kontrol OD (0,239) absorbansinin ortalamasinin ODc:
kontrol grubu ortalama OD-+3xkontrol grubu standart sapmasi (ODc:0,248) ile
patojenlerin absorbans degerlerinin ortalamasi (S. epidemidis ATCC 12228: 2,695, P.
aeruginosa ATCC 27853: 2,763 OD, C. albicans ATCC 14053: 3,641 OD, E. faecalis
RI11: 1,383 OD) Boliim 3.2.3.3’de verilen formiillerle hesaplanmistir. E. faecalis
RI11 susu negatif kontrol olarak kullanildiginda da S. epidemidis ATCC 12228, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 14053 mayasi gii¢lii derecede biyofilm
aktivitesi gostermistir. Bos besiyeri ve E. faecalis RI11 susunun negatif kontrol olarak
kullanildig1 biyofilm sonucglar1 karsilastirilmis ve antibiyofilm aktivitesinin
belirlenmesinde S. epidemidis ATCC 12228, P. aeruginosa ATCC 27853 bakterileri
ve C. albicans ATCC 14053 mayasi test mikroorganizmasi olarak sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin antibiyofilm aktivitelerinin arastirilmasi icin seg¢ilmistir (Sekil

4.41)).

90



?% @G VCS
J‘f\ o "‘*’X,
foflalk

Sekil 4.41. S. epldermldls, P. aeruginosa, C. albicans ve E. faecalis
mikroorganizmalarimin (A) mikroplatede biyofilm olusumlari, (B)
biyofilm yapma kapasitelerini gosteren gorsel.

4.2.4.1 PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin Antibiyofilm Aktivitesi

PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin MIK ve MBK degerlerine paralel
olarak farkli miktarlarinin (0,975 pg/mL, 1,95 ug/mL, 3,9 pg/mL, 7,8 pg/mL, 15,62
ug/mL, 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 ug/mL ve 500 pug/mL) S.
epidermidis ATCC 1228, P. aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 14053
mikroorganizmalarinin olusturduklari biyofilmlere karsi inhibisyon aktiviteleri tespit
edilmistir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin S. epidermidis ATCC
1228, P. aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 14053
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mikroorganizmalarinin olusturduklart biyofilme kars1 inhibisyon aktivitesinin oldugu
gozlemlenmistir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin S. epidermidis
ATCC 1228, P. aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 14053
mikroorganizmalarinin olusturduklar1 biyofilmlere karsi en diisiik inhibisyon orani
sirastyla PRE-AgNP’lerde 31,25; 31,25 ve 250 pg/mL miktarinda PRO-AgNP’lerde
en yiiksek inhibisyon orani 31,25; 31,25 ve 500 pg/mL miktarinda POST-AgNP’lerde
15,62; 15,62 ve 250 pg/mL olarak belirlenmistir. S. epidermidis ATCC 1228, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 14053 mikroorganizmalarinin
planktonik formlarinda biyosentezlenen nanopartikiillerin diigiik konsantrasyonlarinda
etki gozlemlenirken biyofilm formlarinda daha yiliksek konsatrasyonlar: etkili
olmustur. PRE-AgNP ve PRO-AgNP’lerin MIK degerlerine paralel olarak biyofilm
eradikasyon aktiviteleri de benzerdir. POST-AgNP’ler ise MIK degerlerine gére PRE-
AgNP ve PRO-AgNP’lerden daha diisiik konsantrasyolarda biyofilm eradikasyon
degeri gostermistir (Sekil 4.44).

Zeinivand vd. (2023) yerel bir yogurttan izole edilen Lactobacillus paracasei MN
809528°den izole edilen ekzopolisakkarit ile sentezlen giimiis nanopartikiillerin
antibiyofilm aktivitelerini Gram negatif E. coli ATCC 25,922, P. aeruginosa ATCC
27,853, Acinetobacter baumannii ATCC 17,978, gram pozitif bakteri S. aureus ATCC
25,923’¢ ve C. albicans ATCC 10,231 mayasina kars1 aragtirmistir. Bu arastiricilar
test mikroorganizmalarini  0,78-400 pg/ml'de AgNP'lere maruz birakarak
nanopartikiillerin biyofilmleri yok edebildigi konsantrasyonlar1 belirlemislerdir.
Sonuglar AgNP’lerin biyofilm olusumu iizerindeki aktivitesinin, tiim suslar1 inhibe
edebildigini ve gram negatif bakteri biyofilm inhibisyon oranmnin Gram pozitif
bakterilere gore daha yiiksek oldugunu gézlenmistir. Ayrica yapilan ¢alismada Gram-
negatif bakteriler arasinda E. coli'nin en yiiksek inhibisyon yiizdesine (%78,70) sahip
oldugunu ve onu P. aeruginosa'nin (%72,80) izledigi ayrica sentezlenen AgNP’lerin

