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OZET

Anahtar Kelimeler: Bacillus, nanopartikiil, biyosentez, selenyum

Bu ¢alismada, bazi toprak ve gida 6rneklerinden izole edilen Bacillus suslarimin bakir,
c¢inko ve selenyum nanopartikiillerini iiretim yetenekleri arastirilmistir. Nanopartikiil
(NP) iretimi, bakterilerin nutrient broth besiyerinde gelistirilmesinin ardindan
santrifiij ile ayrilmalari sonucu elde edilen hiicresiz sivinin  kullanimi ile
gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda kullanilan 34 adet izolatin bakir ve ¢inko NP’lerini
tiretme yeteneginde olmadigi anlasilmistir. Bunun yaninda, ¢alisma kapsaminda
Kocaeli ilinden alinan bir toprak 6rneginden izole edilen Bacillus sp. EKT1 susunun
selenyum nanopartikiillerini (SeNP) tirettigi belirlenmistir. Bu nedenle, ¢aligmaya bu
bakteri tarafindan SeNP {iretimi ile devam edilmis; NP iiretimine pH (3-11), sicaklik
(30-45°C), SeO2 konsantrasyonu (3,5-9,0 mM) ve reaksiyon siiresinin (0-96 saat)
etkisi belirlenmistir. SeNP olusumu rengin agik saridan kiremit kirmizisina doniigsmesi
ile ve olusan rengin absorbansinin UV-VIS spektrofotometrede 568 nm dalga boyunda
Ol¢iilmesi ile takip edilmistir.

Calisilan pH araliginda sadece pH 7 ve 9’da SeNP iiretimi gerceklesmistir.
Spektrofotometrik dlglimlere gore en iyi tiretim 6,5 mM SeO» konsantrasyonuna sahip,
pH’s1 9,0 olan ortamda, 33°C’de ve 96 saatte gdzlenmistir. Ayrica, iiretim kosullarinin
olusan NP boyutuna etkisi NP’lerin alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu
(FESEM) analizi yapilarak belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore, tiretilen NP’lerin
ortalama boyutunun 50-150 nm oldugu belirlenmistir. En kii¢iik partikiil boyutu 5,6
mM SeO; konsantrasyonuna sahip ortamda elde edilirken, artan SeO:
konsantrasyonlarinin ise NP boyutunun artmasina yol agtig1 tespit edilmistir. Bununla
birlikte, pH 9,0’da da NP boyutunun arttigi ve yine bu pH’da agregasyonun
gerceklestigi gozlenmistir. 33°C’de en kiigiik boyutlu NP’ler sentezlenmis, artan ve
azalan sicakliklarda ise NP boyutu artmistir. NP’lerin Fourier doniisiimlii kizil6tesi
(FTIR) spektroskopisi ile analizi yapilmis ve biyolojik molekiillerin NP’lere kaplama
ajan gorevi yaptigi ortaya konmustur. X-isim1 kirmimi (XRD) spektroskopisi ile
yapilan analiz sonucunda olusan NP’lerin amorf yapida oldugu saptanmistir.
SeNP’lerinin antimikrobiyel ve antifungal 6zellige sahip olmadig; ancak antioksidan
aktivitesinin bulundugu saptanmistir.
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INVESTIGATION OF THE PRODUCTIONS OF COPPER, ZINC,
AND SELENIUM NANOPARTICLES
BY SOME BACILLUS STRAINS

SUMMARY

Keywords: Bacillus, nanoparticle, biosynthesis, selenium

In this study, the abilities of Bacillus strains isolated from some soil and food samples
to produce copper, zinc, and selenium nanoparticles were investigated. Nanoparticle
(NP) production was performed using cell-free extract obtained after centrifugation of
the bacteria that were grown on nutrient broth medium.

A total of 34 isolates were used in the study and none of them were able to produce
copper and zinc NPs. Besides, a novel strain that was isolated from a soil sample
collected from Kocaeli province has produced selenium nanoparticles (SeNPs). For
that reason, the study was continued by using this bacterium for SeNPs production.
The effects of pH (3-11), temperature (30-45°C), SeO2 concentration (3.5-9.0 mM)
and reaction time (0-96 hours) on the synthesis of NPs were determined. The formation
of SeNPs was inspected by observing the color change from light yellow to brick-red
and by measuring the absorbance at 568 nm using a UV-VIS spectrophotometer.

