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OZET

HALOFILIK ARKELERLE SENTEZI YAPILAN GUMUS
NANOPARTIKULUNUN KARAKTERIZASYONU

Optimum tiremeleri i¢in genellikle yiiksek konsantrasyonda (150-200 g/1 tizerinde)
NaCl’e ihtiya¢ duyan halofilik arkeler ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar yoniinden genis
bir potansiyele sahiptir. Nanomalzemelerin biyojenik sentezi, liretim ag¢isindan yesil ve
daha ¢evre dostu bir yontem saglamasi nedeniyle nanoteknoloji alaninda biiyiik ilgi
gormektedir. Bu ¢alismada 5 farkli halofilik arke susu (A235, A212, B65, CHBI ve
F75A) ile vyiksek tuzlu kompleks ortamda iiretilen giimiis nanopartikiillerinin
karakterizasyonu amaclanmistir. Nanopartikiillerin kimyasal karakterizasyonu XRD,
SEM/EDX ve DLS yontemleri ile belirlenmistir ve biyolojik aktiviteleri amaciyla
antibakteriyel etkinlikleri ¢calisilmistir. Haloarkeal giimiis nanopartikiillerin XRD analizi
ile kristalit alan boyutlarinin, karakteristik Bragg piki gozlenen 111 diizleminde 6.3-24
nm arasinda ve yiizey merkezli kiibik yapida oldugu belirlenmistir. Hiicre i¢i sentezlenen
giimiis nanopartikiillerinin kiiresel formda oldugu ve analizi yapilan preparat igerisinde
%78.7-94.2 arasinda degisen agirliklarda yer aldigit SEM/EDX ile tespit edilmistir. DLS
analizleriyle partikiil boyutlarinin yaklasik olarak 31.05-190.07 nm arasinda degistigi
bulunmustur. Disk difilizyon yontemiyle herhangi bir antibakteriyel etki saptanmamustir.
Bu calisma ile yiiksek ticari potansiyele sahip giimiis nanopartikiillerinin yiiksek tuzlu
ortamlarda gelisen halofilik arkelerle iiretilebilecegi ortaya konulmustur.

2023, 40 sayfa

Anahtar Kelimeler: Halofilik arke, gimiis nanopartikiilii, XRD, SEM-EDS, DLS
antibakteriyel aktivite



ABSTRACT

CHARACTERIZATION of SILVER NANOPARTICULES SYNTHESIZED by
HALOPHILIC ARCHAEA

Halophilic archaea, which generally require high concentrations of NaCl (over 150
200 g/l) for optimum their growth, have a wide potential for different biotechnological
applications. Biogenic synthesis of nanomaterials is of great interest in the field of
nanotechnology, as it provides a green and more environmentally friendly method of
production. In this study, it was aimed to characterize the silver nanoparticles synthesised
at complex medium with high salt by 5 different strains (A235, A212, B65, CHB1 and
F75A) of halophilic archaea. Chemical characterization of nanoparticles was determined
by XRD, SEM/EDX and DLS methods and ntibacterial activities were studied for
biological activities. By XRD analysis of haloarchaeal silver nanoparticles, it was shown
that the crystallite area sizes in the 111 plane, where the characteristic Bragg peak is
observed, are between 6.3-24 nm and and that they have a face-centered cubic structure.
It was determined by SEM/EDX that the intracellularly synthesized silver nanoparticles
were in spherical form and were in weights varying between 78.7-94.2% in the analyzed
preparation. Particle sizes were found to vary between approximately 31.05-190.07 nm
by DLS analysis. No antibacterial effect was detected by the disc diffusion method. With
this study, it has been demonstrated that silver nanoparticles with high commercial
potential can be produced by halophilic archaea growing in high salt environments.

2023, 40 pages

Key Words: Halophilic archaea, siver nanoparticle, XRD, SEM-EDS, DLS,
antibacterial activity
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, elementleri nano 6lgekte (1-1000 nm) ele alan ve gelismekte olan
bir bilimdir. Nanomalzemeler, bulk halindeki 6rneklerine gore, yiiksek yiizey/hacim orani
ve bazi fizikokimyasal 6zellikler yoniinden kuantum etkilerinin diizenlenebilmesi gibi
benzersiz 6zelliklere sahiptirler (Jeevanandam ve ark., 2018). Gida, elektronik, ilag, yakit,
kimyasal, polimer, ¢cevre sagligi dahil olmak tizere daha pek ¢ok ¢esitli endiistriyel alanda
nanomalzemelerin kullanimi artarak devam etmektedir (Duran ve ark., 2011; Singh ve
ark., 2011). Giiniimiizde kullanimlari kaginilmaz hale geldigi i¢in 6zellikle glimiis, altin,
platin, titanyum, paladyum, demir, aliiminyum ve bakir metalik nanopartikiillerine ilgi
giderek artmaktadir (Ahmed ve ark., 2016).

Bilesiklerin ~ bulk  (diizenli) Olgekten nano boyuta  donistiiriilmesi,
nanomateryallerin nanoteknolojide uygulanmasindaki ilk asamadir (Abdollahnia ve ark.,
2020). Genel olarak, nanopartikiillerin sentezlerinde "asagidan yukariya" veya
"yukaridan asagiya" olmak iizere iki yaklasim bulunmaktadir. Asagidan yukariya
yaklagimi, nanopartikiillerin kimyasal (kimyasal indirgeme) ve biyolojik yontemlerle
(mikroorganizma ve bitkiler vb.) tiretilmesini kapsamaktadir. Bu asamada atomlar, nano
6l¢ekli bir parcaciga doniisen yeni ¢ekirdekleri olusturmak tizere kendiliginden bir araya
gelmektedir (Ahmed ve ark., 2016). Yukaridan asagiya yaklasimda ise bulk materyal,
ogiitme, puskiirtme, termal/lazerle kesme, ¢esitli litografik teknikler veya kimyasal
asindirma ile boyutu azaltilarak daha kiigiik partikiillere dontstiiriillmektedir.
Nanopartikiil sentezinde kullanilan ¢esitli fiziko-kimyasal yontemler, pahali olmalar1 ve
uretilen nanopartikiillerin  yliksek kiimelenme (aglomerasyon) egilimine sahip
olmalarmin yamn sira toksik kimyasallar kullanilmas1 nedeniyle de tehlikeli olup biiyiik
biyolojik risklere sahiptirler (Singh ve ark., 2018; Patra ve ark., 2014; Ahmed ve ark.,
2016b, c; Baruwati ve ark., 2009; Ikram ve ark., 2015).

Asagidan yukariya yaklagimin kimyasal sentez kisminda, sol-jel islemleri, kimyasal
buhar biriktirme, sprey piroliz, lazer piroliz ve atomik/molekiiler yogunlasgtirma ve
aeresol islemleri gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemde nanopartikiillerin
boyut ve sekil gibi morfolojik parametreleri, kullanilan kimyasallarin konsantrasyonu ve
reaksiyon kosullart (sicaklik ve pH gibi) degistirilerek ayarlanabilmektedir. Ancak

kimyasal yontemle sentezlenen nanomateryaller 6zel bir ama¢ ya da bir uygulamada



kullanilabilme yoniinden ¢esitli sinirlamalara sahip olabilmektedirler; uygun kosullarin
bulunmadigi ortamlardaki stabiliteleri, nanopartikiillerin temel mekanizma ve modelleme
faktorlerinin tam olarak bilinmemesi, biyobirikim/toksisite 6zellikleri, ayrintili analiz
islemi  gerektirmeleri, donanimli personel ihtiyact ve geri doniisiim/tekrar
kullanim/rejenerasyon gibi (Singh ve ark., 2018).

Nanopartikiil sentezlemek i¢in canli organizma veya iirlinlerinin kullanildig:
asagidan yukariya “yesil sentez” yaklagimi gilinlimiizde biiytik ilgi gérmektedir. Biyo-
temelli yaklagim olan yesil sentez, diger tekniklerin yarattig1 sinirlamalara sahip olmayip
yiiksek verim ve ¢evreyle uyumlu olma avantajlara ve ayn1 zamanda malzeme bilimi ve
teknolojisi alanina 6nemli katkilar sunma potansiyeline sahiptir. Ayrica yesil sentez
nanopartikiil tiretimi, atik olusumunu 6nlemekte ya da en aza indirmekte, yan iiriin ¢ikisi
ya da kirliligi azaltmakta, daha giivenli veya toksik olmayan ¢oziicli veya yardimci
maddeler ve yenilenebilir hammaddelerin kullanimina olanak saglamaktadir. Biyolojik
yolla nanopartikiillerin yesil sentezi, ¢esitli mikroorganizma ve bunlarin enzimlerinin ve
bitki ekstrakt ya da izolat1 gibi bitkisel tiriinlerin kullanilmasi temeline dayanmaktadir
(Singh ve ark., 2018 ve 2020; Jamkhande ve ark., 2019).

Dogal biyojenik metalik nanopartikiil sentezi iki sekilde ger¢eklesmektedir; metal
iyonlarinin, mikroorganizma ve enzimleri aracilifiyla kimyasal olarak kararli forma
indirgendikleri biyorediiksiyondur. Bu yontemde olusan metalik nanoyapilar, kompleks
ortamdan giivenli bir sekilde ayrilabilecek diizeyde kararli ve inert yapidadirlar (Karnani
ve ark., 2013; Pantidos ve ark., 2014). ikincisi ise, sulu ortamdaki metal katyonlarin hiicre
duvarina baglanarak duvar ve peptitlerle etkilesimi ile kararli nanopartikiillerin
olusturuldugu biyosorpsiyondur (Yong ve ark., 2002; Pantidos ve ark., 2014).