C. albicans'in (%68,80) biyofilm olusumunu da inhibe edebildigini bildirmislerdir.

Kanmani ve Lim, (2013) L. rhamnosus GG ATCC 53103 tarafindan iiretilen
ekzopolisakkarit kullanilarak giimiis nanopartikiillerin( SNP) biyosentezini
gerceklestirmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin Escherichia coli ATCC 35218,
Bacillus cereus ATCC 10987 gibi patojenik suslara, gida kaynakli patojen Listeria
monocytogenes ATCC 15313’¢ ve ¢oklu ilaca direngli patojenler Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 15442 ve Klebsiella pneumonia ATCC 27736’ya karst biyofilm
aktiviteleri test edilmistir. Sonuglar tiim bakterilerde doza bagli biyofilm inhibisyonu
gozlemlendigini ve SNP konsantrasyonu 1'den 56 ug/ml'ye ¢ikarildiginda biyofilm
inhibisyonunda bir artis oldugunu gézlemlemislerdir. E. coli ve P. aeruginosa'nin
biyofilm olusumu, 56 pg/ml AgNP konsantrasyonunda tamamen (%2100) inhibe
edilirken , gida kaynakli patojen L. monocytogenes yaklasik %32 oldugu bildirilmistir.
Ayrica arastiricilar bu aktiviteyi nanopartikiilerin sentezinde kullanilan indirgeyici ve

stabilize edici maddenin aktivitesine ve nanopartikiillerin boyutuna atfetmistir.

Zhang vd. (2014) tarafindan L. fermentum biyokiitlesi biyojenik giimiis
nanopartikiillerin sentezi igin kullanilmis ve antibiyofilm aktiviteleri Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 bakterisine karsi aragtirtlmigtir. Sonuglar biyosentezlenen
nanopartikiillerin 2.0 mg/mL gibi diisiik bir konsantrasyonda ilk 24 saatte biyofilm
olusumunun en az %20'sini azaltabildigini, 7,8 mg/mL konsantrasyonda biyofilm
olusumunda %90'dan fazla bir azalma saglandigimi ve 48 saatlik inkiibasyonda,
biyofilm o6nleme etkisinin 15,6 mg/mL konsantrasyonda neredeyse %100'lik bir

azalma elde edildigini bildirmislerdir.

Chaudhari vd. (2012) tarafindan B. cereus hiicresiz siipernatanti kullanilarak giimiis
nanopartikiiller sentezlenmis ve S. aureus biyofilmi i¢cin Gentamicin (10pg/ml),
Chloramphenicol (20pg/ml) ve 1 mM giimiis nitrata karsi antibiyofilm aktiviteleri
arastirilmistir. Sonug olarak 1 mM giimiis nitrat ve antibiyotiklerin tek basina S. aureus
biyofilmine kars1 etkisiz oldugu, giimiis nanopartikiillerin ise biyofilmi iyi derecede

inhibe ettigi gdzlenmistir.

Potansiyel probiyotik sus L. rhamnosus ACSS5 biyokiitlesi, ekzopolisakkariti ve
postbiyotigi ile sentezlenen PRE-AgNP, PRO- AgNP ve POST- AgNP’lerin biyofilm
eradikasyon degerleri incelenen calismalarla benzerlik gostermektedir. Buradan
varilacak sonugcla biyofilmlerle miicadelede planktonik hiicrelere kiyasla daha yiiksek
dozlarda nanopartikiillere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum mikroorganizmalarin
biyofilm olusturarak kendilerini dis ortamdan gelebilecek antimikrobiyal ajanlara ve
antibiyotiklere kars1 koruma olusturacak bir matris olusturmalari ile agiklanmaktadir.
Ayrica nanopartikiillerin biyofilmlerin inhibe edilmesi acisindan gram pozitif
bakterilere kiyasla gram negatif bakterilere kars1 daha etkili olduklar1 bildirilmistir
(Zeinivand vd., 2023). Calismamizda PRE-AgNP, PRO- AgNP ve POST- AgNP’ler

ise hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere kars1 giiglii aktivite gostermistir.
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Literatiirde laktik asit bakterilerinin postbiyotigi kullanilarak sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin aktiviteleri ile ilgili bir tane ¢aligmaya rastlanilmistir (Abishad vd.,
2022). Dislik konsantrasyonlarda dahi patojen bakteri biyofilmlerinde etkili olan
POST- AgNP’lerin antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite aragtirmalari agisindan

literatiire kazandirilmasinin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Sekil 4.42. S. epidermidis ATCC 12228, P.aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans
ATCC 14053 mikroorganizmalarinin mikroplatede biyofim olusumlarin
ve MIK-MBK degerlerini gdsteren gorsel.
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Sekil 4.43. Mikroplatede biyofilm olusumu (A), PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-
AgNP’lerin biyofilmlere uygulandiktan sonra olusan goriintiisii (B).
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Sekil 4.44. S. epidermidis ATCC 12228, P.aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans
ATCC 14053 mikroorganizmalarmin minimum biyofilm eradikasyon
degerlerini gosteren gorsel.
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4.2.5 Sentezlenen nanopartikiillerin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest
radikali ile antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