SeNPs production was realized only at pH 7 and 9 in the pH range studied. According
to spectrophotometric measurements, the best production was achieved in the medium
contained 6.5 mM SeO> concentration at pH 9.0 and 33°C in 96 hours. Furthermore,
the effects of the production conditions on the size of NPs were determined by
performing the field emission scanning electron microscopy (FESEM) analysis of
NPs. According to the results of the analysis, it was determined that the average sizes
of NPs synthesized were between 50 and 150 nm. The smallest sizes of NPs were
obtained in the medium having 5.6 mM SeOy, on the other hand increased SeO>
concentrations led to an increase in the size of NPs. In addition, the size of NPs also
increased at pH 9, and this pH caused the aggregation of NPs. The smallest NPs were
synthesized at 33°C and the sizes increased at temperatures below and over 33°C. NPs
were analyzed by Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy and it was revealed
that the biological molecules served as the capping agents for the NPs. X-ray
diffractometer (XRD) analysis indicated that the NPs were amorphous. SeNPs did not
have antimicrobial and antifungal properties; however antioxidant activity was
detected.

xii



BOLUM 1. GIRIS

Nanomalzemelerin temel 6zelliklerini inceleyen bir bilim dali olan nanoteknoloji,
genis uygulama yelpazesi ile son yillarda ilgiyi lizerine ¢ekmektedir. Nanoteknoloji
genel bir ifade ile, materyali en az bir boyutu 1 ile 100 nm arasinda olacak sekilde
mantipile etme islemidir. Saglik, enerji, elektronik ve uzay endiistrisi gibi alanlarda
yapilan nanoteknoloji aragtirmalari her gecen giin artmaktadir. Farkli uygulamalar igin
nanopartikiil, nanotiip ve nanoteller gibi farkli nanomalzemeler kullanilmaktadir.
Nanopartikiiller kristal, kiiresel, amorf vb. farkli sekil ve boyutlarda
bulunabilmektedir. Yigmnsal (hacimsel) hallerinden farkli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zellikler sergileyen nanopartikiillerin 6zellikleri boyut ve sekillerine bagh
olarak degismektedir. Nanopartikiillerin iiretimi genel olarak fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olmak iizere ii¢ sekilde gerceklesmektedir. Bazi kimyasal molekiiller
biyoaktiviteleri ve nano malzeme olarak kullanim potansiyelleri icin test edilse de
kimyasal sentez yoOntemleri toksik kimyasallarin kullanimini gerektirmektedir

(Salunke ve ark., 2016).

Kimyasal yontemlerde kullanilan tehlikeli kimyasallar ve olusan toksik yan tiriinlerle
birlikte, fiziksel yontemler de yiiksek enerji gerektiren pahali yontemlerdir. Bu sebeple
¢evre dostu ve daha ekonomik yaklasimlara ihtiyag duyulmaktadir. Bakteri, alg, maya,
fungus ve bitki gibi biyolojik sistemlerin kullanildigi biyolojik tiretim yontemleri
cevre dostu ve giivenli olmalarinin yani sira, kolay uygulanmalari ve ekonomik
olmalar1 sebebiyle diger yontemlere alternatif konumdadir. Biyolojik sentez
yontemlerinde mikrobiyel hiicreler ya da bitkilerin ekstraktlar1 kullanilmakta, tehlikeli
kimyasallara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Biyosentez isleminde bitki ekstraktinda ya da
mikroorganizma hiicresinde bulunan karbonil gruplar, terpenoidler, fenolikler,
flavonlar, aminler, amidler, proteinler, pigmentler ve alkaloitler gibi molekiiller ile

nanopartikiillerin sentezi ger¢ceklesmektedir (Mol ve ark., 2015).