Cesitli  habitatlarda iireme yoniinden dogal bir yetenege sahip olan
mikroorganizmalar hizli ¢ogalirlar ve tretilmeleri kolaydir. Mikroplar yiiksek metal
konsantrasyonlarina adapte olabilmekte ve hiicre dis1 veya hiicre i¢i yollarla inorganik
maddeleri nanopartikiillere indirgeyebilmektedirler. Mikroplar, ortamlarinda bulunan
metal iyonlarmi1 absorblayarak enzimatik indirgeme yoluyla elementel forma
dontistiiriirler.  Ayrica, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen nanopartikiiller
retildikleri esnada yine mikroplar tarafindan iretilen stabilize edici hiicresel
metabolitlerle de kapatilarak asimnmaya ve oksitlenmeye karsi kararli yapilarini
korumaktadirlar (Capping) (Costa ve ark., 2020; Koul ve ark.,2021).



Biyojenik nanopartikiil sentezi, organizmanin yapisi ve metabolik aktivitesine bagli
olarak hiicre dis1 veya hiicre igi bir siirecle ger¢eklesmektedir. Hiicre dis1 iiretimde, kiiltiir
ortamindaki mikroorganizma hiicreleri ayrildiktan sonra geriye kalan ve mikrobiyal
enzimlerin (rediiktazlar) bulundugu ekstraseliiler ortam nanopartikiil tiretiminde
kullanilir. Metal iyonlarindan hiicresiz bir ortamda enzimatik olarak nanopartikiil
olugmasi saglanmaktadir. Hiicre i¢i iiretiminde nanopartikiil sentezi i¢in mikrobiyal
hiicrelerin hiicresel mekanizmasi kullanilir. Hiicre i¢i islem sirasinda metal iyonlari
mikrobiyal hiicreler tarafindan absorblanir ve hiicresel enzimlerle metal iyonlar:1 hiicre
icinde nanopartikiillere doniistiiriiliir. Ayrica kiiltiir ortamindan ayrilan biyokiitle ile
metal iyonu birlestirilerek de nanopartikiil tiretilmektedir. Pozitif yiiklii metal iyonlari
negatif yiike sahip hiicre zarfinda (duvar) tululur ve enzimler araciligiyla nanopartikiil
forma rediiklenir. Enzimlerle biyorediiksiyon sonrasi hiicre duvarinda nanokiimeler
halinde olusan nanopartikiiller ¢ozelti ortamina difiize olmaktadir (Das ve ark., 2014;
Yadav ve ark., 2015; Al-Dhabi ve ark., 2018; Marooufpour ve ark., 2019; Kalabegishvili
ve ark., 2012). Hiicre i¢i veya disi yolla sentezlenen nanopartikiillerin morfolojisi,
benzerlikleri ve etkilesimleri XRD (X-151m1 kirmmimi), SEM (taramali elektron
mikroskobu), TEM (transmisyon elektron mikroskobu) ve FTIR (Fourier doniisiimii
kizil6tesi spektroskopisi) araciligiyla belirlenmektedir (Jevaan ve ark., 2012).

Diisiik maliyetli ve ¢evre dostu metalik nanopartikiil iiretiminde ¢esitli bakteri,
mantar, alg ve bitki tiirleri kullanilmistir (Gour ve Jain, 2019; Gahlawat ve Choudhury
2019). Prokaryotik arkeal nanopartikiil sentezi daha az ¢alisilmistir (Beeler ve Singh
2016).

Woese ve arkadaglar1 yasami molekiiler datalar lizerinden {i¢ domain’e ayirmistir:
Eukarya, Bacteria ve Archaea. Baslarda Archaea domaininin, ekstrem ¢evresel nislerle
sinirli oldugu kabul ediliyordu, ancak devam eden arastirmalar bu domain iiyelerinin
toprak, deniz suyu ve insan bedeni gibi beklenmedik ortamlarda da mevcut oldugunu
gostermistir. Yasam Agaci'nin arkeal dalindaki biiyiime hizla devam etmektedir.
Giinlimiizde Archaea {iylerinin biyosferde Onemli rollere sahip oldugu kabul
edilmektedir. Diinyadaki biyokiitlenin dnemli bir bolimiinii olugturmalarina ragmen,
biiyiik bir kismi heniiz kesfedilmemis durumdadir (Woese ve ark., 1990; Antunes ve
ark.,). Arkeler, diinyadaki hemen hemen her ortamda yasamakta ve bazi {iyeleri asiri

cevre kosullarinda hayatta kalmak icin adapte olmustur (Rampelotto, 2013).



Archaea domaini, Euryarchaeota filumu, Halobacteria sinifi igerisinde yer alan
halofilik arkeler, yasamak i¢in en fazla tuza ihtiyag duyan ve en yiiksek tuz
konsantrasyonlarina dayanabilen mikroorganizmalardir.

Halofilik arkeler denizel veya denizel olmayan tuzlu su, tuz golii ve tuzlu toprak
gibi yiliksek oranda tuz igeren ortamlarda yasarlar. Diinya genelinde yaygin olarak
bulunurlar ve optimum iiremeleri igin en az %15 (2,5 mol/L) tuz konsantrasyonuna
ihtiya¢ duyarlar. Hatta haloarkeal tiirlerin biiyiik bir kism1 doygun (~ %35, 6 mol/L) tuz
konsantrasyonlarinda iireyebilmektedir (Cui ve Dyall-Smith, 2021, Oren, 2014; Oren ve
ark., 2009). Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamaya adapte olmus halofilik arkeler,
fosil bazli polimerlerin yerini alma potansiyeline sahip biyo-polyester (polihidroksi
alkonatlar) tiretimi, klinik ve farmasétik 6neme sahip gaz vezikiilii iiretimi, yapay retina
protezleri, optik bellekler, holografik islemci ve biyosensor gelisitirilmesi alaninda gibi
¢cok sayida teknik uygulamaya ilham kaynagi olmus bakteriyorodopsin iiretimi,
farmasoétik, gida veya kozmetik endiistrisinde yaygin kullanilan likopen, beta karoten
gibi iriinlerin {iretimi, giiniimiizde endistriyel siireclerin ve arastirmalarin hayati
bilesenleri haline gelen ve gelecekte daha da biiyiik bir rol oynayacak enzimlerin {iretimi
gibi pek ¢ok biyoteknolojik uygulama igin potansiyel organizmalardir (Pfeifer ve ark.,
2021). Sonug olarak, haloarkeal hiicreler ya da bilesenleri bilinen ve yaygin bulunan diger
prokaryotlar i¢in uygun olmayan kosullarda biyopolimer, hidrolitik enzim, biyosiirfaktan,
biyoyakit tiretimi, biyoremediasyon ve metalik nanopartikiil tiretimi gibi biyoteknolojik
islemlerde kullanim potansiyeline sahiptirler (Srivastava ve Kowshik, 2015, Abdollahnia
2020).

Halofilik arkeler, hiicre i¢i enzimatik indirgeme yontemiyle metallerin oksidasyon
diizeyini degistirerek ya da hiicre diginda tutarak yiiksek konsantrasyonlardaki agir metal
ve metaloidleri tolere ve detoksifiye etme yetenegine sahiptirtirler. Bu detoksifikasyon
islemleri sirasinda metalik iyonlart nanopartikiillere doniistiirebilmektedirler. (Buda ve
ark., 2019, Bini, 2010; Voica ve ark., 2016). Ancak halofilik arkelerin metalik
nanopartikiil sentezi ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlar arasinda giimiis,
selenyum, telliir, altin, ¢inko, krom ve nikel yer almaktadir (Buda ve ark., 2019; Patil ve
ark.,2014, Costa ve ark., 2020, Abdollahnia ve ark., 2020, Srivastava ve ark., 2013, 2014
ve 2015; Das ve ark., 2014; Nagar ve ark., 2022; Can 2021).



Glmis, kendine 0zgli fiziko-kimyasal Ozellikleri nedeniyle en Onemli
nanopartikiillerden biridir. Sulu ¢dzeltide bulunan giimiis iyonlart mikroorganizmalar
tarafindan biyolojik olarak kolloidal giimiise indirgenmektedir. Bu siirecte Ag* 6nce
metalik giimiis atomlarina indirgenmekte ardindan oligomerik kiimeler halinde Ag°
olugsmaktadir. Son agsamada ise bu kiimeler giimiis nanopartikiillerine doniistiiriillmektedir
Yiiksek diizeyde kimyasal ve termal stabilite gostermesi, maliyetinin diisiik olmasi, gevre
dostu ozellige sahip olmasi ve tibbi uygulama potansiyeline sahip olmasi nedeniyle
giiniimiizde biyolojik giimiis nanopartikiilii sentezine olan ilgiyi arttirmistir (Arul ve ark.,
2017; Valodkar ve ark., 2010; Sharma ve ark. 2009). Giimiis nanopartikiillerinin biyolojik
Ozellikleri uzun siireden beri bilinmektedir ve bilinen tiim antibakteriyel nanopartikiiller
arasinda en yiiksek bakterisit aktiviteye ve biyouyumluluga sahiptir. Giimiis bilesikleri,
bakteriyel hiicresel proteinlerin ¢okelmesini saglayarak ve mikrobiyal solunum zincir
sistemini bloke ederek hem aerobik hem de anaerobik bakterilere kars1 etkili olmaktadir.
Yapilan calismalar boyutu kiigiilerek nano boyuta ulasan giimiisiin antimikrobiyal
aktivitesinin arttigini gostermistir (Chudsama ve ark., 2010; Abbasi ve ark., 2016).