Bu yontem kararli bir serbest radikal olan o, o-difenil-B-pikrilhidrazil (DPPH;
C18H12Ns06) kullanilarak antioksidan aktivitenin belirlenmesi amactyla gelistirilmistir
(Blois, 1958). Antioksidan 6zelligi belirlenmek istenilen maddenin bu serbest radikale
kars1t slipiirme kapasitesinin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. DPPH'deki azot
atomunun tek elektronu, antioksidanlardan bir hidrojen atomu alarak karsilik gelen
hidrazine indirgenmektedir (Contreras-Guzman ve Strong, 1982). DPPH radikaline
aktarilan hidrojen atomlarin1 veya elektronlar1 sayesinde mor renkli DPPH radikali
renksiz o, a-difenil-B-pikrilhidrazil molekiiliine indirgenmektedir. Bu yontemdeki
renk degisimi, numunenin antioksidan aktivitesinin 517 nm dalga boyunda tespit
edilmesi icin etkili bir degerlendirme saglamaktadir (Kedare ve Singh, 2011).
Biyosentezi gergeklestirilen glimiis nanopartikiillerin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi, yliksek antioksidan aktivitesi kanitlanmis olan askorbik asit (AA) pozitif
kontrol kullanilarak degerlendirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda PRE-AgNP, PRO-
AgNP ve POST-AgNP’lerin (1, 2, 4, 5 ug/mL) yiizde DPPH radikal siipiiriicii
aktiviteleri Bolim 3.2.3.4.°de verilen siipiirme aktivitesi denklemi (Es. 3.1)
kullanilarak tespit edilmis sonuglar Sekil 4.45, 4.46 ve 4.47°de verilmistir. PRE-
AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi
incelendiginde; PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin konsantrasyonun artmastyla DPPH
stiptirme aktivitesinin kademeli olarak Onemli o6lgiide arttigi, 2 pg/mL
konsantrasyondan itibaren neredeyse DPPH radikallerini biiyiikk bir oranda
indirgeyerek giiclii radikal siipiiriicii aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ancak PRE-
AgNP’lerde PRO-AgNP, POST-AgNP’lere ve askorbik asite kiyasla daha diigiik
radikal siipiiriicii aktivite gozlemlenmistir. Pozitif kontrol olarak test edilen askorbik
asit ise %100 DPPH siiplirme aktivite degerini 1 mg/mL konsantrasyon da
gerceklestirmistir. Bu sonuglara gore PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin diisiik
konsantrasyonlarinda yiiksek DPPH siiplirme aktivitesi gosterdigi ve potansiyel
antioksidan bilesik olabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica bu giiglii antioksidan
kapasitenin L. rhamnosus ACS5 bakterisinin salgiladigi ve gliimiis nanopartikiillerin

sentezinde rol alan biyoaktif bilesenlerden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Srinivasan vd., (2021) biyoliiminesan bir bakteri olan Vibrio campbellii bakteri
biyokiitlesi kullanilarak hiicre disi  metabolitlerinden sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/ml olmak {izere artan
konsantrasyonlarda DPPH siiplirme aktivitesinin %60 oraninda oldugunu
bildirilmistir. Tez ¢alismasinda daha diisikk (2 pg/mL) konsantrasyonlarda benzer
sekilde sentezlenen PRO-AgNP’ler Vibrio campbellii bakteri biyokiitlesi kullanilarak
sentezlenen giimiis nanopartikiillerden daha yiiksek (%100) antioksidan aktivite

sergilemistir (Sekil 4.34).

Vijayakumar vd. (2023) L. plantarum kullanilarak sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin antioksidan aktivitelerini arastirmistir. Bu arastiricilar AgNP'lerin
DPPH'ye kars1 konsantrasyonunun (15-240 ul/mL) artmasina paralel olarak serbest
radikal stipiiriicii aktivitesinin de arttigi bildirilmistir. Calismamizda daha diisiik
konsantrasyonlarda (2 pg/mL) benzer sekilde sentezlenen PRO-AgNP’ler
Lactiplantibacillus plantarum kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerden
daha yiiksek (%100) antioksidan aktivite sergilemistir (Sekil 4.34).

