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OZET

Biyolojik Yollar ile Sentezlenen Organik / inorganik
Nanopartikiillerin Bioaktivitelerinin Belirlenmesi ve Tedavi
Amach Kullanimlari

Hamideh HAMMAMCHI

Doktora, Biyoloji Boliimii
Tez Damisman: Prof. Dr. Niliifer CIHANGIR
Es Damisman: Prof. Dr. Reyhan Neslihan GURSOY
Haziran 2019, 168 sayfa

Gilinitimiizde nano-sistemler 6zellikle cok fonksiyonlu organik/ inorganik nanopargaciklar
biyomedikal alaninda ¢ok ilgi ¢cekmektedir. Nanoteknolojide inorganik nanopargaciklar
olarak bilinen ve 6nemli bir yere sahip metalik nanopartikiiller olarak bilinen giimiis
nanopartikiiller ~antibakteriyel ve antikanser oOzellik gostermektedir. Gilimiis
nanopartikiiliin insan temasi gerektiren alanlarda kullanim bulmasi, nanopartikiil
sentezini biyolojik sistemlerle yapmaya yonlendirmektedir. Boylelikle daha ¢evre dostu
yapilar ortaya ¢ikmaktadir. Organik nanoparcaciklar olarak bilinen pullulan biyopolimeri
biyouyumlu, biyobozunur ve biyofonksiyonel ozelliklerinden dolay1 son derece ilgi
cekmektedir. Bu 0Ozelliklerinin yani sira biyolojik yollar ile sentezlenebilmektedir.
Kanser tedavisinde kemoterapi uygulamasi sirasinda kanser 6zelligi tasiyan hiicrenin
yaninda bireyin kendi saglikli hiicrelerinin de yok edilmesi, kemoterapi yonteminin en
biiylik dezavantajidir. Nanoteknoloji alaninda gergeklestirilen ¢caligmalarin amaci, yeni
nanoyapilar tasarlayip sentezlemek veya var olan nanoyapilara yeni ozellikler
kazandirmak ve bu 6zellikleri yeni islevlerde kullanmaktir. Son yillarda rapor edilen
caligmalar sonucunda biyomedikal ve tip alanlarinda basta olmak iizere

nanobiyoteknolojinin insanlarin yararina kullanilmasina yonelik veriler elde edilmistir.



Tez kapsaminda gergeklestirilen calismada mikroorganizma ve mikroorganizmalarin
metabolitleri kullanilarak hiicre dist organik/inorganik biyo-nanopartikiil iretimine yeni
ve biyolojik bir alternatif yaklagim getirilmistir. Bu ¢alismanin amaci, biyolojik yollarla
sentezlenen organik biyopolimerin ve inorganik metal nanopartikiillerin komplekslerinin
olusturulmasi  ve  kanser  hiicreler iizerinde  etkilerinin  incelenmesidir.
Mikroorganizmalarin hiicre ekstraktlar1 kullanilarak sentezlenen biyomalzemelerin
karakterizasyon islemleri her bir nanomalzeme igin gerceklestirilerek, sentezlenen
biyomateryallerin AgNP ve pullulan biyopolimerleri oldugu belirlenmistir. Sentezlenen
biyomateryallerin liretim ve sentez asamasindaki farkli fiziksel ve kimyasal parametreleri
optimize edilmistir. AgNP’ler ve Pullulan biyopolimerleri biyoaktivite ¢alismalari
gerceklestirilerek elde edilen veriler dogrultusunda AgNP+Pullulan biyopolimer
kompleksleri olusturulmustur. ~ Once Karakterize edilip daha sonra biyoaktivite
calismalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gére AgNP’lerin antimikrobiyal,
antibiyofilm, antioksidan ve sitotoksisite aktiviteleri pullulan biyopolimerine gore daha
yiiksektir. AgNP+Pullulan biyopolimer komplekslerinin biyoaktivite caligmalarinin
sonucunda bu yapilarin aktivitelerinin her iki biyomateryalden daha fazla oldugu

gorilmiustir.

Anahtar Kelimeler: Organik/ Inorganik Nanopartikiiller, Biyoaktivite



ABSTRACT

Determination of Bioactivities of Organic / Inorganic
Nanoparticles Synthesized by Biological Pathways and their

Therapeutic Uses

Hamideh HAMMAMCHI

Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Prof. Dr. Niliifer CIHANGIR
Co- Supervisor: Prof. Dr. Reyhan Neslihan GURSOY
June 2019, 168 pages

Nowadays, nano-systems especially those multifunctional organic / inorganic
nanoparticles are of particular interest in the biomedical field. Silver nanoparticles, which
are also known as inorganic nanoparticles and belong to the group of metallic
nanoparticles having an important place in nanotechnology, exhibit antibacterial and
anticancer properties. The use of silver nanoparticles in the field that requires human
contact leads to nanoparticle synthesis with biological systems. Thus, more
environmentally friendly structures emerge.

Pullulan biopolymer, known as organic nanoparticles, is of great interest due to its
biocompatible, biodegradable and biofunctional properties. In addition to these
properties, it can be synthesized by biological pathways. The main disadvantage of
chemotherapy approach is the destruction of one's own healthy cells as well as the cell
that has cancer characteristic during process. The aim of the studies in the field of
nanotechnology is to design and synthesize new nanostructures or to add new features to
existing nanostructures and to use these features in new functions.

As a result of the studies reported in recent years, data have been obtained for the use of

nanobiotechnology for the benefit of people, mainly in biomedical and medical fields.



In this thesis study, a new and biological alternative approach to the production of
extracellular organic / inorganic bio-nanoparticles has been introduced by using
metabolites of microorganisms and microorganisms. The aim of this study has been
established the complexes of organic biopolymers and inorganic metal nanoparticles
synthesized biologically and to investigate their effects on cancer cells. The
characterization procedures of the biomaterials which are synthesized by using cell
extracts of microorganisms have been determined to be AgNP and pullulan biopolymers
synthesized by performing nanomaterials for each nanomaterial. The different physical
and chemical parameters of the synthesized biomaterials at the production and synthesis
stages were optimized. AgNPs and pullulan biopolymers bioactivity studies were
performed and AgNP + Pullulan biopolymer complexes were prepared according to the
data obtained. It was first characterized and then bioactivity studies were carried out.
According to the results, antimicrobial, antibiotic, antioxidant and cytotoxicity activities
of AgNPs are higher than pullulan biopolymer. As a result of bioactivity studies of AQNP
+ Pullulan biopolymer complexes, it was observed that the activities of these structures

were higher than both biomaterials.

Keywords: Organic / Inorganic Nanoparticles, Bioactivity
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1. GIRIS

Nanoteknoloji ve biyoteknoloji bilimleri birleserek nanobiyoteknoloji kavramini ortaya
¢ikarmaktadirlar. Bu bilim dali son yillarda enerji, tip, farmasotik endiistri, biyomedikal,
gorintiileme, miihendislik ve uzay endistrileri gibi pek ¢ok alanda uygulamalarindan
dolay1r 6nem kazanan, disiplinler arasi bir teknoloji olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nanopartikiillerin tibbi amaglar i¢in cazip olma sebebi, diger partikiillerinden kiyasla ¢ok
daha biiyiik olan yiizeyden kiitle oranina, ilaglar, problar ve protein gibi diger bilesenleri
yiizeyde toplama ve tasima kapasiteleri gibi 6nemli ve kendine has ozelliklere dayali
olmasidir. Boyutlar1 100 nm ve altinda kalan pargaciklar olarak bilinen nanopartikiiller,
nanometre boyutunda olan malzemelerin ve bdylelikle nanoteknolojinin temelini
olusturmaktadir. Nanoteknolojide nanopartikiiller organik ve inorganikler olarak
siniflandirilmaktadirlar. Organik ve inorganikler nanoyapilarin sentezi i¢in farkl fiziksel
ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerle nanopartikiillerin sentezlenme
siiresi ve maliyeti diisiik olsa da, elde edilmis nanopartikiillerin bircogunun sentez
asamasinda toksik kimyasallar kullanilmaktadir. Dolayisiyla elde edilen nanopartikiiller
toksik ozellikler tagimaktadirlar. Diger taraftan giiniimiizde insanlarin pek ¢ok yasam
alanlarinda kullanilan bu nanopartikiillerin toksisiteleri biiylik bir dezavantaj olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle herhangi bir toksik kimyasal kullanmadan, dogal
yontemler kullanilarak nanopartikiillerin sentezlenmesi gerekmektedir. Bu amacla
biyoteknolojik yontemleri kullanarak partikiillerin = sentezlenmesi aragstirilmistir.
Literatlirde bir¢ok biyolojik yontemler kullanilarak nanopartikiillerin sentezi rapor

edilmistir.

Kanser, yillik on iki milyondan fazla insidans orani ile gelismis iilkelerde baslica 6liim
sebebidir. Mevcut kanser tedavi secenekleri kemoterapi, radyasyon ve cerrahi ile
kisitlanmistir. Son birka¢ yilda geleneksel kanser tedavi segenekleri 6nemli oranda
ilerleme gostermis olmasina ragmen, kanser tedavisi halen beklenenden ¢ok uzaktir,
clinkii kanser karsiti ilaglarin spesifik olmayan dagilimi; timor bolgesine ulasan ilaglarin
yetersiz konsantrasyonu, kabul edilemez toksisiteler ve ¢oklu ilag direncinin artmasi
baslica sorunlardir. Bu nedenle, mevcut kanser tedavilerinin performansini iyilestirebilen

yeni yenilik¢i teknolojiler icin acil bir talep vardir. Son yillarda, kanserde
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nanoteknolojiinin uygulanmasi bu kapsamda Onemli oranda ilgi gOrmiistiir.
Nanoteknoloji, miithendislik, biyoloji, fizik ve kimya disiplinlerinin Stesine gegen genis
capli arastirma alanlarim1 kaplayan yeni bir multi-disipliner yaklasimdir. Kanser
nanoteknolojisi, kanser tedavi ve tamisinda uygulama ile evrimsel bir yaklagimdir.
Kanserin erken teshisi ve tespiti, tedaviye verilen yanitin Ongoriilmesi veya
kisisellestirilmis kanser tedavilerinin gelistirilmesi icin yeni bir ara¢ sunar. Hedeflenen
tedavi ve gorintiilleme kisimlarinin uygulanmasi i¢in kullanilan nano-tasiyicilar,
lipozomlar, polimerik miseller, nanopartikiillar, dendrimeler, karbon nanotiipler,

nanokonsollar ve kuantum noktalarini igerir ancak bunlarla sinirh degildir

Bu tez kapsaminda biyolojik olarak giimiis nanopartikiillerin iiretimi ve elde edilen

partikiillerin antibakteriyel ve sitotoksik 6zelliklerinin olup olmadig: aragtirilmastir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarda mikroorganizmalar kullanilarak hiicre disi
organik/inorganik biyo-nanopartikiil tretimine yeni ve biyoteknolojik bir alternatif
yaklagim getirilmistir. Bu ¢aligmanin amaci, biyolojik yollarla sentezlenen organik
biyopolimerin ve inorganik metal nanopartikiillerin komplekslerinin olusturulmasi
biyoaktivite ¢aligmalarinin gerceklestirilmesi ve olusturulan yeni nanoyapilarin kanserli

hiicreler tizerinde etkilerinin incelenmesidir.

AgNP+PBP biyomalzemesi ilk defa bu tez kapsaminda olusturulmus, detayli olarak
optimizasyon,  karakterizasyon ve en Onemlisi  biyoaktivite  ¢alismalari

gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanopartikiil

Nanoteknoloji, boyut olarak yaklasik 1-100 nm arasindaki parcaciklarin yapisinin sentezi,
stratejisi ve manipiilasyonu ile ilgilenen 6nemli bir modern arastirma alanidir. Bu boyut
araliginda, tim oOzellikler (kimyasal, fiziksel ve biyolojik) bireysel atom/molekiiller
degismektedir. Nanopartikiil ve nanomateryallerin yeni uygulamalari, boyuta,
dagilimlarina ve morfolojilerine dayali olarak tamamen yeni ya da gelismis
Ozelliklerinden dolay1 hizla biiyiimektedir. Saglik, kozmetik, biyomedikal, gida ve yem,
ilag-gen dagitimi, ¢evre, saglik, mekanik, optik, kimyasal endiistriler, elektronik, uzay
endiistrileri, enerji bilimi, kataliz, 151k yayicilar, tekli elektron transistorleri, dogrusal
olmayan optik cihazlar ve foto-elektrokimyasal uygulamalar gibi bir¢cok alanda yayginlik
kazanmaktadir [1][2].

Yukarida bahsedilen tiim amaglar i¢in kullanilan nanopartikiiller arasinda, metalik
nanopartikiiller umut vaad etmektedir. Ciinkii metal iyonlar1 biiyiik ylizey alanlarindan
dolay1 Onemli antibakteriyel Ozellikler icerir. BOylece antibiyotiklere karsi artan
mikrobiyal direng ve bu direncli suslarin gelistirilmesinden dolay1 aragtirmacilarin ilgisini
cekmektedirler [3]. Tiim metal nanopartikiiller arasinda glimiis nanopartikiiller, kompozit
lifler kriyojenik siiper iletken materyaller, kozmetik iiriinler, gida endiistrisi ve elektronik
bilesenler igerisine birlestirilebilecek antiinflamatuar aktivitelere ek olarak, kimyasal
stabilite, 1y1 iletkenlik, katalitik ve en Onemlisi antibakteriyel, antiviral, antifungal gibi
kendilerine has 6zelliklerinden dolay1r nanoteknoloji alaninda sinirsiz ilgi gérmektedir
[4][5]. Bu yapilar biyomedikal uygulamalar igin, antiseptik olarak yara pansumanlarina,
topikal kremlere, antiseptik spreylere ve kumaslara eklenir ve hiicre zarlarinin bozulmasi
bdylece enzimatik aktivitelerinin inhibe edilmesi araciligiyla mikroorganizmalara karsi

genis biyosidal etki gosterirler.

2.1.1. Giimiis Nanopartikiiller

Nanopartikiiller (NP'ler), dogal kaynaklardan, kimyasal olarak sentezlenen iiriinlerden ya
da yan dirinlerin birinden elde edilebilir [6][7]. Yiiksek yiizey-hacim oranindan ve
antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle, tip alaninda uygulama bulmaktadirlar [8][9]. Cesitli

mevcut nanomateryaller arasinda, AgNP'ler makro ve mikro yapilarinin aksine farklh
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fiziksel ve biyokimyasal Ozelliklerinden dolayr ilgi c¢ekmistir (Sekil 2.1). Giimiis,
hastaliga neden olan 650 farkli organizma tiiriinii 6ldiirme potansiyeline sahip olan
giivenli bir antimikrobiyal ajandir [9]. AgNP'ler sentezlenmis ve potansiyel
antimikrobiyal etkiler tasidigi gosterilmistir [10][11] [12][13]. Biyofilm {ireten
organizmalar1 antibakteriyel ajanlara karst direngli oldugu icin, AgNP'lerin kiigiik
parcacik boyutu DNA hasarina ve hiicre 6limiine neden olur [14] [15]. AgNP'ler,
restoratif dis¢ilik (kompozit regineler ve yapigkanlar) [16][17], endodontik [18][19],
periodontik, implant dis¢iligi (titanyum dis implantlari) [20][21][22], dis¢ilik (porselen

ve akrilik recineler), ortodonti, agiz kanserlerinde kullanilmaktadir [23].

Sekil 2.1. Glimiis nanopartikiiliiniin sarap rengi goriintiisii.

2.1.2. AgNP Etki Mekanizmasi
2.1.2.1. AgNP antimikrobiyal etkisi

AgNP'ler hem Gram pozitif hem de Gram negatif organizmalar ve gesitli ilaca direngli
suslar lizerinde genis spektrumlu antibakteriyal etki gostermistir. Antibakteriyel etki icin
cesitli mekanizmalar Onerilmis olmasina ragmen, tam etki yOntemi tamamen
anlagilmamustir (Sekil 2.2.). Jones ve Hoek'e gore [24], en yaygin etki yontemi, ATP
molekiillerini kesintiye ugratan ve AgNP'ler tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

ve DNA replikasyonunu 6nleyen ya da giimiis iyonlar1 (Ag+) ile hiicre zarinda dogrudan
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hasara neden olan serbest giimiis iyonu alimi olabilir. AgNP formlarinin, artan
gecirgenlige ve hiicre Oliimiine neden olarak gram negatif organizmalarinin hiicre
duvarma yerlestigi kabul edilir. Genel olarak, AgNP'ler denatiirasyona neden olur ve
hiicre yikimi ile sonuglanan hiicre duvarini okside eder [25][26]. AgNP'ler ayn1 zamanda
organizmalarin sinyal iletimini kesintiye ugratan ve c¢ogaltmayr onleyen peptitlerin
fosfotrosin profilini de degistirmektedir [27].

|

A,Q’Q,

Bakteri Hiicresi

Hiicre Oliimii

Sekil 2.2. Giimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal etki basamaklari. (A) bakteriyal
hiicre icerisine AgNP difiizyonu ve alimi: Plazma zarinda AgNP birikmesi ve ¢oziinmesi
hiicre sizintisina neden olmaktadir. (B) Ribozomlarin destabilizasyonu: Protein sentezini
ve plazma zar1 degradasyonunu inhibe ederek ribozomlarin dogasini degistirir. (C) Enzim
etkilesimi: AgNP'ler solunum enzimlerindeki tiyol grubu ile (-SH) baglanir ve onlari
etkisizlestirir. (D) Elektron transfer zincirinin kesintiye ugramasi: AgNP'ler sinyal yolunu
etkileyerek elektron taginmasini engeller. (E) Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS):
Mitokondriyal hasar, proteinleri okside eden ROS'u indiikler. (F) DNA Hasar1. AgNP'ler,
apoptoza neden olan replikasyon ve multiplikasyonunu 6nleyerek DNA ile baglanir. (G)
Hiicre Oliimii: Hiicre zarinda ¢ukur ve delik olusumu, hiicre organellerinin salimina ve

hiicre 6liimiine neden olur.

AgNP'lerin anti-bakteriyel etkisi, Ag+ iyonlarinin salimindan kaynaklanmaktadir. Anti-
bakteriyel etki i¢in kiigiik AgNP kullanildig1 zaman (10nm pargacik boyutundan daha az)
Ag+ salimi daha yiiksektir [1]. AgNP minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC),
Fusobacterium nucleatum [2] i¢in yaklasik 0.003 mg/mL, Streptococcus mutans igin 0.04
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mg/mL ve Actinomycesoris [3] i¢in 0.5 mg/mL'dir. 2004 yilinda Sondi ve ark. tarafindan
yapilan deneyin gézlemine gore, 5060 pg AgNP konsantrasyonu Escherichia coli
bakteri liremesinin %100 baskilanmasina neden olur [26]. Ayrica, AgNP bakteriyel
Ozellikleri boyuta bagimlidir. Hiicre zar1 yiizeyi ile dogrudan etkilesim ile 1-10nm

araliginda AgNP, gecirgenligi degistirir ve hiicre hasarina neden olur [10].

2.1.2.2. AgNP Antiviral etkisi

AgNP'lerin  baglayiciliklarint  ve kopyalanmalarimi baskilayarak, viriislerin = dis
proteinlerine baglanabilecekleri kaydedilmektedir. AgNP'lerin antiviral mekanizmasi

heniiz tam olarak bilinmemektedir. [28].

2.1.2.3. AgNP Antifungal/Mantar énleyici etkisi

AgNP'ler, ¢esitli mantar tiirlerinin 44 susuna karsi antifungal etki géstermistir [29].
Candida albicans'a karst AgNP etkisi, hiicre ¢ogalmasini baskilayarak hiicre zari
biitinligiiniin yikimi1 olabilir [30]. Bu sebeple, AgNP'ler agizla ilgili mantar
enfeksiyonlarin1 6nleme ajanlarindan biri olabilir. Reginelere katilmis 1 pg/ml AgNP

konsantrasyonu, higbir sitotoksisite olmaksizin etkili antifungal aktivite gostermistir [31].

2.1.3. AgNP Sentez Yontemleri

Gilimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in bir¢ok yol 6ne siiriilmiistiir: (i) kimyasal yontemler
[32] [33]; (ii) fiziksel yontemler [34], ve (iii) biyolojik yontemler [15]. Giimiis
nanoyapilarin sentezi i¢in kimyasal yontemler, kimyasal indirgeme [33.],
elektrokimyasal teknikler [35], 1sinlama destekli kimyasal yontemler [36], ve piroliz / 1sil
bozunma [34] olarak sayilabilir. Cozeltide giimiis nanoyapilarin sentezi genellikle ii¢c ana
bilesen icerir: metal dnciiller, indirgeme ajanlar1 ve hidrazin bilesenleri. Nanoyapili SiO2
tizerinde desteklenen AgNP'lerin, Ag icerigini ve boyutunu yakindan kontrol etmeyi
saglayan alev aerosol teknolojisi ile elde edildigi bildirilmistir [36]. Benzer sekilde,
digerlerine gore kiiciik boyuta sahip Ag/silika nanopartikiilleri, alev spreyi pirolizi ile

yapilmistir (alev aerosol teknolojisi) [36]. Bu yontemler, fiziksel buhar yogunlagsmasi



[33], Ark bosalmasini [37], enerji topu isleme yontemini [38] ve dogru akim (DA)
magnetron piiskiirtmesini [39] icerir. Fiziksel yontemlerin baska bir avantaji ise, elde
edilen AgNP'lerin dar boyutlu dagilima sahip oldugudur [39]; ancak, baslica engel ise
yiiksek enerji tiiketimleridir. AgNP'lerin biyolojik sentezinde, zehirli indirgeme ajanlari
ve stabilizatorlerin yerini, canli bakteri, mantar, maya ve bitkilerin iirettigi zehirli
olmayan molekiiller (proteinler, karbonhidratlar, antioksidanlar, vb.) almaktadir. Bakteri,
mantar ve maya gibi mikroorganizmalara dayali biyolojik yontemler ¢cok sayida rapor
edilmistir. Limon otu, Aloe vera, deniz yosunu, kaba yonca, ¢ay, nim agaci, hardal,
safeda, lotus ve tulsi gibi daha ucuz bitki sistemleri AgNP sentezi i¢in arastirilmigtir.
Biyolojik sentez i¢cin muhtemel mekanizmalar, enzimatik (6rnegin; NADPH rediiktaz1)
ve enzimatik olmayan indirgemeyi kapsar [40]. Genel olarak, bitki ekstratlarini kullanan

AgNP sentezi, en sik kullanilan gevre dostu iretim yontemidir [41].

Nanopartikiillerin sentezi i¢in ¢esitli fiziksel ve kimyasal yoOntemler genis Olciide
kullanilmaktadir. Bu yaklasimlar daha yiiksek iiretim orani ve sentezlenen
nanopartikiiller iizerinde daha iyi kontrol sunmasina ragmen, yliksek maliyet, enerji
gereklilikleri, anaerobik kosullar, zehirli reaktiflerin kullanimi ve tehlikeli atiklarin
tretiminden dolay1 elverissiz olarak goriilmektedir. Bu dezavantajlar, iretim maliyetini
yiikseltir ve ¢evre hakkinda kaygilara neden olur. Dahasi, kimyasal agidan sentezlenen
nanopartikiiller biyolojik a¢idan daha az uyumludur ve sentez i¢in zehirli kimyasallarin
kullanim1 ve stabilite eksikligi klinik uygulamalardaki kullanimlarmi sinirlamistir
[42][43]. Bu nedenle, nanopartikiillerin sentezi i¢in gevresel agidan giivenli, ekonomik ve
biyolojik olarak uyumlu prosediirlerin gelistirilmesi arzu edilmektedir. Biyolojik
yontemler ile nanopartikiillerin sentezi, fiziksel ve kimyasal yontemlere gore daha
ekonomik, zehirli olmayan ve ¢evre dostu alternatif sunmaktadir [44]. Mikroplarin kiigiik
nano-fabrikalar oldugu ortaya konmustur ve nanopartikiillerin mikrobiyal sentezi
biyoteknoloji, mikrobiyoloji ve nanoteknolojiyi yeni bir nano-biyoteknoloji alaninda
birlestirmistir. Biyo-iyilestirme ve biyooziitleme biyomineralizasyon i¢in metal-mikrop
etkilesimleri yaygin sekilde kullanilmistir, ancak nano-biyoteknoloji halen ilk gelisim
asamasidir [45]. Mikrobiyal sentezi, saglik ve nanotip alanlarindaki potansiyel

uygulamalari umut vadetmektedir [43].



2.1.3.1. Mikroorganizmalardan Nanopartikiillerin Biyosentezi

Nanopartikiillerin biyolojik sentezi i¢in, bitkiler ve mikroorganizmalardan diinya ¢apinda
faydalanilmistir [43]. Bakteri, mantar ve maya gibi mikroorganizmalar hizli biiyiime
oranlari, kolay tiremeleri, pH ve basingtan dolayi, nanopartikiillerin (NP) sentezi i¢in
(Cizelge 2.1) tercih edilmektedir. Mikroorganizmalar metal igeren ortama uyum
yeteneklerinden dolayi, hiicre i¢i (sekil 2.3) ve hiicre dis1 (sekil 2.4) yollar araciligiyla
nanopartikiilleri sentezlemek i¢in yapisal bir potansiyele sahiptir. Mikroorganizmalar
enzimatik aktiviteleri araciligiyla bu metal iyonlarini temel forma doniistiiriirler [46].
Bakteriler, nanopartikiiller iiretmek icin agir metal iyonlarint Onemli oranda
indirgeyebilir. Arastirmacilar, metal iyon indirgeyebilen bazi bakterilerin nanometre
diizeyinde metalleri ¢cokeltme 6zelliklerini ispatlamistir. Bakteriye dayali nanopartikiil
sentezinin baslica avantaji ise, toksik kimyasallarin minimal kullanima ile biiyiik 6l¢ekli
stirdiirtilebilir Gretimleridir. Mantar da, iyi tanimlanan geometrilere ve boyutlara sahip
tekil dagilimli nanopartikiilleri liretmek i¢in ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzimlere
sahiptir. Digerlerine nazaran daha biiylik biyokiitleden dolayi, bakteri ile kiyaslandigi
zaman nanopartikiillerin verimi mantarda yiiksektir., Collitotrichum sp., Fusarium
oxysporum, Verticillium luteoalbum Asperigillus oryzae, Trichoderma viride, Alterna
taalternata, Trichothecium sp. vb. gibi gesitli mantar tiirlerinin, ¢esitli boyutlar ve

sekillerde nanopartikiiller tirettigi bildirilmistir [43][47].

Mikroorganizmalardan metal siilfit nanopartikiillerinin biyojenik sentezi, genellikle
¢oziinebilir tuzlar formunda metal ve silfiir Onciilleri gerektirir. Hiicre i¢i sentez
sirasinda, bu ¢oziinebilir iyonlar, manganez ya da magnezyum tagima zinciri araciliiyla
hiicre sitoplazmasina girme ve Sitoplazmada bulunan hiicre i¢i enzimlerin etkisi ile
nanopartikiillere donligme egilimi gosterirler. Ancak, nanopartikiillerin sentezinde hiicre
zarinda yer alan enzimler aracilik eder ya da biiylime ortamina salinir. Bu sekilde iiretilen
nanopartikiiller, hiicre zarinda tutunabilir ya da ortamda kalabilir. Mikroorganizmalarda
nanopartikiillerin hiicre dis1 olusumu, ortamdaki metal iyonlarinin varhigindan
kaynaklanabilen stressiz kosullarda gergeklesebilir. Dahasi, daha kolay, maliyeti az ve
biiylik Olgekli nanpartikiil sentezi sunar [42]. Metal oksitler dnemli fizikokimyasal
ozellikler tasir ve metalik, yalitkan ya da yar iletken 6zellikler ile yapisal polimorfizme
sahiptir. Sadece birka¢ calisma, metal oksit nanopartikiillerinin mikrobiyal sentezini

ispatlamistir. Aquaspirillum magnetotacticum ve Magnetospirillum magnetotacticum
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gibi bakteriyel tiirlerin, oksit nanopartikiilleri sentezledigi bildirilirken, uranyum dioksit
nanopartikiillerinin Shewanella oneidensis ve Desulfosporosinus tiirleri tarafindan
basarili bir sekilde sentezlendigi bildirilmistir [47]. Boyutlarini, kararliliklarini,
geometrilerini, vb. igeren birgok faktor, biyotipta nanomateryallerin potansiyelini etkiler.
Kiigiik boyutlu NP'ler, biyomedikal alanda kullanimlarini saglayan alim mekanizmalari
araciligiyla plazma zarina kolayca girerler. Ortam konsantrasyonu, pH, sicaklik, zaman,
basing, vb. gibi sentez prosediirlerinde yer alan fizikokimyasal parametrelerini
ayarlayarak, nanopartikiillerin geometrisi ve kararlilig1 kontrol edilebilir. Barabadi ve ark.
(2014), Penicillium crustosum ile iyi tanimlanan boyutlar1 ve monodispersitesi olan altin
nanopartikiillerin sentezi ispatlanmistir [48]. Bulgulara gore, bu o6zellikler, substrat
konsantrasyonu, ortam pH'" ve inkiibasyon sicakligindan etkilenmistir. Benzer sekilde,
Sharma ve ark. (2012) da nanopartikiillerin kararliliginin kaplama ajanlarina bagh

oldugunu, ancak NP boyutunun inkiibasyon zamanindan etkilendigini bildirmistir [43].

e N N [ N Y /)

Pozitif Yikli
Metal Iyonlari Nanopartikiillerin

Hﬁcre Igi |:> ile Negetif E> Yi}]'::a;le I:> Nanolusterlarmn |:> Hiicre
Biyosentez Yiiklii Hiicre Olsumu Duvarindan

Iyonlarmn

Enzimatik

Duvarinin . . Ayrilmast
. ‘ Indirgenmesi
Birlesmesi
\ / \ J \ J \ J \ S
Sekil 2.3. Nanopartikiillerin hiicre i¢i sentezlerinin sematik akis diyagrami.
)
e N ( A
) . Enzimatik Yollar ile Nanopartikiillerin
Hiicre Siipernataninda ; .
Hitere I Hiicre Dist Rediiktaz Metal Iyonlamm Hiicre
Biyosentez Uretimi Supernatanda Supernatantinda
Indirgenmesi Olusumu
p, \ J - w.

Sekil 2.4. Nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezlerinin sematik akis diyagrami [43] .

Mikroorganizmalarin, ¢evre dostu, maliyeti az ve fizikokimyasal sentez i¢in gereken
yiiksek enerjiye sahip dnemli nanofabrikalar oldugu gosterilmistir. Mikroorganizmalarda
nanopartikiilleri sentezleme mekanizmasi ve deneysel yontemleri Cizelge 2.1'de
tanimlanmaktadir. Gectigimiz birka¢ yilda, bakteri (Aktinomisetler gibi), mantar ve
mayalar dahil olmak iizere mikroorganizmalarda, metal nanopartikiil sentezi hiicre ici ve

hiicre dis1 olarak incelenmistir (Cizelge 2.1). Bakteriyel biyokiitle, siipernatan ve tiirev
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bilesenler kullanilarak nanopartikiil sentezi i¢in bir biyolojik protokol dizisi rapor
edilmistir. Hiicre dis1 sentez hiicre i¢i senteze gore daha fazla ilgi gdrmiistiir ¢iinkii hiicre
i¢ci sentezde, sentezlenen maddelerin hiicre disimna ¢ikmasi icin ekstradan islemler
gerekmektedir. Dahasi, metale direncgli genler, proteinler, peptitler, enzimler, indirgeme
kofaktorleri ve organik materyaller indirgeme ajanlar1 olarak hareket ederek 6nemli roller
tagir. Hatta, bunlar nanopartikiilleri sentezlemek i¢in dogal kaplama saglamada yardimci
olur, boylece nanopartikiillerin agregasyonunu onler ve ek kararlilik saglayarak uzun bir
stire kararli kalmalarina yardimci olur. Yapilan son arastirmalarda, Pseudomonas
deceptionensis [49], Weissella oryzae [50], Bacillus methylotrophicus [51], ve
Bhargavaea indica[52][53] dahil olmak iizere bakteriler, giimiis ve altin nanopartikiil
sentezi i¢in arastirilmistir.  Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens,
Rhodobactersphaeroides [54], Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes ve Streptomyces
anulatus’da [55] nanopartikiil tiretme potansiyeli gosterilmistir. Metal nanopartikiil
sentezi i¢in Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma, Klebsiella, Escherichia, Enterobacter,
Aeromonas, Corynebacterium, Pseudomonas, Weissella, Rhodobacter, Rhodococcus,
Lactobacillus, Brevibacterium, Streptomyces, Sargassum, Shewanella,
Plectonemaboryanum, Rhodopseudomonas, Desulfovibrio, Pyrobaculum ve digerleri
dahil olmak {tizere gesitli mikroorganizma cinsleri bildirilmistir [51]. Bu arastirmalar,
bakteri kullanarak nanopartikiil sentezinin baslica mekanizmasiin enzimlere bagh
oldugunu ileri siirer [56]; 6rnegin, nitrat reduktaz enziminin B. licheniformis giimiis
nanopartikiil sentezinden sorumlu oldugu ortaya konmustur. Bakteri kullanmak yerine,
kararli ve kolay biyolojik nanopartikiil sentezi gergeklestirmek i¢in mantar kullanilmasi
acik ve anlagilir bir yaklasimdir. Dahasi, bakteriler ile kiyasladigi zaman, 6zellikle yiiksek
verimli nanopartikiil liretimi i¢in mantar biyokiitlesi metallere daha yiiksek tolerans
gosterir ve metaller i¢in alim yeterliklerine sahiptir [57][58]. Penisilium tiirleri ve
Fusarium oxysporum, nitrat reduktaz ve NADPH-bagimli reduktazlar gibi mantar
enzimlerinin, bakteride bulunan mekanizmaya benzer sekilde, nanopartikiil sentezinde

[59] 6nemli bir role sahip olduklar ortaya konmustur.