Saglik alaninda, mevcut antibiyotiklere kars1 direncli bakteri suslariin gelismesi
sorunu yeni bakterisit ajanlarin bulunmasin tesvik etmektedir. Elemental giimiis ve
giimiis tuzlari, on yillardir tedavi edici ve onleyici saglik hizmetlerinde antimikrobiyal
ajan olarak kullanilmistir ve kullanilmaya devam etmektedir. Giimiis iyonlarinin,
membranda bulunan kiikiirtlii proteinler, DNA gibi fosfor iceren bilesiklerle etkilesime
girerek bu molekiillerin islevlerini ve replikasyonu engelledigi, ATP iiretimine giren bazi
hiicresel proteinlerin ve enzimleri inaktive etmesinin yani sira ribozomal proteinlerin
ekspresyonunu engelledigi bildirilmistir. Bununla birlikte, glimiis nanopartikiillerin
bakterisidal etkilerinin mekanizmasi heniliz tam olarak bilinmemektedir. Gilimiis
nanopartikiillerinin bakteri membran bilesenleri ile etkilesime girdikten sonra
membranda yapisal degisikliklere ve hasara neden olarak hiicre oliimiine yol agtigi
belirtilmistir (Kyriacou ve ark., 2004; Panacek ve ark., 2006; Pal ve ark 2007). Ayrica
mikroorganizmalarin, geleneksel ve dar hedefli antibiyotiklerde oldugu gibi glimiise kars1
direng gelistirme olasiliginin diisiik oldugu da kabul edilmektedir. Ciinkii metaller
organizmalarda farkli ve ¢ok sayida hedefe atak yapmaktadir, bu da mikroplarin
kendilerini korumak i¢in ayni anda bir dizi mutasyon gecirme zorunlulugu anlamina

gelmektedir (Chudsama ve ark., 2010 ve Pal ve ark. 2007).



Tez calismast ile Tiirkiye’nin farkli tuzlu alanlarindan izole edilmis 5 farkl
halofilik arke susu ile kompleks yiiksek tuzlu ortamda giimiis nanopartikiilleri
sentezlenmis ve iretilen nanopartikiillerin kimyasal karakterizasyonlar1 yapilarak

antibakteriyel etkinliklerinin bulunup bulunmadigi belirlenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Viriisler dahil olmak iizere ¢esitli bakteri, maya, mantar ve alg tiirii, ¢esitli metalik,
metal siilfiir, metal oksit ve alasim nanopartikiillerinin {iretiminde kullanilmistir.
Mikroorganizmalarda metalik nanopartikiil sentezi, organizmanin dogasina ve metabolik
aktivitesine bagli olarak hiicre i¢i veya hiicre dis1 bir siiregle gergeklesmektedir.

Halofilik arkeler de diger halofilik yada nonhalofilik diger mikroorganizmalar gibi
dogal ortamlarinda metallerle karsilasmaktadir (Srivastava ve Koswhik, 2015). Ancak bu
organizmalarin metal toleransi ve nanaopartikiil sentezi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir.

Srivastava ve ark. (2013) calismalarinda giimiis nitrat (AgNO3, 0,5 mM) bulunan
yiiksek tuzlu kompleks besiyerinde iiretilen Halococcus salifodinae BK3 susunda metal
toleransi, glimiis rediiksiyonu ve nanopartikiil iiretimini gerceklestirmis ve calisma
sonucunda, kararli yapida, ¢ogunlukla kiiresel formda hiicre i¢i glimiis
nanopartikiillerinin sentezlendigini bildirmistir. Glimis nitrata adaptasyonun yapildigi
calismada kontroldekine benzer lireme kinetiginin bulundugu, metal konsantrasyonunun
artisina bagli olarak NADH bagimli nitrat rediiktaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir.
Nitrat rediiktazin, giimiis toleransinin saglanmasinda, ingiimiisiin indirgenmesinde ve
nanopartikiil sentezinde rolii oldugu rapor edilmistir. Uretilen giimiis nanopartikiilleri
spektroskopi, XRD, TEM ve EDAX kullanilarak karakterize edilmis ve TEM analizleri
sonucu kompleks ortamda iiretilen giimiis nanopartikiil boyutunun ortalama 50,3 nm
oldugu bildirilmistir.

Srivastava ve ark. (2014) Halococcus salifodinae BK6 susu ile yaptiklar diger bir
caligmada da yine iozlatin glimiis nitrata adaptasyonu yapilarak giimiis nanopartikiilii
tiretilmistir. Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-Vis) absorbsiyon spektroskopisi, XRD,
TEM ve EDAX ile nanopartikiiller karakterize edilmis ve kompleks besiyerinde
sentezlenen nanopartikiillerin ortalama boyutunun 50,3 nm ve kiibik formda oldugu
belirlenmistir. Ayrica glimiis nanopartikiillerinin agar disk diflizyon yontemi ile
Escherichia coli MTCC 2345, Pseudomonas aeruginosa MTCC 2582, Staphylococcus
aureus MTCC 737 ve Micrococcus luteus iizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirtilmistir.

Patil ve ark. (2014), metal iyonu direngli Haloferax alexandrinus susu ile, %25 tuz

iceren kompleks besiyerinde iiretilerek elde edilen biyokiitle (1-10 mg/ml) ile karanlik ve



1s1klt ortamda, %0.001-0.1 giimiis nitrat ve 2-11 arahigindaki pH derecelerinde
nanopartikiil iretimini kapsayan ¢alismalarinda, %0,05 giimiis nitrat ve %5 mg/ml hiicre
varliginda ve pH 7’de 4 dakika igerisinde nanopartikiil tiretiminin gergeklestigini
bildirmistir. TEM analizleri ile nanopartikiillerin diizensiz ve kiiresel formda oldugu ve
partikiil biiytikliigliniin 2-60 nm arasinda degistigi belirtilmistir. Agar-kuyu diflizyon
yontemiyle giimiis nanopartikiillerinin (5ug), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Bordetella bronchiseptica ATCC 4617, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC
8739 ve Salmonella typhimurium ATCC 14028 suslar1 lizerinde antbakteriyel etkinligi
belirlenmis ve haloarkeal nanopartikiillere karsi en yiiksek duyarliligi Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 susunun en diisiikk duyarliligi ise Salmonella typhimurium ATCC
14028 gosterdigi rapor edilmistir.

Buda ve ark. (2019), giimiis nitrat igeren (0,072 mM) kompleks yiiksek tuzlu
ortamda Halomicrobium mukohataei DSM 12286 susu ile giimiis nanoartikiilii tiretilen
calismalarinda, TEM analizleri sonucunda hiicre igerisinde kiiresel formda ve 20-100 nm
capinda nanopartikiillerin tiretildigini belirlemislerdir. Ayrica EDS analizi ile hiicrelerin
icinde, toplam elementel kompozisyonun %0,6's1 oraninda elemental glimiisiin mevcut
oldugu teyit edilmistir. Zeta potansiyeli 6l¢iimleri ile giimiis nanopartikiillerinin oldukca
negatif bir yiizey yiikiine sahip oldugu bu nedenle saflagtirilmis nanopartikiillerin kararl
bir yap1 gosterecegi belirtilmistir.

Costa ve ark. (2020) ¢alismalarinda, Haloferax volcanii H26 susuna ait biyokiitle
ile glimiis ve altin nanopartikiilii iiretimini gerceklestirmis ve ¢aligma kapsaminda glimiis
nitrat i¢eren ortamda 16 saat igerisinde ortam renginin koyu kahve renge doniistiigi ve
tiretilen giimiis nanopartikiillerinin TEM analizleri sonucu ortalama boyutunun 25 nm ve
sekillerinin kiire benzeri oldugunu bildirmistir. Fourier doniistimli  kizil6tesi
spektroskopisi ile her iki naopartikiiliin stabil bir protein kaplamasina sahip oldugu ve
giimiis nanopartikiillerinin Escherichia coli ve Pseudomonas putida {tzerinde
antibakteriyel etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Abdollahnia ve ark. (2020), Haloferax sp. susu ile intraseliiler ve ekstraseliiler
glimiis nanopartikiilii tiretimi kapsamli ¢alismalarinda TEM analiz sonucunda ortalama
giimiis nanopartikiil boyutunun 26,34 nm oldugu, 0,26 polidispersite indeksi ile yiiksek

homojenite gosterdigini bildirmistir. Giimiis nanopartikiillerinin broth mikrodiliisyon



yontemiyle Escherichia coli ATTCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9024, and Bacillus subtilis ATCC605 suslari tizerindeki
MIK50 degerleri sirasiyla 20, 10, 40 ve 40 ppm olarak bulunmustur.

Can (2021) calismasinda 113 halofilik arke susunun 6 farkli metal tuzuna (CrClzs,
AgNO3, Zn(NO3)2, ZnCl2, ZnSO4 ve NiCLz2) adaptasyonunu saglayarak giimiis, krom, ¢inko
ve nikel nanopartikiilii iretimini ve bu nanopartikiillerin kismi karakterizasyonunu XRD ve
SEM-EDS analizi ile belirlemistir.