Abishad vd. (2022) tarafindan L. acidophilus bakterisinin hiicresiz siipernatanti
kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi standart antioksidan olan askorbik asite karsi test edilmistir. Yapilan
calismada yesil sentezlenmis AgNP'lerin antioksidan 6zelliklerinde doza bagl bir artis
gozlemlendigi ve AgNP'lerin siiplirme yeteneginin standart askorbik asitten nispeten
daha diisiikk oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde tez ¢alismasinda biyosentezlenen
POST-AgNP’lerin L. acidophilus bakterisinin hiicresiz siipernatanti kullanilarak
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin 80 ila 100 pug/mL’de gosterdigi aktiviteyi 4-5
pg/mL de gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica literatiirde laktik asit bakteri hiicreleri
ve hiicresiz siipernatantlart kullanilarak sentezlenen glimiis nanopartikiillerinin
antioksidan aktivitesini gosteren c¢aligmalara ¢ok az rastlanilmaktadir. Yapilan tez
calismasindan elde edilen verilerle literatiire bu konuda katki saglanacagi

distiniilmektedir.

Rajoka vd. (2020) yerel bir fermente icecekten izole edilen L. brevis tarafindan
sentezlenen ekzopolisakkarit aracili giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel ve
antioksidan aktivitesini arastirmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin DPPH radikal

temizleme orant askorbik  asitle karsilagtirildiginda 100 ug/ml
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konsantrasyonda %91.3+0,7 olarak tespit edilmistir. DPPH temizleme aktivitesinin
konsantrasyona bagl bir sekilde AgNP'lerin konsantrasyonu arttikca, DPPH serbest
radikalinin temizleme oranininda arttifin1 ve daha yiiksek AgNP'lerde maksimum
temizleme oranina ulasildigini bildirmiglerdir. PRE-AgNP’lerde ki gozlemlenen
diisiik DPPH serbest radikalinin temizleme kapasitesinin de yapilan ¢aligmaya benzer

sekilde yiiksek konsatrasyonlarda daha basarili olacag: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.45. PRE-NP’lerin DPPH radikal stipiiriicii aktiviteleri.
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Sekil 4.46. PRO-NP’lerin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri.
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Sekil 4.47. POST-AgNP’lerin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri.

4.2.6 Sentezlenen Nanopartikiillerin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Yeni antimikrobiyal ve yara iyilestirici ajanlarin  gelistirilmesi agisindan
probiyotiklerin ileriye doniik uygulamalar1 biiyiik umut vadetmektedir (Vijayakumar
vd., 2023). Gelencksel malzemelerle karsilastirildiginda farkli fiziko-kimyasal
ozelliklerinden dolay1 ¢esitli biyomedikal uygulamalar, dermal ilag¢ salinimi ve topikal
tedaviler i¢in nanopartikiillerin sentezi siklikla Onerilmektedir (Goyal vd., 2016).
Yenilik¢i terapotiklerin gelistirilmesi i¢in uzun bir siire boyunca nanopartikiillerin
biyosentezinde probiyotik bakterilerden yararlanilabilecegi diisiiniilmektedir (Losada
ve Olleros, 2002). Bazi ¢alismalar yara tedavi uygulamalarinda probiyotik bakterilerin
kullanimini ortaya koymustur ancak yara pansumanlarinda kutandz yara iyilesmesini
desteklemede nanopartikiillerin ~ kullanim1  hakkindaki  ¢alismalar  sinirhdir
(Caggianiello vd., 2016; Vijayakumar vd., 2023). Calismalarda in vitro hiicre gogii
yontemleriyle ¢izik yara iyilestirme aktivitesi degerlendirmeye calisilsa da model
organizma iizerinde yara tedavi uygulamalari i¢in laktik asit bakterisi ve metabolitleri
kullanilarak ~ sentezlenen  giimiis  nanopartikiillerin ~ oldugu  ¢alismalara

rastlanilmamistir. ~ Biyosentezlenen  nanopartikiillerin ~ biyouyumluluklarinin
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arastirtlmasi ve saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik etki olusturmamasi yara tedavi
uygulamalarinda kullanilabilmeleri ag¢isindan umut vadeden bir konu olarak
goriilmektedir. Yesil yontemle sentezlenen giimilis nanopartikiillerin 1.929 fare
fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik aktivitesi Boliim 3.2.4° de verilen verilen %
Denklem (Es. 3.2) kullanilarak tespit edilmis, sonuclar Sekil 4.51, Sekil 4.52 ve Sekil
4.53’de verilmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesi (Sekil 4.50), hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrojenazin  aktivitesini  6lgen  (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir) kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 4.51).