Mikrobiyel sentezde metal ya da metal oksit nanopartikiillerinin tiretimi hiicrenin
i¢cinde ya da disinda gergeklesmektedir (Pereira ve ark., 2015). Rhodococcus sp. gibi
Actinomycetes bakterileri, Pseudomonas cinsi bazi bakteriler, Aspergillus flavus ve
Fusarium oxysporum funguslari, Schizosaccharomyces pombe ve Saccharomycetes
cerevisiae mayalari, bakteriyofajlar ve baz1 algler metal NP’lerini basariyla iireten
mikroorganizmalardan bazilaridir (Shah ve ark., 2015). Yiiksek iyonik konsantrasyona
dayanikli olan Bacillus cinsi bakteriler dogada toprak ve suda yaygin bulunmalar1 ve
birkag tiir hari¢ zararsiz olmalar1 sebebiyle kolayca izole edilebilir ve nanopartikiil

uygulamalarinda kullanilabilirler (Karkaj ve ark., 2013).

Bu ¢alismada, ¢esitli toprak ve gidalardan izole edilmis olan ve bu ¢alisma kapsaminda
izole edilen toplam 34 adet Bacillus izolatinin bakir, ¢inko ve selenyum
nanopartikiillerini iiretim yetenekleri arastirilmistir. Selenyum nanopartikiillerini
tiretme yeteneginde oldugu belirlenen bir Bacillus izolat1 (Bacillus sp. EKT1) ile
nanopartikiil iretimi  gerceklestirilmis, baz1 reaksiyon kosullarinin  (SeO2
konsantrasyonu, pH, sicaklik, siire) liretime olan etkisi belirlenmistir. Ayrica, liretilen
nanopartikiillerin  karakterizasyonu yapilarak antimikrobiyel, antifungal ve

antioksidan Ozellikleri belirlenmistir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETi

2.1. Nanoteknoloji

2.1.1. Nanoteknolojinin tanim ve tarihcesi

“Nano” Yunancada ciice anlamina gelen nanos sozciigiinden tiiremis olup fiziksel bir
biiyiikliigiin 107 katin1 belirten bir 6n addir. Bir nanometre metrenin 10 katina, diger
bir deyis ile milyarda birine denktir. Bir nanometrelik uzunluk i¢ine yan yana 2-3 atom
ancak sigarken; yaklagik 100-1000 adet atomun bir araya gelmesiyle nano yapilar
olusmaktadir. DNA molekiili 2,5 nm genisligindeyken bir protein 50 nm
uzunlugunda, grip viriisii yaklasik 100 nm boyutunda ve insan sag1 yaklasik 10.000
nm kalinligindadir. Nanoteknoloji ise genel bir ifade ile, boyutlar1 1-100 nm araliginda
olan canli/cansiz her tiirlii yapmin karakterizasyonunu, yapimini ve islenmesini ele

alan bir bilim dalidir (Kim, 2008; Ilyasoglu ve El, 2010; Hulkoti ve Taranath, 2014).

Tarihsel agidan incelendiginde nanoteknolojinin hangi zaman aralifinda dogduguna
dair kesin bir goriis yoktur. Ancak bilinmektedir ki “Nano Cagi”ndan ¢ok 6ncelerde
dahi, insanlar nano dlgekte nesnelere rastlamis ve bu nesneleri kullanmislardir. M. O.
yasamis insanlar binlerce yil keten, pamuk, ylin ve ipegi kumas yapiminda
kullanmiglardir. Dokunan bu kumaslar1 6zel kilansa 1-20 nm boyutlarindaki gelismis
gozenek aglari, diger bir deyisle nano gézenekli yapilaridir. Bu dogal kumaglar nano
gozenekli yapilar1 sayesinde teri iyi emmekte ve c¢abuk kurumaktadirlar. Nano
seviyede kritik fermentasyon igslemlerinin gerceklestigi ekmek, sarap, bira, peynir gibi
gidalarin tiretimi de eski ¢aglara kadar uzanmaktadir. Antik Misir’da saglarin siyaha
boyanmasinin yaygin oldugu bilinmektedir. Uzun bir siire boyunca bilim insanlari
boyalarin kina gibi dogal bitkisel {irlinlerden elde edildigini diislinmiistiir. Ancak
mezar sitelerinden alinip incelenen sa¢ ornekleri gostermistir ki bu boyalar kireg,
kursun oksit ve az miktarda suyun karisimindan olugsmaktadir. Hazirlanan karigim

boyama islemi esnasinda sa¢ keratinindeki siilfiir ile tepkimeye girmekte ve birkag