Halofilik arkeler ve giimiis nanopartikiil sentezi ve karakterizasyonu ile ilgili sinirlh
sayidaki ¢aligmalarin yam sira halaoarkeal suglar ile farkli nanopartikiilii sentezi kapsamli
yine oldukg¢a az sayida ¢aligmalar da bulunmaktadir.

Srivastava ve ark. (2014b), giimiis nanopartikiilii haricinde haloarkeal nanopartikiil
sentezi ile ilgili diger ¢alismalarinda sodyum selenit igeren ortamda Halococcus
salifodinae BK18 susu ile hiicre i¢i selenyum nanopartikiilii tiretimini ger¢eklestirmistir.
Uretilen selenyum nanopartikiillerinin XRD ve TEM analizleri ile karakterizasyonlari
yapilmis ve altigen kristal kafes formunda ¢ubuk sekilli nanopartikiiller iiretildigi NADH
bagimli nitrat rediiktazin selenyum nanopartikiilii sentezinde ve metal toleransinda rol
oynadig1 gosterilmistir. Calisma kapsaminda iiretilen nanopartikiillerin, HeLa hiicre
hatlarina kars1 anti-proliferatif 6zellik gosterdigi ve normal hiicre hattina kars1 sitotoksik
ozellik gostermedigi  belirlenmistir ve bu nedenle haloarkeal selenyum
nanopartikiillerinin kanserde kemoterapdtik ajani olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Srviastava ve ark. (2015), yine Halococcus salifodinae BK3 susu ile yaptiklari diger
bir calismada ise, 3 mM K;TeOsz varlifinda organizmanin igne sekilli telliir
nanopartikiilleri tirettigini ve nanopartikiillerin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
organizmalara karsi antibakteriyel etki gosterdigini bildirmiglerdir.

Abdollahnia ve ark. (2020), Halogeometricum sp. susu ile selenyum nanopartikiilii
iiretimi ve nanopartikiil karakterizasyonu kapsamli caligmalarinda iiretilen arkeal
selenyum nanopartikiillerinin ortalama ¢apinin 111,6 nm oldugu ve 0,26 polidispersite
indeksi ile olduk¢a homojen bir yapiya sahip oldugunu bildirmistir. E. coli, S. aureus, P.
aeroginosa, ve B. subtilis suslari {izerindeki MIK50 degerlerinin 100, 50, 100, 100 ppm
oldugu belirlenmistir.

Tag ve ark. (2021) ¢alismalarinda, Haloferax sp. NRS1 susu ile biyolojik sentezini
gerceklestirdikleri giimiis nanopartikiillerini karakterize edilerek biyolojik aktivitelerini

(tromboliz ve sitotoksisite gibi) belirlemistir. TEM analizleri sonucunda giimiis



nanopartikiillerinin kiiresel sekilli oldugu ve boyutlarinin 5,77-73,14 nm araliginda
oldugu belirtilmis ve XRD spektrumlarina gore Kkristal boyutunun 29,28 nm oldugu ve
kristalografik bir diizlem gosterdikleri bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar ve Cihazlar

Tez ¢alismasinda Sigma veya Merck marka sodyum kloriir (NaCl), magnezyum
stilfat (MgS04.7H20), potasyum kloriir (KCI), demir siilfat (FeSO4), hidroklorik asit
(HCI), sodyum hidroksit (NaOH), trisodyum sitrat dihidrat (Na3CsHsO7), maya ekstrakti,
giimiis nitrat (AgNO3), diyaliz membrani, Miieller Hinton agar (MHA) Miieller Hinton
broth (MHB) ve Brain heart infusion broth (BHIB) kullanilmistir. Deneysel asamalarda
calkalamali ve statik inkiibator, spektrofotometre, manyetik karistirici, pH metre, terazi,

otoklav, laminar kabin, vorteks, sonikator ve sogutmali santrifiij kullanilmigtir.

3.1.2. Halofilik Arkeler, Bakteriler ve Uretim Ortamlar:

Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari’nda yer alan mikroorganizma koleksiyonundaki halofilik arke izolatlar1 ve
MALDI-TOF MS ile identifikasyonu teyit edilmis bakteri suslar1 kullanilmistir. Derin
dondurucuda saklanan arke izolatlarina ait gliserol stoklarinin aktiflestirilerek tiretilmesi
amaciyla 200,00 g/L NaCl, 20,00 g/L MgS04.7H20, 3,50 g/L KCI, 3,30 g/L sodyum
sitrat, 0,23 g/L FeSO4.7H20, 3,00 g/L maya ekstrakti i¢geren modifiye Sehgal-Gibbons
(SG) besiyeri kullanilmistir. SG besiyerinin pH’1 KOH ile 7,45’e ayarlanmigtir (Ozcan ve
ark., 2006). Bakteri suslarina ait gliserol stoklar1 Brain Heart Infusion Broth (BHIB) besi
yerine ekimi yapilarak aktiflestirilmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda Miieller
Hinton Agar (MHA) ve Miieller Hinton Broth besiyerleri kullanilmistir.

3.2.  Yontem

3.2.1. Halofilik Arke izolatlarimn Kiiltiirii

AgNO3 (0,50 ve 1,00 mM) iceren SG broth ortaminda yiiksek {ireme yetenegi
gosterdigi daha once belirlenmis (Can, 2021) 5 adet halofilik arke izolat1 (A235, A212,
B65, CHB1 ve F75A) calisma kapsaminda kullamlmustir. Izolatlar SG besiyerinde
calkalamali olarak (150 rpm) 37°C’de gelistirilerek aktiflestirilmistir. Kiiltiirlerin sabit
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giin araliklartyla diizenli pasajlar1  yapilmis ve Kkiiltiirlerin  tireme yOniinden
senkronizasyonu saglanmistir. Caligmanin her asamasinda halofilik arke izolatarinin

senkron kiiltiirleri kullanilmustir.

3.2.2. Giimiis Nanopartikiil Uretimi

Glimiis nanopartikiil iiretimi amaciyla her bir izolat 0,50 mM AgNO3 igeren
kompleks SG ortamina ekilerek 150 rpm de 37°C’de optik iireme yogunlugu 0,80
(OD600) ve iizeri oluncaya kadar 20 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi
kiiltiirler santrifiijlenerek (4°C, 9000 rpm, 30 dk.) hiicre peleti toplanmistir. Hiicre peleti
saf suda siispanse edilmis ve ultrasonik islemci ile (Bandelin) hiicrelerin par¢alanmasi
saglanmistir. Hiicre lizat1 stispansiyonlart 20 cm uzunlugunda kesilerek hazirlanan diyaliz
membran keselerine transfer edilerek 24 saat boyunca ultra saf suya karsi diyaliz
edilmistir. Diyaliz isleminde ilk 8 saat boyunca her 2 saatte bir su degisimi saglanmaistir.
Diyaliz islemi sonrasinda kese igerikleri steril tiiplere transfer edilerek 60°C'de 12 saat
kurutulmustur ve elde edilen toz halindeki pelet giimiis nanopartikiil kaynagi olarak

kullanilmistir (Low ve ark., 2009; Srivastava ve ark., 2013; Buda ve ark., 2019).

3.2.3. Giimiis Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

3.2.3.1. Kristalografik Karakterizasyon

Glmiis nanopartikiillerinin Kristalografik karakterizasyonu Mustafa Kemal
Universitesi Teknoloji ve Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezinde X-
1511 kirmim (XRD) cihazinda yapilmustir. Olgiimler icin cihazda bulunan Rigaku
Smartlab model X-1s1n1 difraktometresi kullanilmistir. Difraktometre CuK, (1.5406 A°)
ve 40 kV/30 mA'da ¢alistirilmistir. Haloarkeal nanopartikiil tozunun olgtimleri, 5°-80°

tarama aralig1 ve 3.00°/dakika hizinda yapilmistir.

3.2.3.2. Taramah Elektron Mikroskobu-EDX (SEM-EDX) Analizi

Glimiis nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi i¢in toz
haline getirilerek homojenize edilmis arkeal orneklerden yaklasik 1 miligram numune

SEM stab1 iizerine yapistirilmig karbon iletken banta yayilmistir. Goriintiiler, yiliksek
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vakum altinda 15 kV akselerasyon voltajinda Polaroid 545 referansindaki kolon igi
sekonder elektron dedektoriinde elde edilmistir. Enerji dagilimli X-1g1n1 spektroskopisi
(EDS) analizleri goriinen bolge igin 129 keV elektron dedektoriinde yapilmistir. Goriintii
ve EDS analizleri 30 um agikliktaki diyafram ile 1024 x 768 Piksel goriintii/5,4 saniye

tarama hizinda gerceklestirilmistir.