24 saat i¢in 25, 50 ve 100 pg/mL uygulama dozlarinda, saglikli hiicreler i¢in alinan %
hiicre canlilik degerleri arasindaki farklilik PRE-AgNP ve POST-AgNP, PRO-AgNP
ve POST-AgNP’lere gore anlamli bulunmustur (***; p < 0.001). Bununla birlikte 24
saat i¢in hicbir uygulama dozunda PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP
arasindaki sitotoksik aktivite degerlendirmeleri i¢in kullanilan L929 saglikli fare
fibroblast hiicrelerinde canlilik diizeyinde anlamli bir farkliik bulunmamistir (p
>0.05).

48 saat i¢in tiim uygulama dozlarinda, saglikli hiicreler i¢in alinan % hiicre canlilik
degerleri arasindaki farklilik anlamli bulunmustur. Ayrica 50 pg/mlL’de L929
hiicrelerinde PRE-AgNP ile PRO-AgNP’ler anlamli diizeyde daha yiiksek
proliferasyon gostermistir (**; p < 0.01). POST-AgNP’lerin ise PRE-AgNP ile PRO-
AgNP’lere gore anlamli diizeyde sitotoksitite olusturdugu belirlenmistir (***; p

<0.001).

72 saat i¢in gerceklestirilen deneylerde, tiim uygulama dozlarinda, saglikli hiicreler
icin alinan % hiicre canlilik degerleri arasindaki farklilik anlamli bulunmustur. *; p <
0.05). PRO-AgNP’lerin 50 pg/mL uygulama konsantrasyonu i¢cin PRE-AgNP ve
POST-AgNP’lere gore anlamli diizeyde daha yiiksek proliferasyon gézlemlenmistir
(***; p <0.001).

Wen vd. (2016) Cin sifal bitkisi olarak adalandirilan Orchidantha chinensis'den elde
edilen endofitik mantar kullanilarak aktif AgNP'lerin biyosentezini gergeklestirmistir.
Biyosentezlenen AgNP'ler Sprague Dawley siganlarda S. aureus ve P. aeruginosa ile

enfekte yara modeli ile yara iyilestirme aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir.
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AgNP’lerin 7 glin sonra yaranin kapanmasinda ve yara iyilesmesinin

hizlandirilmasinda etkili oldugu bildirilmistir.

Cerrahi miidahaleler sonrasi olusan yaralarin iyilesmesi, cerrahi bolgenin hijyeni ile
dogrudan iliskili olmaktadir. Mikrobiyal kontaminasyonun 6nlenmesi, hastanin hizl
bir sekilde iyilesmesi ve ayn1 zamanda antibiyotik kullaniminin azaltilmasi agisindan

da 6nemlidir (Tian vd., 2007).

Baygar vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada Streptomyces sp. AU2 susunun hiicre
icermeyen  kiiltiir  siipernatantt  kullanilarak  sentezi  gerceklestirilmistir.
Biyosentezlenen giimiis nanopartikiiller cerrahi dikislerde kullanilan ipek ipliklerin
ylizeyine yerinde bir islem kullanilarak emprenye edilmistir. Giimiis nanopartikiille
emprenye edilen ipliklerin biyouyumluluklar1 fare embriyonik fibroblast hiicre ¢izgisi
(NIH 3T3) kullanilarak degerlendirilmistir. 1, 4, 8 ve 10 giin boyunca biyo-AgNP kapli
dikis ekstraktlariyla kiiltiirlenen 3T3 murin fibroblast hiicrelerine uygulanan 3-[4,5-
dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) analizi, hiicre canliliginin
negatif kontrol grubundan 6nemli Glglide farkli olmadigini gostermistir. Bio-AgNP
kapl siitiirlerin indirekt yontemle test edilen 3T3 fibroblastlarin hiicre canlilig

tizerinde anlaml1 bir olumsuz etkiye neden olmadig: bildirilmistir.

Hidalgo vd. (1998a) giimiis nitratin farkli konsantrasyonlarinin (70> x %107°; > 270
X %107°) insan fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesini degerlendirmistir.
Sonuglar AgNOgs’iin klinik uygulamalarda kullanilan miktarin 100 ila 700 kat
seyreltilmis konsatrasyonlarda bakterilere karsi etkili inhibitor etki gosterdigini ancak
bu konsantrasyonlarin insan fibroblast hiicreleri Tlizerinde sitotoksik oldugu
bildirilmigtir. Hidalgo ve Dominguez, (1998,b) tarafindan yapilan ¢alismada insan
dermal fibroblastlar1 8 ve 24 saat boyunca 4,12—-82,4 uM konsantrasyonlarda AgNOs'e
maruz birakilmistir. Sonuglar giimiis iyonlarinin, fibroblast proliferasyonunu biiyiik
olgilide inhibe ettigini ve uzun siireli AgNOs'e maruz kalmanin, Ag'ye bagimli hiicre
kaybina neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica in vitro deneysel model sirasinda
DNA sentezi iizerindeki inhibitor etkinin, AGNOz’iin sitotoksisitesine bagli énemli
hiicre proteini kaybiyla iliskili oldugunu gdstermiglerdir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve
POST-AgNP’ler ise 100 pg/mL’deki konsatrasyonda 72 saate kadar sitotoksik bir etki

gostermemis ve sadece patojenlere karsi etkili inhibitor etki sergilemistir. Bu sonuglar
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PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin biyouyumlu malzemeler oldugunun
kanitint sunmaktadir.