Streptomyces tiiriinden reduktaz enziminin metal tuzlarin indirgenmesi sonucunda
gimiis, bakir ve ¢inko gibi nanopartikiillerinin sentezi gosterilmistir [60].
Nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezi i¢cin mayalar da genis ¢apl olarak arastirilmistir

[61][62]. Ayrica, nanopartikiillerin viriisler aracilig1 ile sentezi de miimkiindiir. Batarya
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elektrotlari, fotovoltaik cihazlar ve siiperkapasitorler gibi ¢esitli uygulamalar i¢in kurulan

fonksiyonel parcalar ile nanokablolari sentezlemek i¢in viriisler kullanilabilir [63] [64].

Cizelge 2.1. Biyolojik Nanoparcaciklarin Mikroorganizmalardan Sentezi ve
Uygulamalar1 [51].
Mikroorganizma | Hiicre | Nanopartikiil | Sekili Boyutu Uygulama
Ici / Dis1 nm Alani
Sentez
Bakteri
Pseudomonas Hiicre Giimiis Yuvarlak | 10-30 Antimikrobiyal
deceptionensis Dis1 ve Antibiyofilm
Weissella oryzae | Hiicre Gilimiis Yuvarlak | 10-30 Antimikrobiyal
Ici ve Antibiyofilm
Bacillus Hiicre Gilimiis Yuvarlak | 10-30 Antimikrobiyal
methylotrophicus | Dist
Brevibacterium Hiicre Gilimiis Yuvarlak | 10-30 Antimikrobiyal
frigoritolerans Dis1
Kiif
Neurospora Hiicre Glimiis ve | Yart >100 -
crassa Dis1 Altin kiiresel
ve Ici
Aktinomiset
Streptomyces sp. | - Gilimiis Yuvarlak | 5 kene oldiirticii
LK3
Mayalar
Yarrowia Hiicre Glimiis Yuvarlak | 15 Antibiyofilm
lipolytica NCYC | Disi
789
Candida utilis | Hiicre Giimiis Yuvarlak | 20-80 Antibakteriyal
NCIM 3469 Dis1
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Son yillarda, Trichothecium sp., Trichoderma asperellum, T. viride, Phaenerochaete
chrysosporium, F. solani USM 3799, F. semitectum, A. fumigatus, Penicillium
brevicompactum, Coriolus versicolor, Colletotrichum sp., Aspergillus niger,
Phomaglomerata, Cladosporium cladosporioides, Penicillium fellutanum, Fusarium
oxysporum ve Volvariella volvaceae funguslari, nanopartikiil sentezi i¢in arastirilmistir.
Diger mikroorganizmalar ile kiyaslandigi zaman mantarlar bir¢ok agidan daha
avantajlidir. Mantar migelyal yapisi, bitki materyalleri ve bakteriler ile kiyaslandigi

zaman ve ¢alkalamaya ve biyoreaktorlerdeki diger kosullara daha direnglidir [65].

2.1.3.1.1. Mikroorganizmalar Tarafindan Nanopartikiillerin Hiicre Ici Sentezi

Hiicre icinde sentezlenen nanopartikiillerin serbest kalmasi i¢in, ultrasonik isleme tabi
tutulmasi ya da uygun deterjanlar ile reaksiyon gibi ek isleme adimlar1 gerekmektedir.
Hiicre yilizeyinde Ag(I) biyosorpsiyonu ve biyo-indirgenmesi de, Lactobacillus sp. A09
susunda 24 saatte pH 4.5’de, 30 °C'de bildirilmistir [65]. Benzer bir diger ¢alismada,
Corynebacterium sp. SH09 susunun kurutulmus hiicreleri kullanilarak 10-15 nm boyut
araliginda 72 saatte 60 °C'de hiicre duvarinda glimiis nanopartikiiller tretilmistir.
Mikroorganizma kendini giimiisiin toksik etkisinden korumayzi, hiicre yilizeyinde glimiisii
baglayan kiiciik periplazmik glimiis baglayici proteinler ve gelen metalleri ileriye iten ve
sonu¢ olarak sitoplazmay1 toksisiteden koruyan disa akis pompast yardimi ile
gerceklestirmektedir [65]. Yapilan bir ¢alismanin sonunda, havadan izole edilen Bacillus
sp.'nin Ag+ iyonlarin1 Ag®a indirgedigi ortaya konmustur. Bu bakteri, hiicrenin
periplazmik bdlgesinde 5-15nm boyutunda olan metalik giimiisii biriktirmistir [65]. Bazi
bakterilerin ise birden fazla nanopartikiil trettigi rapor edilmistir. Nair ve Pradeep
yaptiklar1 ¢alismada [79], eksimis siitten izole ettikleri Lactobacillus sp.'nin iiremelerinde
hi¢cbir bozulma olmaksizin hiicre i¢erisinde iyi mikroskopik morfolojiye sahip olan altin,
giimiis ve altin-giimiis karigimi kristalleri tirettigini saptamistir. Altin kristalleri, altigen
ve tggen sekillerinde 20-50 nm boyutlarinda tespit etmislerdir. B. subtilis, siilfiir
indirgeyen bakteri, S. algler, P. boryanum, Lactobacillus sp., R. capsulatus, P. Stutzeri,
E. coli, Corynebacterium sp. ve Bacillus sp., suslari ile altin ve giimiis nanopartikiillerinin

hiicre i¢i sentezi gergeklesmistir. Bu ¢alismalar sonucunda ise 5-200 nm boyut araliginda
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kiip, altigen, daire gibi farkli morfolojiler halinde bu nanopartikiiller elde edilmistir [66]
(Cizelge 2.1).

Mikroorganizmanin igerisinde olusan nanopartikiiller, hiicre disinda indirgenmis
nanopartikiillerin boyutu ile kiyaslandig1 zaman daha kiiciik olabilir. Bunun nedeni ise,

organizmalarin icerisinde ¢ekirdeklenen partikiiller ile ilgili olabilir.

Phoma PT35 bir mantar tiirtidiir bu mikroorganizma segici olarak giimiisii biriktirebilir
boylelikle Phoma sp. aslinda giimiis nanopartikiilleri hazirlamak i¢in uygun bir
biyosorbenttir [65].

Verticillium sp. mantar biyokiitlesinin giimiis nitrat ¢ozeltisi i¢ine konuldugunda, hiicresi
icinde goz ardi edilmeyecek miktarda glimiis nanopartikiillerini biriktirdigi rapor
edilmistir [65]. Vigneshwaran ve ark. gergeklestirdikleri ¢alisma sonucunda ise [67], 72
saat boyunca giimiis nitrat ¢ozeltisi ile inkiibe edilen, Aspergillus flavus susunun hiicre
duvarinin ylizeyinde glimiis nanopartikiillerin (Ortalama partikiil boyutu 8.92 nm).
Verticillium sp., Trichothecium sp. ve V. luteoalbum tarafindan iretilen altin
nanopartikiillerinin ve Verticillium sp. ve Aspergillus flavus tarafindan iiretilen giimiis
nanopartikiillerinin hiicre i¢i sentezi, 8.92—25 nm boyut aralifinda daire, yar1 altigen ve

cubuk morfolojileri Cizelge 2.2°de belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. Metal nanopartikiil sentezleyen Kiiflerin listesi [66].

Mikroroganizma | Hiicre 1ici / Disi | Nanopartikiil | Morfoloji | Boyut nm
Sentez

Kiif Hiicre ¢i

Verticillium sp. Hiicre I¢i Altin Kiireler | 20

Trichothecium sp. | Hiicre I¢i Altin - -

Verticillium sp. Hiicre Ici Gilimiis Kiireler 25

Aspergillus flavus | Hiicre Igi Glimiig Kiireler 8.92

Kiif Hiicre Dis1

Fusarium Hiicre I¢i Altin Kiireler 20-40

oxysporum ve Uggen

Colletotrichum sp. | Hiicre i¢i Altin Kiireler | 20-40

T. viride Hiicre I¢i Giimiis Kiireler | 5-40

F. oxysporum Hiicre I¢i Giimiis - 550

F. solani USM 3799 | Hiicre ici Giimiis Kiireler | 16

F. semitectum Hiicre Ici Gilimiis Kiireler 10-60

F. acuminatum Hiicre I¢i Giimiis Kiireler | 5-405-25

Coriolus versicolor | Hiicre i¢i Glimiis Kiireler 444-491

Aspergillus niger Hiicre I¢i Glimtis Kiireler 20

Phoma glomerata | Hiicre I¢i Glimtis Kiireler 60-80

Cladosporium Hiicre Ici Glimtis Kiireler 10-100

cladosporioides

Penicillium Hiicre Ici Giimiis Kiireler 5-25

fellutanum

F. oxysporum Hiicre Ici Giimiis- Altin | - 8-14

Volvariella Hiicre Ici Giimiis- Altin | Kiiresel, | 20-150

volvacea altigen
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2.1.3.1.2. Mikroorganizmalar Tarafindan Nanopartikiillerin Hiicre Dis1 Sentezi

Metal nanopartikiillerin mikrobiyal yollar ile sentezi, hiicrelerin indirgeyici bilesenlerinin
lokalizasyonuna baglidir. Hiicre duvar rediiktif enzimleri ya da ¢oziliniir halde enzimleri
hiicrenin disina salgiladig1 zaman, bu enzimler hiicre disinda bulunan metal iyonlarinin
rediiktif siirecine dahil olarak metal nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezlenmesine sebep
olurlar. Nanopartikiillerin hiicre dig1 iiretimi, hiicre i¢i birikmeye gore optoelektronik,
elektronik, biyo goriintiileme ve sensor teknolojisi gibi birgok farkli alanda daha genis

uygulamalara sahiptir.

Bir ¢aligsmada rapor edildigi gibi, Aeromonas sp. SH10 susunun kurutulmus hiicrelerinin
4 saatte [Ag(NH3)2]"'yi Ag”a indirgeyerek 6.4 nm capi olan giimiis nanopartikiillerinin
irettigini ortaya koymustur. Bu partikiiller, tekil dagilimlidir ve boyut agisindan tek tiptir,
agregasyon ve ¢oOkeltme sonrasinda 6 aydan uzun siire kararli kalmiglardir [66].
Enterobakterler (Klebsiella pneumonia, E. coli ve Enterobacter cloacae) kiiltiir
siipernatantlart da Ag*'y1 Ag”a indirgeyerek ortalama 28.2- 122 nm boyutunda giimiis
nanopartikiillerini hizlica sentezlemistir [66]. Bir diger ¢alismada, patojen olmayan B.
licheniformis susunun kiiltiir siipernatanti 50 nm giimiis nanopartikiillerinin hiicre dis1

sentezi i¢in kullanilmistir [66].

Rapor edilen son verilere gore, HIV-1 viriisiiniin 6zellikle boyutu 1-10 nm araliginda olan
giimiis nanopartikiillerine baglandigini ortaya konmustur [66]. Enterobakter gurubuna ait
olan bocek midesinden izole edilmis Morganella sp. susunun giimiise direngli olmasina

ragmen 20+5 nm boyutunda daire morfolojiye sahip nanopartikiiller tirettigi bildirilmistir
[66].

Aeromonas sp. SH10, A. Xylinum, E. coli, K. pneumonia, B. Licheniformis ve Morganella
sp. gibi farkli bakterilerden elde edilen hiicre dis1 giimiis nanopartikiillerinin 6.4 ve 52.5

nm araliginda olup ve sadece yuvarlak morfoloji gosterdigi tespit edilmistir [66] (Cizelge
2.1).

Hiicre disinda nanopartikiillerin sentezinin bir¢ok uygulamasi vardir ¢iinkii hiicreden
gelen hiicresel bilesenler hiicre dis1 sentezde bulunmaz. Cogunlukla, mantarlar yiiksek

miktarda hiicre dis1 materyal salgiladiklarindan dolayr nanopartikiilleri hiicre diginda
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lireten organizmalar olarak bilinirler. Bhainsa ve D'Souza gergeklestirdikleri
caligmalarda [68], Aspergillus fumigatus’a giimiis nitrat1 ekledikleri zaman, 10 dakikada
5-25 nm boyutunda tekil dagilimli giimiis nanopartikiillerinin iiretimini gerceklestirerek
TEM mikrografi ile, agirlikli olarak yuvarlak ve {iggen olmak iizere ¢esitli sekillere sahip
nanopartikiiller iirettiklerini gostermistir. Bu indirgeme siireci, biyolojik siirece gore ve

hatta fiziksel ve kimyasal siire¢ ile kiyaslandigi zaman en hizli indirgemedir.

Beyaz ¢iiriik¢iil grubuna ait olan P. chrysosporium'un glimiis nitrat ile reaksiyona girerek
piramit morfolojisine sahip giimiis nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezini gerceklestirdigi
rapor edilmistir. Bu ¢aligmada, hiicre disinda sentezlenen nanopartikiiller SEM analizi ile
incelendiklerinde, miselyumun yiizeyinde giimiis nanopartikiillerinin 50-200 nm boyut
araliginda oldugu ortaya konulmustur. Bu islem, giimilis iyonlarmi giimiis
nanopartikiillerine indirgeyen miselyumun yiizeyinde rediiktaz enzimlerinin varligin

gostermistir [66].

Basavaraja ve ark. [69] F. semitectum kiiltiir filtratina glimiis iyonlar1 ile muamele
edildigi zaman, polidisperisiteyi isaret ederek yuvarlak morfoloji ile 10-60 nm boyut
araliginda giimiis nanopartikiillere indirgedigini gostermistir. Bu ¢alisma sonucunda elde

edilen nanopartikiillerin birkag hafta kararliliklarin1 koruduklarini rapor etmislerdir.

Benzer sekilde, topraktan izole edilmis Aspergillus niger ¢apt 20nm boyutunda olan
yuvarlak glimiis nanopartikiilleri iiretmistir. Temel spektroskopi, nanopartikiillerin
stabilizasyonu i¢in mantar proteininin varligin1 gdstermistir. Nitrat reduktaz enzimlerinin
etkisi ve hiicre disi elektron transferinde kinin etkisi ile Ag® iyonlar1 indirgemesi
gerceklesmistir [66]. Ek olarak, fitopatojenik sogan mantari olan Fusarium. solani (USM-
3799) susunun 16.23 nm araliginda cogul dagilimhi yuvarlak giimiis nanopartikiilleri
tirettigi rapor edilmistir [66] (Cizelge 2.2).

Patojenik olmayan ve biyokontrol ajani olarak bilinen Trichoderma asperellum ise birkag
ay kararligini koruyan, 13-18 nm boyut araliginda giimiis nanopartikiiller iiretmistir [66].
P. glomerata susunun filtrati, giimiis nitrati ile muamele edildigi zaman 60-80 nm

araliginda yuvarlak giimiis nanopartikiilleri sentezledigi belirtilmistir. Hiicre dis1 olark

16



sentezlenen bu nanopartikiiller ayn1 zamanda P. Aeruginosa, E. coli, ve Staphylococcus

aureus tiirlerine kars1 antibakteriyel aktivite gdstermistir [66].

Beyaz ciiriik¢iil bir mantar olan, C. versicolor un, alkali kosulda hiicre dis1 ve hiicre ici
glimilis nanopartikiilleri iiretmek i¢in biyoindirgeme ve biyokaplama ajanlari olarak
proteinleri kullandig tespit edilmistir [66] (Cizelge 2.2). TEM analizi ile incelenen bu
nanopartikiillerin, 25-75 nm (hiicre dis1) ve 444 — 491 nm (hiicre i¢i) boyutlarinda

yuvarlak morfolojiye sahip glimiis nanopartikiiller oldugu rapor edilmistir.

Balaji ve ark. [70] C. cladosporioides mantar1 tarafindan hiicre dis1 glimiis
nanopartikiillerinin iiretimini goéstermistir. TEM analizi yardimi ile, cogul dagilimli ve
yuvarlak sekilli partikiillerin varligin1 ortaya ¢ikarmistir. Mantar tarafindan salgilanan
proteinler, polisakkaridler ve organik asitlerin, farkli kristal sekillerin olusumunu
hizlandirdigim1 ve yuvarlak kristalleri olusturduklarini belirtmislerdir. Bir diger
calismada, ciiriikk¢lil sap mantar1 ekstrati olan V. volvacea, giimiis, altin, altin-giimiis
nanopartikiilleri liretmek icin kullanilmistir [66]. Altin nanopartikiillerinin {iggen
nanoprizmalardan yuvarlak ve altigen sekillere kadar farkli sekillerde oldugu ve 20-150
nm araliginda bir boyuta sahip oldugunu, giimiis nanopartikiillerin ~15 nm boyutu ile
yuvarlak oldugu ve Au—Ag bimetalik nanopartikiillerinin her iki metal iyonunun birlikte

indirgenmesi ile olusturuldugu bulunmustur [66].

2.1.3.1.3. Nanopartikiillerinin Aktinomiset Araciligi ile Sentezi

Aktinomisetler fungus 6zelliklerini tasidiklari igin, prokaryot sinifinda siiflandirilmistir.
Yeni bir ekstremofilik aktinomiset olan Thermomonospora sp., 1sin mantari olarak bilinir.
Bu sus kullanilarak ortalama 8nm boyutunda hiicre dis1 tekil dagilimh yuvarlak altin
nanopartikiilleri sentezlenmistir [66]. FTIR analizi sonucunda ise, bu nanopartikiillerin
yiizeyinde kaplama ve stabilize etme ajan1 olarak amid (I) ve protein varligini belirterek
partikiillerin 6 aydan uzun bir siire kararl kaldiklarini rapor etmislerdir. Tam aksine, bir
alkalotolerant Aktinomiset olan Rhodococcus sp. hiicre igi yolla 5-15 nm boyutunda altin
nanopartikiillerini biriktirmistir (Cizelge 2.3). [66]. Bu zamana kadar, Aktinomisetler
genel anlamda antibiyotikler gibi sekonder metabolitleri sentezlemek i¢in birincil kaynak
olarak bilinmektedirler. Ancak yeni c¢alismalara bakilirsa, nanomateryallerin sentezinde

Aktinomisetlerin dnemli rolleri olacaktir.
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Cizelge 2.3. Metal Nanopartikiiller sentezleyen Aktinomisetler ve Mayalar (66).

Mikroorganizma Hiicre I¢i/ Dis1 | Nanopartikiiller | Morfoloji | Boyut nm

Aktinomisetler Hiicre ici

Rhodococcus sp. Hiicre Ici Altin - 5-15

Aktinomisetler Hiicre Dis1

Thermomonospora sp. | Hiicre Dist Altin Kiiresel 8

Maya Hiicre Ici

Schizosaccharomyces | Hiicre Ici Altin Kiiresel >100

cerevisiae

Pichia jadinii Hiicre Ici Altin Kiiresel <100

Yarrowia lipolytica Hiicre I¢i Altin Kiiresel, 15

NCIM 3589 alugen,

uggen

Candida glubrata Hiicre I¢i Cds Kiiresel 20

Maya Hiicre Dis1

Yeast strain MKY3 Hiicre Dist Glimiis Altigen 2-5
2.1.3.1.4. Nanopartikiillerin Maya Aracihig ile Sentezi

Okaryotik mikroorganizmalar arasinda, mayalardan agirlikli olarak yar1 iletken
maddelerin sentezi i¢in faydalanilmistir. Glimiis nanopartikiillerinin hiicre dis1 iiretimi
sadece biiyiimenin logaritmik fazinda altigen giimiis nanopartikiillerini (2-5nm)
sentezlemis bir giimiis toleransh susu olan MKY3 mayasinda bildirilmistir [66]. (Cizelge
2.3).

2.1.4. Nanopartikiillerin Biyolojik Sentezi i¢cin Kritik Parametreler

Nanopartikiillerin ~ biyolojik  sentezinin  birka¢ avantajina ragmen, olusan

nanopartikiillerin polidispersitesi gliniimiiz calismalarinin sorunu olmaya devam

etmektedir.
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Bu nedenle, yapilan son ¢alismalarda bilim adamlar1 homojen boyut ve morfolojiye sahip
nanopartikiilleri iiretmek icin rasyonel agidan istikrarli bir sistem kurma girisiminde
bulunmuslardir (Cizelge 2.1 ve 2.2). Birgok ¢alismada metal nanopartikiillerinin sekil ve
boyutunun kontrolii, ya ¢evresel biiyiimelerini kisitlayarak ya da fonksiyonel
molekiillerini degistirerek gergeklestirilmistir [53] [71]. Ornegin, Ganoderma spp. tiirii
kullanilarak 20 nm tekil dagilimli ve biyolojik a¢idan uyumlu altin nanopartikiillerinin
iiretimi, pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, tuz konsantrasyonu, havalandirma, karistirma
orant ve 1sinim dahil olmak iizere farkli reaksiyon kosullar1 iyilestirirek
gerceklestirilmistir [72] . Mikroorganizmalar1 kullanarak nanopartikiillerin sentezi igin
optimum sicaklikta {iretim tavsiye edilir, ¢linkii yiiksek sicakliklarda nanopartikiil
sentezinden sorumlu enzimler daha aktif hale gelirler [51]. Uretimi etkileyen en nemli
faktorlerden bir digeri ise pH etkenidir ve farkli nanopartikiiller farkli pH degerlerinde
sentezlenebilir. Ornegin, Gurunathan ve ark. pek ¢ok giimils nanopartikiiliiniin
Escherichia coli'de pH 10'da sentezlendigini gostermistir [51] . Mantarlar arasinda,
nanopartikiil sentezi i¢in alkali pH (Isaria fumosorosea [73]), pH 6.0 (Penicillium

fellutanum [51]) ve asidik pH (Fusarium acuminatum ) optimal oldugu gosterilmistir.

Boyut ve sekil kontrollii biyolojik sentezin baska bir 6rnegi ise, Kora ve arkadaglarinin
gerceklestirdikleri calismalar sonucu ispat edilmistir. Bilim adamlari bu c¢aligmada
Anogeissus latifolia tarafindan 5.7 - 0.2 nm boyutlarinda, yesil yollardan sentezleyerek
elde edilen glimiis nanopartikiillerin boyut kontroliinii gergeklestirmislerdir [74]. (Sekil
2.5.).
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Sekil 2.5. Tekil Dagilimli, kararli ve yiiksek verimli biyolojik nanopartikiillerin {iretme

parametreleri [75].

Biyolojik yollar ile sentezlenen nanopartikiillerde bircok parametrenin (tuz
konsantrasyonu, biyolojik ekstrat ve metal tuzunun karistirma orani, pH degeri, sicaklik,
inkiibasyon siiresi, ve havalandirma) benzer boyutta ve sekilde homojen nanopartikiiller

tiretmek i¢in optimizasyonu gerekmektedir.

2.1.5. Biyolojik Nanopartikiillerin Avantaji

Biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopartikiillerin biyouyumlu ve diisiik
sitotoksisiteli olmalar1 gerekmektedir. Biyojenik yollardan elde edilen nanopartikiiller,
fizikokimyasal olarak tiiretilmis nanopartikiiller ile kiyaslandiginda zaman,
fizikokimyasal sentez sirasinda nanopartikiillere baglanan yan iirlinlerin toksik olmalar1
bu maddelerin biyomedikal uygulamalarini sinirlamaktadir [76]. Hizli ve ¢evre dostu
tiretim metodolojileri, sentezlenen nanopartikiillerin maliyeti ve biyouyumlu yapis1 dahil
olmak iizere nanopartikiillerin biyolojik sentezinin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bu

avantajlarin yani sira, bitki ve mikroorganizma bilesenleri kendi kendilerine kaplama ve
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stabilize etme ajanlar1 olarak hareket ettigi icin, bu yollardan sentezlenen nanopartikiiller
bagka stabilize edici ajanlara ihtiyag duymaz [51]. Dahasi, biyolojik nanopartikiillerin
yiizeyleri biyolojik sistemler ile etkilesim halinde olan bir korona olustururlar. Bu korona
tabakalari, c¢iplak biyolojik nanopartikiiller tiizerinde ekstra etkililik saglayarak,
nanopartikiillerin kompleks biyolojik sivilar ile temas ettigi zaman kademeli ve secici
olarak  biyomolekiilleri yiizeylerinde toplarlar [77]. Boylece, bitkiler ve
mikroorganizmalar gibi biyolojik kaynaklardan sentezlenen nanopartikiillerin aktif

bilesenlere baglanmasi daha kolaydir.

Ozellikle tibbi bitkilerde, farmakolojik aktiviteye sahip bircok metabolit bulunmaktadir.
Yapilan bir¢ok calisma bu metabolitlerin sentezlenen nanopartikiillere baglanarak daha
etkili hale geldigini ve nanopartikiillere daha fazla 6zellik kattigin1 gostermistir [78].
Nanopartikiillerin biyolojik sentezinin bir diger avantaji ise, fizikokimyasal sentezde
nanopartikiillerin aktif hale gelebilmesi i¢in yiizeylerine bazi fonksiyonel gruplarin
eklenmesi gerekirken biyolojik yollarda sentezlenen nanopartikiillerde bu adimin gerekli
olmamasidir [76]. Ek olarak, nanopartikiillerin biyosentezi i¢in gereken zaman,
fizyokimyasal yaklagimlar i¢in gereken silireden daha kisadir. Bir¢ok arastirmaci, cesitli
bitki kaynaklarindan yararlanarak yiiksek verimli ve hizli sentezlenen metodolojiler
gelistirmistir. Ornegin, 2 dakika [79], 45 dakika [80], 1 saat [81], ve 2 saat [82] icerisinde
cesitli bitki ekstratlart kullanilarak glimilis nanopartikiiller sentezlenmistir. Bitki
ekstratlarii kullanarak nanopartikiillerin basit ve hizli sentezinin altimi ¢izerek, altin
nanopartikiillerinin 5 dakika [82] ve 10 dakika [81] igerisinde sentezlenecegi

gosterilmistir [51].

Biyomedikal uygulamalar i¢in fizyokimyasal nanopartikiiller ile kiyaslandigi zaman
biyolojik nanopartikiillerin daha yiiksek etkinliginden dolayr antikanser ve
antimikrobiyal uygulamalar dahil olmak tizere bir¢ok biyomedikal igerikte uygulandigi
goriilmiistiir. Ornegin, Mukherjee ve ark. yaptiklari antikanser ¢aligmalarinda,
Olaxscandens yapragindan elde edilen biyolojik glimiis nanopartikiillerin ilag dagitima,
biyouyumluluk ve goriintileme hizlandiric1 aktivite agisindan kimyasal olarak
sentezlenen giimiis nanopartikiiller ile kiyaslandigi zaman daha iy1 etki gosterdigini

belirlemislerdir [83]. Dahasi, biyolojik nanopartikiiller A549 (insan akciger kanseri), B16
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(fare melanom), ve MCF7 (insan meme kanseri) kanser hiicresi hatlarinda yiiksek

antikanser aktivite gostermistir [83].

El-Kassas ve ark., MCF7 insan meme kanseri hiicre hatlar1 tizerinde kirmizi deniz yosunu
olan Corallina officinalis ekstrati ile biyolojik altin nanopartikiillerin sitotoksik
aktivitesini gostermistir [84]. Wang ve ark. kanserli hiicreler ile eszamanli olarak
biyosentezlenen floresan altin nanodemetler araciligiyla tiimorlerin in vivo ortamda kendi
kendini biyolojik goriintiilemesini gostermistir [6rnegin, HepG2 (insan hepatokarsinoma
hiicre dizisi) ve K562 (16semi hiicre dizis) [85]. Mukherjee ve ark., Olaxscandens yapragi
ekstratini kullanarak altin nano-konjugatlarin fabrikasyonu i¢in biyosentetik bir yaklagim
gostermis ve akciger (A549), meme (MCF-7) ve kolon (COLO 205) kanser hiicre
hatlarina uygulamistir. Bu sonuglar, A549 kanser hiicrelerinde floresan goriintiilemesini
ve kanser hiicresi ¢cogalmasinin 6nemli oranda baskilandigin1 géstermistir [86]. Patra ve
ark., kimyasal olarak sentezlenen nanopartikiiller ile kiyaslandigi zaman HUVEC ve
ECV-304 hiicre hatlarinda biyolojik altin ve giimiis nanopartikiillerin daha biyouyumlu
olduklarini géstermistir. Dahasi, doksorubisin ile birlestirilen biyolojik nanopartikiillerin,
kimyasal nanopartikiiller ile birlestiginde B16F10 hiicre hattinda daha yiiksek antikanser
etkiye sahip oldugu gosterilmistir [87]. Nanopartikiillerin antikanser mekanizmasi,
hiicresel bilesenlerde hasara neden olarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ile
gergeklestirlir. Bu olay partikiillerin boyutlar1 ve sekilleri ile iliskilidir [88]. Ek olarak,
nanopartikiiller mitokondriye ve kaspaza bagli yollar araciligiyla apoptoziz ile

sonuclanabilir.

Aragtirmalar, fizyokimyasal nanopartikiiller ile kiyaslandigi zaman biyolojik olarak
sentezlenen nanopartikiillerin daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Mukherjee ve ark., 30 nm' lik biyolojik nanopartikiillerin %96.67
antibakteriyel aktivite gosterdigini, ancak kimyasal olarak sentezlenen nanopartikiillerin
ayni1 konsantrasyonda anlamli etki gdstermedigini ispat etmistir [89]. Bir diger calismada,
Desmodium gangeticum'dan elde edilen biyolojik nanopartikiillerin, kimyasal olarak
sentezlenen nikel nanopartikiillerine kiyasla, LLC PK1'de (epitelyal hiicre hatlar1) daha
tekil dagilimhi oldugunu ve daha yiiksek antioksidan, antibakteriyel ve biyouyumlu
aktivitelere sahip oldugunu ileri siirmiistiir [51]. Rapor edilen bir diger ¢alismada ise,

biyolojik sentezlenen c¢inko nanopartikiillerinin, kimyasal olarak sentezlenen g¢inko
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nanopartikiilleri ile kiyaslandigi zaman, Micrococcus luteus ATCC 9341, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 ve B. subtilis ATCC 6633’¢ kars1 daha fazla antimikrobiyal
potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir [51]. Hiicre zarinin bozulmasi; hiicresel DNA
ve proteinlerin degistirilmesi, elektron tasinmasi, besin alimi, protein oksidasyonu, zar
potansiyeli ya da hiicre Oliimiine neden olan ROS olusumu dahil olmak {izere
nanopartikiiller i¢in Onerilen ¢esitli etki mekanizmalar1 olmasina ragmen, tam ve kesin

antimikrobiyal mekanizmalar1 belirlenememistir.

Antikanser ve antimikrobiyal aktivitelerine ek olarak, biyolojik nanopartikiillerin
biyosensorlerin tasarlanmasinda daha etkili oldugu kanitlanmistir. Dahasi, biyolojik
metal nanopartikiillerin daha yiiksek etkili ve biyouyumlu yapisina dayali olarak,
biyolojik nanopartikiillerin, gereken ilag dozajini diisiiren ve yiiksek ila¢ miktarmin yan
etkilerini 6nleyen, belirli hiicrelere karsi ilag dagitimini hizlandirarak tipik bir antikanser
ilag etkisini gelistirebilecegi varsayilmistir. Hatta, biyolojik nanopartikiiller foto
goriintiileme ve termal tedavilerde fizyokimyasal olarak sentezlenen altin ve demir
nanopartikiillerinin yerini alabilir. Dahasi, biyolojik nanopartikiiller kozmetik ve tibbi

uygulamalarda kullanilabilir (Sekil 2.6).
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Sentezi ve Uygulamalar1 [51].
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Glimis nanopartikiiller, antimikrobiyal etkilerinden dolayr ¢ogunlukla tibbi alanda
kullanilir, ¢inko ve titanyum nanopartikiiller ise kozmetik alaninda kullanilir. Giimiis,
cinko ve diger metal nanopartikiiller, genis yelpazede antimikrobiyal etkilerinden dolay1
gida paketleme, yara pansumanlari, ilag salinimda kullanilir. Biyolojik nanopartikiillerin
ikinci uygulama alani, gevresel faktorler ve tarim ile ilgili ¢esitli biyomolekiiller i¢in
sensor gelistirilmesidir. Dahasi, nanopartikiiller bitkilerde ve tipta gen taginimi ve hiicre
etiketlemesinde kullanilir. Fotogoriintiileme, fototermal tedavi ve manyetik olarak
duyarl ila¢ verimi gibi metal nanopartikiillerin bazi uygulamalar1 halen gelistirilme

asamasindadir.