3.2.3.3. Nanopartikill Boyut ve Daglhm Analizi (Dinamik 151k sacilim
spektroskopisi)

Toz haline getirilerek homojenize edilmis arkeal nanopartikiil 6rneklerinden
yaklagik 1 miligram alinarak tizerine 2 mL 10 mM KNOs sulu ¢ozeltisi eklenmistir. Elde
edilen kolloid karisim yiiksek hizda 2 dakika vortekslenmistir. Tiiplerin agzi parafilmle
kapatilarak 50 W giiclindeki ultrasonik banyoda 15 dakika dispers edilmistir. Ardindan
tipler dik sekilde standa alinarak laboratuvar kosullarinda 2 gilin bekletilmistir.
Orneklerin vorteks ve dispersiyon islemleri aym kosullarda ardisik ve tekrarli olmak
lizere toplam 3 kez yapilmistir. Islem sonucunda zor ¢dken bir kolloid karisim elde
edilmistir. Elde edilen karisgimlar analize baglamadan hemen 6nce 20 dakika boyunca
ultrasonik banyoda dispers edilmistir. Dispersiyon islemi biten numunenin tamamu tiipten
alinarak 6l¢iim kiivetine aktarilmistir. Ornegin hazirlandig tiip ve kullanilan pipet ucu da
toplamda 1 mL 10 mM KNOs ¢ozeltisi ile yikanarak 6lgiim kiivetindeki numune tizerine
eklenmistir. Olciimler DLS teknigi ile dl¢iim baslangicinda 120 saniye denge siiresinde
ve her bir 6l¢iim arasi 5 saniye bekleme verilerek 3 tekrarli sekilde yapilmistir (Farrell
ave Brousseau, 2014). Ayrica okumasi tamamlanan kolloidal numuneler 0,45 um por
caph seliiloz asetat membran filtreden siiziilmiis ve ayni sartlarda tekrar okuma islemi

yapilmistir.

3.2.4. Giimiis Nanopartikiillerin Antibakteriyel Etkisinin Belirlenmesi

Giimiis nanopartikiillerinin antibakteriyel aktivitesi agar disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Antimikrobiyal etkinlik kapsaminda klinik kaynakli gram-negatif
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve gram-pozitif Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae bakterileri kullanilmistir. Gliserol

stoklarindan BHI sivi besiyerinde aktiflestirilen logaritmik faz kiiltiirlerinin hiicre
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yogunlugu, steril %0,85 NaCl igeren ¢ozeti kullanilarak McFarland 0,50 ayarma gore
(~1,50x108 kob/ml) yapilmistir. MHA petrilerine yayma islemi sonrasinda 6 mm steril
kagit disklere 25, 50 ve 100 ng/disk olacak sekilde emdirilmis nanopartikiil 6rnekleri agar
yiizeyine yerlestirilmistir. Petriler 37 °C'de 18 saat inkiibe edilmistir. Kontrol amaciyla
Amikasin (30ug), Sefuroksim (30 pg), Gentamisin (10 pg) ve Eritromisin (15 pg)

antibiyotik diskleri kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Haloarkeal Giimiis Nanopartikiillerinin X-Isin1 Kirinim (XRD) Analizi
Sonuclari

Yiiksek tuzlu SG besiyerinde fiiretilen 5 adet halofilik arke izolatlarinin (A235,
A212, B65, CHB1 ve F75A) iceren 0,50 mM AgNO3 c¢ozeltisinde hiicre iginde
sentezlenen giimiis nanopartikiillerinin kristal yapisini belirlemek ve dogrulamak igin X-
1s1n1 kirmim (XRD) teknigi kullanilmistir ve her bir izolata ait nanopartikiiliin XRD analiz
sonuglart Sekil 4.1-4.5’te verilmistir. Farkli halofilik arke izolatlar1 tarafindan iiretilen
nanopartikiiller agisindan, atomik dizilim sonucu olusmus farkli kristal fazlar1 yansitan
dort farkl pik gézlenmistir. Hem farkli arke izolatlarinin varligi hem de bu izolatlarin
cozeltide farkl iglevleri, farkli 20 degerlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu

kapsamda en yogun giimiis nanopartikiillerinin (111) kristal yapisina sahip oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.1. A235 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i glimiis nanopartikiillerinin XRD
spektrumu
A235 izolatinin sentezledigi nanopartikiillerde 38,26°, 44,32°, 64,43° ve 77,46°
keskin pikler gbzlenmis ve sirasiyla 20 degerlerine karsilik gelen (111), (200), (220) ve (311)
pik yansimalarma gore farkli kristal fazlara sahip nanopartikiiller saptanmustir. Izolatin
sentezledigi glimiis nanopartikiillerinin daha ¢ok (111) kristal yapisindan olustugu

goriilmekte ve bu nanopartikiillerin kristal boyutunun 6,3 nm oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.2. A212 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i glimiis nanopartikiillerinin XRD
spektrumu

A212 izolatinin sentezledigi glimiis nanopartikiillerinin 260 kirinim desenleri (111),
(200), (220) ve (311) ile iligkili 38,18°, 44,33°, 64,56° ve 77,31°'de dort keskin pik olarak
belirlenmistir. Bu nanopartikiillerden (111) kristal faz1 en keskin pik olup, A235 izolatin
iirettiklerinden daha yiiksek pik siddetine sahip oldugu tespit edilmistir. Izolatin
sentezledigi giimiis nanopartikiili O6rneklerinin kristal boyutu 24 nm olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.3. B65 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i giimiis nanopartikiillerinin XRD
spektrumu

Halofilik arke izolat1 B65’e ait nanopartikiillerin kiriim deseninde (111), (200) ve
(311) kristal fazlarin pik yansimalarimin 20 degerinde karsilik gelen degerleri 38,6°,
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44,35° ve 77,29° olarak belirlenmistir. Diger kristal fazlara gore en yiiksek pik siddetine
sahip (111) kristalin siddeti, A235 ve A212 izolatlarin irettikleri (111) fazlara gore
oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismadan elde edilen AgNP'lerin kristal boyutu

1,38 nm olarak hesaplanmustir.

Siddet (cps)

20 (degree)

Sekil 4.4. CHBI1 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i giimiis nanopartikiillerinin XRD
spektrumu

CHBI izolatinin iirettigi glimiis nanopartikiillerine ait XRD deseninde (111), (220)
ve (311) diizlemlerine karsilik gelen 20 degerleri 38,12°, 64,43° ve 77,43° olarak
belirlenmistir. Nanopartikiillerin kristal boyutu 7 nm olarak hesaplanmustir.

F75A izolatinin sentezledigi glimiis nanopartikiilii deseninde 26 = 38,13°, 44,38°,
64,46° ve 77,42°'de dort keskin pik belirlenmistir. Piklerin diizlemleri (111), (200), (220) ve

(311) kristal fazlar ile iligkilidir. Sentezlenen giimiis nanopartikiilii 6rneklerinin kristal

boyutu 17,6 nm olarak bulunmustur.
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Sekil 4.5. F75A izolatinin sentezledigi hiicre i¢i glimiis nanopartikiillerinin XRD
spektrumu

Yiiksek tuz konsantrasyonunda sentezlenen giimiis nanopartikiillerine ait X-1gini
kirnim desenleri, haloarkeal izolatlarn Ag* iyonlarrn Ag%”a (Ag* + e — Ag)
indirgedigini gostermektedir. Desenlerdeki keskin piklere ait diizlemler, giimiis
nanopartikiillerinin kristal yapida ve ylizey merkezli kiibik yapida oldugunu
gostermektedir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, giiniimiize kadar haloarkeal
(Halococcus salifodinae BK3, Halococcus salifodinae BK6, Haloferax alexandrinus ve
Haloferax sp. NRS1) giimiis nanopartikiilii sentez ve karakterizasyonu ile ilgili mevcut
caligmalardan elde edilmis giimiis nanopartikiil desenleri ile yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir. 20 degerine karsilik gelen 111, 200, 220 ve 311 diizlemleri i¢in sirasiyla
37,84-38,21; 44,20-45,12; 64,38-66,56 ve 75,01-77,61 arasinda degisen keskin piklerin
elde edildigi bildirilmistir. Ayrica yine bu calismalarda Debye Scherrer’s denklemi
tizerinden glimiis nanopartikiillerinin kristal boyutlarinin 12-55,45 nm arasinda degisen
biiytikliiklerde oldugu bildirilmistir (Srivastava ve ark., 2013, Srivastava ve ark., 2014,
Patil ve ark., 2014, Tag ve ark., 2021).

4.2. Taramal Elektron Mikroskobu- Enerji Dagilimh X Isim1 Spektroskopisi
(SEM- EDS) Analizi Sonuclar:

Halofilik arke izolatlarinin hiicre i¢i sentezledigi giimiis nanopartikiillerine ait SEM

goriintiilerinden secilen alan ve bu alanin elementel kompozisyonlarin1 gosteren EDS
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sonuglart Sekil 4.6-4.10’da ve nanopartikiil morfolojilerinin belirlenmesi i¢in yliksek
biiylitmeli SEM goriintiileri Sekil.11°de verilmistir.

A235 izolatinin sentezledigi nanopartikiillerin ¢cogunlukla birbirinden ayrilmis tekli
formda ve kiiresel sekilli olduklar1 belirlenmistir. Kiimelenmenin gériilmemesi fiziksel
etkilesimin oldukga diisiik diizeyde olduguna isaret etmektedir. EDS analiz sonucu yiizey
element igeriginin %81 ni giimiis Ve %19’unu karbon olusturmaktadir (Sekil 4.6 ve 4.11).
Karbon igerigi mikroorganizma kaynakli olup beklenen glimiis nanopartikiiliiniin
sentezlendigi ve EDS haritasinda homojen bir dagilimin s6z konusu oldugu
goriilmektedir. Nanopartikiillerin EDS spektrum sonuglarina bakildiginda 3,00 keV

civarinda giimiis atomlarindan kaynaklanan keskin ve 0,30 keV civarinda karbon ve

giimiis atomlarindan kaynaklanan daha zayif pikler tespit edilmistir.