nanometrelik galena (galenit/kursun siilfit) partikiillerine doniismektedir. Bu
partikiiller, dlizgiin ve kalic1 bir boyama gergeklestiren boyanin kendisidir.
Nanoteknolojik uygulamalar eski ¢aglardan beri insanlarin yasaminda yer bulsa da
“nano” kavrami ve “nano tiretim” bilinci insanligin son bir asirdir giindemindedir. Bazi
maddelerin pargacik boyutlarinin kiigiilmesiyle farkli 6zellikler kazandig fark edilse
de bu durumun temel mekanizmas: yillarca anlasilamamistir. Ozetle, nano iiretim
uygulamalar1 bilingli sekilde gergeklestirilmese de nesilden nesile binlerce yil
aktarilarak giiniimiize kadar ulasmistir (Tolochko, 2009).

Nanometre kavrammin ilk kez ortaya atilis1 1925°te, kimya dalinda Nobel Odiilii
sahibi Richard Zsigmondy tarafindan olmustur. Zsigmondy, parcaciklarin boyutunu
ifade etmek i¢in “nanometre” terimini kullanan ilk kisidir (Hulla ve ark., 2015).
Giiniimiiz modern nanoteknolojisinin dogmas: ise fizik dalinda Nobel Odiilii sahibi
Richard Feynman sayesinde olmustur. Feynman 1959 yilinda Amerikan Fizik
Dernegi’nde yaptig1 “Asagida Yeterince Yer Var.” adli konusmasinda, atomlardan
nanoboyutta irlinler tasarlanabilecegi ve maddelerin atomik seviyede
islenebilecegi/diizenlenebilecegi fikrini ortaya siirmiistiir. Klasik diislince tarzinin
Otesine gecen ve dogrulugu ispatlanan goriisleri sebebiyle Feynman, modern
nanoteknolojinin babasi olarak goriilmektedir. Feynman’in yaptigi konusmadan
yaklastk on bes yil sonra, 1974’te, Japon bilim insan1 Norio Taniguchi,
“nanoteknoloji” terimini ilk kez bilim camiasma sunmustur. Taniguchi
nanoteknolojiyi, maddelerin nanometre hassasiyetinde islenmesi ve nanoboyutta
mekanizmalarin olusturulmasi olarak tanimlamistir (Tolochko, 2009; Hulla ve ark.,
2015).

1980’lere gelindiginde nanoteknolojinin altin ¢agi basglamistir. 1981 yilinda IBM
Zurich Arastirma Laboratubari’nda c¢alisan Gred Binnig ve Heinrich Rohrer, onlara
daha sonra fizik dalinda Nobel Odiilii de kazandiracak ¢alisma olan taramali tiinelleme
mikroskobunu kesfetmistir. Nanoteknoloji i¢in biiylik bir atilim olan bu kesif
sayesinde atomlar ve baglar daha Once benzeri goriilmemis sekilde

goriintiilenebilmistir (Sekhsaria, 2013).



1985 yilinda Kroto, Smalley ve Curl tarafindan fulleren kesfedilmistir. 1986 yilinda,
Massachusetts Teknoloji Enstitiisii'nden Eric Drexler, Feynman’in konusmasinda
ortaya siirdiigii fikirleri ve Taniguchi’nin ‘“nanoteknoloji” terimini “Yaratilis
Motorlari: Nanoteknolojinin Gelisen Donemi” isimli kitabinda yayinlayarak, kendisini
ya da karmasik yapidaki diger maddeleri kopyalayabilen nano 6l¢ekli bir makinenin
tiretilebilecegini iddia etmistir. Drexler’in nanoteknoloji goriisii genellikle “molekiiler

nanoteknoloji” ifadesiyle kabul gormektedir (Hulla ve ark., 2015).

Ozetle, 1980’lerin ikinci yarisindan 1990’larin ilk yillarina kadar gegen siirecte,
nanoteknolojinin gelecekteki konumunun da sekillenmesinde biiyiik etkiler birakacak
pek cok gelisme yasanmustir. 1991 yilindaki karbon nanotiiplerin kesfinden giiniimiize
dek pek ¢ok iilkede nanoteknoloji tizerine yapilan arastirmalar ve tasarimlar hizlanarak
devam etmis, nanoteknoloji alanindaki yayin sayisi ve projelere ayrilan finans destegi
onemli Gl¢iide artis gostermis Ve nanoteknolojik uygulamalar giinliik hayatta daha sik
yer bulmustur (Tolochko, 2009).