2.1.6. AgNP’lerin Kullamim Alanlari

AgNP'ler, saglik endiistrisi, gida depolama, tekstil kaplamalar1 ve ¢ok sayida gevresel
uygulamada antibakteriyel ajanlar olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. AgNP'ler
ile yapilan tiriinler, ABD FDA, ABD EPA, Japonya SIAA, Kimyasal Sanayi i¢in Kore
Test ve Arastirma Enstitiisii ve FITI Test ve Arastirma Enstitiisii dahil olmak iizere bir
dizi akredite kurum tarafindan onaylanmistir [90]. Antibakteriyel ajanlar olarak, AgNP
dezenfekte edici tibbi cihazlardan ve beyaz esyalardan su aritimina kadar genis yelpazede
uygulamalarda kullanilmistir. Bunlarin yani sira, tekstil sanayiinde kumaslarda AgNP'ler
kullanilmaktadir. AgNP iceren pamuk fiberler, Escherichia coli'ye karsi yiiksek
antibakteriyel aktivite gostermistir [90].

Glimiis nanopartikiillerin sentezi ve biyomedikal uygulamalar:

Gimiis nanopartikiillerin biyosentezinin digerlerine nazaran daha basittir. Ancak,
partikiil boyutu ve morfolojisinin kontrolii kolay bir is degildir. Arastirmacilar siirfaktan
uygulamasinin giimiis nanopartikiillerinin dagilmasma izin verdigini ve yliksek
antimikrobiyal aktivite ile sonuc¢landigim1i gostermistir. Bir diger c¢alismada,
Pseudomonas floresans kullanilarak giimiis nanopartikiilleri sentezlenmis, ilaca direngli
mikroorganizmalara karsi yaygin antibiyotikler ile biyosentetik nanopartikiillerinin
sinerjistik etkisi gozlemlenmistir. Gergeklesen bir diger ¢alismada ise, antikanser
uygulamalari i¢in Escherichia coli'de biyosentetik giimiis nanopartikiillerinin sitotoksik

etkisini gézlemlemistir [91].
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Biyosentetik giimiis nanopartikiillerinin uygulamalari, biyomedikal aragtirma ile sinirli
degildir. Ornegin, bir ¢aligmada indirgenmis grafen oksit-giimiis nanokompozitinin bitki
ekstrakti kullanilarak sentezlenebilecegini ve H20. elektrokimyasal tespiti igin
kullanilabilecegini goOstermistir. Az miktarda giimiis nanopartikiillerin tiretimi diger
nanopartikiillere gore kolaydir. Ancak, Ol¢eklendirilebilir iiretim ve endiistriyel
uygulamalar i¢in siirekli siirecler gerekmektedir. Yapilan bir ¢alismada, sitma, dang
hummasi, Zika ve diger siddetli hastaliklarin bulasmasindan sorumlu olan sivrisinek
larvasini kontrol etmek icin giimiis nanopartikiillerin kullanilabilirligi rapor edilmistir.
Arastirmacilar tarafindan gerceklestirilen ¢alismalar sonucu bildirildigi iizere giimiis
nanopartikiillerinin iyi bilinen antimikrobiyal O6zelliklerinin yaninda, serbest radikal
temizleyici olarak kullanilabildigini tespit etmistir. Aktinomiset tiiriine ait olan Gordonia
amicalis karotenoid pigmentleri araciligiyla hem giimiis hem de altin nanopartikiil

tiretebilmektedir [91].

2.1.6.1. Kanserde AgNP’lerin Potansiyel Tedavi Edici Uygulamalari

AgNP’ lerin, umut vaad eden antitimér etkileri kanitlanmistir. Hicbir anlamh
sitotoksisite kaydedilmemis olmasina ragmen, AgNP’ lerin diisiikk konsantrasyonunun
DNA hasarina ve kromozal aberasyonlara (genotoksisite) neden olabilecegi rapor

edilmistir [92].

Ancak, Lima ve ark. 10 mg/mL'ye kadar kapli AgNP (¢ap1 6-80 nm) ile tedavi edilen
farkli insan kiiltiir hiicrelerinde higbir genotoksisite gézlemlenmedigini gostermistir [93].
Nanopartikiiller ile ilgili bir¢ok toksikolojik verinin iiretilmesi kimi zaman kullanimlari
konusunda negatif bir alg1 yaratmaktadir. Ancak, toksisite kendi basina kanser tedavileri
icin faydali olabilir. AgNP'leri kanser tedavileri igerisine katinca, pozitif sonuglara
ulasilmistir. Sadece hiicreler ile pasif olarak etkilesime ge¢mezler, ayn1 zamanda hiicre

fonksiyonlarini diizenlemek i¢in molekiiler siireclere aktif olarak aracilik ederler.

2.1.6.2. Meme Kanserinde Uygulama

Yapilan calismalarda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde AgNP'lerin doza bagiml
sitotoksik etkilere sahip oldugu gozlemlenmistir [94]. Daha yakin zamanda, Gurunathan
ve ark. [95], ROS olusturma, kaspaz aktivasyonu ve DNA fragmentasyonu ile AgNP'nin

MDA-MB-231 hiicre 6liimiinii tetikledigini ortaya koymustur. Bu grup tarafindan yapilan
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basgka bir ¢aligma da tek kristalli AgNP'lerin apoptotik 6zellikler ile sitotoksik etkilere
sahip oldugunu gostermistir [96].
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Sekil 2.7. Giimiis nanopartikiillerden (AgNPs) kaynakli sitotoksisite icin olast
mekanizmalarin sematik gésterimi [97].
Glimiis nanopartikiillerin 6zellikleri:
1. AgNP ler, biyomedikal uygulamalar i¢in kendine has tedavi edici 6zellikler tagir.
2. AgNPler, fotoduyarlayicilar/radyoduyarlayicilar, antiviral ve antikanser ajanlar gibi
yeni gelisen uygulamalarda kullanilir.
3. Cesitli kanser tedavisi, AgNP ile belgelenmistir.
4. AgNP'lerin antikanser mekanizmalart;

(1) hiicre zarlarinin bozulmasini ve

(2) proteine ya da DNA'ya zarar vermek igin reaktif oksijen tiirleri ve Ag" tiretimini
igerir.
5. AgNP'lerin 1518a duyarli hale getirme mekanizmasi, foto enerjiyi 1sil enerjiye
dontistiiren radyatif olmayan bozunuma dayalidir.
Patojenik mikroorganizmalara karsi biyosentezlenen giimiis nanopartikiillerinin

antimikrobiyal 6zellikleri Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Patojenik mikroorganizmalara karst  biyosentezlenen  giimiis

nanopartikiillerinin antimikrobiyal 6zellikleri [43].

AgNP leri Sentezleyen | Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalar

Cryphonectria Escherichia coli, Salmonella typhi, Candida albicans,

Staphylococcus aureus

Ochrobactrum anhtropi Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Salmonella

paratyphi, Vibrio cholera

Trichoderma viride Cesitli gram negetif ve positif bakteriler

Alternaria alternata. C. albicans, P. glomerata Trichoderma sp

Klebsiella pneumoniae Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Lysinibacillus varians E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis, C. albicans
Staphylococcus aureus S. aureus, Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi,

Klebsiella pneumonia, Staphylococcus epidermidis

2.1.7. AgNP Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin karakterizasyonu, nanopartikiil sentezi ve uygulamalarini anlamak ve
kontrol etmek i¢in 6nemlidir. Gegirimli ve taramali elektron mikroskopu (TEM, SEM),
atomik kuvvet mikroskopu (AFM), dinamik 151k sag¢ilimi (DLS), X 1511 fotoelektron
spektroskopi (XPS), X 1sim1 difraktometre (XRD), Fourier doniisim kizil6tesi
spektroskopisi (FTIR) ve UV-Vis spektroskopisi gibi ¢ok g¢esitli farkli teknikler
kullanilarak karakterizasyon gergeklestirilir. Bu teknikler, partikiil boyutu, sekil,
kristallik, gozenek boyutu ve ylizey alami gibi farkli parametrelerin belirlenmesi i¢in
kullanilir. Ornegin; morfoloji ve partikiil boyutu TEM, SEM ve AFM ile belirlenebilir.
SEM ve TEM gibi geleneksel mikroskoplara gére AFM avantaji sudur, AFM ii¢ boyutlu
goriintiileri 6lger, bdylece partikiil boyu ve hacmi de hesaplanabilir. Dahasi, partikiil
boyutu dagilimimin belirlenmesi i¢in dinamik 1sik sagilimi kullanilir. Hatta, UV-Vis
spektroskopisi plazmon rezonanst gostererek Ornek olusumunu dogrulamak icin

kullanilirken, kristallik belirlenmesi i¢in ise X 1s1n1 difraksiyonu kullanilir [90].
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2.1.8. Giimiis Nanopartikiillerin Gelecegi

Gilimiis nanopartikiiller, diger biyomedikal nanomateryallerden farklilik gostererek
kendine has fiziksel, kimyasal, optik ve biyolojik ozellik sergilemekte ve bdylece,
asagidaki bir¢cok biyomedikal uygulamaya dahil olmaktadir; (i) antiviral ajanlar; (ii) foto-
duyarlagtiran ve/veya radyo-duyarlastiranlar ve (iii) l6semi, meme kanseri, hepatoselliiler
karsinomu, akciger karsinomu ve cilt ve/veya agiz karsinomunda kanser karsit1 tedavi
edici ajanlar. Ancak, tibbi uygulamalardaki umut vaad edici potansiyellerine ragmen,
insan sagligr iizerindeki AgNP etkisinin (hem pozitif hem negatif), daha genis
kullanimindan 6nce tamamen anlagilmasi gerekir. Giimiis nanoteknolojisinin klinik
ithtiyaglarina uygun bir hale getirilmesi, AgNP’lerin basit, maliyet etkin ve ¢evre dostu
yollar ile hazirlanmasinin gelistirilmesini, klinik uygulamalarda bu nanopartikiillerin
biyoparcalanabilirligi ve farmakokinetiginin, yaninda giivenlik kontrol mekanizmalarinin

daha net anlagilmasini gerektirir.

Son zamanlarda yapilan caligmalarda, saglhik ve tip alanlarinda kullanilan farkl
nanopartikiillerin sentezi ve potansiyel uygulamalar1 i¢in mikrobiyal yollarin uygunlugu
belirtilmistir. Mikroorganizmalar, kimyasal alternatifleri ile kiyaslandigt zaman
nanopartikiil sentezinin giivenli, ¢evre dostu ve ekonomik olarak uygun bir yaklasiminm
sunmasina ragmen, tekil dagilimlilik eksikligi, kontrolsiiz boyut ve zaman alic1 iiretim
stirecinden dolay1 ticari Olgekte iiretimi sinirhidir. Biyosentezlenen nanopartikiillerin
toksik olmamasindan dolayr, nano-tip alaninda kullanilabilirlik potansiyeli
gostermislerdir, ancak ila¢ tasinmasi ve tamidaki kullanimlari halen gelisiminin ilk

asamasindadir.

Caligsmalar, tip alanindaki rollerinin in vitro ¢alismalar ile sinirlt oldugunu bu nedenle
klintk uygulamalarda kullanilmadan 06nce insanlara biyo-uyumlulugunu ve
sitotoksisitesini ispat etmenin zorunlu oldugunu ortaya koymustur. Dahasi, daha yiiksek
tiretim oranlar1 ve istenen morfolojiye ulagmak i¢in nanopartikiillerin tam mekanizmalari

tizerinde ileri arastirma gerekmektedir.
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2.2. Biyopolimer

Biyopolimerler, biyouyumluluklari, biyoabsorplanabilirli§i ve toksik olmamalar
nedeniyle tibbi alandaki uygulamalar i¢in umut vaad eden adaylardir. Tibbi alandaki en
son popiiler polimerler aljinat, kitin/kitosan, seliiloz, hidrojeller, hidrokolloidler, siiper
emici polimerleri kapsar. Biyopolimerler genelde biyolojik olarak parcalanan ve dogal
kaynaklardan {iretilen toksik olmayan polimerlerdir. Biyopolimer, petrol temelli
geleneksel plastiklere daha giivenli ve daha iyi bir alternatiftir. Bu polimerler, seker,
nisasta, dogal yaglar ya da esanslar gibi biyolojik baslangi¢ materyallerinden kimyasal
olarak ya da mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar gibi biyolojik sistemlerden
tiretilebilir. Dort ana biyopolimer tipi, nisasta, seker, seliiloz ve sentetik materyallere

dayalidir [98].

Biyopolimer uygulamalarinin bir¢ogu ila¢ tasima sistemleri, yara kapatma, iyilestirme
iriinleri ve cerrahi implant cihazlari, vb. gibi tibbi alanlardadir. Biyopolimerler,
kapsiilleme, kararlilik ve ilaglarin ve nanopartikiillerin korunmasini iyilestiren fiziksel ve
33kimyasal ozellikleri (yiizey yiikii, vb) modiile ederek islevsellestirme icin bir strateji
saglamistir. Nanoteknolojideki son gelismeler ve biyopolimerlerin islevsellestirilmesinin

cesitli siirecleri, ilag tasiyici olarak fonksiyonelligini artirmis ve gelistirmistir [99].

2.2.1. Pullulan

Biyopolimerler genel olarak, yeni ve kendine has fiziki ozellikleri olan bir dizi
mikroorganizma tarafindan tiretilmis suda ¢oziiniir haldedirler. Bu 6zelliklerden dolayz,
bunlarin gida, farmasotik ve diger alanlarda genis yelpazede uygulama alanlar1 vardir.
Uygulama alanlarindan bazilar1 emiilsifiye ediciler, stabilize ediciler, baglayicilar,
jellestirici maddeler, koagulant, yaglama maddeleri, film olusturucu maddeler,

kalinlagtirma maddeleri ve siispansiyon ajan1t maddeler olarak bilinmektedir [100].

Pullulan, Aureobasidium pullulans susunun fermentasyon ortamindan elde edilen
polimerlerden  biridir [100]. invertaz, amilaz, glukoz oksidaz, glukosidaz,
fruktosiltransferaz gibi enzimlere ve kiiciik miktarlarda proteolitik enzimelere karsi
aktivite gosterir [100]. Mikrobiyal hiicrelerin yiizeyinde bigimsiz bir dilim halinde

tiretilen eksopolisakkarit olarak bilinmektedir. Pullulan uygulamasi, deniz yosunu ve
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diger bitkilerden iiretilen dogal polimerler ile rekabet edebilir ve ekonomik polimerik

malzeme kaynagi olarak ortaya ¢ikar [101].

Biyopolimerler, mikrobiyal sistemler, bitkiler tarafindan ya da gesitli biyolojik yapi
bloklarindan kimyasal olarak sentezlenebilirler. Mikroorganizmalar, kendine has fiziki
ve kimyasal 6zellikte ii¢ tiirli sentezleyebilir, polisakkaridler, poliesterler ve proteinler
[101]. Mikrobiyal olarak iiretilen polisakkaridler, morfolojik lokalizasyonlarina dayali
olarak hiicre i¢i, yapisal ya da hiicre dis1 olabilir [102]. Mikrobiyal olarak firetilen
biyopolimerlerin bazilari; bakteriyel seliiloz, levan, pullunan, kefiran, ksantan, gellan,

haloferaks eksopolisakkaridler, polidroksalkanoatlar vb. [103].

Mikrobiyal yollardan pullulan iiretmek i¢in ¢esitli karbon kaynaklar1 kullanilmistir,
Ornegin; palmiye sekeri, yag1 alinmis jatrofasid keki ve misir likorii, Asya pal ¢ekirdegi
[104], jack meyvesi ¢ekirdegi [105], glukoz, sukroz, maltoz, laktoz [106], vb.. Yapilan
bir ¢alismada karbon kaynagi olarak sukroz kullanilarak A. pullulans'dan pullulan

fermentasyon tiretimi kapsamli bir sekilde arastirilmistir [101].

Pullulan, a-(1 — 6) glikosidik baglar ile baglanan mal-totrioz tekrarlayici birimleri ile
dogrusal ve dallara ayrilmamis bir polimerdir. Pullulan karakteristik dimerik segmentleri;
[—x)- a -d-glukopiyranosil-(1 — 4)- o -d-glukopiyranosil-(1 — ] ve [—4)- a -d-
glukopiyranosil-(1 — 6)- o -d-glukopiyranosil-(1 — ]; burada (1 — 4) baglantili segmenti
icin X ya 4 ya da 6 olabilir. Pullulan yapisinda a -(1 — 6) ve a -(1 — 4) glikosidik
baglantilarinin birlikte varolmasi, siklikla amiloz ve dekstran yapisi arasindaki araci
olarak goriiliir. Pullulan, (CsH100s)n molekiiler formiiliine ve kiiltiir parametrelerinden
biiyiik 6l¢iide etkilenen 4.5 x 104 to 6 x 105 Da molekiiler agirlik araligina sahiptir. Suda
(hem sicak hem soguk) ve seyreltik alkalide kolayca ¢oziinen beyaz higroskopik bir
tozdur. Dimetilsulfoksit ve formamid haricinde, alkol ve diger organik ¢oziciiler
icerisinde ¢dziinmez. Pullulan zincirinin yapisindaki esneklik, herhangi bir ¢oziiciiniin
etkisine karst pullulan hidrodinamik 6zelliklerinden sorumludur. Pullulanin erime
sicaklign 250 °Cdir, 250 °C’nin iizerinde karbonlasarak c¢oziinmeye baslar. Toksik
degildir, mutajenik degildir, yenebilir, kokusuzdur ve tad1 yoktur. Ana zincirde hidroksil
gruplarin yliksek konsantrasyonundan dolay1r igsel fizyolojik aktiviteye sahiptir. Bu
kendine has kimyasal ve fiziksel 6zelliklerden dolay1, pullulan ve tiirevleri ¢ok sayida

gida, farmasotik ve biyomedikal uygulamada hayati bir role sahiptir [101]. Pullulanin
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biyomedikal uygulamalari; ilag taginimi, gen tasinimi [103], doku miihendisligi, agilama
[107], kapsiil kaplama, vb. dir. Vejeteryanlar, diyabetikler ve sinirli diyetleri olan
kimselerin kiiltiirel ve besinsel gereklilikleri i¢in uygun kapsiiller hazirlamak ig¢in
kullanilabilirler [103]. Biyomedikal uygulamalarinin disinda, pullunan birka¢ gida
uygulamasina da sahiptir. GRAS (Genel Olarak Giivenli Kabul Edilme) statiisiine sahiptir
ve disiik kalorili besinlerin iiretimi igin kullanilabilir [101]. Prebiyotik, kati1 gidalarin
yaninda sivilarda nisasta replasmani, icecekler ve soslarda diisiik vizkozite doldurucu,
kurabiyelere fistiklar1 yapistirmak i¢in yapistirici malzeme, vb. olarak islev gosterebilir
[101]. Pullulan filmleri berrak, fazlasiyla oksijen gecirmezdir ve ayni zamanda iistiin
mekanik o6zelliklere sahiptir [103]. Bu filmler, gidada nem igerigini korumak ve
mikrobiyal floranin nefes almasini baskilayarak mikrobiyal artigin azaltilmasina yardimci
olmak igin kullanilabilir. Pullulan iceren film basedoral bakim firiinii, pullulanaz

kullanilarak mal-totrio surubu hazirlanmasi igin kullanilmistir [101].

Pullulan'daki a -(1— 6) baglantilarin1 hidrolize eden ve maltotrioza doniistiiren enzim
pullulanazi kesfetmistir. Boylece, pullunan, maltotrioz alt birimlerinin a-(1—6) baglantili

polimeri olarak gortiliir. (Sekil 2.8).

CH, CH,OH CH,OH

O O
OH o o
OH OH OH I

Sekil 2.8. Pullulan biyopolimerinin kimyasal yapisi [101].

Pullulan, bir gida malzemesi ve farmasdtik hacim artiric1 olarak Japonya'da gilivenli bir

kullanim ge¢misine sahiptir.

ABD'de genel olarak genis yelpazede uygulamalar i¢in giivenli (GRAS) statiistinde kabul
edilmistir. Insan goniillii calismalari, daha yiiksek dozlarda hafif gastrointestinal
semptomlar ile giinde 10g pullulan dozunda sadece karin sigkinligi bildirmistir. Pullulan,
farmasotik tabletlerde yardimcr madde olarak kullanilmak iizere kabul edilir ve ilaglar
i¢in Japonya Icindekiler Standartlarinda listelenir [101].

Pullulan ticari iiretimi, Okayama, Japonya'da bulunan Hayashibara Sirketi tarafindan

1976 yilinda baslamistir. Pullulan iiretimi, 1883 yilinda kaydedilen nisasta surubu
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tiretiminin dogal bir sonucudur. Pullulan filmleri, 1982 yilinda Hayashibara tarafindan

ticarilestirilmistir [101].

2.2.2. Pullulan Ureten Suslar

Birgok mikroorganizma, Aureobasidium spp., Tremella mesenterica, Cytaria spp.,
Cryphonectria parasitica, Teloschistes flavicans, ve Rhodotorula bacarum dahil olmak
tizere pullulan iireten mikroorganizmalar olarak bilinmektedirler. Bu mikroorganizmalar,
bliyiik/ticari 6lgekte pullulan iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Ancak, yiiksek miktarda

pullulan iiretiminden dolay1 A. pullulans susu ticari agidan en ¢ok kullanilmaktadir [101].
A. pullulans yiiksek tiretim orani ve pullulan tarafindan iretilen istiin materyal

ozelliklerinden dolay1 yaygin sekilde tercih edilmektedir. Cizelge 2.5’de pullulan

tireten sislar, iiretim miktarlar1 ve safliklart gosterilmigir.
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Cizelge 2.5 Pullulan biyopolimeri iireten suslar [101].

A. pullulans susu Uretilen pullulan Saflik Orani
P56 16,7 g/L -
ATCC 62921 22,6 g/L -
ATCC 42023

P56 21,1g/L 64-84%
NRM2 25,1 ¢g/L 97%
FB-1 23,1g/L -

Y68 52,5¢9/L -
MTCC 2195 80,0 g/L -
ATCC 9348 7.02 g/L -

AP 329 29.4 g/L 95.2%
ATCC 9348 18.0 /L 90.0%
FB-1 45,0 g/L 94.3%
FB-1 44,2 g/L -
CGMCC 1234 27.4 g/L 94.0%
ATCC 201253 25.8 g/L 94.5%
ATCC 201253 60,7 g/L 95.2%
ATCC 201253 1.33 g/L/saat 93.0%
ATCC 42023 21.9 mg/g hiicre/saat 59.0%

2.2.2.1. Aureobasidium pullulans

A. pullulans, orman topragi, tatl ve deniz suyu, bitki ve hayvan dokulari, vb. dahil olmak
tizere tim ekolojik sistemlerde yaygin sekilde bulunur. Genel olarak, A.pullulans
patojenik olmayan mikroorganizma sinifinda siniflandirtlmistir; ancak, bazi suslar
insanda saglik sorunlarina neden olabilir ve bitkilere patojeniktir. ~ A. pullulans
suslarindan bazilari, derin deniz ve kiy1 su bolgelerinde mevcuttur [101]. Siyah melanin

pigmentinin iiretiminden dolayr "siyah maya" adi verilmistir. Uretilen melanin,
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mikroorganizmaya fagositoza karsi direng saglar. Pullulan biyopolimerinin biiyiik 6l¢ekli
tiretimi gelistirilmis olmasina ragmen, pullulan tretimi ile ilgili asil sorun, es zamanl
olarak mikroroganizma tarafindan sentezlenen melanin pigmentinden kaynaklanan renk
olusumudur. Neyse ki, vizkosite ve molekiiler agirlik dagilimi gibi fiziksel 6zelliklerinde
onemli degisiklikler olmaksizin pullulan tiretme kabiliyetlerini kaybetmeyen birkag sus

yakin zamanda belirlenmistir [101].

2.2.3. Pullulanin Kullanim Alanlari

Pullulan, gida imalatindan farmasétik uygulamalara kadar ¢esitli alanlarda uygulanmus,
hatta monosakkarid kaynag1 olarak da kullanilmustir. Tk ticari olarak iiretilen pullulan
1959 yilinda Okayama, Japonya'da Hayashibara Sirketi tarafindan satilmigtir [108].
Pullulan degisiklikleri ve uygulamalar ile ilgili yakin zamanl literatiir Cizelge 2.6’da
Ozetlenmis ve asagidaki gibi ele alinmistir.

Cizelge 2.6. Pullulan ve pullulan igerikli maddelerin uygulama alanlari [108].

Pullulan ve pullulan icerikli maddeler Potansiyel uygulamalari

Pullulan [lag/gen tasima ve goriintiileme
Carboxymethyl pullulan jel Yara ortusu antibakteriyel 6zellikli
Antibakteriyel film Gida paketleme

Pullulan, yiiksek molekiiler agirlik ve film olusturucu 6zelliginden dolayr gida ve
farmasotik uygulamalarda kapsamli sekilde kullanilmigtir. Pullulan, giiclii ajitasyon
kosullar1 altinda E. coli ve Bacillus subtilis korumak i¢in immobilizasyon tasiyicisi olarak
kullanilabilir. Pullulan’in fiyati, ksantan ve dekstran gibi diger polisakkaridlerden ii¢ kat

daha yiiksektir [108].

2.2.4. Pullulan Karakterizasyonu

2.2.4.1 Yapisal karakterizasyon

Belli bir dalga boyunda ornekte spesifik fonksiyonel gruplar/baglantilar tarafindan
kizilotesi (IR) enerjinin emilmesine dayali olarak, bilesen yapisi tahmin edilebilir.

Fonksiyonel gruplar, germe ve biyopolimerlerin kimyasal baglanmasi, FTIR
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spektroskopisi ile kolayca belirlenebilir. Fermentasyondan pullulan NMR spektral
analizi, birkag arastirmaci tarafindan bildirilmistir [108]. Proton NMR spektrumunda,
ornekte bulunan protonlar 4.5 ve 5.6 ppm arasinda sinyaller sergiler. 13C-NMR'de,
ornekte bulunan 6-deoksi sekeri 16.8 ppm'de pik rezonansi ile gosterilir. Arindirilmis
ornekteki piranoz yapisi, 82 ile 88 ppm aralifindaki sinyallerin yoklugu ile belirlenir.

Anomerik karbon varligi o (1—6), 100.1 ppm'de pik deger ile gosterilir [108].

2.2.4.2 Molekiiler agirhgi

Pullulan’in molekiiler agirligi, asagidaki faktorlerden oldukga etkilenir: (1) kullanilan sus
tiirleri; (2) baslangic ortam pH degeri; (3) kullanilan substratin yapist ve olusumu; (4)
ortam olusumu; (5) hasat zamani. Pullunan ortalama molekiiler agirligi (Ma) 362 - 480
kDa arasindadir. Genel olarak, glukoz gibi sentetik ortamdan elde edilen ile kiyaslandig:

zaman tarim atiklarindan daha yiiksek molekiiler agirlikli pullulan elde edilir [108].

2.2.4.3 Termal ve Mekanik Ozellikler

Termal kararlilik, polisakkaridlerin baska bir dnemli 6zelligidir. Polisakkarid 6rneginin
termo gravimetrik 6zelligi genellikle TGA-DSC ile analiz edilir. Arastirmacilar, pullulan
parcalanma noktasinin 250 ile 280°C arasinda oldugunu gdzlemlemistir. Asya palm
cekirdegi ve cassava kiispesinden iiretilen mikrobiyal pullulanin pargalanma noktasinin
sirastyla 245°C ve 296.72°C'de oldugu ortaya konmustur [108]. Kimyasal kompozisyon,

bilesen yapisi, molekiiler agirlik, par¢alanma sicakligini ve cam gecis sicakligini etkiler.

Gida ve farmasotik endiistrilerde kullanilan pullulan filminin bagka bir Onemli
gereksinimi mekanik dayanmadir. Yapilan c¢aligmalar pullulan filminin ¢ekme
dayanimint %65 nem olarak bildirmistir (35 MPa). Biyopolimerin molekiiler agirligi,
¢ekme dayanimi ve ¢ekme katsayisi gibi mekanik ozellikleri etkiler [108]. Bir diger
calismada ise arastirmacilar, dogal pullulanin ¢ekme dayanimini bildirmistir (30 MPa) ve
¢cekme dayanimi, nanoseliilozik maddelerin eklenmesi ile gelistirilmistir. Ancak, dogal
pullulana gore, asetillenmis pullulanin (pullulan asetat) yiliksek uzama ile daha diisiik

¢ekme dayanimina sahip oldugu gortilmistiir [108].
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2.2.5. Pullulanin Gelecegi

Pullulan verimi yillardir 6nemli oranda sabit olmasina ragmen, genetik miihendisligi
yontemleri pullulan iiretimini daha da artirmaktadir ve pullulan icin artan talebi

karsilamak amaciyla derhal pullulan sentezinin agikliga kavusturulmasi gerekmektedir.

Mikrobiyal eksopolisakkaridlerin bir iiyesi olan pullulan, biyoaktif 6zelliginden dolay1
uygulamalar i¢in yiliksek potansiyele sahiptir. Pullulan iiretiminin baslica siirlamasi,
melaninin ortadan kaldirilmasidir. Bu sorun 1990'larin basinda ¢6ziildiigi i¢in, pullulanin
tiretim maliyeti daha da disiiriilebilir ve bu nedenle dekstran, ksantan ve diger mikrobiyal

yollarla iiretilen polisakkaridler gibi benzer iiriinler i¢in daha rekabetgi bir hale gelebilir.

Gegtigimiz yirmi yilda, agirlikli olarak gida piyasasinda pullulan kullanilmigtir. Ileri
modifikasyon teknolojileri ile, farkli Ozellikler tasiyan pullulan iiretimi
gercgeklestirilebilir. Sonug olarak, farmasdtik, medikal ve gevresel iyilestirme alanlarinda

pullulan uygulamalar ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma rapor edilmistir.

Pullulan i¢in yeni gelisen bir alan kanser tedavisi olabilir. Modifiye edilmis pullulan, baz1
sitotoksik molekiiller ile yiiksek biyoaktivite sergiler ve onlarla konjugatlar olusturur. Bu
konjugatlar, hedef dokuda birikebilir ve bu sitotoksik molekiilleri yavas yavas salabilir.
Umut vaad eden bagka bir alan ise biyoiyilestirme olabilir ¢linkii pullulan toprak ve su
ortaminda agir metale yonelik giicli sogurma ozelligi gosterir. Dogal pullulan ve
tirevleri, kendilerine 6zgii yapisal Ozelliklerden dolayr ¢ok sayida biyomedikal ve
farmasotik uygulamalara sahiptir. Modifiye edilmis pullulan tiirevleri, sadece in vitro
calismalarda incelenmistir. Glinlimiizde arastirmacilarin odak noktasi, pullulan ve
tiirevlerinin in vivo etkililigi hakkinda bilgi edinmeleridir. Kanser hiicrelerinin tedavisi
icin bu nanopartikiillerin in vivo incelemesi heniiz yapilmamistir. Pullulan hidrojelleri,
kirlenmeyen ylizey 6zelliklerine sahiptir ve kemik dokusu miihendislik uygulamalarinda
cok az arastirma mevcuttur [101]. ileride, kemik defektinde kemik dokularinin
geligsmesini desteklemede rollerini arastirmak {izere klinik denemeler yapilabilir. Proteine
bagiml iyilestirme etkisini artirmak i¢in bir ara¢ olarak kolesterol tasiyan pullulan

hidrojelleri incelenebilir. Bu bulgular, yeni arastirimalarin pullulan 6zelliklerini
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gelistirebilecegini bdylece de pullulan uygulamalari i¢in biyomedikal alanda yeni kapilar

actigin1 géstermektedir.

Pullulan biyopolimerinin 6zellikleri:

(i) Mikrobiyal pullulan, biyog¢6ziinebilir, biyouyumlu olmasi, mutajenik, toksik ve
higroskopik olmamasi nedeniyle ticari pullulan ile rekabet edebilir. Pullulan, yliksek
ayrisma noktasi, yiiksek molekiiler agirlik ve ince filmler olusturabilme o6zelligine
sahiptir.

(i1) Termal kararlilik ve molekiiler agirlik gibi 6zel 6zelliklerinden dolayr gida, medikal,
farmasotik ve doku miihendisligi alaninda genis ¢apli uygulamalarina ragmen, pullulanin
maliyeti halen yiiksektir ve biiylik 6lgekli pullulan kullanimi yiiksek maliyetinden dolay1
engellenmektedir. Diisiik maliyetli yem stokundan mikrobiyal pullulan iiretmek icin
birkag girisimde bulunulmustur.

(ii1) Pullulan tiirevi nanopartikiiller ya da jeller, gida ve ilag endiistrilerinde gen transferi

ve ila¢ tagima materyalinde yaygin sekilde kullanilmaktadir.

2.3. Farkh Biyopolimerler ile Baglanan Giimiis Nanopartikiiller

Yeni gelisen bir disiplin olan nanoteknoloji, nanometre boyut araliginda yapilarin
olusumunu, yonetimini ve uygulanmasimi kapsar. Nanotiipler, nanokabuklar ve
nanopartikiiller gibi ¢esitli nanomateryaller, nanotibbin bir parcasi olarak kullanilir.
Nanoteknoloji, hastaliklarin molekiiler tedavisi ve hizli tespit edilmeleri i¢in yeni araglar
saglamaktadr. Materyalleri nanometrik boyuta ulastirir ve ilact yonlendirmek icin
nanoboyutlu ila¢ dagitim sistemlerinin (nanosistemler) yenilik¢i tasariminda ydntem

Onerir [109].

Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) kilavuzlarina goére, nanopartikiil boyutu 1 mikrondan daha
kiiciik son {irlin ile sonuglanan ilag olusumunda kullanilan bir malzemedir [110]. Bu
zamana kadar elde edilen bilimsel verilere gore, nanopartikiillerin etkili ilag dagitim
sistemleri dahil olmak iizere ¢esitli biyomedikal uygulamalarda inanilmaz bir potansiyele
sahip oldugu kanitlanmistir [111]. Cizelge 2.7°de, Gilimiis nanopartikiilleri 6nemli

biyomedikal uygulamalarini 6zetlemektedir.
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Cizelge 2.7. Glimiis nanopartikiillerin biyomedikal alanindaki uygulamar1 [109].

AgNP’ler Biyomedikal Uygulamalari

PVP-AgNP Anti [0semi

AgNP Meme kanseri

TAT-AgNP Deri kanseri

AgNP Meme ve akciger kanseri

AgNP Antibakteriyel ajan (¢esitli bakterilere karst)

BSA ve PVP - AgNP

Antibakteriyel ajan (MDR M. tuberculosis)

AgNP Antiviral aktivite (HIV-1)
PVP-AgNP Antiviral aktivite (HIN1)
Kitosan/ AgNP Yanik ortusu uygulamalari

Kollajen/ AgNP

Gen tasima

Yakin zamanda, AIDS, kanser, tiiberkiiloz ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi en 6liimciil
hastaliklara kars1 savasmak i¢in bir¢ok ilag ve tedavi sunulmustur. Ancak, bu ilaglarin ve
tedavilerin 6nemli dezavantaji, hedefe 6zgii olmamalari ve bu nedenle ¢ok sayida hastada
yan etkilere sebep olabilecegidir [109]. Bir¢ok ¢alisma, nanoteknolojinin, biyopolimerler
ile baglanan kiiclik nanomateryalleri kullanarak faydali ilaglar sunabilecegini
kanitlamistir [112] [113].

Athar ve Das [114], kan-beyin engeli araciligiyla tagima dahil olmak iizere, hiicresel ve
hiicre i¢i hedeflere ila¢ taginimi yapmak i¢in nanopartikiillerin 6zellikle de metal
nanopartikiillerin biyolojik yollar kullandigini bildirmistir. Daha kii¢iik boyutlarindan
dolay1 nanopartikiiller konakg1 hiicrelere kolayca girer ve viicut igerisinde dolasima
karisirlar. Hedef bolgeye kemoterapik ajanlar (ilaglar) ya da terapdtik genleri tasimak igin
uygundurlar. Biyomedikal alanda asal metal nanopartikiillerinin en Onemli
ozelliklerinden biri, ylizey kararliliklaridir. Nanopartikiillerin bu 6zelligi, ¢esitli biyolojik
ve organik molekiiller ve polimerler ile yiizey modifikasyonlarina izin verir [109]. Cesitli
polimerler ile baglanmis nanopartikiiller, glimiis (Ag), altin (Au) ve platin (Pt) gibi metal
nanopartikiillerdir [109].

38



Eski ¢aglardan bu yana, bakir, altin ve glimiis gibi agir metaller enfekte hastaliklarin
kontrolii ve tedavisi i¢in kapsamli bir sekilde kullanilmistir. Bunlardan, Ag iyi bilinen
antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 yaygin sekilde kullanilmis en basta gelen metaldir
ve boylece, bir antimikrobiyal ajan olarak, tibbi uygulamalarda her zaman tercih edilir.
Ag, halk sagliginda basta gelen konulardan biri olan antibiyotik direngli organizmalara
karst potansiyel aktivite gosterir [109]. Son giinlerde, metalik Ag'nin yerini Ag
nanopartikiilleri almistir (AgNPs). Dahasi, AgNP {izerinde son birka¢ yilda yapilmis
birka¢ ¢alisma, ¢esitli enfekte hastaliklarla savagabilen ve yeni bir nanotip uygulamasi
olarak kullanilabilen 6nemli bir antimikrobiyal ajan olarak potansiyelini kanitlamigtir
[115]. Aslinda, Ag dahil olmak {izere diger metal nanopartikiiliiniin aktivitesi temel
olarak kolloidal kararliligina baghdir. Cesitli organik molekiillerin, poli (laktik-ko-
glikolik) asit (PLGA/PLA), poli (laktid-koglikolid-kokaprolakton), kitosan, dekstran,
siklodekstrinler, jelatin [109] gibi organik olmayan materyal ya da polimerlerin ve diger

biyopolimerlerin Ag nanopartikiillerinin baglanmasi i¢in kullanilabilecegi ispatlanmaistir.

Farkli polimerleri kullanarak nanopartikiillerin daha 6nceden bahsedilen modifikasyonu,
kataliz, optik, elektronik, antimikrobiyal aktivite ve ilag taginimi gibi kullanimlarini
kolaylastirir. Bunlarin yani sira ilag tasima sistemi, ¢Oziiniirliigli artirmak, in vivo
kararliligr gelistirmek, biyodagitimi optimize etmek gibi ¢cok sayida rol oynamaktadir

[109].

Son yillarda, AgNP'lerin organik molekiilleri baglama kabiliyeti ve diisiik toksisiteleri
ilgi uyandirmigtir. AgNP'lerin hedef hiicreler ya da belli dokular icerisinde ila¢ ve as1
tastyicist olarak dnemli bir rol oynadigi genis ¢alismalar ile rapor edilmistir [109].

Dahasi, farmasotik bilesenlerin tasinmasini ve kontrollii salinimi kontrol etmek igin
yenilik¢i yollarla AgNP'lerin kendine has kimyasal, fiziksel ve foto-fiziksel
Ozelliklerinden faydalanilabilir [109]. Benzer sekilde, polimerler ile baglanarak kararli
hale getirilen AgNP'ler yanik kapama, deri donorii ve alic1 bolgeler, su aritma sistemleri
ve tibbi cihazlar gibi ¢ok ¢esitli saglik tirlinlerinin gelistirilmesinde kullanilabilir [109].
Aragtirmacilar, sonrasinda antimikrobiyal olarak farkli tibbi uygulamalarda ve ilag
dagitiminda kullanilan AgNP baglanmasi i¢in birka¢ polimerden basarili sekilde

faydalanmistir.
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AgNP'lerin  biyo-konjugasyonu {izerine yapilan ¢alismalar c¢ogunlukla anti-
mikrobiyallere yonlendirilmistir. Golubeva ve ark. (2012) tarafindan gergeklestirilen
calismada prolin agisindan zengin C-Bac3.4 peptit ile baglanmis AgNP'ler elde
etmislerdir. Bu biyokonjugatlarin biyoaktivitesini ¢iplak nanopartikiiller ve peptit gibi
bilesenlerinin aktivitesi ile kiyaslamiglardir. Sonug olarak, peptit-konjuge nanopartikiiller
hem standart hem de Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcusaureus gibi ¢coklu ilaca
kars1 direngli bakterilere karsi etkili antimikrobiyal aktivite gostermistir [116]. Sripriya
ve ark. (2013), tedavi edici ilaglar yiiklemek ve tasimak i¢in ¢ok fonksiyonlu polielektrolit
ince filmlerinin fabrikasyonu igin basit bir yontem gelistirmistir. Poli (allilamin
hidrokloriir) (PAH) ve dekstran siilfat (DS) ile film olusturulmus daha sonra, Hybanthus
enneaspermus yaprak ekstratindan sentezlenen biyojenik AgNP'ler basarili bir sekilde
film icerisine yerlestirilmistir. Boylece, antibakteriyel ilacin etkili tasinim ve salimi

gosterilmistir [117].

Bir diger calismada ise poli (glisidil metakrilat) ile dekore edilen AgNP'ler hazirlanmis
ve antibakteriyel aktiviteleri i¢cin degerlendirilmislerdir. Deneyler, AgNP kapli polimer
kiirelerinin olusum mekanizmasini agikliga kavusturmus ve E.coli'ye karsi boyut ve
konsantrasyona bagli aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir [118]. Baska bir
calismada, kontrollii ilag salimi i¢cin AgNP gomiilii nanokapsiiller, polielektrolitlerin
tabaka tabaka diizeneginden gelistirilmigtir [119]. Nanokapsiiller poli (allilamin
hidrokloriir) (PAG) ve desktran siilfat (DS) diizenegi ile yapilmistir. Nanokapsiiller,
modern tip, malzeme bilimi ve biyokimya alanlarinda ileri gelisme gosteren etkin ilag
tasima sistemleri olarak kullanilabilir. Kitin, biyouyumlu, toksik olmayan, diisiik
immiinojenik ve biyog6ziinebilir olan dogada bulunan biyopolimerdir [120]. Madhumathi
ve ark.(2010), yara iyilestirme uygulamalari i¢in kitin/nanogiimiis iskelesi geligtirmistir.
Kitin/nanogiimiis iskelesi kan pihtilastirma 6zelliginin yani sira, S. aureus ve E. Coli
tiirlerine kars1 iyi bir antimikrobiyal aktivite gostermistir [121].

AgNP'ler viriis enfeksiyonuna karsi kullanilabilir [122]. Cesitli ¢aligmalar, farkl

biyopolimerler ile baglanmis AgNP'lerin antiviral etkinligini kanitlamigtir.

Baram-Pinto ve ark. (2010) ayrica merkaptoetan siilfonat (MES) ile baglanmis AgNP
tasarlamis ve bunlar1t Herpes Simplex Viriisii tip 1'e karst (HSV-1) test etmistir. Bu

AgNP'lerin konakgr hiicrelere baglanmay1 6nleyerek HSV-1 enfeksiyonlarini baskilamak
40



ve nihayetinde hiicrelere viriis girisini engellemek i¢in gii¢lii bir 6zelligi oldugunu ortaya
koymuslardir [123]. Baska bir ¢alismada, maymun Cigek Viriisiine kars1 (MPV) ¢iplak
ve polisakkarid kaplit AgNP'lerin boyutunu ve doza bagimli aktivitesini degerlendirmistir.
Arastirmacilar, 25, 55 and 80 nm boyutunda ¢iplak AgNP ve 10, 25 ve 80 nm boyutunda
polisakkarid kapli AgNP'leri kullanmistir. 25nm boyutunda polisakkarid kapli AgNP'ler
ve ¢iplak 55nm boyutlu AgNP'ler MPV plak olusumu lizerinde inhibitdr etki gostermistir.
Dahasi, AgNP'lerin viriis konakg1 hiicre tutunmalarin1 engelleyerek viriis girisinin erken
adimlarin1 onleyebilecegini ya da hiicre i¢i viriis replikasyonunu bozabilecegi sonucuna

varmiglardir [124].

2.3.1. Nanopartikiillerin Toksisitesi

Son yillarda, nanopartikiillerin insanlar ve gevre lizerinde etkisi ile ilgili kaygi hakimdir.
Cevreye nanopartikiil salimidan dolay1 kaygi duyulmaktadir [109]. Baslica kaygi, genel
olarak metalik nanopartikiiller ve AgNP'ler ile ilgilidir ¢iinkii bunlar ¢ogunlukla giiclii
antibakteriyel ajan olarak kullanilmaktadir [109]. Antibakteriyel aktiviteleri ve toksisite

modlar1 halen tamamen anlasilmamistir ve tartisilmaktadir [125].

AgNP'lerin hem c¢iplak hem de kapli halde kullanildiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle,
toksisiteleri lizerinde veriye ihtiya¢ vardir. Ahn ve ark. (2014) tarafindan yiiriitiilen yakin
zamanli bir ¢aligma, nematod C.elegans lizerinde 8 ve 38 nm boyutlu ¢iplak ve PVP kaplh
AgNP toksisitesini karsilastirmistir [126]. Calisma, giimiis nitrat (AgNOz3) ve AgNP'lerin
benzer toksisitelere sahip oldugunu ancak PVP ile kaplamanin AgNP toksisitesini
diistirdiigiinii iddia etmistir. Ancak, AgNOs, ¢iplak AgNP’lerin ve PVP-AgNP’lerin (8
nm) oksidaktif DNA hasarin1 indiiklemistir. Ote yandan, ne c¢ekirdekte ne de
mitokondride polimeraz-baskilayict DNA lezyonu olusturdugu ortaya konmamustir.
Sucul organizmalara NP etkisini belirten bir¢ok rapor vardir. Bu NP'ler sindirim

sisteminde birikebilir ve biiylimelerini etkileyebilir.

Ivask ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada bakteri (E. coli), maya (Saccharomyces
cerevisiae), yosun (Pseudokirfchneriella subcapitata), ve fare Balb/3T3 fibroblastlarina
5 farkli boyutta (10, 20, 40, 60 ve 80 nm) sitrat kapli AgNP'lerin toksisitesini analiz

etmistir. Calisma, AgNP toksisitesinin kati surette ¢oziinmeye bagimli oldugunu
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bildirmistir. 10nm AgNP'leri, ¢éziliniirliiklerinden dolay1 oldukga zehirli bulunmuglardir

[127].

Tim bu verilerden, nanopartikiil toksisitesi hakkinda bilimsel verilerin digerlerine
nazaran ¢ok az oldugu goriilmektedir. Nanopartikiillerin ¢evresel ve insan tizerindeki
etkisi derinlemesine anlagilmamistir. Nanopartikiil toksisitesi mekanizmasinda daha fazla
caligmanin yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, nanopartikiillerin zararli etkisini ele

alan derinlemesine ¢aligmalarin devami gerekmektedir.

2.3.2. Gelecekte Nanopartikiiller

Biiyiileyici 6zelliklerinden dolayr ¢ok sayida nanopartikiil genis capli incelenmistir.
Metal nanopartikiiller bir¢cok ozellikleri ve potansiyellerinden dolay1r biyomedikal
uygulamalarda biiylik ilgi ¢ekmistir. Bunlari ¢esitli biyopolimer tiirleri ile baglanma
performanslari artirilabilir. Bu zamana kadar, daha 6ncede bahsedildigi gibi, sayisiz
biyopolimer ile kaplanmis metal nanopartikiilleri sentezlemek igin bir¢ok girisimde
bulunulmustur. Ancak, bu konu nanoteknoloji alaninda halen tam olarak agiklanmamastir.
Nanopartikiillerin tanimlanmasi, ylizey modifikasyonu, iiretimi igin yeni yollarin
belirlenmesi gibi daha fazla calisma gerekmektedir. Bu alan halen gelisimin ilk

evrelerindedir ve gelecek vadetmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Giimiis Nanopartikiillerin Biyosentezi

Mikroorganizma ¢esitliligi, her mikroorganizmanin biiylime ve iiremesi igin farkl
kosullara ihtiyag duymasina yol agmaktadir. Tez kapsaminda kullanilan
mikroorganizmalar Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Anabilim Dal1

Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir (Cizelge 3.1).

Bu calismada, AgNP’lerin sentezlenmesi igin farkli mikroorganizmalar ile g¢aligma
yapilmigtir. Bu mikroorganizmalar, uygun igerikli besiyerinde 4°C’de saklanarak her 2

haftada bir taze besi ortama ekim yapilip kiiltiir yenilenmistir.

Bu proses siiresince ortam sterilizasyonunu takiben, uygun 151k, sicaklik, nutrient, pH gibi
kontrollii kosullar olusturulmustur. Kullanilan her bir mikroorganizma igin 250 ml’lik
erlenlerde optimum pH ve sicaklikta biiyiime kinetigi c¢ikarilmistir. Bunun igin,
spektrofotometrik absorbans Gl¢iimii, hiicre sayimi, kuru agirlik gibi verilerin zamana

kars1 grafigi ¢cikarilmistir.

Kiifler i¢in hiicre sayim1 amaciyla Thoma veya Neubauer sayim lam1 kullanilmistir. Kuru
hiicre agirlig1 6l¢limii i¢in ise filtrasyon (cam fiber filtre diizenegi) ve kurutma (105°C, 2
saat) islemleri sirayla uygulanarak kiiflerin hiicre konsantrasyonunundaki (litredeki gram

hiicre konsantrasyonu, g/l artis takip edilmistir.

Bu calismada, AgNP’lerin sentezlenmesi i¢in 16 farkli mikroorganizma arasindan 3 farkli
Candida tiirii ile galigma yapilmistir. Mikroorganizmalar, SDA (Sabouraud Dextrose
Agar) lizerinde 4°C’de saklanarak her 2 haftada bir taze besi ortama ekim yapilip kiiltiir

yenilenmistir.
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Cizelge 3.1. Glimiis Nanopartikiil Sentez Asamasinda Kullanilan Mikroorganizmalar.

Mikroorganizma | Mikroorganizma tiirii Besiyeri Biiyiime ortami

kosullar

Escherichia coli
K.pneumoniae

Proteus pH: 7+1
Bakteri Nutrient Agar

S. aureus Sicaklik: 37+2°C

S. typhimurium

B. subtilis

Saccharomyces cerevisiae
Pichia Pastoris

Yarrowia lipolytica NBRC
1658
Rhodotorula glutinis Sabouraud pH T+1

Maya
Rhodotorula Dextrose Agar Sicaklik: 30+2°C

mucilaginosa
Candida glabrata
Candida albicans

Candida parapsilosis

Aspergillus niger

Monascus purpureus Sabouraud pH: 7+1
Kiif
Rhizopus oryzae Dextrose Agar | gjcaklik: 304+2°C

Mikroorganizmalar SDB (Sabouraud Dextrose Broth) sivi besiyerinde uygun kosullar

altinda tretilmistir. 50 ml’lik falkonlara alinan kiiltiirler 5 dk 10000 rpm’de santrifiij
44



edilerek pellet toplanmistir. Santrifiigasyon islemi sonunda 5 ml supernatantin tizerine 25
ml dnceden hazirlanan 1mM’lik AgNO3 soliisyonundan ilave edilip ve 24 saat boyunca

25°C’de 151k altinda bekletilmistir.

3.1.1. Giimiis Nanopartikiillerin Optimizasyonu

Yiiksek verim elde etmek amaciyla dnce mikroorganizmalarin iiretim kosullart daha

sonra reaksiyon ortami optimize edilmistir.

3.1.1.1. Giimiis Nanopartikiillerin Uretim Ortanm Optimizasyonu

Bu dogrultuda sicaklik, pH ve iiretim zamani ele alinmistir. Degerlendirme asamasinda

mikroorganizmalarin iiremeleri spektrofotometrede 420 nm’de 6l¢iilmiistiir.

3.2.1.2. Giimiis Nanopartikiillerin Reaksiyon Ortami Optimizasyonu

Reaksiyon ortaminin optimizasyonu ig¢in ise glmiis nitrat soliisyonunun farkli
konsantrasyonlar1 ve ¢esitli pH kosullar1 degerlendirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda

degerlendirmeler boyut 6lger (Zeta Sizer) ile gergeklestirilmistir.

AgNP’lerin Sentezlenmesi:

AgNP lerin sentezi amaciyla kullanilan mikroorganizmanin iireme ortami kosullari
optimize edildikten sonra mikroorganizmalar sivi besiyerine inkiibe edilerek uygun
kosullar altinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 50 ml’lik
falkonlara alian kiiltiirler 10 dk 10000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant alinmistir.
Elde edilen supernatant, AgNP’ lerin sentezi i¢in kullanilmustir. Literatiir referans
alimarak kullanilmas1 gereken AgNOsz miktart ImM olarak belirlenmis ve 5 ml
stipernatantin iizerine 1m M’lik 25ml olacak sekilde AgNOs ilave edilmistir. AQNOz ilave
edilen falkonlar 24 saat 60 W sari 151K altinda 25°C’de bekletilmistir (Sekil 3.1).
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AgNPs Sentezi

Mikroorganizma

Supernatant Giimiis Nitrat

e/ / ® Giimiis iyonu
© Nitrat iyonu
‘l' Biyomolekiiller

[ @ Giimiis Nanopartikiiller

4\

Supernatant + Giimiig Nitrat

Mikroorganizma

| Reaksiyon Ortam Optimizasyonu:
1. Inkiibasyon Siiresi

karisim orani
Sicakhk

pH

Statik- Calkalama

el £ b

Sekil 3.1. Biyojeik Nanopartikiil Olusumu.

3.2.4. Pullulan Biyopolimeri Uretimi

3.2.4.1. Pullulan Biyopolimeri Uretiminde Kullamlan Mikroorganizma ve Uretim

Ortamlan

Pullulan biyopolimerinin iiretimi i¢in Aureobasidium pullulans ATCC 201253 susu
kullanilmigtir.  Aureobasidium pullulans ATCC 201253 Amerikan Kiiltir Koleksiyonu
merkezinden temin edilmistir. Mikroorganizma SDA (Sabouraud Dextrose Agar) igerikli
besiyerinde 4°C’de saklanarak her 2 haftada bir taze besi ortama ekim yapilip kiiltir

yenilenmistir.

46



Cizelge 3.2. Aureobasidium pullulans ATCC 201253 iiretilmesinde kullanilan kiltiir ortam

icerigi g\L:

Icerik g/L
Sakkaroz 30
(NH4)2SO4 0.6
Maya ekstrakti 0.4
K2HPO, 5
MgSQO4.7H20 0.2
NaCl 1.0
MnCl, 0.01
pH 6.5

Cizelge 3.3. Pullulan biyopolimerinin tiretiminde kullanilan iiretim ortami igerigi g\L:

Icerik g/L
Sakkaroz 50
(NH4)2S04 0.6
Maya ekstrakti 0.4
K2HPO4 5
MgS04.7H20 0.2
NaCl 1.0
MnCl; 0.01
pH 6.5

Kullanilan mikroorganizma gelistirme ve iiretim ortamlari, 1 M HCl ve 1 M NaOH c¢ozeltisi ile
yapilan gerekli pH ayarlamalarindan sonra 1.5 atm basingta, 121°C’de 20 dK siireyle sterilize

edilmistir.
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3.2.4.2. Pullulan Biyopolimeri Eldesi

Oncelikle SDA’da iiretilen mikroorganizmalar hazirlanan kiiltiir ortamina inokiile edilerek 28°C

sicaklikta 48 saat boyunca tiretilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizmalar, aseptik kosullarda %5 (v/v) oraninda, pullulan
biyopolimerinin {iretim ortamina 1’er ml olacak sekilde steril kosullar altinda inokiile edilerek

200 rpm 28°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

3.2.4.3. Analitik Metotlar

Uretim ortammdan alman 50 ml 6rnek 10000 X g’de 10 dakika santrifiij edilerek
mikroorganizmalar (Pellet) ayirt edilmistir. Daha sonra saf su kullanilarak pellet iki defa
santrifiigasyona tabi tutularak yikanmistir. Yikanan hiicreler 80°C’de kurutulup tartilarak kuru
hiicre agirlig1 belirlenmistir. Santrifiigasyon islemi sonucunda elde edilen supernatantin iizerine
etanol 1:2 oraninda ilave edilerek reaksiyon ortami hazirlanmistir. Daha sonra reaksiyon ortami
karistirthip +4°C’de bekletilerek polisakkaritlerin ¢okmesi saglanmistir. Bekleme siiresinin
sonunda 10000 % g’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢coken kisim alinip 80°C’de kurutularak
tartilip mikrobiyal polisakkarit miktar1 belirlenmistir.

3.2.4.4. Pullulan Biyopolimeri Tayini

Uretim ve reaksiyon asamalar1 sonucunda elde edilen polisakkarit icindeki pullulan miktarmin
tespit etmek amaciyla, elde edilen polisakkaritten 10 mg/ml oraninda alinarak 0.05 M sodium
asetat (pH 5.0) ¢ozeltisi iginde ¢oziilmesi saglanmistir. Daha sonra ¢éziinen 6rnekten 1 ml alinip
tizerine 10 pl Pullulanaz (Sigma) ilave edilmis ve oda sicakliginda bir gece inkiibe edilmistir.

3.2.4.4. Uretilen Biyopolimerin Pullulan Oldugunun Belirlenmesi

Elde edilen polimerin pullulan olup olmadiginin anlasilmasi i¢in karbon analizi (13C NMR) ve

proton analizi (H NMR) yapilip, literatiirdeki pullulan verileriyle karsilastirilmistir. Elde edilen
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pullulan biyopolimerinden bir miktar distile su i¢inde ¢ozdiiriilerek karbon ve proton analizleri

icin kullanilmistir.

3.2.4.5. Pullulan Biyopolimeri Optimizasyonlari

Mikroorganizma iiretim ortaminda tiretilerek steril kosullar altinda hazirlanan %5 (v/v) oraninda
iiretim besiyerine inokule edilerek en fazla pullulan iiretimini saglamak amaciyla hem iiretim
kosullarmin hem reaksiyon kosullarmin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Incelennen olan

parametreler Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Uretim ve reaksiyon kosullarmin optimizasyonunda incelenen parametreler.

Uretim ortaminin kosullar Reaksiyon ortaminmin kosullar:
Fiziksel Kimyasal
Sicaklik Karbon Kaynagi
pH Azot Kaynagi Etanol Miktar1
Statik/Calkalamali Substrat Miktari Karistirma hizi
Inkiibasyon

3.2.4.5.1. Pullulan Biyopolimeri Uretim Ortamu Optimizasyonulari

Tiim deneylerde mikroroganizmanin tireme miktari, elde edilen polisakkarit ve pullulan miktari

tespit edilmistir.

3.2.4.5.1.1. Uretim Ortamu pH’sinin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Yiiksek verimde pullulan eldesi i¢in uygun pH’y1 belirlemek amaciyla mikroorganizma farkl
pH (pH:4.0,4.5,5.0,5.5,6.0,6.5,7.0,7.5, 8.0, 8.5) degerlerinde hazirlanan besiyerlerine inokiile
edilmistir. Inokiilasyon sonrasi besiyerleri 28°C’de 200 rpm’de inkiibasyona tabi tutularak
maksimum pullulan iiretiminin oldugu optimum pH degeri saptanmistir. Deneyler 3 paralel

olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.4.5.1.2. Inkiibasyon Zamaninin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmanin yiiksek miktarda pullulan iirettigi inkiibasyon zamanini belirlemek amaciyla
inkiibasyonun belirli zaman araliklarinda o6rnekler almmistir. Bunun igin optimum pH
kosullarinda hazirlanan iiretim besiyerine mikroorganizma inokiile edilerek 10 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin baslatilma saati baz almarak 10 giinliik zaman
araliklarinda her giin aynmi saatte 6rnek alinmistir. Spektrofotometre cithazi kullanilarak 600
nm’de Ol¢liimler gergeklestirilerek {lireme egrisi c¢ikartilmistir. Elde edilen iireme egrisi
dogrultusunda {iretilen biyopolimer miktar1 belirlenmistir. Deneyler 3 paralel olarak

gerceklestirilmistir.

3.2.4.5.1.3. Sicakh@in Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmanin sicakliga gore biyopolimer iiretim verimini belirlemek amaciyla kiiltiirler
inokiilasyondan sonra 24 °C, 26°C, 28°C, 30°C, 32°C, 34°C ve 36 °C’de calkalamali ve statik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Bunun icin optimum pH kosullarinda hazirlanan
besiyerine mikroorganizma inokiile edilerek farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilarak

maksimum pullulan elde edilmistir.

3.2.4.5.1.4. inokiiliim Miktarlarimin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Inokiiliim miktarlarmin pullulan iiretimi {izerine etkisinin incelenmesi i¢in optimum pH
kosullarinda hazirlanan besiyerlerine farkli oranlarda (%1, %2, %3, %4, %5, %6 ve %7 (v/V))

mikroorganizma inokiile edilerek inkiibasyona sonucu maksimum pullulan elde edilmistir.

3.2.4.5.1.5. Azot Kaynaginin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmanin hangi azot kaynaklarinda daha fazla pullulan iiretimi gerceklestirdigini
belirlemek amaciyla Ure, Amonyum nitrat, Sodyum nitrat, Maya oziitii, Pepton, Tripton,
Amonyum karbonat, Malt, Amonyum siilfat, Kazein ve Amonyum okzalat olmak iizere 11 ¢esit
farkli azot kaynag se¢ilerek bu deneyde kullanilmistir. Bunun i¢in her bir besiyerinde igerik ve

pH sabit tutularak sadece azot kaynaginda degisiklik yapilarak ayni oranda inokiilasyon
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gerceklestirilmis ve 28°C°de 200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
maksimum pullulan iiretimi i¢in en uygun azot kaynagi belirlenmistir. Deneyler 3 paralel olarak

gergeklestirilmistir.

3.2.4.5.1.6. Karbon Kaynagmin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi
Optimum pH kosullarinda hazirlanan besiyerlerine karbon kaynagi olarak %5 (w/v) iceriginde
glukoz, fruktoz, sukroz, maltoz ve laktoz, ilave edilerek kiiltiirler uygun sicaklikta inkiibasyona

brrakilmastir.

Bu karbon kaynaklarinin yani sira maksimum pullulan elde edilen karbon kaynagina ilaveten

%1-%>5 mannitol ilave edilerek pullulan iiretimi iizerine etkileri belirlenmistir.

3.2.4.5.1.8. Substrat Miktarlarinin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Substrat miktarlarinin pullulan {iretimini nasil etkiledigini arastirmak i¢in denenen karbon
kaynaklar1 arasindan en yiiksek verim elde edilen karbon kaynag segilip farkli oranlarda (%1,
%2, %3, %4 ve %5 (v/v)) liretim ortamina ilave edilip, optimizasyon gerceklestirilerek

maksimum pullulan tiretilmistir.

3.2.4.5.2. Pullulan Biyopolimeri Reaksiyon Ortami Optimizasyonulari

Yukarida belirtilen optimizasyonlarin yani sira en fazla pullulan {iretimini saglamak amaciyla

reaksiyon kosullarinin optimizasyonu Cizelge 3.4°de belirtildigi iizere gerceklestilmistir.

3.2.4.5.2.1. Etanol Miktarimin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Uretim ortam1 optimizasyonundan elde edilen verilere baz alinarak hazirlanan iiretim besiyeri
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda santrifiigasyona tabi tutularak elde edilen
supernatantin lizerine farkli oranlarda etanol (6rnek: etanol sirasiyla 1:0,5, 1:1, 1:2, 1:2,5, 1:3,
1:3,5) eklenerek reaksiyon baslatilmis optimum etanol miktari elde edilen pullulan miktarina

gore belirlenmistir.
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3.2.4.5.2.1. Reaksiyon Ortami Karistirma / Statik Kosullarimin Pullulan Uretimi Uzerine
Etkisi

Uretilen pullulan biyopolimerinin reaksiyon ortamina karistirma ve statik kosullarmn etkisini
belirlemek amaciyla supernatantin lizerine etanol ilave edilmistir. Reaksiyon ortaminin biri statik
kosullarda digeri ise karigtirilarak reaksiyona konulmustur. Boylece en uygun reaksiyon

kosulunda maksimum pullulan elde edilmistir.

3.2.6. AgNP Yiiklii Pullulan Biyopolimerin Hazirlanmasi

Pullulan ile AgNP kaplanmasi i¢in dncelikle pullulan distile su iginde tamamen ¢dziiniinceye
kadar kanstirilmistir. Nanopartikiil yiiklii pullulan uygulamasi i¢cin antimikrobiyal aktivite
analizi sonucunda tespit edilen inhibisyon konsantrasyonu “% nanopartikiil miktar1” olarak
biyopolimer ¢ozeltisine ilave edilmistir. Cozelti yliksek hizda 30 dk daha karistirllmistir. Oda
sartlarinda 48 saat kurumaya birakilan polimer yiiklii nanopartikiiller biyoaktivite ¢aligmalarinda

kullanilmak tizere UV uygulamasi (5 dk) ile steril edilmistir.

4. Elde Edilen Biyomalzemelerin Karakterizasyonu

Elde edilen biyomalzemelerin sentezini belirlemek igin, biiytikliigii, yilizey yiikii, yiizeyinde olan
bilesikleri ve morfolojisini tespit etmek icin bazi cihazlar kullanilmistir. Bu amagla, {iretim
optimizasyonu yanisira reaksiyon ortami optimizasyonu gerceklestirildikten sonra elde edilen
biyomalzemeler Zeta boyut 6lger, Zeta Potansiyeli, Taramali elektron mikroskobu (SEM),
Fourier Doniisiimii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FTIR), X-Ray Powder Diffraction, Atomik kuvvet
mikroskopisi (AFM) vs cihazlari ile karakterize edilerek literatiirle karsilagtirilmasi yapilmistir.
Her bir biyomalzemenin karakterizasyonunda kullanilan yontemler ve kullanim amagclari

Cizelge 3.5 ve 3.6’da tanimlanmustir.

AgNP o6rneklerindeki partikiil hari¢ diger bakteri bilesiklerini ortamdan uzaklagtirmak amaciyla,
ilk olarak partikiiller 2 ml’lik ependorf tiiplerine paylastirilmis ve 10000 rpm’de, 20 dakika
santrifiij edilmistir. Ancak bu hizda partikiiller tamamen ¢okmemistir. Bu nedenle, partikiiller
once 12000 rpm daha sonra da 16000 rpm de 20 dakika santrifiijlenmis, boylece ¢oktiirme islemi
gerceklestirilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant atilmig, elde edilen pellet kisminin iizerine
esit miktarda distile su ilave edilmistir. Santrifiigasyon islemine ge¢gmeden dnce ¢okmiis olan
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partikiiller 5 dakika sonikatorde bekletilerek partikiillerin ¢ozelti icerisinde daha iyi dagilmasi
saglanmistir. Daha sonra santirifiigasyon islemi tekrarlanmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanarak saf
giimiis nanopartikiiller elde edilebilmistir. Boylece elde edilen saf AgNP’ler karakterizasyon

islemi i¢in kullanilmuastir.