. 19% CK

81% AgL

52.2K!
—~ 46.4K
>
] 406K
N
= 348K
<
=
o 29.0K
s
g 23.2K
R9) 17.4K]
m

11.6K

58K | A
0.0K — £
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Det: Element-C2B Enerji (keV)
(©)

Sekil 4.6. A235 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i glimiis nanopartikiillerinin (a) SEM
goriintiisii, (b) EDS yiizey haritasi, (c¢) Yiizey elementel kompozisyon spektrumlari
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SEM goriintiilerinde A212 izolatina ait giimiis nanopartikiillerinin kiiresel formda
ve genellikle kiimelenmemis tekli yapida olduklar1 goriilmektedir. EDS analizi igin
secilen SEM goriintii alaninin haritasinda giimiis oraninin %79, karbon oraninin ise %21
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7 ve 4.11). EDS ile yapilan element bilesimi analizi 3
keV civarinda giimiis atomlarindan kaynaklanan giiclii bir absorpsiyon pikinin varligini
gostermektedir. Ayrica 0,30 keV civarindaki karbon pikinin yaninda zayif bir giimiis
pikinin bulundugu goriilmektedir (Sekil 4.7 ve 4.11). Gerek SEM ve gerekse EDS
analizleri A212 susunun homojen dagilim gosteren gilimiis nanopartikiillerini

sentezledigini gostermektedir. Diger taraftan A212 susu ile liretilen Ag nanopartikiil

miktarinin, A235 susu ile liretilene gore ¢ok az da olsa daha diigiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. A212 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i glimiis nanopartikiillerinin (a) SEM
goriintiisi, (b) EDS ylizey haritasi, (c) Yiizey elementel kompozisyon spektrumlari
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Diger izolat B65’in kompleks ortamda sentezledigi glimiis nanopartikiilerinin
birbirinden ayrilmis ve kiiresel formda oldugu ve yiizey elementel igeriginin %82
oraninda glimiis icerdigi bulunmustur. EDS haritasindan glimiisiin homojen dagilim
gosterdigi belirlenmistir. EDS spektrumunda yaklagik 3,00 keV’de giimiis atomlarindan
gelen giiclii bir pikin yanisira 0,30 keV civarinda karbon atomu kaynakli pike yakin
keskin bir giimiis piki de tespit edilmistir. B65 susu ile liretilen Ag nanopartikiil
miktarmin, A212 ve A235 suslar1 ile tiretilenlere gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.8. B65 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i glimiis nanopartikiillerinin (a) SEM
goriintiisii, (b) EDS ylizey haritasi, (¢) Yiizey elementel kompozisyon spektrumlari

SEM goriintiilerinde CHB1 izolatinin kompleks besiyerinde iirettigi giimiis
nanopartikiillerinin kiimelenme gostermeyen kiiresel sekilde oldugu goriilmektedir (Sekil
4.11). EDS haritasinda homojen bir dagilimin bulundugu ve vyiizey element

kompozisyonunun %61°ni giimiis nanopartikiillerinin olusturdugu kalan kismini1 (%39)
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ise karbon olup hiicreden kaynaklandigi tespit edilmistir. EDS spektrumunda giimiis atomlari
kaynakli 3,0 keV dolayinda bir pik ve 0,30 keV civarinda daha zayif bir pik goriilmiistiir. Bes

izolat arasindan en zayif giimiis piklerine bu organizmada rastlanmig olup, en disiik Ag

nanopartikiil bu sus ile iiretilmistir.
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Sekil 4.9. CHBL1 izolatinin sentezledigi hiicre i¢i giimiis nanopartikiillerinin (a)
SEM goriintiisii, (b) EDS yiizey haritast, (c¢) Yiizey elementel kompozisyon
spektrumlari

F75A izolatinin sentezlemis oldugu naopartikiillerin kiimelenme gostermeyen
kiiresel formda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11). EDS yiizey analizinde glimiis oraninin
%89, karbon oraninin %11 oldugu ve homojen bir dagilimin bulundugu goriilmektedir.
EDS spektrumunda giimiis atomlarindan kaynaklanan 3,0 keV civarinda oldukca giiglii
ve karbon atomu pikine yakin 0,30 keV civarinda zayif bir pik tespit edilmistir (Sekil

4.10). izolatlar arasindan en yiiksek Ag nanopartikiil miktarmna bu sus ile ulasilmustir.
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Sekil 4.10. F75A izolatinin sentezledigi hiicre i¢i giimiis nanopartikiillerinin (a)
SEM goriintiisii, (b) EDS ylizey haritasi, (¢) Yiizey elementel kompozisyon
spektrumlari
Bes izolatin EDS spektrum degerlerinin benzer olmasi, Ag nanopartikiillerin
tiretildigini isaret etmekte olup, izolat ¢esitliligine bagli olarak sadece miktarlarinin farkl
oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.11. A235, A212, B65, CHB1 ve F75A izolatlarinin SG ortaminda sentezledigi
hiicre i¢i glimiis nanopartikiillerinin SEM mikrograflari (A235, A212 ve B65 igin
Biiyiitme X30000, CHB1 ve F75A i¢in X50000)

SEM analizlerinde tiim izolatlar tarafindan iiretilen giimiis nanopartikiillerin kiiresel
formda ve kiimelenmemis ¢ogunlukla taneli yapida oldugu belirlenmistir. EDS haritalarinda
dagilimm homojen oldugu ve giimiis kompozisyonun %61-89 arasinda degistigi kalan
oranlar1 ise hiicre kaynakli karbonun olusturdugu tespit edilmistir. EDS spektrumlar1 da
elementel giimiisiin karakteristik absorpsiyon bandlarini dogrulamigtir. AgNP’lerin yaklasik
3,0 keV'de keskin ve 0,30 keV’de daha zayif optik absorpsiyon pikleri verdigi tespit

edilmistir. Kompleks besiyerinde halofilik arke izolatlar1 tarafindan sentezlenen giimiis
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nanopartikiillerine ait SEM/EDS analiz sonuglar1 diger halofilik arke kaynakli glimiis
nanopartikiilii igerikli ¢aligmalarda alinan SEM/TEM/EDS sonuglar ile yiiksek oranda
benzerlik gostermektedir. Srivastava ve ark. (2013) ve (2014) iki farkli Halococcus
salifodinae susu ile yaptiklari galismada haloarkeal glimiis nanopartikiillerinin kiiresel sekilli
oldugunu ve EDS spektrumlarinin 3,4 ve 0,2 keV’de elementel giimiise ait pikleri gosterdigini
bildirmislerdir. Haloferax sp susunun irettigi giimiis naopartikiillerinin SEM analizleri
kiiresel sekilli oldugu yansitmis ve EDS spektrumunda 2,5-3,5 ve 1,0-2,0 keV’de glimiis
atomlar1 kaynakl pikler tespit edildigi bildirilmistir. Haloferax sp. susunun sentezledigi
intraseliiler nanopartikiillerin 3,0 ve 3,2 keV’lik EDS giimiis pikleri verdigi tespit
edilmistir (Abdollahnia ve ark., 2020). Bu calismada SEM analizi yapilan giimiis
nanopartikiillerinin genellikle kiiresel sekilde tekli ya da kiimeler halinde bulundugu
rapor edilmistir. Arkeal suslar Haloferax volcanii ve Halomicrobium mukohataei ile
yapilan ¢alismalarda da kiiresel sekilli glimiis nanopartikiillerinin tiretildigi bildirilmistir

(Buda ve ark., 2019 ve Costa ve ark., 2020).

4.3. Nanopartikiil Boyut ve Dagilim Analizi (DLS) Sonuclari

Nanopartikiillerin boyutu ve boyut dagilimi, dinamik 151k sagilimi (DLS) analiziyle
belirlenmistir (Sekil 4.12-16). A235 izolatinin sentezledigi Ag nanopartikiilii boyutlarinin
91,28 ile 255 nm arahiginda oldugu tespit edilmistir. Uretilen partikiillerin boyutlari
%2,5’1 91,28, %11,3°1 105,7, %21,7°1 122,4, %24,2°1 141,8, %19°u 164,2, %12,1°i 190,1
ve %6.2°1 220,2 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.12).