2.1.2. Nanoteknolojinin kullanim alanlar

Nanoteknoloji uygulamalari, nanopartikiiller sahip olduklar1 {istiin o6zellikleri
sayesinde tip, elektrik-elektronik, kimya, biyoteknoloji, bilisim, farmakoloji, gida,
savunma, tekstil ve otomotiv sanayi gibi birgok farkli alanda her gegen giin daha fazla

yer almaktadir (Ozdogan ve ark., 2006).

Nanoteknolojinin yer aldig1 baslica uygulamalara kimya endiistrisinde kir tutmaz boya
ve kaplama malzemesi iiretimi; tekstil endiistrisinde kir tutmaz ve burusmaz kumas
tiretimi, kozmetik endiistrisinde gilines kremlerinin iiretimi; dental uygulamalarda
clirimeyi Onleyici dental kompozitlerin ve protez, agiz gargarasi ve dis macunlarinin

iiretimi 6rnek verilebilir (Ozdogan ve ark., 2006; Oyar, 2014).

Nanopartikiiler sahip olduklar1 antimikrobiyel 6zelliklerin yani sira iretim sekillerine
bagli olarak tasidiklari dstiin Ozelliklerle medikal uygulamalarda umut vaat eden
uygulamalara sahiptir. Nanoteknolojinin yer aldig1 bazi1 medikal uygulamalar asagida

belirtildigi gibidir:



_ Floresan etiket liretimi,
_Ilag ve gen tagimimu,

- Patojenlerin biyotespiti,
_Proteinlerin tespiti,

_ DNA yapisiin incelenmesi,
_ Doku miihendisligi,

- Timdrlerin iyilestirilmesi,

- Biyolojik molekiillerin ve hiicrelerin ayrimi1 ve saflagtirilmasi (Salata, 2004).

2.1.2.1. Nanoteknolojinin gida endiistrisinde kullanimi

Partikiilllerin oldukca kiigiik boyutlar1 ve boyutlarina bagli olarak degisen 6zellikleri
gida endiistrisinde gelismis Ozelliklere sahip malzeme ve iiriinlerin iiretilmesine,
gidalan igleme, muhafaza etme ve paketleme tekniklerinin gelistirilmesine olanak
tanimaktadir. Ornegin, depoda ve tasima sirasinda monitdrden takip edilebilen akill
ambalajlarda; kontamine olmus ve son kullanma tarihi dolmus gidalarda bakterilerce
iretilen gazlarin tespiti ile renk degistiren sensoOrlere sahip ambalajlarda

nanoteknolojik uygulamalardan yararlanilmaktadir (URL-1, 2017).

Ayrica, ambalaj malzemelerinin giimiis, titanyum oksit gibi nano katkilar ile modifiye
edilmesiyle elde edilen aktif ambajlarda ambalaj materyalinin gida ile temas eden
yiizeyinin oksijeni absorbe edecek bicimde modifiye edilmesi yaratilan anaerobik
ortam sebebiyle ortamin antibakteriyel ve antifungal Ozellik kazanmasini
saglamaktadir. Boylece bozunma reaksiyonlarinin azalmasi sonucu gidanin raf émrii
uzamaktadir. Etilen tutucu, nem tutucu, tat-koku tutucu ozelliklerdeki nano yapil
malzemelerle modifiye edilen aktif ambalajlar pek ¢ok meyve ve sebzede, et ve siit
uriinlerinde, kek, pasta gibi unlu mamullerin paketlenmesinde basariyla

kullanilmaktadir (Siirengil ve Kiling, 2011).

Icecek  siselerinde  kullanilan  bariyer teknolojisinde nanokompozitlerden
yararlanilmaktadir. Ornegin, bira siselerinin iiretiminde plastik malzeme kil NP’leri ile
dolduruldugunda cam kadar sert fakat camdan ¢ok daha saglam olan, boylece kolay

kirilip par¢alanmayan siseler iiretilmektedir. Ayn1 zamanda nanopartikiillerin siseden



karbon dioksit ¢ikisini ve siseye oksijen girisini engelleyecek bigimde tasarlanmig
olmas1 biranin tazeligini ve raf émriinii arttirmaktadir (Hays ve ark., 2013). Yapilan
bir ¢alismada kagit {izerine kaplanan koloit giimiis NP’lerinin Escherichia coli (E. coli)
ve Staphylococcus aureus (S. aureus) gibi patojen bakteriler lizerinde sergiledigi
antibakteriyel 6zellikler sebebiyle gida {iriinlerinin ambalajlanmasinda ve gidanin raf

Omriiniin uzatilmasinda kullanilabilecegi belirtilmektedir (Gottesman ve ark., 2011).