Cizelge 3.5. Giimiis Nanopartikiil karakterizasyonunda kullanilan yontemler.

Metot Kullanim amaci

{-Zeta potansiyeli analizorii (Zeta-Sizer) Sulu ¢ozelti i¢indeki nanopartikiillerin yiizey

yiikiiniin 6lgtimii

Taramal elektron mikroskobu (SEM) Nanopartikiil sekli ve yiizeyinin igeriginin

tanimlanmasi

Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi | Nanopartikiil ylizeyinde kimyasal kompozisyonu

(FTIR) tanimlanmasi

Ultraviyole goriiniir spektroskopi (UV-vis) | Renk  degisimine  dayali  nanopartikiil
Mikroplaka okuyucu karakterizasyonu

X-1511 kirilma (XRD) Elemental icerigin belirlenmesi

Cizelge 3.6. Pullulan ve AgNP+PBP konpleksinin karakterizasyonunda kullanilan yontemler.

Metot Kullanim amaci

{-Zeta potansiyeli analizorii (Zeta-Sizer) Sulu ¢ozelti igindeki nanopartikiillerin yiizey

yiikiiniin 6lgtimii

Taramal elektron mikroskobu (SEM) Nanopartikiill sekli ve yiizeyinin igeriginin
tanimlanmasi

Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi | Nanopartikiil yiizeyinde kimyasal

(FTIR) kompozisyonu tanimlanmasi

Termogravimetrik Analizi (TGA) Sicakliga karsi kiitle kaybi

53



4.1. Ultraviyole (UV) ve Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Glimiis iyonlarmin biyoreaksiyonlari olusan renk degisimi ile tespit edilmistir. Reaksiyon
sonrasi ortam sar1 renkten kahve rengine donlismiistiir. Daha sonra UV-Vis Cihazi kullanilarak
elde edilen pikler, nanopartikiillerin giimiis nanopartikiil oldugunu gostermektedir. Ornekler
¢ozelti halinde hazirlanip kuartz kiivetlere almarak 300 — 700 nm dalga boyu arasinda

taranmistir. Orneklerin SPR 6zellikleri kuartz kiivet i¢inde 6l¢iilmiistiir.

4.2. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopisi

Fourier transform infrared spektroskopisi cihazi organik / inorganik birlesiklerin analizi igin
kullanilmaktadir. Mikrobiyal yollardan sentezlenen biyomateryallerin  yiizeylerinde
mikroorganizmalarin bilesikleri bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin hangi fonksiyonel
gruplari kullanarak bu materyallerin sentezlenmesine sebep oldugunu anlamak i¢in, maddelerin
yiizeyinde olan bilesikler ve fonksiyonel gruplar Fourier transform infrared spektroskopisi
(FTIR) ile belirlenmistir. Bu analizin ger¢eklestirilmesi i¢in, her bir 6rnek tamamen
saflastirildiktan sonra suyunun kurutularak uzaklastirmasi gerekmektedir. Bunun i¢in 6rnekler
i¢ kez distile su ile yikanarak petri kaplarma dagitilip 80°C sicakliginda vakum etiivde
kurutulmaya birakilmistir. FT-IR spektrumu 4000-500 ¢cm™ araliginda 4 cm™ ¢oziiniirliikte
almmistir. Kurutma islemi sonunda drnekler petri kaplarindan toplanarak Hacettepe Universitesi
Kimya Miihendisligi Boliimii’ndeki FTIR (Thermo scientific- NICOLET IS 10) cihaz1 ile

incelenmistir.

4.3. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

SEM analizi elde edilen biyomateryallerin morfolojisi, boyutu ve sekli hakkinda bilgi edinmek
icin kullanilmaktadir. Orneklerin SEM gériintiilerinin alinabilmesi igin nce saflastirma islemi
gerceklestirmistir. Daha sonra ornekler spin coater cihazi ile homojen bir sekilde daha 6nceden
1x1 cm boyutunda, 1mm inceliginde cam yiizeyler {izerine dagitilarak 80°C’de kurutulmaya
birakilmistir. Tamamen kurutulduktan sonra 6rnekler ince bir altin film tabakasiyla kaplanmus,
boylelikle 6rnekler geometri, sekil ve boyut dagilim agisindan degerlendirilmistir. Hazirlanan
ornekler ODTU Merkezi Laboratuvarinda olan QUANTA 400F Field Emission SEM cihazi ile

analiz edilmistir.
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4.4. X-Isim Difraksiyonu (XRD)

Sentezlenen biyomalzemeler kurutulduktan sonra XRD analizinde kullamlmistir. Orneklerin

XRD analizi 20°<20<100° araliginda 40KV’da incelenmistir.

4.5. Zeta Sizer ve Potansiyel

Biyolojik yontemler kullanilarak sentezlenen biyomateryallerin boyut ve ylizey ytiklerini 6l¢gmek
icin zeta cihazi kullanilmistir. Saflastirma isleminden sonra oOrnekler 5 dakika sonikator
cihazinda bekletilerek partikiillerin ortam igerisinde daha iyi dagilmasi saglanmistir. Zeta sizer
analizi i¢in hazirlanan Ornekler kuartz kiivetlere alinarak cihaza yiiklenmis ve analizleri
gerceklestirilmistr. Zeta potansiyel analizi i¢in hazirlanan Ornekler ise siringa ile cihaza

yiikklenmis ve ylizey yiikleri belirlenmistir.

4.7. Termogravimetrik Analizi (TGA)

Saflastirilmis 6rnekler 80°C sicakliginda kurutularak toz haline getirilmistir. Daha sonra her
ornek 6 mg azot gazi atmosferinde, dakikada 10°C isitma hiziyla 22-900°C arasinda analiz

edilmistir.

5. Biyomalzemelerin Biyoaktivitelerinin Belirlenmesi

Farkli mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik giimiis nanopartikiillerin (AgNPs) ve
pullulan biyopolimerinin (PBPs) biyoaktiviteleri ilk dnce tek tek arastirilmis daha sonra uygun

kombinasyon olusturulduktan sonra PBPS+AgNPs kompleksi halinde etkileri incelenmistir.

5.1. Biyomalzemelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Farkli mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik giimiis nanopartikiillerin (AgNP) ve
pullulan biyopolimerin (PBP) antimikrobiyal etkileri ilk 6nce tek tek arastirilmig daha sonra
uygun kombinasyon olusturulduktan sonra PBP+AgNP kompleksi halinde etkileri incelenmistir.
Antimikrobiyal aktivite Balouiri vd. (2016)’nin yaptig1 ¢aligmada belirtilen agar disk-difiizyon

metodu ile arasgtinnlmistir. Bu etki bakteriler, maya ve kiif iizerinde denenmistir. Uygun
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kosullarda inkiibasyon sonras1 agar yiizeyinde olusan beyaz zon ¢ap1 6l¢iilerek nanopartikiillerin

antimikrobiyal etkisi kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

Mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik giimiis nanopartikiillerin  ve pullulan
biyopolimerin antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in disk difiizyon yontemi kullanilmistir.
Yapilan c¢alismalar sonucu elde edilen biyomalzemelerin antimikrobiyal etkisinin
gozlemlenebilmesi amaciyla cesitli mikroorganizmalar petrilere yayma ekim yontemiyle inokiile
edilmistir. Calismada kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 3.7° de belirtilmistir. Test
bakterileri 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanmis ve Muller Hinton Agar (MHA, Merck)’a
0,1 ml miktarinda inokiile edilmistir. Maya susular1 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanip ve
Potato Dextrose Agar (PDA, Merck)’a 0,1 ml inokiile edilmistir. 1x106/ml spor igeren
Aspergillus niger kiiltiiriinden 0,1 ml alinarak Potato Dextrose Agar (PDA, Merck)’ a inokiile
edilmistir. Optimize edilerek iiretilen giimiis nanopartikiillerin, pullulan biyopolimerinin ve
PBP+AgNP kompleksi farkli konsantrasyonlarda bos antibiyotik disklerine emdirilmistir.
Antimikrobiyal etkisinin gozlemlenebilmesi amaciyla ¢esitli mikroorganizmalar petrilere yayma
ekim yontemiyle inokiile edilmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnekler
steril kosullarda kuyucuklara ilave edilerek antimikrobiyal etkisinin olup olmadig1 zon ¢aplar
Olciilerek belirlenmistir. Zon ¢aplarinin yorumlanmasi ise ¢esitli antibiyotikler kullanilarak elde
edilen zon caplar1 ile karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir. Inhibisyon ¢aplari CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) kurallarina gére inhibisyon zonu 6l¢timleri alinarak
belirlenip ve mm cinsinden kaydedilmistir. Yapilan tiim antimikrobiyal deneyler 10 tekrarlt

olarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.7. Biyomalzemelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesinde Kulanilan

Mikroorganizmalar

Mikroorganizma | Mikroorganizma tiirii Besiyeri Bilyiime ortam

Kosullar:

E. coli 27922 ATCC
Klebsiella pneumonia 13883 ATCC
Proteus mirabilis 25933 ATCC

Staphylococcus aureus 29213 ATCC

. . pH: 7£1
Salmonella typhimurium14028 ATCC Nutrient
Bakteri _ o Sicaklik:
Staphylococcus epidermidis 14990 ATCC | Agar
37+2°C

Bacillus subtilis 6633 ATCC
Shigella sonei
Enterococcus faecalis 29212 ATCC

Pseudomonas aeruginosa 27853 ATCC

Rhodotorula glutinis Sabouraud | pH: 7+1

Maya Rhodotorula mucilaginosa Dextrose Sicaklik:

Candida albicans 10213 ATCC Agar 30+2°C

Sabouraud | PH: 71
Kiif Aspergillus niger Dextrose Sicaklik:

Agar 3042°C

5.2. Biyomalzemelerin Antibiyotik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyosentez yontemleri kullanilarak elde edilen AgNP ve PBP antimikrobiyal aktivitesi 3.2.3.1.
boliimde bakteriyel patojenlere karsi incelenmistir. Uretilen biyomalzemelerin maksimum
antimikrobiyal aktivite goOsterdigi mikroorganizmalar belirlenmistir.  Sinerjik aktivitenin
belirlenmesi igin disk-difiizyon metodu kullanilmigtir. Standart antibiyotik diskler ile AgNP'lerin
ve PBP’lerin kombine formiilasyonular1 hazirlanarak, se¢ilen test mikroorganizmalar tizerindeki

sinerjk etkileri incelenmistir.
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Bu amagla kullanilan antibiyotik diskleri: Ciprofloxacin (CIP, 5 pg/disk; florokinolonlar grubu),
Ampicillin (AM, 10 pg/disk; betalaktam antibiyotik grubu), Gentamicin (GN, 10 pg/disk;
aminoglikozid) ve Amoxicillin clavulanic acid (AMC, 30 npg/disk; betalaktam antibiyotik
grubu). Standart antibiyotik diskler Oxoid firmasindan temin edilmistir.

Sinerjik aktivitenin belirlenmesi i¢in, ilk 6nce her bir test susundan tek bir koloni alinarak
Muller-Hinton Broth (MHB) besiyerine inokiile edilerek bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Bir
gece boyunca inkiibasyona birakilan test suslar1 %0.9 NaCl ile seyreltilerek 0.5 McFarlanda gore
ayarlanarak petri kaplarina yayma ekim yontemi ile ekilmistir. Farkli miktarlarda standard
antibiyotik disklere taze hazirlanmis AgNP, PBP ve PBP+AgNP komplekslerinden
emdirilmistir. Daha sonra diskler petrilere yerlestirilerek 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi i¢in zon ¢aplart Olgililmiistiir. Zon c¢aplarinin
yorumlanmasi ise ¢esitli antibiyotikler kullanilarak elde edilen zon c¢aplar ile karsilastirilmali
olarak degerlendirilmistir. Inhibisyon ¢aplar1 CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
kurallarina gore inhibisyon zonu 6l¢iimleri alinarak mm cinsinden kaydedilmistir. Yapilan tim
antimikrobiyal deneyler 10 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.3. Biyomalzemelerin Antibiyofilm Aktivitelerinin Belirlenmesi

Farkli mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik giimiis nanopartikiillerin ve pullulan
biyopolimerinin (PBP) biyoaktiviteleri antibiyofilm etkileri 6nce tek tek arastirilmis daha sonra
uygun kombinasyon olusturulduktan sonra PBP+AgNP kompleksi halinde etkileri incelenmistir.
Biyomalzemelerin antibiyofilm etkileri Candida tiirleri tizerinde denenmistir._ Calisma
kapsaminda biyofilm olusumlar1 “Plak Uzerinde Kristal Viyole Boyamali Biyofilm Olgiimii” ile
aragtirtlmistir. Biyofilm {drettigi bilinen Candida albicans, Candida glabrata ve Candida
parasilosis suslar1, Brain Heart Infiizyon (BHI) s1v1 besiyerine inokiile edilerek uygun kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen suslar 10 ml yeni hazirlanan BHI
besiyerine aktarilarak tekrardan inkiibe edilmistir. Her bir susa ait kiiltlirden MacFarland 2.0
(6X10”"8 CFU/mL) standardina uygun olacak sekilde inokiile edilerek 37°C‘de 24 saatlik bir
inkiibasyona birakilmigtir. 24 saat sonrasinda ise, ornekler 1:100 oraninda seyreltilip 1’er ml
aliarak steril kosullar altinda 24 kuyucuklu polistren plagin kuyucuklara aktarilmistir. Her bir
kuyucuga farkli konsantrasyonlarda AgNP, PBP eklenmistir. Ornekler, kuyucuklara
yiiklendikten sonra plagin kapagi kapatilarak 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Belirli
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inkiibasyon siireleri tamamlanan plaklar, etiivden ¢ikarilmistir. Plaktaki sivi kiiltiirler plak
ortamindan alinmis ve Kuyucuklar hig kiltiir artig1 kalmayacak sekilde distile su ile yikanmustir.
Yikama islemi tamamlanan plaklar kurumaya birakilmistir. Plak kuruduktan sonra, kuyucuklara
%1’lik kristal viyole ¢ozeltisi ilave edilerek 20-30 dakika boyunca boyama islemi ig¢in
bekletilmistir. Kuyucuklara 1°‘er ml Etanol-Asetik Asit (90:10) ¢ozeltisi ilave edilerek, kristal
viyole ¢Ozeltisinin ¢oziinmesi saglanmistir. Etanol—Asetik Asit soliisyonu igerisinde ¢dziinen
kristal viyole miktari, 560 nm’de spektrofometre cihazinda Olciilerek tespit edilmis ve glimiis
nanopartikiillerin biyofilm {tizerindeki etkisi bu sekilde degerlendirilmistir. Yapilan tim

antibiyofilm deneyler 10 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Glimiis anopartikiil ve pullulan biyopolimerin tek tek antibiyofilm aktiviteleri belirlenerek elde
edilen verilere gore PBP+AgNP kompleksi hazirlanarak ayni test suslar1 ve ayni yontem

kullanilarak antibiyofilm etkileri incelenmistir.

Veriler istatiksel olarak degerlendirilmistir.

5.4. Biyomalzemelerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Farkli mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik giimiis nanopartikiillerin (AgNP) ve
pullulan biyopolimerinin (PBP) biyoaktiviteleri ve antioksidan etkileri ilk once tek tek
arastirtlmis daha sonra uygun kombinasyon olusturulduktan sonra PBP+AgNP kompleksi
halinde etkileri incelenmistir. Mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik AgNP, PBP ve
PBP+AgNP komplekslerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi igin DPPH metodu

uygulanmustir.

Yontemin temeli; DPPH igeren ¢ozelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir molekiiliin
(antioksidan) ¢ozeltisinin karigtirilmasi sonucu DPPH radikalinin indirgenmesine ve ¢ozeltinin
baslangicta mor olan renginin kaybolmasina dayanmaktadir. Proses sonucunda meydana gelen
mor renkli ¢ozeltinin absorbans degerinin azalmasi 520 nm’de Olgiilerek reaksiyon takip

edilmistir.

Yontemin uygulamasi; Maya suslart YPD Broth besiyerinde 2 kez 28°C’de 48 saat inkiibe
edilerek aktiflestirilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda 6rnekler 10000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilip, elde edilen pelletler fosfat tamponu (PBS; %0,02 KCI, %0,144 NaHPOs, %0,024
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KH2POg4, %0,8 NaCl, pH:7,0) ile 3 kez yikanip ve 1 mL PBS ile resiispanse edilmistir. Hiicre
yogunluklart 0,5 nolu Mc Farland standartina gére ayarlanip, 0,5 Mc Farland yogunluguna
ayarlanan maya stispansiyonundan 1000 pL alinip 1 mL 1,1-difenil-2-pikril hidrazil ¢ozeltisi
(%0,008 DPPH, metanolde c¢Ozlilmiistiir) ile muamele edilerek, karanlikta 30 dakika
bekletilmistir.

1. Orneklerin optikal yogunluklar1 520 nm dalga boyundaki spektrofotometrede dl¢iilmiistiir.
2. Kontrol olarak 1000 uL bos PBS ile 1 mL DPPH ¢6zeltisi kullanilmastir.

Suslarin % DPPH radikalini gidermesinin hesaplanmasi:

B517

A=[1]Xx — 100

C517

A: Antioksidan aktivite (%)
B517: Suslarla muamele edilen DPPH 6rneklerininin yogunlugu

C517: Kontol grubu (Bos PBS ve DPPH ¢d6zeltisi)

Veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.5. Biyomalzemelerin Sitotoksisitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Farkli mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik giimiis nanopartikiillerin (AgNP) ve
pullulan biyopolimerinin (PBP) sitotoksisite etkileri ilk once tek tek arastirilmis daha sonra

uygun kombinasyon olusturulduktan sonra PBP+AgNP kompleksi halinde etkileri incelenmistir.

Mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik giimils nanopartikiillerin ve pullulan
biyopolimerinin sitotoksisitesinin belirlenmesi igin SKBR ve MCF-7 insan meme kanser hiicresi

hatlar1 kullanilmistir. Hiicre hatlar1 Dog. Dr. Ozer Aylin Giirpinar (Hacettepe Universitesi
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Biyoloji Boliimii) tarafindan temin edilmistir. Hiicreler besiyeri ortaminda (%10 DMEM-F12,
%10 FBS, %1 penisillin/streptomisin soliisyonu), 37°C’de %5 COz 6zelligi olan inkiibatoriinde
inkiibasyona birakilmistir. Deney siiresinde istenilen yeterli sayiya ulasan hiicreler, 96’lik
plakalara her bir kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde besiyeri ortamina eklenmistir.
Sentezlenen gilimiis nanopartikiiller, steril distile ile ¢o6ziindiiriilerek stok soliisyon
hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan stok soliisyondan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli
seyreltmeler yapilarak farkli konsansantrasyonlar1 hazirlanmistir. Sonrasinda plakalarin i¢indeki
besiyeri uzaklastirilmis ve kuyucuklara besiyeri icerisinde hazirlanan giimiis nanopartikiiller,
pullulan biyopolimeri ve PBP+AgNP kompleksi farkli konsantrasyonlarda uygulanmustir.
Caligmada, hiicrelerin besiyeri ortaminda kiiltiire edildigi ‘kontrol’ ve besiyeri ortami %0,1
oraninda DMSO iceren ‘DMSO kontrol’ gruplart da olusturulmustur. Plakalar 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. Deneyler bir birinden bagimsiz 3 tekrar ve her grup 8 6rnek
olarak c¢alisilmigtir. Sitotoksisite belirleme yoOntemlerinden biri olan MTT yontemi
kullanilmistir. Bu yontemde, canli hiicrelerin mitokondrisinde var olan siiksinat dehidrogenaz
enzimi, MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcalayarak suda ¢oziinmeyen formazan tuzlarini
meydana getirir. Bu yonteminde spektrofotometrik olarak olgiilen deger, kiiltiirdeki hiicrelerin
metabolik aktivitelerini gosterir. Elde edilen bu deger, yasayan hiicre sayisi ile iligkilidir.
Proliferasyon arttikca formazon tuzu olusumuna bagli olarak absorbans degeri artig
gostermektedir. MTT stok solusyonundan, besiyeri ile calisma soliisyonu hazirlanmistir. Glimiis
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi plakalara inkiibasyon siireleri
sonunda, i¢indeki besiyerleri uzaklastirilip her kuyucuga MTT c¢alisma soliisyonundan, 100
ul/kuyucuk olacak sekilde ilave edilmistir. Plaka 3-4 saat etiivde inkiibasyona birakilmis ve siire
sonunda, oda sicakliginda 100 pl dimetilsiilfoksit (DMSO) kuyucuklara eklemistir. Plakalarin
absorbans degerleri ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda, her bir grupta 8 kuyucuk olacak

sekilde okutulmustur. Veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.6. Istatistiksel Analizler

Tez ¢aligmasinda gergeklestirilen tiim biyoaktivite ¢alismalar istatistiksel olarak SPSS
21,0 Chicago illinolis yazilim programi ile  degerlendirilmistir. Gerek uygulanan
biyomalzemelerde gerekse uygulanan zaman ve madde konsantrasyonlari
karsilastirilmasinda, ikili kargilastirmalar i¢in Mann-Whintney U testi kullanilirken ¢oklu
karsilastiriimalar icin Kruskal-Wallis testi kullamlmstir. Istatistiksel testler, genellikle

parametrik veya nonparametrik testler olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Gergeklesen
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calismalar sonucunda elde edilen verilerin bu testlerden hangisine uygun oldugunu
belirlemek i¢in normalik testi yapilmaktadir. Bu dogrultuda, eger veriler normal dagilima
sahip ise parametrik testler kullanilirken, verilerin dagilimi normal degilse nonparametrik
testler ile karsilastirmalar gerceklestirilecektir. Tez kapsaminda elde edilen veriler her iki

test tiirlinde oldugu icin ikisi de verilerin degerlendirilmesi i¢in kullanilmastir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Giimiis Nanopartikelliierin Biyosentezi

Hacettepe Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji AnaBilim Dali Kiiltiir
Koleksiyonu’ nda bulunan ¢esitli mikroorganizmalar giimiis nanopartikiillerin
sentezlemesi i¢in kullanilmistir. Her bir mikroorganizma kendine 6zel besi ortami ve
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon agamasi sonunda santrifiigasyona tabi
tutulan mikroorganizmalarin supernatantlari AgNP lerin sentezi i¢in kullaniimistir.
Supernatant ve glimiis nitrat tuzunun etkilesimi sonucunda reaksiyon ortaminda renk

degisimi gergekleserek AgNP ler elde edilmistir. (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. A) Giimiis nitrat solusyonu. B) santrifiigasyon islemi sonunda elde edilen
supernatant. C) Supernatant + giimiis nitrat solusyonu.

Sekil 4.2. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin sentezledigi AgNP’lerin sematik

goriintiileri.
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Cizelge 4.1. Tez kapsaminda giimiis nanopartikiillerin {iretiminde kullanilan

mikroorganizma tiirleri.

Mikroorganizma Ornek
E.coli A
S. typhimurium B
K. pneumoniae C
Bacillus subtilis D
Staphylococcus aureus E
Proteus F
Saccharomyces cerevisiae G
Yarrowia lipolytica: NBRC 1658 H
Rhodotorula glutinis |
Rhodotorula mucilaginosa J
Candida parapsilosis M
Candida albicans N
Candida glabrata @]
Pichia Pastoris P
Aspergillus niger Q
Rhizopus oryzae

Monascus purpureus S
Glimiis Nitrat K
Supernatant L

On ¢alismalarin sonucunda elde edilen verilere dayanarak, giimiis nanopartikiillerin
sentezlenmesi i¢in 17 farkli mikroorganizmanin arasindan 3 Candida tiirii segilerek

deneyler planlanmistir.
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Hanan M. ve arkadaglarinin Streptomyces rochei MHM13 susu ile yaptiklari ¢alismada,
kiiltiir siipernatanina giimiis nitrat ilave edilerek inkiibasyona birakmislardir ve bu siire

sonunda renk degisikliginin meydana geldigini ortaya ¢ikarmislardir [128].

Bir diger calismada ise bitki ekstrakti kullanarak AgNP lerin sentezlenmesini ve renk
degisimini agiklamislardir. Bu calismada reaksiyon ortaminin rengi sari renkten kahve

rengine donligmistiir [129].

Shahnaz Majeed ve arkadaslarinin 2016°daki ¢alismalar1 Penicillium decumbens (MTCC-
2494) susundan levan iiretmek ilizerine olmustur. Arastiricilar AgNP lerin hiicre disi

sentezini ger¢eklestirerek koyu kahve renginin olustugunu bildirmiglerdir [130].

4.2. Giimiis Nanopartikiillerin Optimizasyonlari
4.2.1. Giimiis Nanopartikiillerin Uretim Ortami Optimizasyonlar

Glmiis Nanopartikiillerin iiretiminde yiiksek verim elde etmek amaciyla oncelikle
mikroorganizmalarin {iretim kosullar1 optimize edilmistir. Bu dogrultuda sicaklik, pH ve
iretim zamani degerlendirilmistir. Degerlendirme asamasinda iireme miktari
spektrofotometrede mikroorganizmanin optimum dalga boyu olan 420 nm’de

Olgtilmiistiir.

4.2.1.1. pH Optimizasyonu

Yiiksek miktarda AgNPlerin elde edilmesi i¢in farkli pH (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0
ve 9.0) degerlerinde hazirlanan besiyerlerine Candida tiirleri inokiile edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda her bir Candida tiirii i¢in farkli pH degeri tesbit edilmistir.
Candida albians, Candida glabrata ve Candida parapsilosis susulari i¢in en fazla iireme
sirastyla pH 5.0, 4.0 ve 5.0 olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

4.2.1.2. Sicakhik Optimizasyonu

Mikroorganizmalarin hangi sicaklikta yiiksek miktarda tireme gosterdigini belirlemek
amaciyla her bir sus i¢in pH kosullar1 4.2.1.1. boliimden elde edilen sonuglara gore sabit

tutularak farkli sicakliklar (25°C, 30 °C, 37 °C ve 40 °C) uygulanarak en yiiksek iireme
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tesbit edilmistir. Bu durumda her ii¢ Candida tirii 30° C’de en yiiksek tremeyi

gostermistir. (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Farkli pH degerlerinde Candida tiirlerinin tireme miktarlari.

Literatiirde Candida tiirleri i¢in kullanilmis olan besi ortam1 pH’s1 3-7 olarak rapor
edilmistir [131][132][133].
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Sekil 4.4. Mikroorganizmalarin {ireme sicakligi optimizasyonu

Literatiirde Candida tiirleri i¢in kullanilmis olan besi ortami sicakligi 30-34 °C olarak

rapor edilmistir [131].
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4.2.1.3. Uretim Siiresi Optimizasyonu

Sicaklik ve pH kadar mikroorganizmalarin liretiminde zamanin da énemi biiyiiktiir. Bu
ylizden c¢alismamizda mikroorganizmalar 10 giin boyunca inkiibasyona birakilmis ve
iiremenin en yiiksek oldugu zaman tesbit edilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda her
tic mikroorganizmanin da en yiiksek iiremeyi (OD degerini) gosterdigi glin 7. Giin olarak

belirlenmistir. (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Mikroorganizmalarin {iretim siiresi optimizasyonu.

4.2.2. Giimiis Nanopartikiillerin Reaksiyon Ortam Optimizasyonlari

Reaksiyon ortaminin optimizasyonu i¢in ¢esitli konsantrasyonlar ve ¢esitli pH kosullar

degerlendirilmistir. Degerlendirmeler boyut 6lger ile yapilmistir.

4.2.2.1. pH Optimizasyonu

Glimiis nanopartikiil sentezi i¢in mikroorganizmalarin liretimi optimum kosullarda SDB
besiyerinde gerceklestirildikten sonra 50 ml’lik falkonlara alinan kiiltiirler 5 dk 10000
rpm’de santrifiij edilerek pelet ayirt edilmistir. Santrifligasyon islemi sonunda 5 ml
supernatantin lizerine 25 ml O6nceden hazirlanan ImM’lik AgNOs (Giimiis Nitrat)
soliisyonundan ilave edilerek pH degerleri 3.0 — 9.0’a ayarlanarak 24 saat boyunca 25°C

151k altinda bekletilmistir.
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Sekil 4.6. Candida tiirlerinden farkli pH’larda iiretilen AgNP lerin boyut dlger cihazi ile
elde edilen sonuglar. A) C. parapsilosis, B) C. glabrata, C) C. albicans.
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Degerlendirme sonucunda C. albicans igin AgNP lerin {iretim ortaminin en uygun pH
degerinin 6.0 olup C. glabrata ve C. parapsilosis i¢in bu deger 7.0 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.6). Bu pH degerinde nanopartikiillerin ortalama boyutlar1 diger pH’lara gére daha
diisiik olarak oOlgiilmektedir. AgNPlerin soliisyonun boyut 6lger sonucuna bakildiginda
mikron boyutunda oldugu, reaksiyon sonrasinda boyutun nano mertebesine indigi ve

nanopartikiillerin elde edildigi belirlenmistir.

Chandrasekaran ve arkadaglarinin 2015°te yaptiklar1 calismada AgNP lerin sentezi igin,
2 mM AgNOs solusyonu ile % 3 sulu Calotropis gigantea L. oziitiinii pH-7'de oda
sicakliginda reaksiyona sokarak bu kosullarin sentez i¢in en uygun kosullar oldugunu

belirlemislerdir [134] .

Bir diger ¢alismada ise, Pseudomonas veronii AS41G kullanilarak hiicre dis1 giimiis
nanopartikiillerin sentezi farkli pH larda (5, 6, 7, 8, 9) gerceklestirlmistir. Sonug¢ olarak
bazik pH larin asidik ve nétiir pH lara kiyasla sentezi etkilediklerini tesbit etmisler ve

AgNP lerin sentezi i¢in en uygun pH degerini 8.0 olarak belirlemislerdir [135].

4.2.2.2. Gimiis Nitrat Soliisyon Miktarinin Optimizasyonu

Inkiibasyon sonrasinda elde edilen supernatantin iizerine giimiis nitrat soliisyonunun
farkli derigimleri eklenerek gilimiis nitrat soliisyonunun reaksiyon ortamina olan etkisi
belirlenmistir. Bunun i¢in her bir mikroorganizmadan elde edilen supernatant bir 6nceki
(4.2.2.1) bolimde belirlenen pH degerlerine gore hazirlanarak glimiis nitrat soliisyonunun

farkli oranlar1 uygulanmis ve 24 saat boyunca 25°C 1sik altinda bekletilmistir.
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Sekil 4.7. Candida tiirlerinden farkli derigsimlerde iiretilen AgNP lerin boyut dlger cihazi
ile elde edilen sonuglar. A) C. parapsilosis, B) C. glabrata, C) C. albicans.
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Sekil 4.7. A’dan farkli glimiis nitrat derisimlerin, C. parapsilosis ’den iiretilen AgNPs
boyut dagilimlart iizerinde c¢ok biiyiikk etkisinin oldugu, 5:15 oraninda iiretilen
nanopartikiil ile diger derisimlerde elde edilen nanopartikiillerin boyutunda 10-100 nm

boyutuna kadar inilebildigi gézlenmistir.

Sekil 4.7. B’den farkli derisimlerin C.glabrata’dan iiretilen giimiis nanopartikiillerin
boyut dagilimlar {izerinde ¢ok biiylik etkisinin oldugu, 5:25 oraninda iiretilen

nanopartikiil ile 10nm boyutunun altina kadar inilebildigi gézlenmistir.

Sekil 4.7. C’den ise C. albicans’dan {iiretilen giimiis nanopartikiillerinboyut dagilimina
etkisinin oldukga fazla oldugu gézlenmistir. 5:20 oraninda iiretilen nanopartikiil ile 10nm
boyutunun altina kadar inilebildigi gézlenmistir. 5:25 oraninda {iretilenlerde ise 30-100

nm araliginda nanopartikiiller gézlenmistir.

Syed Baker ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada, AgNP lerin sentezi i¢in farkli glimiis
nitrat konsantrasyonlar1 kullanmislar. Bu ¢alismanin sonucunda ImM’lik giimiis nitrat

soliisyonnda en yiiksek AgNP leri (5-50 nm) elde ettiklerini bildirmislerdir [135].

Parastoo Pourali, Behrooz Yahyaei’nin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda,
AgNP lerin sentezi i¢in en uygun giimiis nitrat solisyonunun miktarinin 1mM’lik oran

oldugunu rapor etmislerdir [136].

Bir diger calismada ise, ImM’lik giimiis nitrat ¢6zeltisi ile Streptomyces rochei MHM13
susunun supernatantin1 50:50 ml oraninda etkilesime sokarak AgNp lerin (22-85 nm)

basarili bir sekilde sentezlediklerini belirtmislerdir [128] .

Tim bu ¢aligsmalarin sonucu degerlendirildiginde, giimiis nitrat tuzunun molaritesi ve
reaksiyon ortamima eklenen konsantrasyonu AgNP lerin sentezini ve boyutunu

etkiledigini saptanmigtir.