A212 izolati tarafindan sentezlenen Ag nanopartikiilii boyut aralig1 78,82 ile 164,2 nm
arasinda belirlenmis olup %?22,1 orani ile en fazla 78,82 nm boyutlu nanopartikiil iiretildigi
tespit edilmistir. Diger dagilim oranlar sirastyla 91,28 nm (%15,8), 105.7 nm (%9,5), 122,4
(%5,1), 141,8 (%2,5) ve 164,2 (%1,1) olarak bulunmustur (Sekil 4.13). Sekil 4.11°deki SEM
goriintiilerinin de yansittig1 gibi, A212 susu ile tiretilen Ag partikiil boyutlarinin, A235 susuna
gore daha diisiik oldugu ve % dagilimim nanopartikiil boyutunu daha fazla yansittig
goriilmektedir. Nanopartikiil boyutu sinirlarinda yer alan Ag nanopartikiillerinin yiiksek
% ile genis aralikta olmasi, besiyeri i¢erisinde hiicrelerin homojen dagiliminin bir sonucu
oldugu diistintilmektedir. Belirli bir alanda yi8ilan hiicreler tarafindan bu alandaki Ag+
iyonlarinin indirgenmesini hizlandirilarak diizensiz ¢ekirdeklenme ile farkli boyutlu

atomik Ag partikiillerin olusumuna neden olacaktir.
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Sekil 4.12. A235 susu ile iiretilen Ag nanopartikiillerin boyutuna gore % dagilimi
(DLS)
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Sekil 4.13. A212 susu ile tiretilen Ag nanopartikiillerin boyutuna gore % dagilimi
(DLS)

B65 izolatinin sentezledigi Ag nanopartikiillerin boyut araliginin oransal olarak
biiyiilk kisminin 120-140 nm araliginda oldugu belirlenmistir. DLS analizine gore
%3,1’nin 91,28, %14,6’nin 105,7, %27,5’inin 122,4, %27,7’inin 141,8, %17,5’nin 164,2
ve %7,5’inin 190,1 nm oldugu bulunmustur (Sekil 4.14). B65 susu ile liretilen Ag
partikiillerin sayica % biiyiikk miktarinin 100 nm boyutu civarinda oldugu ve bu boyut
degerlerinin boyut degerlerinin birbirine yakinligi besiyeri ortamindaki hiicrelerin benzer

diizeyde aktivite sergilediklerini gdstermektedir.
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Statistics Graph (3 measurements)
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Sekil 4.14. B65 susu ile {iretilen Ag nanopartikiillerin boyutuna gore % dagilimi
(DLS)

CHBI izolatmin iiretmis oldugu nanopartikiillerin 68,06 ile 458,7 nm araliginda
oldugu tespit edilmistir. Uretilen partikiil boyutlar1 %51 78,82, %10,3’1 91,28, %14’
105,7, %14’ 122,4, %12,7°1 141,8 ve %10,4’i 164,2 nm olarak bulunmustur (Sekil
4.15). CHBI izolat1 iiretilen Ag partikiillerin % 50’den fazlasinda boyutlarin birbirine
yakin olmasi ve partikiil boyutu artist ile sayica % miktarin azalmasi, bu susun kiiltiir
ortaminda diizenli bir indirgemenin meydana geldigini gostermektedir.

Diger izolatin (F75A) iirettigi giimiis nanopartikiillerinin 10,1-68,06 nm araliginda
oldugu ve oransal olarak en fazla (%16,2) 37,84 nm boyutunda nanopartikiil iiretildigi
belirlenmistir. Tiim izolatlar arasinda 100 nm’nin altindaki biiyiikliiklerde oransal olarak
en fazla nanopartikiil sentezi F75A’da tespit edilmistir (Sekil 4.16). Bu durumu hem
4.11°deki SEM goriintiilerindeki Ag partikiillerinin homojen dagilimi hem de Sekil
4.10°daki EDS elementel ylizey analizlerinde belirlenen %89 Ag atomlarinin varlig
desteklemektedir. Bu kapsamda F75A izolat1 hiicrelerinin besiyeri igerisinde homojen
dagilimli oldugunu gdstermekle birlikte, Ag+ iyonlarini indirgeme hizinin diger suslara

gore daha yavas oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.15. CHB1 susu ile iiretilen Ag nanopartikiillerin boyutuna gére % dagilimi
(DLS)

Statistics Graph (3 measurements)
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Sekil 4.16. F75A susu ile iiretilen Ag nanopartikiillerin boyutuna gore % dagilimi
(DLS)

Halofilik arkelerle yapilan diger caligmalarda Halococcus salifodainae BK3 ve
BK6 suglarinin {iirettigi glimiis nanopartikiillerinin ortalama boyutunun 50,3 nm oldugu
ve BK3’e ait araligin 20-100 nm arasinda degistigi bildirilmistir (Srivastava ve ark., 2013
ve 2014). Halogeometricum sp. ve Haloferax alexandrinus suslarinin sirasiyla 16-213,8
nm ve 2-60 nm araliginda ve ortalama 82,4 nm ve 18 nm boyutunda giimiis
nanopartikiilleri sentezledigi rapor edilmistir (Abdollahnia ve ark., 2020; Patil ve ark.,
2020). Buda ve ark. (2019), Halomicrobium mucohatei’nin 20-100 nm arasinde degisen,
Costa ve ark. (2020) ise Haloferax volcanii’nin ortalama 25 nm c¢apinda giimis

nanopartikiilleri sentezledigini belirtmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda yer alan A235,
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A212,B65, CHBI1 ve F75A izolatlarinin sentezledigi giimiis nanopartikiillerinin ortalama
boyutlarinin sirastyla 161,34, 117,37, 147,9, 190,07 ve 31,05 nm ve biiyiik bir kisminin
ise 100 nm’nin itizerinde oldugu bulunmustur (Sekil 14.12-16). Nanomateryaller i¢in
uluslararasi kabul gormiis tek bir tamimin mevcut olmamakla birlikte son zamanlarda
Ingiliz Standartlar1 Enstitiisii tarafindan boyut olarak “nano 6lgek”, 1-1000 nm araliginda
ve nanopartikiil, nano 6l¢ekli boyuta sahip nano obje olarak tanimlamistir (Jeevanandam
ve ark. 2018).

Glimiis iyonlar1 elektron transferi ile glimiis metaline doniistiiglinden nanopartikiil
boyut ve sayisi elektron transfer hizina bagh olarak degisim gosterecektir. Biyolojik
nanopartikiil sentezinde ise elektron transferi organizma araciligiyla gerceklesmektedir
ve iiretilen Ag nanopartikiillerin boyut ve dagilimi, giimiis iyonu i¢eren besiyeri ¢ozeltisi
icerisindeki hiicrelerin homojen dagilimindan etkilendigi diistiniilmektedir. Dolayisiyla
100 nm’nin tizerindeki partikiillerin varligi, belirli bir bélgede biriken hiicrelerin glimiis
iyonlarina elektron tranferini hizlandirarak olusan Ag atomlarinin biraraya gelmesiyle
cekirdeklenmeyi saglamasinin ve Ag kristal yapilarin partikiil boyutunun biiylimesine
neden olmasinin kamitidir. Prokaryotik yada okaryotik mikroorganizmalarin {ireme
ortaminda yer alan giimiis iyonlarinin elektron aktarimi ile giimiis metaline indirgenerek
(biyorediiksiyon) tretilebilecegi bildirilmis olup (EI-Seedi ve ark. 2019), haloarkeal H.
salifodinae BK3 ve BKG6 suslariyla yapilan calismada detoksifikasyon amaciyla
sentezlenen gilimiis nanopartikiillerini NADH bagimli Nitrat Rediiktaz araciligiyla

katalizlenebilecegi rapor edilmistir (Srivastava ve ark., 2013; 2014).

4.4. Giimiis Nanopartikiillerinin Antibakteriyel Etkinligi

Izolatlarin sentezledigi ve ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan (25, 50 ve 100
ng/disk) giimiis partikiillerinin agar disk difiizyon yontemi sonucunda antibakteriyel
etkinlik gostermedigi belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17.Giimiis nanopartikiillerinin agar disk difiizyon goriintiisii, a; Escherichia
coli, b: Entererococcus faecalis (St.; standart antibiyotik diskleri).

Glimlis nanopartikiillerin antibakteriyel etkisinin mekanizmas1 tam olarak
bilinmemekle birlikte nanopartikiillerin siirekli giimiis iyonunu serbest birakabilecegi ve
bu nedenle mikroorganizmalar1 o6ldiirebilecegi ileri siiriilmektedir (Yin ve ark. 2020;
Bapat ve ark., 2018). Partikiil boyut ve seklinin giimiis iyonu salinimini etkileyebilecegi
ve bu durumun teorik olarak Ostwald-Freundlich denklemi ile agciklanabildigi
bildirilmistir. Ozellikle kiiresel veya vyar1 kiiresel forma sahip kiiciik giimiis
nanopartikiillerinin daha genis yiizey alanina sahip olmalar1 nedeniyle giimiis salimina
daha yatkin olduklar1 ve bu nedenle kiimelenmis nanopargaciklarin daha az iyon salinimi
yaptiklari rapor edilmistir (Yin ve ark. 2020).