Polifenol, mikrobesin, enzim, antioksidan, nutrasdtik gibi biyoaktif bilesikleri ¢evresel
etkilerden korumak ve hedef bolgelerde kontrollii salinimini saglamak amaciyla gida
bilesenlerine uygulanan nanoenkapsiilasyon teknigi ve enkapsiilasyonlarin sivi
ortamlardaki nanoemiilsiyonlar1 gida endiistrisinde uygulamalara sahiptir (Ezhilarasi
ve ark., 2013). Nanoenkapsiilasyon teknigi ile fonksiyonel gidalara istenilen tat-aroma
ve antioksidan ozelliklerin kazandirilmasinda nanokompozitlerden yararlanilmaktadir

(Var ve Saglam, 2015).

Nanoboyutlu malzemeler ayni zamanda biyoalgilamada kullanilacak sekilde
sentezlenip karakterize edildiginde hedef bakteri ile secici olarak etkilesecegi i¢in gida
patojenlerinin hizli ve giivenli sekilde tanimlanmasini saglayan immiinosensorlerin

tiretiminde kullanilabilmektedir (Yegenoglu ve ark., 2013).

Gida, siit dirtinleri ve igeceklerden tuzun uzaklastirilmasinda, peynir alti suyunun
desalinasyonunda, gida tiriinlerindeki renk maddelerinin indirgenerek giderilmesinde
ve gidalarin konsantre edilmesi islemlerinde nanofiltrasyon teknikleri basariyla
uygulanmaktadir.  Ozetle, hedefe yonelik tasarlanabilen nanopartikiiller
nanoteknolojinin gida endiistrisinde basariyla uygulanmasini saglamaktadir (Siifer ve
Karakaya, 2011).

2.1.3. Nanopartikiiller ve iiretim yontemleri

Bir partikiiliin nano dlgekte oldugunun sdylenebilmesi i¢in en az bir boyutunun 100
nm’den kii¢iik olmas1 gerektigi bildirilmistir (Giirmen ve Ebin, 2008; Dikensoy,
2010). Nanopartikiiller genel olarak organik ve inorganik olarak iki grupta

smiflandirilmaktadir.  Organik nanopartikiiller karbondan olusurken; inorganik



nanopartikiiller manyetik, altin ve giimiis gibi soy metal ve titanyum oksit ve ¢inko

oksit gibi yari iletken elementlerden olusmaktadir (Moghaddam ve ark., 2015).

Nanopartikiiller sekil ve yapilari itibariyle nanogubuk, nanokristal, nanotel, nanofilm,
nanotiip, c¢ekirdek-kabuk, katkili, sandvig, bosluklu ve c¢ok yiizlii gibi farkli
morfolojilerde bulunabilmektedir. Maddeyi olusturan yiginsal (hacimsel) partikiiller
nano olgekli forma gegtiginde maddenin sahip oldugu bazi 6zelliklerin degistigi ve
gelistigi fark edilmistir (Giirmen ve Ebin, 2008). Partikiiller nanoboyutta benzersiz
fizikokimyasal, optik, elektronik, katalitik ve manyetik 6zellikler kazanmaktadir. Bu
benzersiz 6zellikler;
- Partikiillerin kuantum boyut etkisi,
_ Boyuta bagl elektronik enerji seviyesinin ayarlanabilmesi,
- Yiizey alanv/kiitle oraninin artmasi; buna bagli olarak partikiiliin yiizeyindeki
atomlarin igindeki atomlara gore baskinlik elde etmesi sonucu kazanilmaktadir
(Gericke ve Pinches, 2006; Giirmen ve Ebin, 2008).