4.3. Pullulan Biyopolimeri Uretimi

Aureobasidium pullulans ATCC 201253 iiretim ortaminda (Sakkaroz 30, maya ekstrakti
0.4, (NH4)2S04 0.6, KoHPO4 5.0, MgS0O4.7H20 0.2, MnCl 0.01ve NaCl 1.0 (pH= 6.5))
tiretildi ve steril kosullarda %5 (v/v) olucak sekilde inokiile edildi. En fazla pullulan
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tiretimini saglamak amaciyla {retim ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonu

gerceklestirildi.

Pullulan biyopolimer iiretimin:

I. asamasinda ¢alkalamali kosullarda tiretilen polisakkarit, pullulan ve olusan biyomass

miktarlar1 belirlenmistir.

II. agsamada ise pullulan iireten ortamin farkli fiziksel ve kimyasal kosullar1 incelenerek

bu parametrelerin pullulan {iretimi lizerine etkileri belirlenmistir.

II1. asamada pullulan {iretimi iizerine reaksiyon ortaminin farkli parametrelerin pullulan

tizerindeki etkileri hakkinda bilgi edinilmistir.

Pullulan biyopolimer iiretiminin her asamasinda elde edilen biyomass, toplam

polisakkarit ve pullulan miktarlar1 da 6l¢iilmiis, sonuglar elde edilmistir.

Uretimler, 250 mL’lik iiretim ortamlarinda pH 7.0’de bir hafta boyunca 28°C’de 200 rpm
calkalamali kosullar altinda inkiibasyona birakilmistir. Her bir iiretim ortamina dénceden
bahis ettigimiz esit miktarda mikroorganizma inokiile edilmistir. Deney 3 paralel olarak
gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen verilere gore firetilen
polisakkarit miktar1 15 g/1, Uretilen pullulan miktar1 16 g/ml ve Olusan biyomass miktari

ise 18 g/l olarak belirlenmistir.
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4.3.1. Uretilen Biyopolimerin Pullulan Oldugunun Belirlenmesi

Elde edilen polimerin pullulan olup olmadigmin anlasilmas: igin karbon (**C NMR) ve
proton (*HNMR) analiziler gerceklestirilip literatiirdeki pullulan verileriyle

karsilastirilmistir.

Aureobasidium pullulans ATCC 201253’den pullulan iiretim prosesi sonucunda elde
edilen polimerin karakterizasyonu karbon (**CNMR) ve proton analizleri (*HNMR)
(Sekil 4.8 ve Sekil 4.9.) Hacettepe Universitesi Kimya Béliimiinde gergeklestirilmistir.
Sonuglar saf pullulan verileriyle karsilastirilmig ve elde ettigimiz polimer piklerinin saf

pullulan pikleri ile ortlistiigii g6zlemlenmistir.

Saflagtiritlmig pullulan 6rneginin proton NMR pikleri Wag ile Ws 4 arasinda goriiniirken
karbon NMR pikleri ise W2o ile Wigo,0 arasinda goriilmektedir. Gergeklestirilen *H ve
13C analizleri dogrultusunda pikler standart pullulan pikleri ile ayn1 olup, elde edilen

biyopolimerin pullulan oldugunu gostermektedir.

Guoqiang Chen ve arkadaslarinin 2017 yilinda gergeklestirdikleri ¢calismalar sonucu elde
ettikleri pullulan biyopolimerinin *HNMR (W33 - Ws4) ve ®*CNMR analizlerinde ise
(W20.0-W2200) benzer pikler elde etmislerdir [137].

Marieta Constantin ve arkadaslariin yaptiklar1 ¢alismada, sentezledikleri polimerinin
pullulan oldugunu 'H NMR ve ¥CNMR analizler sonucunda elde ettikleri piklere
dayanarak tesbit etmislerdir. 'H NMR analizi sonucunda 4.98, 5.38 ve 5.42 ppm’de elde
ettikleri piklerin a-(1—6) ve a -(1—4) baglarini gosterdiklerini belirtmislerdir [138].

Jinyu Yang ve arkadaslarinin Aureobasidium pullulans NCPS2016 susundan iirettikleri
polimerin pullulan olup olmadigini belirlemek i¢in NMR analizlerini kullanmiglardir.
Bu analizler dogrultusunda proton NMR analiz sonuglart W33 ve Ws 4 arasinda pikler
gosterirken, Weo.2 Ve Wio1s ise karbon NMR analiz piklerine isaret etmektedir. Elde
edilen bu pikleri degerlendirerek {tretilen polimerin pullulan oldugunu rapor

etmislerdir [139].
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Sekil 4.8. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’den elde edilen pullulanin 13C NMR
analiz sonucu.
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Sekil 4.9. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’den elde edilen pullulanin HNMR

analiz sonucu.

4.3.2. Pullulan Biyopolimer Optimizasyonlari
Yapilan deneyler dogrultusunda pullulan iiretimi kesinlestikten sonra optimizasyon

calismalar1 gergeklestirilmistir.

4.3.2.1. Pullulan Biyopolimeri Uretim Ortami Optimizasyonlari
Tiim dretim ortami optimizasyonu c¢aligsmalarinda deneyler 3 paralel olarak
tekrarlanmigtir. Belirlenen parametreler teker teker denenerek bir sonraki parametrenin

optimizasyonu gerceklestirilmistir.

4.3.2.1.1. Uretim Ortami pH’sinin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Yiiksek verimde pullulan eldesi i¢in uygun pH’y1 belirlemek amaciyla mikroorganizma

4.0 - 8.5 pH degerlerinde hazirlanan besiyerlerine inokule edilmistir. inokiilasyon sonrasi

75



besiyerleri 3 giin boyunca 28°C’de 200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. pH 7.5’da en
yiiksek pullulan tiretimini ger¢eklestirmistir. (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10. Aureobasidium pullulans ATCC 201253 un kiiltiir ortaminda farkli pH larda

polisakkarit, pullulan ve biyomas miktarinin optimizasyonu.

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde mikrobiyal kaynaklardan iiretilen pullulanin en
uygun kosullarinin belirlenmesi i¢in farkli optimizasyonlar gerceklestirilmistir. Kimyasal

kosullardan biri olan pH optimizasyonu en 6nemli parametrelerden birisidir.

Guogiang Chena’nin, Aureobasidium pullulans susu ile yaptiklari ¢alismada farkli
baslangic pH degerlerinde pullulan iiretimini incelemislerdir. Arastiricilar en yliksek
pullulan verimini 4 g/L tween 80 konsantrasyonunda ve pH 4’te 125 g/L olarak
Olemiislerdir. Kullanilan mikroorganizmanin pH 4’iin altinda tiremesinin diisiik olmasi

levan iiretimini de etkilemistir [137].

K.R. Sugumaran ve arkadaglarinin 2013’te yaptiklar1 ¢caligmada, 4 farkli artik madde ile
Aureobasidium pullulans susunu kullanarak pullulan tiretimi gerc¢eklestirilmistir. Yapilan
bu calismada pullulan iiretiminin ¢esitli optimizasyonlarina yer vermislerdir. Pullulan
tiretiminde pH 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10 vel1 denenerek pH nin etkisi incelenmistir. En yiliksek
levan iiretimi pH 6.5’da 18.43 g/L olarak bulunmustur [140].

Bir diger calismada ise, pullulan biyopolimerinin {iretimi i¢in yeni bir mikroorganizma
ile calisma yapmuslardir. Bu c¢alismada Rhodosporidium paludigenum PUPY-06

susundan pH 4’te pullulan iiretimi gergeklestirmislerdir [141].
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Inkiibasyon ortaminin pH’sinin  hiicre zarmi, besin maddelerinin alimmimi  ve
eksopolisakkarit biyosentezini etkileyebilecek onemli bir faktor oldugu diistiniilmektedir.
Biyokiitle ve polisakkarit tiretimi i¢in farkli optimum pH kosullarina ihtiyag
duyulmaktadir. Ornegin, Ranjan Singh ve arkadaslarinin Aureobasidium pullulans ’in
pullulan {iretimi i¢in bulduklari optimum baslangi¢ pH's1 5.0 iken mikroorganizmanin

tiremesi i¢in bulunan pH degerinin 6.5 oldugunu rapor etmislerdir [142].

Tez kapsaminda iiretilen pullulan biyopolimerinin pH optimizasyonunun sonucunda
tiretilen en yiiksek polisakkarit ve pullulan pH 7.5’ta sirasiyla 25.39 g/l ve 17.67 g/l iken
olusan biyomass miktari pH 4’te 9.03 g/l dir.

4.3.2.1.2. Inkiibasyon Zamaninin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmanin yiiksek miktarda pullulan {irettigi inkiibasyon zamanini belirlemek
amaciyla inkiibasyonun belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler
600 nm’de Olgiilerek iireme egrisi ¢ikartilarak tireme egrisi dogrultusunda iiretilen
biyopolimer degerlendirilmistir. Yapilan 6l¢limler sonucunda en yiiksek EPS ve pullulan

tiretimi sirasiyla 5. ve 3. giinde, en fazla tireme ise 6. giinde gergeklesmistir. (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’un kiiltiir ortaminda zamana gore

polisakkarit, pullulan ve biyomas miktarinin optimizasyonu.
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Guogiang Chen ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada pullulan tiretimi igin farkli
inkiibasyon siirelerini incelemislerdir. Bu ¢alismada en yiiksek pullulan ve biyomass114.

saatte goriilmektedir.

2018’te pullulan iiretimi icin gergeklestirilen bir diger caligmada ise {iretimin
gerceklestirilmesi icin 25°C°de 10 giinliik bir deney yapilmistir. Bu ¢aligmanin sonunda
elde edilen verilere gore 7.glinde en yiiksek pullulan ve biyomass elde edilmisken
8.glinden itibaren pullulan ve biyomass miktarinda azalma gorilmustiir [142]. Bir diger
benzer ¢aligmada ise inkiibasyon siiresinin pullulan iiretimi {izerine etkileri incelenmistir.
Bu ¢alismada ortam pH’s1 6.5 iken 8 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda 7.giinde en

yiiksek pullulan elde edilmistir [140].

4.3.2.1.3. Sicakh@in Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmanin sicakliga gore biyopolimer iiretim verimini belirlemek amaciyla
kiiltiirler inokulasyondan sonra 24°C, 26°C, 28°C, 30°C, 32°C, 34°C ve 36 °C ‘de 200
rpm’de calkalamali etiivde 3 giin inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonu sonucunda en

yiiksek pullulan tiretimi 28°C’de 17.45 g/l olarak elde edilmistir. (Sekil 4.12 ).
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Sekil 4.12. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’un kiiltiir ortaminda sicakliga gore

polisakkarit, pullulan ve biyomas miktarinin optimizasyonu.
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Elde edilen veriler grafiksel olarak degerlendirildiginde, sicaklik arttik¢a polimer ve

polisakkarit liretiminde azalma goriilmektedir.

Yapilan bir caligsmada, sukroz igceren besiyerine, pH 5’de mikroorganizma inokiile edilmis
ve sicakliklar 30°C, 37°C, 43°C, 50°C and 60°C’ye ayarlanarak 96 saat inkiibasyona
birakilmigtir. En yiiksek pullulan verimi 37 °C’de (4.3+0.03g/100ml) gorilmistiir.
Sicaklik arttik¢a pullulan tiretimi azalmistir [142].

Yapilan bir diger ¢alismada ise, pullulan iiretimi icin 25°C’de kullanilmistir. Bu
calismada pullulan iiretimi i¢in Rhodosporidium tiirii kullanilarak 25°C’de, 7 giin
boyunca 150 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda pullulan iiretiminin

gerceklestirildigi tesbit edilmistir [141] .

4.3.2.1.4. Azot Kaynaginn Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Aureobasidium pullulans ATCC 20125 'un hangi azot kaynaklarinda daha fazla pullulan
tiretimi gergeklestirdigini belirlemek amaciyla calismamizda 11 gesit farkli azot kaynagi
kullanilmistir. Bunun i¢in her bir besiyerinde igerik sabit olup sadece azot kaynaginda
degisiklik yapilmistir. Inokiilasyon sonrasi besiyerleri 3 giin 28°C’de 200 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. 11 ¢esit farkli azot kaynagi calismamizda en fazla pullulan

tiretimi maya ozitiinde Sl¢lilmistiir. (Sekil 4.13)
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Ure  Amonyum Sodyum Maya Pepton  Tripton Amonyum  Malt  Amonyum Kazein Amonyum
nitrat nitrat  ekstrakti karbonat siilfat okzalat

Azot Kaynagi (%)
m Uretilen polisakarit miktari (g/1) ~ ® Uretilen pullulan miktari (g/I) = Olusan biyomas miktar1 (g/1)

Sekil 4.13. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’un kiiltiir ortaminda farkli azot

kaynaklarina gore polisakkarit, pullulan ve biyomass miktarinin optimizasyonu.
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3 giin inkiibasyon sonras1 Aureobasidium pullulans ATCC 201253’un azot kaynagi olarak
maya Oziitli kullanarak trettigi pullulan miktar1 18.9 g/L olarak belirlenmistir. Maya
Oziitiinden sonra en yiiksek levan iiretimi ise azot kaynagi olarak iire kullanilan
besiyerinde kullanilan tirede 13.94 g/L olarak ol¢iilmiistiir. Maya Oziitiinde ve iirede
gerceklesen lireme miktarlart birbirine olduk¢a yakindir. Amonyum karbonatta lireme ve
buna bagli olarak pullulan {iretimi kullanilan azot kaynaklar1 i¢erisinde en diisiik miktarda
gerceklesmistir. Diger karbon kaynaklar1 incelendiginde diger kaynaklarin maya 6ziitiine

gore daha diisiik pullulan verimi gosterdigi belirlenmistir.

Birkag arastirmaci daha dnce azot kaynaklarinin pullulan {iretimi tizerine olan etkilerini

incelemislerdir.

Jinyu Yang va arkadaslarinin 2018’de yaptiklar1 ¢alismada. Pullulan biyopolimerinin
liretimi i¢in ¢esitli liretim ortamlarina farkli azot kaynaklari ilave etmislerdir. Caligmada,
azot kaynagi olarak soybean meal hydrolysates (SMHs), KoHPO4-3H20 ve (NH4)2SO4
kullanmiglardir. En yiiksek pullulan tiretimi sirasiyla K2HPO4-3H.0 8.83 g/L, SMHs 7.71
g/L ve (NH4)2S04 0.35 g/L kullanildigi ortamlardan elde edilmistir [139].

Mikroorganizmalarin iiremesi ve enzim iiretimi farkli kosullar ve parametrelerden
etkilendigi gibi azot kaynagindan da etkilenmektedir. Yapilan bir calismada Asya hurma
cekirdeklerinden izole ettikleri Aureobasidium pullulans’dan pullulan {retimi
caligmasinda amonyum siilfat, amonyum kloriir, pepton, maya ve malt 6zii azot kaynagi
olarak kullanilmigtir. Caligma bulgularina gore en iyi verim maya oziitii (16.85 g/L)

igeren tireme ortaminda gergeklesmistir [140].

4.3.2.1.5. Karbon Kaynagimin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Besiyerlerine karbon kaynagi olarak 5% (w/v) igeriginde Glukoz, Fruktoz, Sukroz,
Maltoz, ilave edilerek kiiltlirler uygun sicaklikta 3 giin inkiibasyona birakilmistir.
Denenen karbon kaynaklari arasindan en yiiksek verim elde edilen karbon kaynag secilip
farkli oranlarda (%1, %S5, %10, %15, %20, %25 ve %30) iiretim ortamina ilave edilerek
optimizasyon saglanmigtir. Pullulan iiretiminde en verimli karbon kaynagi olarak glukoz

belirlenmistir. (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’un kiiltiir ortaminda farkli karbon

kaynaklarina gore polisakkarit, pullulan ve biyomas miktarinin optimizasyonu.

Pullulan sentezinde en 6nemli parametrelerden biri olan karbon kaynagi olarak, birgok
seker A.pullulans tarafindan mikroorganizma tiiremesi ve polisakkarit {iretimi igin
kullanilabilmektedir. Tatli patates, hindistan cevizi yan iiriinleri, nisastanin hidrolizat

iriinleri, seker kamis1 ve kegiboynuzu pullulan {iretiminde calisilmis cesitli karbon

kaynaklarindandir [143] [144].

Cesitli arastirmalar, farkli karbon kaynaklarinin EPS verimi tizerinde etkileri oldugunu
gostermistir [145] . Bu nedenle, yapilan bir ¢alismada farkli karbon kaynaklarinin A.
pullulans UVMUG-1'in kuru biyokiitle ve pullulan iretimi {izerindeki etkisi glukoz,
fruktoz, maltoz ve sukroz dahil olmak iizere incelenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
glukoz kullanildiginda diger kaynaklara gore daha iyi verim elde edildigi belirtilmislerdir
[137].

4.3.2.1.6. Substrat Miktarlarinin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Substrat miktarlarinin pullulan iiretimini nasil etkiledigini arastirmak icin ¢alkalamali
inkiibatorde 3 giin, 28°C sicaklikta glukoz miktarinin farkli oranlarinin (%1, %2, %3, %4
ve %5 (v/v)) tiretim besiyerine eklenmesi ile denemeler yapilmistir. Besi ortaminda %5

oraninda glukoz bulundugunda en fazla pullulan tiretimi gerceklestirilmektedir.
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Sekil 4.15. Aureobasidium pullulans ATCC 201253un kiiltiir ortaminda glukoz miktarina

gore polisakkarit, pullulan ve biyomass miktarinin optimizasyonu.

Pullulan iretimi ile ilgili raporlarin ¢ogunda substrat olarak glukoz veya sukroz

kullanilmistir.

Anirban Roy Choudhury ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada besiyerinde %5 glukoz
iceren deney ortaminda pullulanin zamana gore artis1 incelenmistir. 30°C’de inkiibasyona
birakilan A. pullulans, %5’lik glukoz i¢eren ortamda 26.35 g/1, %25’lik glukoz igeren
ortamda ise en yiiksek pullulan {retimini 43.29 g/ olmak {izere 96. saatte

gerceklestirmistir [146] .

Gibson and Coughlin yaptiklar1 ¢alismada, glukoz ve sukroz miktarlarinin A. pullulans
NRRLY-2311-1 tarafindan iiretilen pullulan biyopolimerinin tiizerindeki etkilerini
incelemistir. Elde ettikleri veriler incelendiginde ise, % 5 oranli glukoz ve sukroz igerikli
ortamlarda sukrozun EPS iiretim veriminin glukoza gore daha fazla oldugunu tespit

etmislerdir [147].

Uretim ortamui optimizasyonu sonucunda elde edilen tiim sonuglar géz 6niine alinip

optimum kosullarda tiretim gerceklestirilerek maksimum miktarda pullulan {iretilmistir.
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Cizelge 4.2. Optimum kosullarda iiretilen pullulan biyopolimeri.

%1 Maya ekstresi

Inkiibasyon kosullar1 | Uretilen polisakkarit | Uretilen pullulan | Olusan biyomas
miktari (g/) miktan (gr/l) miktar (g/l)

pH 7.5

3. giin

28°C

200 rpm 42.8 32.89 17.89

%05 glukoz

4.3.2.2. Pullulan Biyopolimeri Reaksiyon Ortam Optimizasyonlari

Yukarda belirtilen optimizasyonlarin yani sira en fazla pullulan iretimini saglamak

amactyla reaksiyon kosullarinin optimizasyonu Cizelge 3.4. belirtildigi

gerceklestilmistir.

4.3.2.2.1. Etanol Miktarimin Pullulan Uretimi Uzerine Etkisi

Reaksiyon ortamina eklenen etanol miktarinin belirlenmesi i¢in farkli oranlarda etanol
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda santrifiigasyona tabi tutularak elde edilen
supernatantin tizerine farkli oranlarda etanol (6rnek: etanol sirasiyla 1:0,5, 1:1, 1:1,5, 1:2,

1:2,5, 1:3, 1:3,5) eklenerek reaksiyon basglatilarak optimum etanol miktar1 elde edilen

pullulan miktarina gore belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Reaksiyon ortami etanol miktarinin pullulan iiretimi iizerine etkisi.

K.R. Sugumaran ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada pullulan biyopolimerinin
saflastirilmasi i¢in 1:2 oraninda etanol kullanmislardir [140]. Benzer bir diger ¢alismada
ise, santrifiigasyon islemi sonunda elde edilen supernatan 1:2 oraninda etanol ile

karistirtlarak pullulanin ¢6kmesini gergeklestirmislerdir [146].

4.3.2.2.2. Reaksiyon Ortamn Karistirma / Statik Kosullarinin Pullulan Uretimi
Uzerine Etkisi

Statik ve calkalamali kosullarinin pullulan iiretimi lizerine etkisini belirlemek i¢in ayni
anda iki farkli deney planlanmistir. Deneylerde tiim kosullar sabit olup sadece reaksiyon
ortami farklidir. I. Deneyde reaksiyon ortami kosullari ¢alkamali iken, Il. deney
kosullarinda reaksiyon ortamu statik olarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in {iretim sonucu
elde edilen supernatantin ilizerine etanol ilave edildikten sonra reaksiyon ortam biri statik
kosullarda digeri ise karistirilarak reaksiyon baslatilmistir. Boylece en uygun reaksiyon

kosulunda maksimum pullulan elde edilmistir.
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Sekil 4.17. Reaksiyon ortami karistirma/statik kosullarin pullulan iiretimi lizerine etkisi.

4.3. Elde Edilen Biyomalzemelerin Karakterizasyonu

4.3.1. Giimiis Nanopartikiillerin karakterizasyonu

4.3.1.1. Ultraviyole (UV) ve goriiniir bolge spektroskopisi

Candida tiirlerinden sentezlenen AgNP'lerin absorpsiyon spektrumu, Sekil 4.18'de
gosterilmektedir. Sentezlenen AgNP'lerin UV-Vis spektrumu, 410-420 nm'de yogun bir

absorbans pik gostermistir.

4.5 —— AgNO,;
a p Candida albicans’dan sentezlenen AgNP
Candida glabrata’dan sentezlenen AgNP
3.5

Candida parapsilosis’dan sentezlenen AgNP

Absorbance

200 250 300 350 400 450 SO0 S50 600 650 700 750 800

Wavelength (nm)

Sekil 4.18. Candida tiirlerinden sentezlenen AgNP'lerin UV-vis spektrumu.
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Arastirmacilarin gergeklestirdikleri ¢alismalart sonucunda AgNP'lerin 410-450 nm dalga
boyunda yiizey plazmon rezonansinin kiiresel nanopartikiiller gosterdigini rapor eden

birka¢ ¢alisma bulunmaktadir [148][134][149].

Samundeeswari ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, mikrobiyal yollardan sentezlenen
AgNP’lerin  karakterizasyonunda UV-goriiniir bolge  Spektrofotometre analizi
kullanmiglardir. Gergeklestirdikleri bu analizler sonucunda bu nanopartikiillerin

maksimum absorbans degerinin 409 nm dalga boyunda oldugunu gostermislerdir.

R.R. Remya ve arkadaglarinin 2015’te yaptiklari ¢alismada, Cassia fistula bitki
ekstresinden sentezledikleri AgNP’lerin 422nm’de maksimum absorbans gosterildigi
belirlenmistir [150].

Benzer diger c¢alismalar incelendiginde, yesil yollardan sentezlenen gilimiis
nanopartikiillerin UV-goriiniir bolge Spektrofotometre analiz degerlerinin benzer

sonuglar verdikleri rapor edilmistir [151][152] .

4.3.1.2. Fourier transform infrared (FT-IR) spektroskopisi

Tez kapsaminda elde edilen nanopartikiillerin giimiis haricinde hangi bilesiklere sahip
oldugunu anlayabilmek i¢cin FTIR analizi gergeklestirilmistir. Biyolojik yollardan
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin biyosentezinde gorev alan fonksiyonel gruplar, Ag+
tyonlarini indirgeyerek olusan nanopartikiillerin iizerine baglanmaktadir. Bu amag icin
hazirlanmis Ornekler FTIR cihazi ile analiz edilmistir. Saflastirilmis glimiis

nanopartikiillerden elde eden FTIR spektrumlari sekil 4.19, 4.20 ve 4.21°de gosterilmistir.

Candida tiirlerinden sentezlenen AgNP'lerin FT-IR spektrumu 4000-500 cm™ araliginda

4 cm! ¢oziiniirliikte almmustir.
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Sekil 4.19. Candida parapsilosis 'ten iiretilen AgNP’lerin FTIR goriintiisii.
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Sekil 4.20. Candida glabrata’dan tiretilen AgNP’lerin FTIR goriintiisii.
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Sekil 4.21. Candida albicans ’tan iiretilen AgNP’lerin FTIR goriintiisii.

Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21°de elde edilen diyagramlar incelendiginde, mikrobiyal hiicre
ekstresinde bulunan bilesikler giimiis nanopartikiil ylizeyine baglanmistir. Sekil 19°da
1057.49, 1330.43, 1394,32, 1516.26, 1580.45, 2930.82 ve 3109.57 frekans pikleri, sekil
20’de 1048.70, 1347,47, 1394.59, 1515.83, 1577.89, 2953.73 ve 3065.53 frekans pikleri
ve sekil 21°de 1042.04, 1348.41, 1396.06, 1515.80, 1577.70 ve 2956,95 frekans pikleri,
amino asitlerin ve protein yapisinda sik bulunan piklerdir. Dolayis1 ile Candida tiirlerinin
hiicre ekstresinde bulunan enzimler, giimiis nanopartikiillerin iiretimi ve bu enzimlerin
yiizey aktif madde olarak davranislarini belirlemistir. Enzimlerin yapisinda var olan
karboksilik asit ve amin gruplarinin, Ag+ iyonlarinin indirgenmesinde ve bu iyonlarin

nanopartikiil seklini almasinda yardimei oldugu diigiiniilmektedir.

Yapilan c¢alismalar kapsaminda elde edilen sonuglar literatiirdeki verilerle
karsilastirildiginda,  sonuglarin  bu  verilerle uyumlu oldugu  goriilmiistiir
[128][153][154][155]. FT-IR ¢alismalari, proteinlerin amid gruplarinin, yiiksek miktarda
metallere baglanma kapasiteye sahip oldugunu belirtmislerdir, bdylece proteinlerin
nanopartikiilleri stabilize etmek i¢in kapaklama maddesi gorevi gordiiklerini

dogrulanmstir [156].
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4.3.3. Taramah elektron mikroskopisi (SEM)

Candida tiirleri tarafindan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin seklini ve boyutunu
gostermek icin taramali elektron mikroskobu analizi gergeklestirilmistir. SEM analizi
sonucunda elde edilen gorintiiler incelendiginde, Candida tiirlerinin AgNP’leri
sentezleme Ozelliklerinin oldugu belirlenmis, sentezlenen nanopartikiillerin kiireler
halinde 50-70 nm civarinda boy dagilimlarma sahip olduklari gosterilmistir. SEM

gorintiisii Sekil 4.22°de verilmistir.

Deepa ve arkadaslarinin ¢alismalarina gore, Actinomycetes tarafindan sentezlenen
AgNP’lerin SEM analizleri incelendiginde, bu nanopartikiillerin 20-30 nm boyutlarinda
olduklarini belirtmislerdir [157].

Saminathan 2015 yilinda yaptig1 ¢aligmada, biyolojik yollardan sentezledigi giimiis
nanopartikiillerin kiireler seklinde ve boyutlarmin 50 nm’den biiyiik olduklarmni
gostermistir. Literatiirdeki ¢caligmalarin SEM analizleri incelendiginde, biyolojik olarak
sentezlenen AgNP’lerin 10-100 nm boyutlarinda ve farkli sekillerde olduklar1 rapor
edilmistir [128][158][159].
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Sekil 4.22. Candida tiirlerinden iiretilen AgNP’lerin SEM goriintiisii. A) Candida
parapsilosis, B) Candida glabrata, C) Candida albicans.
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Sekil 4.23. Candida tiirlerinden iiretilen AgNP’lerin EDX spektrum goriintiisic A)
Candida parapsilosis, B) Candida glabrata, C) Candida albicans.

SEM analizini yapildiktan sonra, goriintiilenen nanopartikiillerin SEM cihaz1 lizerinde
entegre halde bulunan Enerji Dagilimli X-Isim1 Spektroskopisi atagmani ile elementel
analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde ise, sentezlenen

nanopartikiillerin Ag nanopartikiilii oldugu dogrulanmustir.

Sekil 4.23°de AgNP'lerin EDX spektrumu gdsterilmistir. EDX tarafindan yapilan kalitatif
ve kantitatif analizler, giimiis bolgesinde giiclii Ag sinyallerinin en yiiksek spektruma
sahip olmalar1t AgNP'lerin olusumunu dogrulamaktadir. Glimiis nanopartikiillerin, yiizey

plazmon rezonansi yaklasik 3 KeV'de optik absorpsiyon noktas1 gostermistir.

Kaviya ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarda, AgNP’lerin EDX analizlerini
gerceklestirmis ve 3KeV’de Ag’nin en yiiksek sinyali tesbit ederek AgNP’lerin varliini
belirtmislerdir [160].

Yapilan ¢aligmalar kapsaminda elde edilen sonuglar literatiirdeki verilerle

karsilastirildiginda, sonuglarin bu verilerle uyumlu oldugu goériilmiistiir [161][162][163].
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4.3.4. X-Isim difraksiyonu (XRD)

Biyosentez yoluyla elde edilen AgNP'lerin yapist ile ilgili bilgi almak i¢in toz haline
getirilmis nanopartikiiller X-1g1n1 difraksiyon aletinde analiz edilmistir. Analiz sonucunda
yogun dort pik 38° 44.27°, 64.47° ve 77.3°°de elde edilmistir; bu pikler sirasiyla 111,
200, 220 ve 311'e endekslenebilecek yogun tepe pikleri olarak sekil 4.24’de

gosterilmistir.

1000 am
800
600

w i

200

Intensity arb.units

220
( > (311)

20 30 40 S50 60 70 80
2 theta (deg)

Sekil 4.24 Candida tiirlerinden iiretilen AgNP’lerin XRD spektrum goriintiisii.

Literatiirde biyosentez yoluyla tiretilen giimiis nanopartikiillerin XRD ggriintiilerine ait

cok sayida yayin bulunmaktadir.

Tez kapsaminda elde edilen AgNP’lerin XRD paterni, Kalishwaralal Kalimuthu ve
arkadasglar tarafindan Bacillus licheniformis kullanilarak sentezlenen AgNP'lerin XRD
sonugclari ile karsilastirildiginda, her iki ¢alismadan rapor edilen sonuglarin ayni oldugu

anlasilmaktadir [164].
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4.3.5. Partikiil Biiyiikliigii Dagilim1 ve Zeta potansiyeli

Zeta Sizer cihazi ile yapilan analizler degerlendirildiginde, farkli Candida tiirlerinden elde
edilen nanopartikiillerin boyutlarinda farklilik gériilmektedir. Sekil 4.25” de gorildigi
tizere Candida parapsilosis ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin boyutu 10-100 nm
araliginda iken Candida glabrata ve Candida albicans suslari tarafindan sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin boyutlar1 sirastyla 50-150 nm ve 80-155 nm aralifinda

belirlenmistir.

Zeta Potential cihazi ile yapilan analizler degerlendirildiginde ise, her fi¢
mikroorganizmadan elde edilen AgNP’lerin ylizey yiikleri negatif olarak tespit edilmistir.
Analliz sonucunda elde edilen pik degerlendirildiginde ise, bu pikin en yogun oldugu
noktanin -29.7 (mvV) oldugu Sekil 4.26°da goriilmektedir. Bu verileri baz alarak yiizeyde
karboksilik asit ve diger negatif yiike sahip olan fonksiyonel gruplarin var oldugu

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.25. Candida tiirlerinden {iretilen AgNP’lerin Zeta biyiikliigi ve dagilimi

goriintiisii. A) Candida parapsilosis, B) Candida glabrata, C) Candida albicans.
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Sekil 4.26. Candida parapsilosis tarafindan iretilen AgNP’lerin Zeta Potansiyel
goruntusu.

R.R. Remya ve arkadaslari tarafindan Cassia fistula bitki ekstraktini kullanarak
sentezledikleri AgNP’lerin Zeta biiyiikliigli ve Zeta potansiyel sonuglart incelendiginde,
elde edilen nanopartikiillerin negatif yiiklii ve 21-30 nm boyutlarinda olduklarini rapor
etmislerdir [150].

Bir diger ¢calismada ise, Catharanthus roseus yapragi ekstresi kullanilarak sentezlenen

giimiis nanopartikiillerin boyutlarinin 27-32 nm aralifinda oldugunu bildirmislerdir

[165].

Kirthika P ve arkadaslarinin 2014 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismalar sonucunda elde
etkleri giimiis nanopartikiillerin zeta potansiyel sonuglari incelendiginde, bu partikiillerin
-13.3 mV’de en yiiksek pikleri gostererek negatif yiiklii olduklarini bildirmislerdir. Bunun
yani1 sira, biyosentez yolu ile elde ettikleri nanopartikiillerin ortalama boyutlarinin 58 nm

olduklarini ifade etmislerdir [166].