Potansiyel probiyotik sus L. rhamnosus ACS5 bakterisi, ekzopolisakkariti ve
postbiyotigi ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin ¢alismalara benzer olarak L929
fare fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etki gdstermemesi ve PRE-AgNP ve
PRO-AgNP’lerinin saglikli hiicrelerin proliferatif aktivitesini arttirmast biyouyumlu
bir malzeme sentezledigimizin kanitin1 sunmaktadir. Calismalarin 1s181nda biyosentezi
gerceklestirilen PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin yara tedavi
uygulamalarinda hem antimikrobiyal aktivitenin saglanmasi agisindan hem de yara
yataklarinin iyilestirilmesi amaciyla tedavilerde kullanilabilecek potansiyel bir

biyomalzeme olabilecegini 6ngdrmekteyiz.
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Sekil 4.48. 1.929 saglikli fare fibroblast hiicreleri lizerinde PRE-AgNP, PRO-AgNP
ve POST-AgNP’lerinin sitotoksik etkisinin belirlendigi goriintiiler.
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Sekil 4.50. L929 saglikli fare fibroblast hiicrelerinde MTT inkiibasyonu sonucu

formazan kristalinin olusumu.
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Sekil 4.51. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin 1929 hiicrelerine karsi 24. saatteki MTT analiz sonuglari.
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Sekil 4.52. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin 1929 hiicrelerine karsi 48. saatteki MTT analiz sonuglart.
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Sekil 4.53. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerinin 1929 hiicrelerine kars1 72. saatteki MTT analiz sonuglari.
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5.SONUC VE ONERILER

Antibiyotik direnci ve bakteri biyofilmi tiim diinyada giderek artan bir sorun olmaya
devam etmektedir. Bu nedenle alternatif tedavi ydntemleri ve biyomalzemeler
arastirilmaktadir. Hastaliklarda uzun siireli antibiyotik kullanimi  bagirsak
mikrobiyotasini olumsuz etkilemekte ve bakterilerde direng gelismesine neden olarak
mevcut tedavi yontemlerini etki disi1 birakmaktadir. Yeni ve etkili antibiyotiklerin
arastirilmasi, gelistirilmesi zaman alicit oldugu icin patojenlerle miicadelede farklh
stratejiler arastirilmaktadir. Son yillarda giimiis nanopartikiiller, ¢oklu ilaca karsi

bakteriyel direnci azaltmak i¢in etkili antiseptik ajan olarak ortaya ¢ikmuigtir.

Bu galismada Lacticaseibacillus rhamnosus ACS5 bakterisi (probiyotik nanopartikiil,
PRO-AgNP), ekzopolisakkariti (prebiyotik nanopartikiil, PRE-AgNP) ve bakteri
slipernatant1 (postbiyotik nanopartikiil, POST-AgNP) ile giimiis nanopartikiillerin
biyojenik ve yesil sentezi gerceklestirilerek antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegi diisiinlilmiis ve antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu amagla yesil sentez yontemleri ile aktif bakteri biyokiitlesi,
stipernatant1 ve bakteriden izole edilen ekzopolisakkarit kullanilarak, 1 mM AgNOs3

ile giimiis nanopartikiillerin sentezi gergeklestirilmistir.

Nanomalzemelerin istenilen 6zelliklerde sentezlenebilmesi ve kullanilan indirgeyici
ajanlarin nanomalzemede varliginin tespit edilmesi acisindan karakterizasyon
yontemleri dnemli goriilmektedir. Optik oOzelliklerinin belirlenmesi, kimyasal ve
kristal yapisinin aydinlatilmasi, boyut, sekil ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
acisindan yapilan analizlerin dogrulugu iyi belirlenmelidir. Bu sebeple biyosentezi
gerceklestirilen giimiis nanopartikiillere UV-VIS, FT-IR, SEM-EDS, XRD, zeta
potansiyel ve zeta boyut analizleri yapilarak istenilen Ozelliklerin olusumunun

arastirilmasi amacglanmustir.