Nanopartikiillerin benzersiz fizikokimyasal 6zellikleri kii¢iik boyutlaria (<100 nm),
yiizey yapist ve reaktivitesine, yiizeye bagl gruplara ve kaplamaya, kimyasal
kompozisyonun safligina ve kristallik diizeyine bagliyken; elektronik ozellikleri ise
¢oziinebilirlige, yiizey morfolojisine, adsorbe edilen kimyasallarin etkilerine, sekle ve

agregasyona baghdir (Hulkoti ve Taranath, 2014).

Partikiillerin sekil, boyut ve kristalitelerini belirleyen ana etmenler nanopartikiil
tretimindeki baslangic materyalinin tiirii ve uygulanan liretim yontemi ile yakindan
iligkilidir. Nanopartikiillerin olusum mekanizmasi temel olarak “asagidan yukariya
(bottom up)” ve “yukaridan agagiya (top down)” olmak tizere iki sekildedir. Asagidan
yukariya yaklasiminda atomlar ya da molekiiller nanoyapida molekiiller olusturacak
sekilde birlesirken; yukaridan asagiya yaklasiminda maddeler zamanla nanoboyuta
indirgenmektedir. Asagidan yukariya yaklasimi genellikle nanopartikiillerin kimyasal
ve biyolojik sentezinde goriilen yaklagimdir (Sekil 2.1.) (Narayanan ve Sakthivel,
2010).
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Atomlar/molekiiller

Sekil 2.1. Nanopartikiillerin olusum mekanizmasi (Ovais ve ark., 2017)

Nanopartikiillerin asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklasimlariyla
olusumunda cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler uygulanmaktadir (Ovais
ve ark., 2017). Kimyasal buhar yogunlastirma yontemi, hidrojen rediiksiyonu yontemi,
asal gaz yogunlastirma yontemi, mikroheterojen sistemlerden nanopartikiil {iretimi,
alev sentezi yontemi, mekanik agindirma yontemi ve ultrasonik sprey piroliz yontemi
uygulanan fiziksel ve kimyasal yontemlerden bazilaridir (Giirmen ve Ebin, 2008).
Kimyasal yontemler, iretimde yiiksek toksisitedeki kimyasallarin kullanimini
gerektirmeleri ve tehlikeli yan iriinlerin olusumu sebebiyle ¢ok avantajli yontemler
degildir. Benzer sekilde, fiziksel yontemler de yiiksek enerji gerektiren pahali
yontemler olmalari sebebiyle avantajli sayilmazlar. Tim bunlara karsin bitki, fungus,
bakteri ve alg gibi biyolojik kaynaklarin kullanimi ile gergeklestirilen ve yesil
teknoloji olarak da adlandirilan biyolojik yontemler ¢evre dostu, giivenli, basit, diisiik
enerji-yiiksek verim ve tek adimda iiretim ilkesiyle ¢alisan biyouyumlu yontemler

olarak fiziksel ve kimyasal yontemlere alternatif konumdadir (Ovais ve ark., 2017).
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2.1.4. Nanopartikiillerin mikrobiyel sentezi

Nanopartikiillerin mikrobiyel yollarla iiretimi nanoteknoloji ve mikrobiyel
biyoteknolojiyi birbirine baglayan yesil teknoloji yaklagiminin bir Ornegidir.
Nanopartikiillerin optoelektronik, fizikokimyasal ve elektronik 6zellikleri sekil, boyut
ve kristalitelerine baglh olarak degismektedir. Bu yiizden farkli boyut ve sekillerdeki
monodispers nanopartikiillerin tiretimi nanoteknoloji uygulamalari i¢in olduk¢a 6nem

arz etmektedir (Narayanan ve Sakthivel, 2010).

Nanopartikiil iiretiminde bazi fiziksel ve kimyasal yontemler basartyla uygulansa da
bu yontemler pahali olmak ve tehlikeli kimyasallarin kullanimin1 gerektirmek gibi
dezavantajlara sahiptir. Nanopartikiil yiizeylerindeki toksik kimyasallar ve sentez
stirasinda apolar ¢ozgenlerin kullanim1 bu partikiillerin klinik sahadaki uygulamalarini
da kisitlamaktadir. Bu sebeple ¢evre dostu, tehlikesiz, biyouyumlu ve siirdiiriilebilir
yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda nanopartikiil sentezinde g¢esitli
biyomimetik yaklasimlarin gelisimine Onciiliik eden biyolojik sistemlerin kullamina

artan bir ilgi vardir (Narayanan ve Sakthivel, 2010; Thakkar ve ark., 2010).