Halofilik arke kaynakli giimiis nanopartikiil sentezi yapilan onceki ¢aligmalarda
tiretilen nanopartikiillerin agar disk difiizyonla 10 ve 50 pg diizeyinde (Srivastava ve ark.,
2013-2014), broth diliisyon ile 10-20 ppm diizeylerinde (Abdollahnia ve ark. 2020), agar
diflizyon ile Img/ml (Costa ve ark. 2020) ve 5Sug diizeyinde Gram pozitif ve negatif
bakteri suslar1 {izerinde antibakteriyel etkinlik gosterdikleri belirlenmistir. Ancak
calismamiz kapsaminda iiretilen haloarkeal giimiis nanopartikiillerinin antibakteriyel etki
gostermemesi, iiretilen partikiillerin boyutunun biiyiik olmasi ve buna bagli olarak kiiresel
yapidaki partikiillerin kendi tanecikleri arasindaki fiziksel etkilesim ile ylizey alaninin
daha da diismesine neden oldugundan giimiis iyon salinimin1 olumsuz yonde etkiledigi

diistiniilmektedir (Yin ve ark. 2020).
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5. SONUC ve ONERILER

Son on yilda diinyada malzeme bilimlerinde, 6zellikle nanomalzemelerde muazzam
bir ilerleme ger¢eklesmistir. Bu malzemelerin ¢ok c¢esitli biyolojik, kimyasal, teknolojik
ve gevresel uygulamalar1 arastirilmistir. Nanomalzeme sentezi biyolojik, kimyasal ve
fiziksel yontem olmak iizere ii¢ sekilde gergeklestirilmektedir. Kimyasal ve fiziksel
yontemler maliyet ve ¢evre agisindan bazi riskler icermektedir. Biyolojik yontemler, yani
yesil yontemler, nanomalzemelerin sentezi i¢in nispeten daha uygun maliyetli, glivenli,
verimli ve siirdiiriilebilir bir yoldur. Ayrica biiylik 6lgekli iiretimleri i¢in daha kolay
Olceklendirme olanagi sunmaktadir ve yiliksek basing, enerji, sicaklik ve toksik
kimyasallarin kullanimin1 icermemektedir. Nanopartikiillerin biyolojik yolla sentezi,
indirgeyici ve kapatici etki (capping) gosteren mikroorganizma hiicreleri veya enzimleri
veya bitki ekstraktlar1 iceren biyoaktif maddeler araciligiyla gerceklestirilmektedir
(Jamkhande ve ark., 2019, Ali ve ark., 2022).

Nanomateryal ¢esitligi i¢erisinde, metalik nanopartikiiller aragtirmacilarin ilgisini
cekmistir. Bunlar arasindan giimiis nanopartikiilleri basta antimikrobiyal 6zellik olmak
tizere antioksidan, antifungal, antienflamatuar, antiviral ve antianjiyogenez gibi biyolojik
aktivitelere ve ayrica hizli teshis goriintiileme, doku rejenerasyonu, ilag tasiyici sistemler
ve mediko-uygulamali iiriinlerin gelistirilmesi gibi biyomedikal uygulanabilirlik
ozelliklerine sahiptir (Nazir ve ark. 2021, Yasmin ve ark., 2020, Naseer ve ark. 2020,
Igbal ve ark. 2020). Giimiis nanopartikiillerinin aktif uygulandig: alanlar; tekstil ve ilag
endiistrisi, kozmetik, gida paketleme, plazmonik, kaplama, kataliz, sensorler,
optoelektronik, temiz su teknolojisi, iklim degisikligi ve kirlilik kontrolii (Mathur ve ark.
2018; Igbal ve ark. 2020, Kamran ve ark., 2019, Hosny ve ark., 2022).

Mikroorganizmalar kullanilarak nanopargaciklarin  biyolojik sentezi temiz,
biyouyumlu, toksik olmayan ve ¢evre dostu bir yontemdir. Bu iiretim yonteminde
mikrobiyal hiicrelerin yiiksek diizeydeki fiziksel ve biyosentetik aktivitelerinden
yararlanilir. Cok sayida bakteri ve fungus gesitli metalik, nanopargaciklarin sentezi igin
kullanilmistir. Sentez, organizmanin dogasina ve metabolik aktivitesine bagli olarak
hiicre i¢i veya hiicre dis1 bir siire¢ olabilmektedir. Halofiller, tuzlu ortamlarda gelisen ve
sodyum kloriir gereksinimlerine bagl olarak hafif, orta veya asir1 derecede halofil olarak
siiflandirilabilen tuz seven organizmalardir. Halofilik arkeler iiremeleri icin 1.5M'in

tizeri ve doygunluk derecesindeki molar tuz konsantrasyonlarinda optimum gelisirler ve
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osmotik dengeyi saglamak i¢in hiicrelerinde yiiksek miktarda tuz (KCI) biriktirirler.
Halofilik arkelerin dogal ortamlarinda metallerle karsilastigi bilinmektedir, ancak
haloarchaea tarafindan giimiis nanopartikiilii sentezi hakkinda literatiirde ¢ok az sayida
calisma bulunmaktadir.

Tez kapsaminda 5 farkli halofilik arke izolatinin sentezledigi giimiis
nanopartikiillerinin kimyasal karakterizasyonlar1 yapilarak antimikrobiyal yonden etkin
olup olmadiklar1 degerlendirilmistir. Her bir izolata ait nanopartikiil 6rneklerinin XRD,
SEM/EDS ve DLS analizleri ile glimiis nanopartikiillerinin varlig1, yaklasik morfolojileri,
boyut ve dagilim oranlar1 belirlenerek kimyasal karakterizasyonlar1 yapilmistir. Hiicre
peleti kaynakli preparatlarin agirlik olarak yaklasik %79-94 arasinda kiiresel formlu
glimiis nano partikiilii igerdigi gosterilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Halofilik arke izolatlar1 ile tretilen glimiis nanopartikiillerinin kiitlece
miktari

. % agirlik (wt/wt)

Izolat Karbon Glimiis
A235 7,54 92,46
A212 5,76 94,24
B65 9,65 90,35
CHB1 21,32 78,68
F75A 6,98 93,02

Sonug olarak;

v’ A235, A212, B65, CHBI1 ve F75A gibi bes farkli halofilik arke izolat: ile giimiis
iyonlar1 igeren yiiksek tuzlu ortamda giimiis nanopartikiil {retilebildigi c¢esitli
spektroskopik analizlerle belirlenmistir,

v sentezlenen nanopartikiillerinin XRD spektrumlarinda biitiin izolatlar igin 26
degerleri benzerlik gosterirken, pik siddetlerinin farkli oldugu goézlenmistir. Bu durum
izolatlar tarafindan iiretilen Ag nanopartikiillerinin farkli sayida olmak {izere benzer
kristal orgiiye sahip olduklarini yansitmaktadir,

v tiim izolatlarin {rettigi Ag nanopartikiillerinde (111) kristal 6rgiisiiniin baskin
oldugu XRD sonuglarindan tespit edilmistir,

v bes farkli izolatin tirettigi giimiis nanopartikiillerinin farkli boyutlarda ve kiiresel

yapida oldugu belirlenmistir,

32



v’ lretilen giimiis nanopartikiillerinin SEM goriintiileri ile kiiresel yapida olduklari
tespit edilmekle birlikte farkli dagilimlara sahip olduklar1 gézlenmistir,

v EDS yiizey harita sonuglarina gore bes farkli izolatin irettigi giimiis nanopartikiilii
miktarlarinin farkli oldugu gézlenmis ve en fazla oranin %89 ile F75A izolatina ait oldugu
tespit edilmistir,

v EDS spektrum sonuglarina gore iiretilen giimiis nanopartikiillerinin spektrum
degerlerinin benzer ve yaklasik 3,0 KEV dolaylarinda oldugu gézlenmistir. Bu veriler
iiretilen Ag partikiillerinin benzer kristal 6rgiiye sahip olduklarini géstermektedir,

v DLS sonuglarina gore, izolatlarca iiretilen giimiis nanopartikiillerin boyutlarinin ve
% boyut dagilimlariin farkli oldugu gézlenmistir. Bu farkli veriler besiyeri icerisinde
hiicre dagilimlarinin homojen olmamasi ve farkli aktivite gostermeleri kaynakli oldugu
diistiniilmektedir,

v A235 ve B65 izolatlarinin irettigi Ag partikiillerinin, nano sinifina girebilecek
91,28 ve 105,7 boyutlarina karsilik gelen toplam sayi sirasiyla yaklasik %13,8 ve %17,7
olarak tespit edilmistir.

v' A235 ve B65 izolatlarinin trettigi Ag partikiillerinin gogunlukla biiyiik boyutlu
olmasi, izolatlarin besiyeri igerisinde homojen dagilmadigini ve bolgesel yigilmalarin
oldugunu diistindiirmektedir,

v' A212 izolatinin lrettigi Ag partikiillerin %47,4intin (%22,1°1 78,82; %15,8’i
91,28 ve %9,5°1 105,7) nano simifina girebilecegi tespit edilmistir dolayisiyla homojen
hiicre dagilimimin yanisira biyolojik indirgeme yeteneginin fazla olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir,

v' CHBI izolatinin irettigi Ag partikiillerin%30,4’lik kismi1 (%]1,1’i 68,06; %5,0’i
78,82; %10,3°191.28 ve %14,0’1 105,7) nano Ag sinifina girebilecek biiyiikliiktedir,

v CHBI izolatinin iirettigi Ag partikiillerinin boyut biiyiikliigiiniin artmas ile partikiil
sayisinin azaldig: belirlenmistir,

v F75A izolatinin Urettigi Ag partikiillerinin tiimiiniin nano sinifina girdigi tespit
edilmistir, bu durum F75A izolatinda biyorediiksiyon yeteneginin yiiksek oldugunu

gostermektedir,

Yukarida verilen sonuglar genelinde; boyut olarak ¢ogunlukla 100 nm iizerinde oldugu
tespit edilen nanopartikiillerin ¢ekirdeklenme asamasinin homojen hale gelmesi igin

hiicrelerin ~ siispanse  halde bulundugu kiiltir = ortamindaki giimiis iyonu

33



konsantrasyonunda homojenite saglanmasi amaciyla etkili karistirma ve inkiibasyon
zamanlarinin optimizasyonu ve farkli sicakliklarin partikiiller arasi fiziksel etkilesimi
azaltacag1 ongorisiinden hareketle farkli sicaklik derecelerinde Ag nanopartikiil sentezi

caligmalarinin yapilmasi onerilmektedir.
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