Thivaharan Varadavenkatesan ve arkadaslarinin yaptiklari calismada ise, biyolojik
yollardan sentezledikleri AgNP’lerin yliklerinin negatif oldugunu ve bu nanopartikiillerin

boyutlarinin 28.21- 91.28 nm araliginda oldgunu belirtmislerdir [167].
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4.3.2. Pullulan Biyopolimer karakterizasyonu
4.3.2.1. Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi

Aureobasidium pullulans ATCC 201253’dan iiretilen pullulan biyopolimerinin
boyutunun belirlenmesi i¢in zeta sizer analizi gergeklestirilmistir. Sentezlenen pullulanin
zeta sizer analizinin yapilmasi i¢in iki yol denenmistir: 1. Saflastirilarak kurutulan
pullulan oda sicakliginda distile su i¢inde karstirilarak ¢oziindiiriilmiis daha sonra
seyreltilerek kiivette Olglimii gergeklestirilmistir. II. Yontemde ise, seyreltme islemi
bittikten sonra Ornekler 10 dakika boyunca sonikasyona tabi tutularak olgiimleri

gerceklestirilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.27°de incelendiginde ise, her iki yontemde

de hemen hemen ayn1 sonug elde edildigi belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar kapsaminda elde edilen sonuglar literatiirdeki verilerle
karsilastirildiginda, tez kapsaminda elde edilen pullulan biyopolimerinin boyutunun

literatiirdeki verilere gore daha kiigiik boyutlarda oldugu belirlenmistir [168].
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Sekil 4.27. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’dan iiretilen pullulan
biyopolimerinin Zeta Sizer analiz verileri. A) sonikasyona tabi tutulmayan pullulan (PB),

B) sonikasyona tabi tutulan pullulan (PB*).

4.3.2.2. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopisi

Biyolojik yollar ile elde edilen saf pullulanin karakterizasyonunun gerceklestirilmesi igin
FTIR analizi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 0.1 mg pullulan 6rnegi toz haline getirilerek
analiz i¢in kullanilmistir. Analiz sonucunda elde edilen pikler literatiirdeki pullulan FTIR
sonuglar ile karsilagtirilarak sentezlenen biyopolimerin pullulan oldugu belirlenmistir.
Sekil 4.28’de elde edilen diyagramlar incelendiginde, Cizelge 4.3’de yeralan FTIR

spektrumlari analiz sonucunda elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. Pullulan biyopolimerinin FTIR spektrumlari analiz sonucunda

Fonksiyonel gruplar FTIR Spektrumlari
O-H 3280.896

C-H 2904.239

0-C-0 1734.229

C-O-H 1636.166

C-O-C 1355.789

C-O 1147.586

o (1 — 6) glikozidik bag 930.521

o (1 — 4) glikozidik bag 753.248

Transmittance %

D e e — - A e - A - B - . - e -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber cm -1

Sekil 4.28. Aureobasidium pullulans ATCC 201253’dan iiretilen pullulan
biyopolimerinin FTIR spektrumu.

Yapilan c¢alismalar kapsaminda elde edilen sonuglar literatiirdeki verilerle

karsilastirildiginda, sonuglarm bu verilerle uyumlu oldugu gorilmiistiir [169] [170].
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4.3.2.3. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Tez kapsaminda biyosentez yoluyla elde edilen pullulan biyopolimerinin morfolojilerinin
goriintiilenmesi SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) analizi ile gerceklestirilmistir.
Sentezlenen pullulan nanopartikiillerin SEM  sonuclart  homojen, kiiresel

nanopartikiillerin varlifini gostermistir.

2um

CENTRAL LAB

mag spot| WD 500 nm
kV| 200000 x| 3.0 |12.3 mm M CENTRAL LAB

Sekil 4.29. Mikrobiyal olarak sentezlenen pullulan nanopartikiillere ait SEM goriintiileri.
A) 20000 x, B) 50000 x, C) 200000 x.
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4.3.2.4. Termogravimetrik Analiz ve Diferansiyel Termal Analiz (TGA-DTA)

TGA-DTA eszamanli bir tekniktir. Bu cihaz 6rnegin agirlik degisimi ile referans
arasindaki sicaklik farki, kontrollii bir sicaklik programi kullanarak olgiimektedir. Bir
malzemenin sicaklik artig1 ile biinyesinde meydana gelen termal ve gravimetrik
arasindaki degisimleri belirlemek i¢in kullanilir. Malzeme biinyesinde meydana gelen
agirhik degisimleri termogravimetri (TG), ekzotermik ya da endotermik reaksiyonlar
sonucu meydana gelen sicaklik degisimleri diferansiyel termal analiz (DTA) cihazi
kullanarak tespit edilir. DTA yontemi kullanilarak; kaynama, erime, par¢alanma
noktalarini yiiksek bir dogrulukla tayin edilebilmektedir. Bunun yani sira, kristallesme ve

faz degisimleri hakkinda da bilgi vermektedir.

TGA-DTA analizinin gergeklestirilmesi i¢in Seteram marka TGA-DTA cihazinda 25 °C-
900 °C sicaklik araliginda, azot ortaminda 10 °C/dakika isitma hizinda deneyler
gerceklestirilmistir.

Pullulan 6rnekleri yiiksek sicakliklarda ayrigsmaya basladiginda, grafik egri iginde bir

diisiis gostererek Ornek kiitlesi kaybina isaret eder. Analizlere dayanarak, bu yeni

polimerik materyalin yliksek bozunma sicakliklarina sahip oldugu sonucuna varilmstir.

Elde edilen filmlerin termogravimetrik analizleri ve Difransiyel Termal G Sekil 4.30’de

gosterilmektedir. Elde edilen bu egrilere gore 4 basamakli bir boliinme goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Pullulan biyopolimerinin %75 kiitle kayb1 sicakliklari.

Ornek %75 Kiitle Kaybi Sicakhgi (°C)
I.  Basamak 75 °C’den sonra birinci yan grup bozulmasi tespit edilmistir.
Il.  Basamak 170°C ’den sonra ikinci yan grup bozulmasi tespit
edilmisgtir.
I1l.  Basamak 350°C’den sonra ana zincir bozulmasi goriilip ve bu

bozulma 700 °C’ye kadar devam etmektedir.

IV.  Basamak 460°C’den sonra ana zincir bozulmasi goriilip ve bu

bozulma 525 °C’ye kadar devam etmektedir.
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Sekil 4.30. Mikrobiyal olarak sentezlenen pullulan nanopartikiillere ait TGA-DTA
verileri.

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, biyopolimerlerin artan sicakliga kars1 kiitle kayb1
TGA analizi kullanilarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar kapsaminda elde edilen
sonuglar literatlirdeki verilerle karsilastirildiginda, sonuglarin bu verilerle uyumlu oldugu

goriilmistiir [171][172].

4.3.3. AgNP Yiiklii Pullulan Biyopolimer Hazirlanmasi

4.3.3.1. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi

Giimiis nanopartikiil yiikli pullulan biyopolimerinin baglarinin daha iyi anlasilabilmesi
icin elde edilen 6rneklerin FTIR analizi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in %5 pullulan ile
AgNP leri uygun kosullarda karistirilarak reaksiyona sokulmustur, daha sonra ornekler -
80°C’de kurutularak analiz gergeklestirilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen FTIR spektrumu, fonksiyonel gruplari literatiirdeki
spektrumlarla karsilagtirildiginda, bu spektrumlarin  AgNP+PBP’nin  oldugunu
gostermektedir. FTIR analiz sonuglari incelendiginde, PBP+AgNP ornekleri i¢in 3371
cm ~tila 1021 cm ~!dalga boyu aralig1 ile karakteristik pikler Sekil 4.31°de gdstermistir.
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Cizelge 4.5.

PBP+AgNP’lerin FTIR spektrumlari analiz sonucunda

Fonksiyonel gruplar FTIR Spektrumlari
O-H 2956.96
C-H --
0-C-0 1577.70
C-0-C 1042.04
C-H 536.98
00— RSN
a0 : ,‘/m’jﬁ
80 \\ /”"// |

Transmittance %

1396.06

=\

536.91
532.8;

2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm-1)

4000 3500 3000

Sekil 4.31. Pullulan yiiklii giimiis nanopartikiillerinin FTIR spektrumu.

Literatiirdeki FTIR spektrumlari incelendiginde, polimerin O-H grubunun, giimiis
iyonlari ile etkili koordinasyon yetenegi oldugu rapor edilmistir [173]. Bu bilginin yan1
sira, glimis yiiklii pullulan ile ilgili literatiirde tek bir ¢aligma 2016 yilinda V. S. Rama
Krishna Ganduri ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen
giimiis yiiklii pullulan polimerinin FTIR spektrumu ile tez kapsaminda elde edilen

spektrumun uyumlu oldugu goriilmektedir [174].
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4.3.3.2. AgNP Yiiklii Pullulan Biyopolimerinin SEM ile Goriintiilenmesi

Literatlirde farkli yontemler kullanilarak sentezlenen glimiis nanopartikiillerin TEM ve
SEM goriintiilerine ait gok sayida yayin bulunmaktadir [175]. Gerek TEM gerekse SEM
gorintiileri sonucunda elde edilen sonuglar ile teze ait calismadaki sonuglar benzerlik

gostermektedir.

Gilimiis yiikli pullulanin morfolojisinin incelenmesi i¢in SEM goriintiisti alinmistir. Elde
edilen goriintiiler incelendiginde 200 000 x kadar inildiginde, glimiis nanopartikiillerin

polimer i¢inde hapsolduklart Sekil 4.32°de goriilmektedir.

P. Kanmani ve ark. 2013 yilinda Pullulan polimerine stabilize edilmis AgNP'lerin ¢ubuk
seklinde ve partikiil bityiikligii 2-40 nm araliginda oldugunu belirtmislerdir [175]. V.S.
Rama Krishna Ganduri ve arkadaslarinin sentezledikleri giimis yiiklii pullulanin TEM
goriintlileri incelendiginde ise giimiis nanopartikiillerin kare ve 15- 40 nm araliginda

oldugunu gostermislerdir [174].
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Sekil 4.32. Pullulan yiiklii giimiis nanopartikiillerin SEM goriintiisi. A) 50000 x, B)

10000 x, C) 200000 x.
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4.3.3.4. Termogravimetrik Analiz ve Diferansiyel Termal Analiz (TGA-DTA)

Biyolojik yolarla sentezlenen pullulan yiiklii giimiis nanopartikiillerin TGA-DTA analizi
gerceklestirilmistir. Bu analiz, azot atmosferinde, 10 °C/dakkika 25 °C- 900 °C sicaklik

araliginda 1sitma hizinda yapilmistir. Elde edilen verilerde 6rnekte sicakliga karsi ne

kadar Ornek kaybi oldugu belirlenmistir. Sekil 4.33°de pullulan yiikli glimis

nanopartikiillerinin TGA egrileri goriilmektedir. Elde edilen bu egrilere gore 3 basamakl

bir boliinme goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Pullulan yiiklii glimiis nanopartikiillerinin %40 kiitle kaybi sicakliklar

Mass loss / %

Ornek %40 Kiitle Kaybi Sicakhgi (°C)
. Basamak | 50 °C’den sonra birinci yan grup bozulmasi tespit edilmistir.
. Basamak | 175°C ’den sonra ikinci yan grup bozulmasi tespit edilmistir.
Il Basamak | 375°C’den sonra ana zincir bozulmast goériiliip, bu bozulma 700
°C’ye kadar devam etmektedir.
-gﬂ'atlﬂowrr:w T v T T T T T T T T T T T T T T ‘im.l' ]

100

150 200

1 1 1

1
DTA/°Cmg

5]
0]
0]
90]
o0]

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 Sampletemperature”C
L 1 1 L L 1 | 1 1 | 1 1 1 1

Temperature / °C

Sekil 4.33. Pullulan yiikli giimiis nanopartikiillerinin TGA-DTA spektrumu.

Pullulan biyopolimerinin  TGA-DTA analiz sonucu

nanopartikiillerin TGA-DTA analiz sonuglarini
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biyopolimerine AgNP yiiklemesi yapildiktan sonra elde edilen pullulan yiiklii glimiis
nanopartikiillerinin:
e Parcalanma ve bdliinme oraninin arttigini

e Sicakliga daha fazla dayanikli oldugu goriilmektedir.

Literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde biyopolimerlerin artan sicakliga karsi kiitle
kayib1 TGA analizi kullanilarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar kapsaminda elde
edilen sonuglar literatiirdeki verilerle karsilastirildiginda, sonuglarin bu verilerle uyumlu

oldugu goriilmiistir [171][172].

4.4. Biyomalzemelerin Biyoaktivitelerinin Belirlenmesi

Biyosentez yoluyla sentezlenen AgNP’lerin, pullulan biyopolimerinin ve bu iki
biyomalzemenin komplekslerinin (PBP+AgNP) terapétik etkilerinin arastrilmasi igin ilk
once  biyoaktivite  calismalari  gerceklestirilmistir.  Bunun  i¢in  farkh
mikroorganizmalardan sentezlenen biyojenik glimiis nanopartikiillerin (AgNP) ve
pullulan biyopolimerinin (PBP) biyoaktiviteleri (Antimikrobiyal, antibiyotik sinerjik
etkileri, antibiyofilm ve antioksidan aktiviteleri) etkileri ilk 6nce tek tek arastirilmis daha
sonra uygun kombinasyon olusturulduktan sonra PBP+AgNP kompleksi halinde etkileri
incelenmistir. Bu calismalarin yani sira her bir biyomalzemenin ilk dnce teker teker daha

sonra kompleks halinde sitotoksisite calismalar1 gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen tiim biyoaktivite deneyleri SPSS 21,0 Chicago illinolis
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Degiskenler arasindaki fark incelenerek

tanimlayici ve istatistiksel veriler elde edilmistir.

4.4.1. Biyomalzemelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyomalzemelerin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in birden fazla patojen
ATCC sus ile calismalar gercgeklestirilmistir. Bunun igin literatiirdeki antimikrobiyal
caligmalar g6z oniine alinarak farkli konsantrasyonlarda AgNP’ler ve pullulan 6rnekleri
hazirlanmistir. Deneyin gerceklestirilmesi icin yayma ekim yontemi ile petri kaplarina
mikroorganizmalar ekilmis daha sonra kati besiyeri iizerinde farkli alanlarda mantar

delici kullanilarak kuyucuklar agilmistir. Her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlarda
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hazirlanan biyomalzemelerden ilave edilerek 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklarin etrafinda olusan zonlar 6lgiilerek milimetrik veriler elde edilmistir.
Elde edilen veriler SPSS analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Sentezlenen AgNp’lerin ve pullulan biyopolimerinin antimikrobiyal aktiviteleri
incelendiginde, AgNp’lerin uygulandigi deneylerde Aspergilus niger hari¢ tiim suslara
antimikrobiyal aktivite gosterirken, pullulan biyopolimeri sadece bakterilere karsi

antibakteriyal aktivite gostermis ve antifungal aktivite gézlenmemistir.

AgNp’lerin ve pullulan biyopolimerinin antimikrobiyal aktiviteleri birbirleri ile
karsilastirildiginda  ise, AgNP’lerinin  antimikrobiyal aktivitelerinin  pullulan

biyopolimerine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler incelendiginde, AgNp’lerin ve pullulan
biyopolimerinin mikroorganizmalar {izerinde doza bagli antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Her iki biyomalzemenin en yiiksek konsantrasyonu olan 30
pg/ml mikroorganizmalar iizerinde en yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Sentezlenen AgNP’ler 30 pg/ml konsantrasyonunda en yliksek antibakteriyal aktiviteyi
Bacillus subtilis 6633 ATCC’ de gosterirken, pullulan biyopolimeri 30 pg/ml
konsantrasyonunda en yiiksek antibakteriyal aktiviteyi Pseudomonas aeroginosa 27853
ATCC’de gostermistir. Deneyler 10 paralel olarak gergeklestirilip ortalamalari

hesaplanmistir.

108



LID[ANANYE [BAIqOIIWIIUE QULIIZN JR[EWZIUBSIOODIW I[3Je] ULId[ NSV #¢+ S

S
d o
i e N
%%.7 @«4@ O ouo/T a@.oz& m%.@
& & o N S & o% o &
o’ & o & & R Q* R o @
N W o o & @ .@
S & & & & & N o & N o N
g » SN LA R N v U A
¥ \ra & ¢ Qv 10 R o) N & q® & o) o
\ N 9 S Ap \ \ < e e \ < 3 &
R R I S S LA S A A AR S A R
S P R e e S R
¢ N & D O O A O PO A S
0
roE
0 F
-
8 §
01
s,
i
o1 £
81
0z

gcm Cgm Ogm C[m (Q[= €=

(Ju/SoxyIu) LIR[UOASENUESUOY UL INIV

109



LIS[SNAINE [BAIGOLYILINUE SULISZN Je[ewZIueSI00IW [e} ujuLiawijodoAlq uen|ind “s¢'y 11498

S
o ¢ &
& @ R Y
8 044. G N N S d N
& D & & NS o & & o N
6% . .ao% & a%o m,.?/z@ %.ﬁ @e.% m%a %&, aév
%ﬁ.yz .,vo,o o&.mw 4@@ oe,ow W u,.%.. %«e .m% %vz o@? A
& N A & N & W & & A & N
o or ¢ € oW o . \ L 1 \ o
S A A T AT T T AL
O G N\ AR . U N U GO P
& & @,o) SRR R R M oa S
I Q& OO QQ @ OQ o QQ QQ Q QO
0
=
rE
=2
9 <
:
=
|5
or £
=
az
=
14! @
o1
81
Otm scm 0Cn Slm Ol® S®  quySoayiu) Le[uoLsenuesuoy uepnynJg

110



Istatistiksel olarak elde edilen veriler mikroorganizma tiiriine, verilen biyomalzemeye ve
verilen  konsantrasyonlara  gore  Kruskal-Wallis  testi  (p<0.05) kullanilarak

degerlendirilmistir.

Mikroorganizmalar arasindaki biyomalzemelerin konsantrasyonlarinin antimikrobiyal
aktivitenin meydana getirdigi farki anlayabilmek icin istatistiksel degerlendirmeler
Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore gergeklestirilmistir. Yapilan analiz sonucunda
mikroorganizmalar arasindaki antimikrobiyal aktivitenin anlamli bir fark olusturmadig

tesbit edilmistir. p <0,710.

Cizelge 4.7. Farkli  mikroorganizma tiirleri  iizerinde  biyomalzemelerin
konsantrasyonlarinin olusturduklari antimikrobiyal aktivitenin Kruskal-Wallis testine

(p<0.05) gore karsilagtirilmasi.

Mikroorganizma tiirleri arasindaki biyomalzemelerin olusturduklari antimikyal
aktivitenin meydana getirdigi farki anlayabilmek igin istatistiksel degerlendirmeler

Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore gerceklestirilmistir.

Yapilan analiz sonucunda, verilen farkli biyomalzemeler arasinda anlamli fark oldmadigi

tesbit edilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli mikroorganizma tiirleri iizerinde biyomalzemelerin aralarindaki
olusturduklart antimikrobiyal aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore

karsilastirilmasi.

Biyomalzemlerin kendi arasindaki antimikrobiyal aktivitenin meydana getirdigi farki
anlayabilmek igin istatistiksel degerlendirmeler Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore
gerceklestirilmigtir.  Yapilan analiz sonucunda biyomalzemlerin kendi arasindaki

antimikrobiyal aktivitenin anlamli bir fark oldugu tesbit edilmistir. p =0,001.

Cizelge 4.7. Farkli Biyomalzemelerin kendi arasindaki olusturduklari antimikrobiyal

aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore karsilagtirilmasi.

Biyomalzemelerin konsantrasyonlar1 arasindaki olusturduklari antimikyal aktivitenin
meydana getirdigi farki anlayabilmek i¢in istatistiksel degerlendirmeler Kruskal-Wallis

testine (p<0.05) gore gerceklestirilmistir.
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Yapilan analiz sonucunda, verilen farkli biyomalzemelerin konsantrasyonlar1 arasinda

anlamli fark oldugu tesbit edilmistir. P=0.001.

Cizelge 4.7. Farkli Biyomalzemelerin konsantrasyonlari arasindaki olusturduklari

antimikrobiyal aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore karsilagtirilmasi.

Cizelge 4.7. Istatistiksel olarak antimikrobiyal aktivitelerin degerlendirilmesi.

Istatistiksel olarak degerlendirme Test Sonuc
Farkl mikroorganizma tiirleri tizerinde | Kruskal-Wallis fark
biyomalzemelerin konsantrasyonlarinin olusturduklar | testine (p<0.05) olmadig

antimikrobiyal aktivitenin

Farkli mikroorganizma tiirleri tizerinde | Kruskal-Wallis fark
biyomalzemelerin aralarindaki olusturduklari | testine (p<0.05) olmadigi

antimikrobiyal aktivitenin

Farkli Biyomalzemelerin kendi arasindaki olusturduklar: | Kruskal-Wallis fark oldugu
antimikrobiyal aktivitenin testine (p<0.05) P=0.001.
Farkli Biyomalzemelerin konsantrasyonlar1 arasindaki | Kruskal-Wallis fark oldugu
olusturduklar1 antimikrobiyal aktivitenin testine (p<0.05) P=0.001

Hanan M. Abd-Elnaby ve arkadaslar1 biyolojik yontemler kullanarak sentezledikleri
AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitelerini bir¢ok mikroorganizma tizerinde denemisler ve
sonu¢ olarak bu nanopartikiillerin denenmis olan tiim tiirler iizerinde antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklarini belirtmislerdir [128]. Bir diger ¢alismada ise AgNP’lerin
farkli konsantrasyonlarinin antimikrobiyal aktivitelerini Bacillus, Enterococci, Shigella,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus ve E. coli bakterileri
tizerinde inceleyerek partikiillerin en ¢ok antibakteriyel aktivitesinin Klebsiella

pneumoniae iizerinde oldugunu rapor etmislerdir [134].

Erythrina indica lam bitki ekstraktindan sentezlenen AgNP’lerin kuyucuklara
yerlestirerek antimikrobiyal 6zellikleri Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler lizerinde
incelenmistir. Calisma sonucunda denenen tiim bakterilere kars1 antibakteriyel aktivitenin

oldugu tespit edilmistir [129].
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4.4.2. Biyomalzemelerin Antibiyotik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bir onceki bolimde (4.4.1) gergeklestirilen deneyler sonucunda en ¢ok antimikrobiyal
aktivitenin oldugu bakteriler segilerek sinerjik aktivite ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Ticari olarak satilan antibiyotiklere AgQNP+PBP yiiklenerck E.coli 27922 ATCC,
Staphylococcus epidermitis 14990 ATCC, Bacillus subtilis 6633 ATCC ve Pseudomonas
aeroginosa 27853 ATCC suslari {izerinde galigsmalar gerceklestirilmistir.

AgNP vyiiklii pullulan biyopolimerlerinin farkli antibiyotikler ile sinerjik aktiviteleri
incelendiginde, farkli antibiyotik disklerine yiiklenen AgQNP+PBP’lerin antibiyotiklere
gore daha fazla antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Deneyler 10 paralel

olarak gerceklestirilip ortalamalar1 hesaplanmistir.
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Istatistiksel olarak elde edilen veriler bakteriler arasi ve verilen biyomalzemeye gore

degerlendirilmistir.

Bakteriler arasindaki sinerjik etkisinin meydana getirdigi farki anlayabilmek igin
istatistiksel degerlendirmeler Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore gergeklestirilmistir.
Yapilan analiz sonucunda bakterilere arasindaki sinerjik etkisinin anlamli bir fark

olusturmadigi tesbit edilmistir.

Cizelge 4.8. Farkl1 bakteriler arasindaki sinerjik etkisinin Kruskal-Wallis testine (p<0.05)

gore karsilastirilmas.

Antibiyotik ve biyomalzemelerin arasindaki sinerjik etkisinin meydana getirdigi farki
anlayabilmek i¢in istatistiksel degerlendirmeler Mann-Whitney Testine gore

gerceklestirilmistir.
Yapilan analiz sonucunda:

I. CIP + (AgNP+PBP)
» 4 farkli Bakteriye uygulandiginda biitiin bakterilerde anlamli fark oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.8. Farkl bakteriler tizerinde CIP + (AgNP+PBP) yapilarinin sinerjik etkisinin
Mann-Whitney testine (p<0.05) gore karsilastiriimast.

» Bakteri tiiriine gore degerlendirildiginde ise, sadece S.epidermidis 14990 ATCC
’de anlamli farkin oldugu ve diger bakterilerde farkin olmadig: tespit edilmistir.
Cizelge 4.8. CIP + (AgNP+PBP) yapilarinin bakteri tiiriine gore sinerjik etkisinin
Mann-Whitney testine (p<0.05) gore karsilastiriimast.
I. AM + (AgNP+PBP)
» 4 farkli Bakteriye uygulandiginda bakteriler arasinda anlamli fark olmadigi (p <
0,146) tespit edilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli bakteriler iizerinde AM + (AgNP+PBP) yapilarinin sinerjik etkisinin
Mann-Whitney testine (p<0.05) gore karsilastiriimasi.

> Bakteri tiiriine gore degerlendirildiginde ise, sadece B.subtilis 6633 ATCC’de
anlamli farkin oldugu (p<0,011) ve diger bakterilerde farkin olmadig: tesbit

edilmistir.
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Cizelge 4.8. AM + (AgNP+PBP) yapilarinin bakteri tiiriine gore sinerjik etkisinin Mann-
Whitney testine (p<0.05) gore karsilagtirilmasi.

11I. AMC + (AgNP+PBP)

» 4 farkli Bakteriye uygulandiginda bakteriler arasinda anlamli fark olmadig (p <
0,081) tesbit edilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli bakteriler lizerinde AMC + (AgNP+PBP) yapilarinin sinerjik
etkisinin Mann-Whitney testine (p<0.05) gore karsilastiriimasi.

» Bakteri tiirline gore degerlendirildiginde ise, sadece P.aeroginosa 27853 ATCC’de
anlamli farkin oldugu ve diger bakterilerde farkin olmadigi (p <0,047) tesbit

edilmisgtir.

Cizelge 4.8. AMC + (AgNP+PBP) yapilarinin bakteri tiirline gore sinerjik etkisinin
Mann-Whitney testine (p<0.05) goére karsilastirilmasi.

I. GN+ (AgNP+PBP)
» 4 farkli Bakteriye uygulandiginda bakteriler arasinda anlamli fark olugu tesbit
edilmistir. (p <0,019).
Cizelge 4.8. Farkl1 bakteriler lizerinde GN + (AgNP+PBP) yapilarinin sinerjik etkisinin

Mann-Whitney testine (p<0.05) gore karsilastiriimast.

» Bakteri tiirline gore degerlendirildiginde ise, sadece E. coli 27922 ATCC’de anlaml
farkin oldugu ve diger bakterilerde farkin olmadigi p <0,021 tesbit edilmistir.
Cizelge 4.8. GN + (AgNP+PBP) yapilarinin bakteri tiirline gore sinerjik etkisinin Mann-
Whitney testine (p<0.05) gore karsilagtirilmasi.
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Cizelge 4.8. Istatistiksel olarak sinerjik aktivitelerin degerlendirilmesi.

Istatistiksel olarak degerlendirme | Test Sonug

Farkli bakteriler arasindaki sinerjik | Kruskal-Wallis fark olmadig1
etkisinin testine (p<0.05)

Farkli bakteriler tizerinde CIP + | Mann-Whitney fark oldugu
(AgNP+PBP) yapilarinin sinerjik | testine (p<0.05) P <029

etkisinin

CIP + (AgNP+PBP) Bakteri tiiriine

gore degerlendirildiginde ise,

Mann-Whitney
testine (p<0.05)

S.epidermidis 14990 ATCC

farkin oldugu

P <,017
Farkli bakteriler iizerinde AM + | Mann-Whitney fark olmadigi
(AgNP+PBP) yapilariin sinerjik | testine (p<0.05) 0 < 0,146

etkisinin

AM + (AgNP+PBP) Bakteri tiiriine

gore degerlendirildiginde ise,

Mann-Whitney
testine (p<0.05)

B.subtilis 6633 ATCC

farkin oldugu p<0,011

Farkli bakteriler iizerinde AMC +
(AgNP+PBP) yapilarinin sinerjik

etkisinin

Mann-Whitney
testine (p<0.05)

fark olmadigi

AMC + (AgNP+PBP) Bakteri

tiirline gore degerlendirildiginde ise,

Mann-Whitney
testine (p<0.05)

P.aeroginosa 27853 ATCC

farkin oldugu p <0,047

Farkli bakteriler iizerinde GN +
(AgNP+PBP) yapilariin sinerjik

etkisinin

Mann-Whitney
testine (p<0.05)

fark olugu

p < 0,019

GN + (AgNP+PBP) Bakteri tiiriine

gore degerlendirildiginde ise

Mann-Whitney
testine (p<0.05)

E. coli 27922 ATCC

farkin oldugu p <0,021

Hanan M. Abd-Elnaby ve arkadaglar1 biyolojik yollarla sentezledikleri AgNP’lerin
optimizasyon iglemlerini Plackett—Burman yontemine gore gergeklestirerek elde ettikleri

Agnp’lerin 6 farkli antibiyotik (Ciprofloxacin, Ampicillin, Streptomycin, Gentamicin,
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Tetracycline ve Lincomycin) ile sinerjik etkilerini incelemislerdir. Yapilan caligsmalar
sonucunda glimils nanopartikiil uygulanan standart antibiyotik disklerin, bazi ilaca

direngli patojenlere karsi daha fazla aktivite gosterdiklerini belirlemislerdir [128].

Shital Bonde 2011 yilinda yaptigi c¢aligmada biyojenik olarak elde ettigi giimiis
nanopartikiillerin farkli antibiyotikler ile sinerjik etkisini Staphylococcus aureus ATCC-
25923 ve Escherichia coli ATCC-39403 tiirleri Uzerinde incelemistir. Calismalar
sonucunda giimiis nanopartikiillerin, ticari antibiyotiklerle kombinasyon halinde
kullanildiginda iki patojenik bakteriye karsi belirgin bir antibakteriyel aktivite
gosterdigini rapor etmislerdir [176].

Bir diger ¢alismada ise glimiis nanopartikiillerin farkl1 Candida tiirleri (C. albicans KACC
30003 and KACC 30062, C. glabrata KBNO6P00368, C. geochares KACC 30061 and C.
saitoana KACC 41238) iizerinde sinerjik etkileri incelenmistir. Candida tiirlerinin
sinerjik aktivitelerinin belirlenmesi i¢in amphotericin B kullanmiglardir. AgNP’ler (2
mg/mL) ve amphotericin B (200 pg/mL) 1:1 oraninda 15 dakika boyunca oda sicakliginda
sonikasyona birakmis, daha sonra deneyi gergeklestirmislerdir. Caligmalarin sonucu
incelendiginde 50 ug/mL konsantrasyonundaki AgNP'lerin, test edilen bes Candida
tiiriine kars1 herhangi bir anticandidal aktivite gostermedigini tespit etmislerdir. AgNP'ler
(50 ug / disk) ile standart anticandidal ajan olan amfoterisin B (5 ug / disk) ile kombine
halinde Candida’lara uygulandiginda tiim tiirlere kars1 daha giiglii anticandidal aktivite

(inhibisyon zonunun 9.74 mm’den 14.75 mm’ye artmistir) gosterdigi belirlenmistir [177].

4.4.3. Biyomalzemelerin Antibiyofilm Aktivitelerinin Belirlenmesi

Sentezlenen biyomalzemelerin antibiyofilm aktivitelerinin belirlenmesi i¢in biyofilm
olusturan 3 Candida tiirii sec¢ilmistir. Farkli konsantrasyonlarinda uygulanan AgNP’ler
ve pullulan biyopolimerleri sonucu AgNP+PBP komplekslerinin farkli konsantrasyonlari
uygulanarak antibiyofilm aktiviteleri teker teker incelenmistir. Deneyler 10 paralel olarak

gerceklestirilip ortalamalar1 hesaplanmistir.

Yapilan deneyler sonucunda AgNP’lerinin pullulan biyopolimerine gore daha fazla
antibiyofilm aktivite gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek antibiyofilm aktivitenin

Candida parapsilosis tiirii iizerinde oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira, pullulanin
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antibiyofilm aktivitesi tiirler {izerinde incelenirken bu biyomalzemenin her i¢ tiire
antibiyofilm aktivite gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek aktivite gosterdigi tir Candida
albicans olarak belirlenmistir. Deney siiresince uygulanan farkli konsantrasyonlar
incelendiginde ise her iki biyomalzemede de doza bagh bir artis s6z konusu oldugu

saptanmistir.

B Candida parapsilosis B Candida glabrata B Candida albicans
0,7
0.6 e

0.5 >

ﬂ,.?.. e

0.1

10 30 50 70 100
AgNP konsantrasvonlar (mikrog/ml)

Sekil 4.38. AgNP’lerin Candida tiirleri iizerine antibiyofilm etkileri.

B Candida parapsilosis B Candida glabrata B Candida albicans
0.3

0.25 > "
0.2 = >
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0.1 e e
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0
10 30 50 70 100

Pullulan konsantrasyonlar: (mikrog/ml)

Sekil 4.39. Pullulan biyopolimerinin Candida tiirleri iizerine antibiyofilm etkileri.
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Sekil 4.40. AgNP+ Pullulan biyopolimerinin Candida tiirleri iizerine antibiyofilm
etkileri.

AgNP+PBP biyokomplekslerinin uygulandigi deneyler sonucunda ise, en yiiksekten en
aza antibiyofilm aktivite sirasiyla Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
albicans’da saptanmistir. Deney siiresince uygulanan farkli konsantrasyonlar
incelendiginde ise, AgQNP+PBP biyokomplekslerinde de doza bagh bir artis oldugu

saptanmistir.