Biyosentezlenen nanopartikiillerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi veya ileri
calismalarda kullanilabilmesi i¢in g¢esitli gida ve klinik patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Ayrica kimyasal yontemle de gilimiis
nanopartikiillerin sentezi gergeklestirilerek, antimikrobiyal aktivite kimyasal ve yesil
sentezle iiretilen nanopartikiillerde karsilastirilmali olarak belirlenmistir. Yesil

sentezle firetilen nanopartikiiller; gida ve klinik patojenlere karsi antimikrobiyal
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aktivite gosterirken, kimyasal yontemle sentezlenen nanopartikiillerde antimikrobiyal
aktivite tespit edilmemistir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’ler Gram pozitif
ve Gram negatif klinik ve gida patojenlere karsi gii¢lii antimikrobiyal aktivite
sergilemistir. Bu etkili antimikrobiyal aktivite sayesinde biyosentezlenen
nanopartikiillerin antibiyotiklere alternatif kullanilabilecek etkili antimikrobiyal

ajanlar olabilecegini diisiinmekteyiz.

Nanopartikiillerin sentezinde kimyasal ve fiziksel yontemlerin kullanimi toksik
Ozelliklerin artmasi ve yan etkilerin olugsmasi sebebiyle kullanimi sinirlandirmaktadir.
Bu nedenle toksik kimyasallarin yerine alternatif yesil sentez yontemlerinin ve bakteri,
maya, bitki bilesenleri ve bakteri metabolitlerinin kullanim1 yayginlagsmaktadir. Son
yillarda arastirmacilar bitki kokleri, metabolitleri, bakteri, maya ve bunlarin hiicresiz
siipernatantlarindan metal nanopartikiillerin sentezini gerceklestirmis ve patojenlere
kars1 aktivitelerini aragtirmigtir. Bu yontemler, ¢evresel etkileri minimize etmek ve
kimyasal atiklari azaltmak i¢in gevre dostu yontemler olarak tasarlanmigtir. Bu sayede
glimiis nanopartikiillerin ¢esitli uygulamalarda kullanimin1 desteklerken ¢evresel ve
saglik risklerini azaltmaya yardimeci olabilmektedir. L. rhamnosus ACS5 bakterisi,
ekzopolisakkariti ve postbiyotigi ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin yesil sentez
metodlarinin kullanilmasi ve yontemlerin tutarliligi agisindan literatiirdeki ¢alismalara

katki saglayacagini diistinmekteyiz.

Glimiis nanopartikiillerin mikroorganizmalar lizerindeki aktiviteleri hala belirsizligini
korumaktadir. Literatirde bu konu hakkinda bircok mekanizma ve teori
bulunmaktadir. Mekanizmalarin aydinlatilmasi, biyofilmlerle ve patojenlerle
miicadelede biiyiik bir adim olacaktir. Bazi arastirmacilar nanopartikiillerin yiizey
yukiiniin bakterilerin yok edilmesinde rol oynadigini diisiinmektedir. Zeta potansiyel
analizleriyle belirlenen bu yiizey yiikii nanopargacigin belirli bir ortamda edindigi
genel yiikii belirtir ve sentezlenen giimiis nanoparcaciklar ic¢in, nanoparcacik
ylzeyinde anyonik yiikii belirten bir zeta potansiyeli olusmaktadir. Bu 6zelligin,
nanopartikiillerin yiizey etkilesimi ve hiicresel alimini incelemek icin hiicresel imza
olarak rol oynadigi ileri siiriilmistiir (Zhang vd., 2008). Baska bir mekanizma
giimiisiin bakteri hiicre zarinda birikmesi ve solunum siireciyle ilgili baz1 enzimlerin
glimiis tarafindan engellenmesinin, giimiisiin bakteri hiicrelerine karsi potansiyel

inhibisyon mekanizmasi oldugunu bildirmistir. Giimiis katyonlarinin bakterilerin
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hiicre duvarina niifuz ederek peptidoglikanlarla reaksiyona girmesi sonucu hiicre
biitiinligli bozulmakta ve hiicre icerigi disar1 sizmaktadir (Jung vd., 2008). Baska bir
goriis glimiis nanopartikiillerin bakteri hiicresine baglandiktan sonra serbest iyonlarin
salmimmiyla ortaya ¢ikan oksidatif stresin bakteriyi inhibe ettigini séylemektedir
(Mohler vd., 2018; Tang ve Zheng, 2018). Ayrica giimiis’iin hiicreye girdikten sonra
DNA'ya zarar vermesi ve transkripsiyonun inhibisyonu da bu mekanizmalar i¢inde yer

almaktadir. (Mathur vd., 2018).

PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin -20,8, -21,0, -25,8 olan zeta potansiyel
degerleri genel yiizey ylklerinin negatif oldugunu gostermistir. Bu sayede
nanopartikiillerin géstermis oldugu etkili antimikrobiyal aktivitenin bu sebeple oldugu
dogrulanmaktadir. Ayrica nanopartikiillerin gen tedavilerinde kiigiikk MikroRNA'larin
(miRNA) tasinmasi i¢in kullanilabilecegi arastirmacilar tarafindan 6ne siirtilmiistiir
(Hoang vd., 2023). Bu agidan ileri uygulama alanlari olarak PRE-AgNP, PRO-AgNP
ve POST-AgNP’lerin bu konuda potansiyel olusturabilecegini diisiinmekteyiz.

L. rhamnosus ACS5 bakterisi 8 mM’a kadar giiclii metal tolere etme yetenegi
sergilemistir. Bu benzersiz yetenek sayesinde biyoremediasyon ve endiistriyel

alanlarda metal atiklarin temizlenmesinde kullanilabilecegi ongoriilmektedir.

PRO-AgNP ve POST-AgNP‘lerin diisiik konsantrasyonlarda yiiksek DPPH radikal
slipiiriicii aktivite yetenegi gostermistir. PRO-AgNP ve POST-AgNP’ler askorbik asite
kars1 benzer hidroksil radikal siipiiriicii aktivite sergilemis olup konsantrasyonun
artmasiyla aktivite degerlerinde kademeli olarak artis goézlenmistir. Bu etkili
aktivitenin L. rhamnosus ACS5 bakterisinin salgiladigi biyoaktif bilesenlerden oldugu
diistiniilmektedir. PRE-AgNP ayn1 konsantrasyonlarda diisitk DPPH radikal siiptiriicii
aktivite yetene8i goOstermistir. Konsantrasyonlarin yiikseltilerek bu etkinin
arttirilabilecegi diisiiniilmektedir. Giiglii serbest radikal siipiiriicli aktivitesi sayesinde
PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin antioksidan bilesikler olarak kullanilabilecegi

ongoriilmektedir.

Biyosentezi gergeklestirilen PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin yara
tedavi uygulamalarinda kullanimi agisindan biyouyumluluklarinin degerlendirilmesi
onemlidir. Hamdy vd. (2022) tarafindan giimiis nanopartikiillerin boyutu ile sitotoksik

aktiviteleri arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir. Kii¢iik boyutlu nanopartikiillerin
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biiyiik boyutlu nanopartikiillere kiyasla daha yiiksek toksisite seviyeleri sergiledigi
tespit edilmistir (Hamdy vd. 2022; Pucelik vd., 2022). Ayrica AgNP'lerin agregasyon
davraniginin  biyolojik aktivitelerinde ¢ok ©nemli bir rol oynadigi, yiiksek
agregasyonun sitotoksik ve antimikrobiyal etkilerin kaybina yol agtig1 bildirilmistir
(Pucelik vd., 2022). PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’ler agregasyonlari
yiiksek oldugu halde gida ve klinik patojenlere karsi giiclii antimikrobiyal etki
gostermistir. PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin sulu dispersiyonlarlarina
yluzey aktif madde eklenerek agregasyonlarinin azaltilmasinin nanopartikiillerin

antimikrobiyal aktivitelerini de arttirabilecegi diistiniilmiistiir.

1929 saglikli fare fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik aktivitesi degerlendirilen
biyo-nanopartikiillerin 100 pg/mL’de dahi herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi ve
hiicrelerin 72 saate kadar canliliklarini korudugu tespit edilmistir. Potansiyel
probiyotik sus L. rhamnosus ACS5 bakterisi, ekzopolisakkariti ve postbiyotigi ile
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin L929 fare fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksik
bir etki gostermemesi ve PRE-AgNP ve PRO-AgNP’lerinin saglikli hiicrelerin
proliferatif aktivitesini arttirmasi biyouyumlu bir malzeme sentezledigimizin kanitini
sunmaktadir. Giimiisiin tek basina ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik etki
gosterdigi goz oniine alindiginda PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin
biyouyumlu malzeme olarak degerlendirilebilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica ileri
uygulama alanlart olarak PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP’lerin yara
tedavilerinde kullanilan hidrojel veya biyolojik filmlere entegre edilebilecek
biyouyumlu malzemelerin olusturulmas: konusunda potansiyelinin olabilecegini

ongormekteyiz.

Sonug olarak yesil sentezle iiretilen PRE-AgNP, PRO-AgNP ve POST-AgNP‘lerin
antibiyotiklere alternatif antimikrobiyal ajan olabilecegi, Sitotoksik etki gdstermemesi
ve antioksidan kapasitesi sayesinde biyosentezlenen nanopartikiillerin saglik,
biyomedikal gibi bir¢ok sektérde biyouyumlu malzeme olarak yer alabilecegini

diistinmekteyiz.
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