[statistiksel olarak elde edilen veriler mikroorganizma tiiriine, verilen biyomalzemeye ve
verilen  konsantrasyonlara goére Kruskal-Wallis  testi  (p<0.05) kullanilarak

degerlendirilmistir.

Maya tiirleri arasindaki antibiyofilm aktivitenin meydana getirdigi farki anlayabilmek
icin  istatistiksel ~ degerlendirmeler  Kruskal-Wallis  testine  (p<0.05)  gore
gerceklestirilmistir.  Yapilan analiz sonucunda Mayalar arasindaki antibiyofilim

aktivitenin anlamli bir fark olusturmadigi tesbit edilmistir. p <0,710.

Cizelge 4.9. Farkli Candida tiirleri tizerinde biyomalzemelerin olusturduklart

antibiyofilm aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore karsilastiriimasi.

Biyomalzemelerin arasindaki antibiyofilm aktivitenin meydana getirdigi farki
anlayabilmek i¢in istatistiksel degerlendirmeler Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore

gerceklestirilmistir.
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Yapilan analiz sonucunda, verilen farkli biyomalzemeler arasinda anlamli fark oldugu

tesbit edilmistir. p< 0,001. En biiylik fark ise AQNP+PBP verildiginde goriilmiistiir.
Antibiyofilm aktiviteye gore biyomalzemeler:
PBP < AgNP < AgNP+PBP

Cizelge 4.9. Farkli Candida tiirleri izerinde biyomalzemelerin aralarindaki olusturduklari

antibiyofilm aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore karsilastirilmasi.

Biyomalzeme konsantrasyonlarinin  arasindaki antibiyofilm aktivitenin  farkini
anlayabilmek icin istatistiksel degerlendirmeler Kruskal-Wallis Testine gore

gerceklestirilmistir.

Yapilan analiz sonucunda, verilen farkli konsantrasyonlar arasinda anlamli fark oldugu
tesbit edilmistir. p= 0,001. Konsantrasyon artisina bagli olarak antibiyofilm aktivitede

artis tesbit edilmistir.

Cizelge 4.9. Farkli Candida tiirleri iizerinde biyomalzemelerin konsantrasyonlari
aralarindaki olusturduklar1 antibiyofilm aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore

karsilastirilmasi.

Cizelge 4.9. Istatistiksel olarak antibiyofilm aktivitelerin degerlendirilmesi.

Istatistiksel olarak degerlendirme Test Sonu¢
Farkli Candida tirleri iizerinde biyomalzemelerin | Kruskal-Wallis | fark
olusturduklari antibiyofilm aktivitenin testine (p<0.05) | olmadig:
Farkli Candida tiirleri iizerinde biyomalzemelerin | Kruskal-Wallis | fark oldugu
aralarindaki olusturduklar1 antibiyofilm testine (p<0.05) | p< 0,001
aktivitenin

Farkli Candida tiirleri iizerinde biyomalzemelerin | Kruskal-Wallis | fark oldugu
konsantrasyonlar1 aralarindaki olusturduklar testine (p<0.05) | p=0,001
antibiyofilm

M. Pérez-Diaz arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, sentezledikleri glimiis
nanopartikiil icerikli kitosan polimerinin P. aeruginosa ve Staphylococcus aureus
(MRSA) iizerinde antibiyofilm etkisini incelemislerdir. Gergeklestirdikleri deneyler
sonucunda giimiis nanopartikiil igerikli kitosan polimerinin her iki tiir {izerinde
antibiyofilm etkisinin oldugunu belirterek AgNP’lerin konsantrasyonunun artmasi ile

antibiyofilim etkisinin de arttigin1 tespit etmislerdir [178].
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Lumin Yu ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen calismalar sonucunda, Qe (kuersetin:
bitki kaynakli ila¢ bileseni), Ag NP'ler ve QA NP’lerin (QA NP: AgNP lerin Qe ile
kombinasyonundan  olusturulmustur) maddelerinin  farkli  konsantrasyonlarinin
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitelerini incelemislerdir. Gergeklestirdikleri deneyler
sonucunda ise meme iltihab1 olan inekten izole edilen goklu ilaca direngli E. coli susuna
kars1 QA NP’lerinin daha giiclii antibakteriyel ve antibiyofilm aktivite gosterdigini tespit
etmislerdir [179].

4.4.4. Biyomalzemelerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyosentez yoluyla elde edilen AgNP’lerin, pullulan biyopolimerlerinin ve AgNP yiiklii
pullulan biyopolimerinin (AgNP+PBP) antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
DPPH yontemi kullanilmistir. Bu yontemde her bir biyomalzemenin farkli
konsantrasyonlar1 uygulanarak sonuglar spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir. Deneyler 10

paralel olarak gerceklestirilip ortalamalar1 hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, AgNP+PBP biyomalzemesinin en yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir. Bunun yani sira, konsantrasyonun artisi ile

aktivitede anlamli artis saptanmustir.

Istatistiksel olarak elde edilen veriler verilen biyomalzeme ve konsantrasyonlarina gore

degerlendirilmistir.

Biyomalzemelerin arasindaki antibiyofilm aktivitenin meydana getirdigi farki
anlayabilmek i¢in istatistiksel degerlendirmeler Kruskal-Wallis Testine gore

gergeklestirilmistir.

Yapilan analiz sonucunda, verilen biyomalzemelerin arasinda anlamli fark oldugu tesbit
edilmistir. p=0,019. En biiyiik antioksidan aktivitenin ise AQNP+PBP biyomalzemesinde

tesbit edilmistir. Antioksidan aktiviteye gore biyomalzemeler:
PBP < AgNP < AgNP+PBP

Cizelge 4.10. Biyomalzemelerin konsantrasyonlar1 aralarindaki olusturduklar

antioksidan aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore karsilastirilmasi.

Biyomalzeme konsantrasyonlar1 arasindaki antibiyofilm aktivitenin meydana getirdigi
farki anlayabilmek i¢in istatistiksel degerlendirmeler Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore

gergeklestirilmistir.
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Yapilan analiz sonucunda, verilen farkli konsantrasyonlarin arasinda anlamli fark
olmadigi (p = 0,317) tespit edilmistir. Verilen farkli konsantrasyonlar arasinda biiyiime
olmadig1 belirlenerek konsantrasyon artisi ile antioksidan aktivitede belli bir artisin

olmadig tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. Biyomalzemelerin konsantrasyonlar1 aralarindaki olusturduklar

antioksidan aktivitenin Kruskal-Wallis testine (p<0.05) gore karsilastirilmasi.

Cizelge 4.10. Istatistiksel olarak antioksidan aktivitelerin degerlendirilmesi.

Istatistiksel olarak degerlendirme Test Sonug
Biyomalzemelerin ~ konsantrasyonlar1  aralarindaki | Kruskal-Wallis fark oldugu
olusturduklari antioksidan aktivitenin testine (p<0.05) p= 0,019
Biyomalzeme konsantrasyonlari arasindaki | Kruskal-Wallis fark oldugu
antibiyofilm aktivitenin meydana getirdigi fark: | testine (p<0.05) p=0,317
anlayabilmek
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Sekil 4.41. Sentezlenen biyomalzemelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi.

Jayanta Kumar Patra ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda AgNP’lerin
antioksidan aktivitelerini belirleyerek bu nanopartikiillerin yiiksek miktarda antioksidan

aktiviteye sahip olduklarini rapor etmislerdir [177].

Abdul-Rehman Phull ve arkadaglarinin yaptiklari c¢alismada Bergenia ciliata’nin
ekstraktindan elde ettikleri AgNP’lerin antioksidan aktivitelerini Bergenia ciliata nin

ekstrakt1 ile karsilastirmislardir. Elde ettikleri sonuglar degerlendirildiginde AgNP’lerin
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antioksidan aktiviteleri bitki ekstraktine gore daha fazla oldugunu belirlemislerdir[180].
Bir diger calismada yine DPPH yontemi kullanilarak AgNP’lerin antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Calismalar sonucunda partikiillerin antioksidan aktiviteye sahip olduklarini

rapor etmislerdir [181].

4.45. Biyomalzemelerin Sitotoksik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlarinda toksisitenin belirlenmesi i¢in
yapilan ¢alismalarda biyoteknolojik yontemler ile sentezlenen; AgNP’lerin, PBP’lerin ve
bu iki maddenin kombinasyonundan olusan AgQNP+PBP 3 farkli konsantrasyon hiicreler
tizerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri ile uygulanarak elde edilen veriler MTT
yontemi ile incelenmistir. Her iki hiicre hatinda maddelere bagli olarak olusan inhibisyon,
floresan boya karisimi (Acridine Orange/Propidium lodide (AO/PI)) kullanilarak floresan
boyama ile goriintiilenmesi gerceklestirilmistir. Bu goriintiileme sayesinde hiicrelerde
olusan iireme, biiyiime ve maddelere bagli meydana gelen hiicre 6limleri veya hiicre

bozulmalar1 goriintiilenebilmektedir.

MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde ii¢ farkli biyomalzemenin inhibitor etkisi floresan
mikroskobu ile goriintiilenmistir (Sekil 4.42., Sekil 4.43., Sekil 4.44., Sekil 4.45., Sekil
4.46., Sekil 4.47., Sekil 4.48., Sekil 4.49., Sekil 4.50.). Ayn1 sekilde, SKBR-1 hiicre hatt1
tizerinde ii¢ farkli biyomalzemenin inhibitor etkisi floresan mikroskobu ile
goriintiilenmistir (Sekil 4.51., Sekil 4.52., Sekil 4.53., Sekil 4.54., Sekil 4.55., Sekil 4.56.,
Sekil 4.57., Sekil 4.58., Sekil 4.59.).
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(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.42. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 25 pg/mL AgNP’lerinin, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.43. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 50 pg/mL AgNP’lerinin, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.44. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 100 pg/mL AgNP’lerinin, 24. (A, B, C) ve
48. (D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.

(A) (B) (©

(D) (E) (F)
Sekil 4.45. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 200 pg/mLPBP’lerinin, 24. (A, B, C) ve 48.
(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.46. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 600 pg/mLPBP’lerinin, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.

(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.47. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 900 pg/mLPBP’lerinin, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) ©

(D) (E) (F)
Sekil 4.48. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 25 ng/mL AgNP+PBP, 24. (A, B, C) ve 48.
(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.

(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.49. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 50 pg/mL AgNP+PBP, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) (©)
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(D) (E) (F)
Sekil 4.50. MFC-7 hiicre hattina uygulanan 100 ug/mL AgNP+PBP, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.

(A) (B) (©

(D) (E) (F)
Sekil 4.51. SKBR hiicre hattina uygulanan 25 pg/mL AgNP’lerin, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) (®)

(D) (E) (F)
Sekil 4.52. SKBR hiicre hattina uygulanan 50 pg/mL AgNP’lerin, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri..

(A) (B) (®)

(D) (E) (F)
Sekil 4.53. SKBR hiicre hattina uygulanan 100 ug/mL AgNP’lerin, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri..
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(A) (B) (©

(D) (E) (F)
Sekil 4.54. SKBR hiicre hattina uygulanan 200 ng/mL PBP’lerin, 24. (A, B, C) ve 48. (D,
E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.

(A) (B) (©

(D) (E) (F)
Sekil 4.55. SKBR hiicre hattina uygulanan 600 pg/mLPBP’lerin, 24. (A, B, C) ve 48. (D,

E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.56. SKBR hiicre hattina uygulanan 900 pg/mLPBP’lerin, 24. (A, B, C) ve 48. (D,

E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.

(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.57. SKBR hiicre hattina uygulanan 25 pg/mL AgNP+PBP, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.58. SKBR hiicre hattina uygulanan 50 pg/mL AgNP+PBP, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.

(A) (B) (©)

(D) (E) (F)
Sekil 4.59. SKBR hiicre hattina uygulanan 100 ng/mL AgNP+PBP, 24. (A, B, C) ve 48.

(D, E, F) saatlerdeki floresan boyama goriintiileri.
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Sitotoksisite calismalar1  sonucunda elde edilen verilerin karsilastirilmasinin
degerlendirilmesinde Kutu ve Cizgi grafikleri kullanilmistir. MFC-7 ve SKBR-1 hiicre
hatlar1 tizerinde AgNPS, PBP ve AgQNP+PBP kompleksinin farkli konsantrasyonlarinin
24 ve 48 saatlik inkiibasyon stirelerine gore karsilagtirilmasi Sekil 4.60. ve Sekil 4.61°de
gosterilmistir. Sekil 4.62 ve Sekil 4.63’de ise sirasiyla 24 ve 48 saatlerde MCF-7 ve
SKBR-1 hiicre hatlarinda ki AgNP, PBP ve AQNP+PBP kompleksinin farkli

konsantrasyonlarinin hiicrelere gore karsilastirilmasi gosterilmistir.

MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde AgNPS, PBP ve AgNP+PBP kompleksinin farkli

konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon sonunda incelendiginde;

» AgNP’lerin 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etki saptanmazken 100
pg/ml’lik konsantrasyonunun hiicre hatti iizerinde toksik etkisi oldugu tesbit
edilmistir. Sekil 4.42, 4.43 ve 4.44’de AgNP’lerin farkli konsantrasyonlarinin
MCEF-7 hiicre hatt1 tizerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu etkisinin
floresan boyama mikroskop goriintiisti gosterilmistir.

» PBP’nin 25, 50, 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin olmadig: tespit
edilmistir. Sekil 4.45, 4.46 ve 4.47°de PBP’nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicre hatt1 izerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu etkisinin floresan
boyama mikroskop goriintiisii gosterilmistir.

» AgNP+PBP 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etki saptanmazken 100
ug/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.4.48,
4.49 ve 4.50°de AgNP+PBP farkli konsantrasyonlarin MCF-7 hiicre hatt1
tizerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu etkisinin floresan boyama

mikroskop goriintiisti gdsterilmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in toksik olan konsantrasyonlar (AgNP ve AgNP+PBP 100
ug/ml’lik)  karsilagtirildiklarinda, AgNP+PBP  kompleksinin 100  pg/ml’lik
konsantrasyonlarda daha az toksik etki tesbit edilerek canlilik oranmnin AgNP’deki

uygulanan 100 pg/ml’lik konsantrasonuna gore daha fazla oldugu tesbit edilmistir.

Cizelge 4.11. MFC-7 hiicre hat1 iizerinde AgNPS, PBP ve AgNP+PBP kompleksinin
farkli konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen verilerinin 6zeti

gosterilmistir.
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MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde AgNPS, PBP ve AQNP+PBP kompleksinin farkli

konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendiginde;

» AgNP’lerin 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin olmadigi ama
100 pg/ml’lik konsantrasyonunun hiicre hatti iizerinde toksik etkisinin 24 saatlik
inkiibasyona gore daha da arttig1 ve 6li hiicre sayisinin oraninin arttig1 boylece
canlilik oraninin diisdiigii tesbit edilmistir. 100 pg/ml’lik konsantrasyon
uygulandiginda hiicre yapisinin tamamen bozuldugunu Sekil 4.42, 4.43 ve 4.44°de
gosterilmistir.

» PBP’nin 25, 50, 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkiSinin olmadigi tesbit
edilmistir. Sekil 4.45, 4.46 ve 4.47°de PBP’ninn farkli konsantrasyonlarinin
MCF-7 hiicre hatti tizerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu etkisinin
floresan boyama mikroskop goriintiisii gosterilmistir.

» AgNP+PBP 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etki saptanmazken 100
ug/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin oldugu tespit edilmistir. Sekil
4.448, 4.49 ve 4.50°de AgNP+PBP farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicre
hatt1 {izerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu etkisinin floresan

boyama mikroskop goriintiisii gésterilmistir.

48 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in toksik olan konsantrasyonlar (AgNP ve AgNP+PBP 100
ug/ml’lik)  karsilagtirildiklarinda, AgNP+PBP  kompleksinin 100  pg/ml’lik
konsantrasyonlarda daha az toksik etki tespit edilerek canlilik oranimnin AgNP’deki

uygulanan 100 pg/ml’lik konsantrasyonuna gore daha fazla oldugu tesbit edilmistir.

Cizelge 4.11. MFC-7 hiicre hat1 iizerinde AgNPS, PBP ve AgNP+PBP kompleksinin
farkli konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen verilerinin 6zeti

gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. MFC-7 ve SKBR-1 hiicre hatlar1 tizerinde AgNPS, PBP ve AgNP+PBP
kompleksinin farkli konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda elde

edilen verilerinin Ozeti.

Biyomalzeme Konsantrasyon (ug/ml) | MCF-7 SKBR-1
AgNP 25 TEY TEY
AgNP 50 TEY TEY
AgNP 100 TEV TEV
PBP 25 TEY TEY
PBP 50 TEY TEY
PBP 100 TEY TEY
AgNP+PBP 25 TEY TEY
AgNP+PBP 50 TEY TEY
AgNP+PBP 100 TEV TEV

Toksik Etki Var (TEV)
Toksik Etki Yok (TEY)

SKBR-1 hiicre hatt1 iizerinde AgNPS, PBP ve AgNP+PBP kompleksinin farkli

konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon sonunda incelendiginde;

» AgNP’lerin 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etki saptanmazken 100
pg/ml’lik konsantrasyonunun hiicre hatti iizerinde toksik etkisi oldugu tesbit
edilmistir. Bu konsantrasyonda hiicre sayisinin az oldugu 6len hiicrelerin dokiilmiis
ve geriye ¢ok az sayida hiicre kaldigini ve kalan hiicrelerin yap1 ve sekillerinin
degistigi Sekil...” da gosterilmistir. Sekil 4.51, 4.52 ve 4.53’de AgNP’lerin farkli
konsantrasyonlarinin SKBR-1 hiicre hatti {izerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda
olusturdugu etkisinin floresan boyama mikroskop goriintiisii gosterilmistir.

» PBP’nin 25, 50, 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin olmadig tespit
edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan PBP’in hiicre hatt1 {izerinde
besleyici etkisinin oldugu saptanmistir. Sekil 4.54, 4.55 ve 4.56’da PBP ninn farkli
konsantrasyonlarinin SKBR-1 hiicre hatt1 izerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda

olusturdugu etkisinin floresan boyama mikroskop goriintiisii gosterilmistir.

136



» AgNP+PBP 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etki saptanmazken 100
ng/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.57,
4.58 ve 4.59°da AgNP+PBP farkli konsantrasyonlarinin SKBR-1 hiicre hatti
tizerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu etkisinin floresan boyama

mikroskop goriintiisii gdsterilmistir.

Cizelge 4.11. SKBR-1 hiicre hatt1 izerinde AgNPS, PBP ve AgNP+PBP kompleksinin
farkl1 konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen verilerinin 6zeti

gosterilmistir.

SKBR-1 hiicre hatt1 iizerinde AgNPS, PBP ve AgNP+PBP kompleksinin farkli

konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda incelendiginde;

» AgNP’lerin 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin olmadigi ama
100 pg/ml’lik konsantrasyonunun hiicre hatti {izerinde toksik etkisinin 24 saatlik
inkiibasyona gore daha da arttig1 bdylece canlilik oraninin diistiigii tesbit edilmistir.
Uygulanan 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda 48. Saatte 6lii hiicre sayisinin
biraz arttigit  saptanamistir. AgNP’lerin 100 pg/ml’lik  konsantrasyon
uygulandiginda ise hiicre yapisi ve biitiinliigiiniin tamamen bozuldugu Sekil 4.51,
4.52 ve 4.53’de gosterilmistir.

» PBP’nin 25, 50, 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkiSinin olmadigi tesbit
edilmistir. Sekil 4.54, 4.55 ve 4.56’da PBP’ninn farkli konsantrasyonlarinin
SKBR-1 hiicre hatti iizerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda olusturdugu etkisinin
floresan boyama mikroskop goriintiisii gosterilmistir.

» AgNP+PBP 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etki saptanmazken 100
ng/ml’lik konsantrasyonlarda toksik etkisinin oldugu tespit edilmistir.
AgNP+PBP uygulanan 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda birinci giine gore
Oli hiicre sayisimin arttigi boylece canlilik oranmin diistiigli saptanmustir.
AgNP+PBP 100 pg/ml’lik konsantrasyon uygulandiginda ise hiicre yapisi ve
bitiinliginin tamamen bozuldugunu nerdeyse hi¢ canli hiicrenin olmadigi
saptanarak 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi igin
yeterli oldugu belirlenmistir. Sekil 4.57, 4.58 ve 4.59°da AgNP+PBP farkli
konsantrasyonlarinin SKBR-1 hiicre hatti iizerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda

olusturdugu etkisinin floresan boyama mikroskop goriintiisii gosterilmistir.
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48 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in toksik olan konsantrasyonlar (AgNP ve AgQNP+PBP 100
pg/ml’lik)  karsilastirildiginda, ~ AgNP+PBP  kompleksinin 100  pg/ml’lik
konsantrasyonlarda daha az toksik etki tespit edilerek canlilik oraninin AgNP’deki

uygulanan 100 pg/ml’lik konsantrasyonuna gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.11. MFC-7 hiicre hatt1 iizerinde AgNP, PBP ve AgNP+PBP kompleksinin
farkli konsantrasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen verilerinin 6zeti

gosterilmistir.

MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlar1 iizerinde uygulanan AgNPS, PBP ve AgNP+PBP
kompleksinin farkli konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda birbiri ile
karsilastiracak olursak;

» AgNP’lerin uygulanan her {i¢ farkli konsantrasyon 24 ve 48. saatlerin sonunda
SKBR-1 hiicre hattina MCF-7 hiicresine gore daha toksik etkili oldugu tesbit
edilmistir.

» PBP’nin uygulanan her ti¢ farkli konsantrasyonunun 24 ve 48. saatlerin sonunda her
iki hiicre i¢in toksisitesinin olmadigi ve besleyici etkisinin oldugu tespit edilmistir.
SKBR-1 hiicre hattinda 48. Saat sonunda hiicreler incelendiginde 24. Saate gore daha
fazla hiicre sayis1 goriilmistiir.

» AgNP+PBP 100 pg/ml’lik konsantrasyonu 24 saatlik inkiibasyon sonunda MCF-7
hiicre hatti lizerinde toksik etkisinin daha fazla olmasina ragmen SKBR-1 hiicre hatt1
tizerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir. 48. Saat sonunda ise 0lii hiicre sayis1 her iki

hiicre hattinda birinci giine gore daha fazladir.
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Istatistiksel olarak elde edilen veriler hiicreye, siireye, verilen biyomalzemeye ve

konsantrasyonlarina gére normallik testi ile degerlendirilmistir.

Biyomalzemelerin uygulandiklar hiicre tipine her bir hiicrenin kendi iginde sitotoksik
aktivitelerinin meydana getirdigi farki anlayabilmek igin istatistiksel degerlendirmeler

Mann-Whitney ve Kruskal Wallis testine gore gerceklestirilmistir.

MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlar1 {izerinde uygulanan ii¢ farkli biyomalzemnin
karsilastirilmas1 Kruskal Wallis testi (p<0.05) ile gergeklestirilmistir (Cizelge 4.26)

Yapilan analiz sonucunda, MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlarmma verilen farkli
biyomalzemelerin arasinda anlamli fark olmadig tespit edilmistir. p degeri MFC-7
hiicresi igin p<0,480 iken SKBR i¢in p<0,184 olarak tespit edilmistir. Hiicreler i¢inde
verilen biyomalzemelerin konsantrasyonlar1 arttikga anlamli bir fark olmadigi tespit

edilmistir.

Bunun yani sira hiicrelerin kendi i¢inde verilen biyomalzemelerin konsantrasyonlari

arasinda anlamli fark olusmadig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlar1 tizerinde sentezlenen biyomalzemelerin (AgNP,
PBP ve AgNP+PBP) Kruskal Wallis testine (p<0.05) gore karsilagtirilmasi.

Biyomalzemelerin uygulandiklari siire ve hiicre tipine gore Sitotoksisitik Aktivitelerinin
meydana getirdigi farki anlayabilmek igin istatistiksel degerlendirmeler Mann-Whitney

testine (p<0.05) gore gergeklestirilmistir.

Yapilan analiz sonucunda, MCF-7 ve SKBR hiicre hatlarinda siireye gore uygulanan
biyomalzemeler (AgNP, PBP ve AgNP+PBP) arasinda anlamli fark oldugu tesbit
edilmistir. p degeri her iki hiicre hatt1 icin 24 ve 48 saatlerde p< 0,001 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.12. MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlari tizerinde sentezlenen biyomalzemelerin (AgNP,
PBP ve AgNP+PBP) siireye gore (24 ve 48 saatlerde) Mann-Whitney testine (p<0.05) gore

karsilagtiriimasi.

Biyomalzemelerin uygulandiklar siire her bir hiicre hatt1 i¢in degerlendirildiginde ise, 24
ve 48 saatlerde MFC-7 hiicre hatt1 i¢in anlamli bir fark (p<0,820) olusmazken SKBR
hiicre hatt1 i¢in anlaml fark (p<0,038) meydana gelmistir. Bu analizler Kruskal Wallis

testine (p<0.05) gore gerceklestirilmistir.
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Yapilan analiz sonucunda, p degeri her iki hiicre hatti icin 24 ve 48 saatlerde farklilik
gostermektedir. Bu analiz sonucunda uygulanan siireye bagli ortalamanin arttig1

gorilmektedir.

Cizelge 4.12. MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlar1 tizerinde sentezlenen biyomalzemelerin (AgNP,
PBP ve AgNP+PBP) uygulandig: siireye (24 ve 48 saatlerde) ve hiicre tipine gore Kruskal

Wallis testine (p<0.05) gore karsilagtirilmasi.

Cizelge 4.12. Istatistiksel olarak sitotoksisite aktivitelerin degerlendirilmesi.

Istatistiksel olarak degerlendirme Test Sonuc¢

MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlar tizerinde | Kruskal Wallis | fark olmadig:
uygulanan {i¢  farkli biyomalzemnin | testi (p<0.05)
karsilastirilmasi
MCF-7 ve SKBR-1 hiicre hatlar1 tizerinde | Mann-Whitney | fark oldugu
sentezlenen biyomalzemelerin (AgNP, PBP | testine (p<0.05) | p< 0,001
ve AgNP+PBP) siireye gore (24 ve 48
saatlerde)

Biyomalzemelerin uygulandiklari siire her | Kruskal Wallis | MFC-7 fark

bir hiicre hatt1 i¢in degerlendirildiginde ise, | testi (p<<0.05) olusmazken

24 ve 48 saatlerde (p<0,820)

SKBR fark oldugu
(p<0,038)

Remya ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, sentezledikleri AgNP'lerin,
MCF-7 hiicre hattina kars1 etkili sitotoksik potansiyel sergiledigini ve inhibitor
konsantrasyon (IC50), 7.19 mg / mL'de oldugunu rapor etmislerdir. Daha sonra
sentezlenen AgNP’lerin apoptotik etkilerini AO / EB boyama yontemi ile belirleyerek bu

nanopartikiillerin antikanser ajani olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir [150].

Bir diger ¢alismada Annona squamosal bitki ekstraktlarindan sentezlenen AgNP’lerin,
MCF-7 ve HBL-100 hiicre hatlari {izerinde sitotoksik etkilerini 24 ve 48 saatlik siirelerde
incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda ise, her iki hiicre hattinda uygulanan

nanopartikiillerin dozlarina bagli sitotoksik etkisinin oldugunu belirlemislerdir [182].

Shahnaz Majeed ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada mikrobiyal yollarla sentezlenen
AgNP’lerin sitotoksik etkilerini A-549 hiicre hatti iizerinde incelemislerdir. Deney
asamasinda uygulanan farklt konsantrasyonlar sonunda 80 pg/mL iizeri
konsantrasyonlarda toksik etkisinin oldugu ve bu etkisinin zamana bagli olarak arttigini
tespit etmislerdir [130].
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Literatlirdeki ¢aligmalarin sonucunda elde edilen veriler ile tez kapsaminda elde ettigimiz
verileri karsilastirdigimizda, AgNP’lerin uygulandiklar1 konsantrasyona, uygulandiklari
siireye ve uygulanan hiicre hatti tliriine gore sitotoksik aktivitesi degiskenlik
gostermektedir. Bunun yani sira uygulanan her hiicre hattinda farkli 1Cso degeri ortaya
cikmaktadir.
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5. YORUM

Biyosentez yoluyla elde edilen giimiis nanopartikiiller ve pullulan biyopolimerleri
kimyasal yollarla sentezlenen malzemelere gére daha ¢evre dostu, ekonomik ve
devamli sentezlenebilmektedirler.

Mikroorganizmalar kullanilarak sentezlenen biyomalzemeler bitkilerden
sentezlenen biyomalzemelere gbére zaman ve e¢konomik olarak daha
avantajlidirlar.

Tez kapsaminda yapmis oldugumuz ¢alismada, ¢cok genis kullanim alanina sahip
oldugu kadar oldukca da pahali bir metal nanopartikiil olan giimiis nanopartikiil
ve pullulan biyopolimerinin mikrobiyal yollardan iiretimi incelenmistir.

Birden fazla mikroorganizma kullanilarak AgNP’ler sentezlenmistir.
Nanopartikiil sentzinin yiiksek oldugu diisiiniilen ve literatiirde yapilan bu ¢alisma
prosesine benzer bir ¢alismanin bulunmadigi tespit edilmis ti¢ Candida tiirti
secilerek deneyler gerceklestirilmistir.

Ug Candida tiiriinden AgNP’ler sentezlenmis ve sentezlenen nanopartikiillerin
giimiis olup olmadigr belirlemek i¢in karakterizasyon islemleri igin
gergeklestirilmistir.  Bunun i¢in ¢esitli, FTIR, SEM, XRD vs. analizler
kullanilmastir.

Yiiksek miktarda AgNP eldesi icin; iiretim ortami ve reaksiyon ortami
optimizasyonlar1 gerceklestirilerek her bir kisma uygun cihaz ve yoOntemler
kullanilarak 6l¢timler gerceklestirilmistir.

Optimum  kosullarda sentezlenen inorganik nanopartikiillerin  detayh
karakterizasyonlari ¢esitli analizler ile gerg¢eklestirilmistir. Kullanilan yontem ve
analizler: SEM, FTIR, Zeta boyut dlger, Zeta potansiyel, XRD vs.

Sonu¢ olarak negatif yiiklii 50-70 nm araliginda kiireler halinde glimiis
nanopartikiiller sentezlenmistir.

Sentezlenen nanopartikiillerin biyoaktivite caligsmalar1 gergeklestirilerek, bu
nanopartikiillerin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan etkiye sahip olduklar
ortaya konulmustur. Bunlarin yani sira bu nanopartikiillerin antibiyotikler ile
uygulandiklarinda daha ¢ok antimikrobiyal aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.
Biyolojik yollardan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin kanserli hiicreler (MCF-

7 ve SKBR) lizerine etkisi incelenmistir.
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Glmiis nanopartikiillerin sitotoksisite etkileri literatliirdeki ¢alismalardan
bilinmektedir. Bu sitotoksik etkisinin azaltilmasi i¢in tez kapsaminda dogal
biyopolimer olan pullulan sentezlenmistir.

Pullulan biyopolimerinin sentezi mikrobiyal yollar ile gergeklestirilerek NMR ve
FTIR yontemleri ile karakterize edilip liretim ortami ve reaksiyon ortami
optimizasyon islemleri tamamlanmistir.

Optimum kosullarda setezlenen pullulan biyopolimeri SEM, ZETA boyut dlger,
TGA-DTA gibi yontemler kullanilarak detayli bir sekilde karakterize edilmistir.
Karakterizasyon islemleri sonucunda dretilen pullulanin  nanopartikiil
boyutlarinda oldugu belirlenerek AgNP’lerin kaplanmasi i¢in ideal bir kaplama
biyomateryal olabilecegini kanitlamistir.

Pullulan biyopolimerinin kaplama materyali olarak kullanilabilmesi i¢in
biyoaktivite caligmalar1  gergeklestirilmistir. Calismalar sonucunda bu
biyopolimerin biyouyumlu ve non toksik oldugu ve hatta hiicrelere besleyici
katkida bulundugu belirlenmistir.

Tez ¢alismamizin son asamasinda, biyosentez yolu ile elde edilen AgNP’lerin ve
pullulan biyopolimerinin yani inorganik ve organik nanopartikiillerimizin
AgNP+PBP komplekslerinin olusturulmasi deneyleri gergeklestirilmistir.
Fiziksel karisim sonucu elde ettigimiz  AgNP+PBP  biyomateryalinin
karakterizasyon islemleri gerceklestirilerek, elde edilen kompleks yapinin
biyoaktivite ¢alismalar1 yapilmistir. Yiiriitiilen biyoaktivite caligmalar1 sonucunda
bu yapmin bir O6nceki biyomalzemelere goére daha fazla antimikrobiyal,
antibiyofilm, antioksidan etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

AgNP+PBP biyomalzemesi ilk defa bu tez kapsaminda olusturulmus, detayl
olarak optimizasyon, karakterizasyon ve en Onemlisi biyoaktivite ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen bu organik +
inorganik kompleks yapilarin kanser hiicrelerinin gelisiminnin 6nlenmesinde
onemli rol oynadiklar1 belirlenmistir. Bu tez calismasinda elde edilen veriler

sonraki ¢aligmalar i¢in yol gdsterici olacaktir.
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