Biyolojik yontemler giivenli, ekonomik, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu olsa da
mikroorganizmalarin kiiltiir ortaminda gelismesinin zaman almast ve iiretilen
nanopartikiillerin boyut, sekil ve kristal yapilarinin dagiliminda tam bir kontrol sahibi
olunamamasi yontemin olumsuz taraflaridir. Ayn1 zamanda monodispers bir tiretim
gerceklestirmek zordur ve NP’lerin iiretim oranmi diisliktiir; ancak mikrobiyel tiirlin
secimi, pH, inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon siiresi, metal iyonunun konsantrasyonu
ve biyolojik materyalin miktar1 gibi parametrelerin optimize edilmesi biyolojik
yontemlerin genis bir alanda ve ticari uygulamalarda yer bulmasi hususunda umut vaat
etmektedir. Ayrica, mikroorganizmalarin genetik yapisinin bazi spesifik indirgeyici
maddeleri salgilayacak sekilde degistirilebilir olmasi, liretilecek partikiillerin sekil ve
boyutlarinda kontrol saglanmasini kolaylagtiracagi bildirilmistir (Narayanan ve
Sakthivel, 2010).

Partikiillerin sekil, boyut ve kompozisyonlarinda siki kontrol uygulayarak, kimyasal

yontemlerle sentezlenmis partikiillerle benzer 6zellikte nanoyapida mineral kristalleri
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ve metal nanopartikiillerini sentezleyebilen mikroorganizmalar mevcuttur. Manyetik
nanopartikiillerin olusumunu saglayan magnetotaktik bakteriler, farkli sekil ve
boyutlarda altin NP’lerini sentezleyen Verticillium ve Fusarium funguslari,
Pseudomonas stutzeri’nin periplazmik boslugunda sentezlenen giimiis NP’leri, yari
iletken CdS kristallerini sentezleyen Schizosaccharomyces pombe mayasi ve elektron
donorii varhiginda paladyum NP’lerini ireten siilfat indirgeyici bakteriler bu
mikroorganizmalara 6rnektir (Gericke ve Pinches, 2006).

Nanopartikiillerin mikroorganizmalarca sentezlenmesi asagida verilen nedenlere
dayanmaktadir:

- Kemolitotrofi (Kimyasal bilesiklerden enerji elde etme) egilimi,

_ Partikiillerin 6zel islevler i¢in kullanilmast,

_  Toksik ortamda hayatta kalabilmek igin gelistirilen detoksifikasyon

mekanizmasi (Krumov ve ark., 2009).

2.1.4.1. Nanopartikiillerin mikrobiyel sentez mekanizmasi

Nanopartikiil olusumunda biyolojik ajanlarin metal iyonlar1 ile farkli sekillerde
reaksiyona girmesi, nanopartikiillerin biyolojik sistemlerdeki sentez mekanizmasinin
anlasilmasmi giiclestirmektedir. Pek ¢ok mikroorganizmanin inorganik maddeleri
hiicre i¢i ya da hiicre dis1 sekilde tirettigi bilinmektedir; ancak NP’lerin hiicre i¢i ve
hiicre dis1 sentez mekanizmasi farkli biyolojik ajanlar i¢in farklilik gostermektedir
(Hulkoti ve Taranath, 2014). Sentez temel olarak metalik tuzlardan hazirlanan
cozeltideki metal iyonlarinin bazi organik gruplar tarafindan indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Uretim islemi iyonlarin yakalanmasi, indirgenmesi ve cevrelerinin
kaplanmasi1 olmak {izere ii¢ basamakta gerceklesmektedir. Hiicre i¢i tiretimde iyon
transferi yani indirgenme islemi hiicrenin i¢inde gerceklesirken; hiicre dis1 tiretimde
hiicre digina salgilanan enzim vb. biyolojik yapilar iyon transferi ger¢eklestirmekte ve

metal iyonlar: elementel yapiya indirgenmektedir (Shah ve ark., 2015).

Verticillium sp. ile yapilan bir galismada, metal iyonlarmin mikroorganizma yiizeyine
temas etmesiyle gerceklesen elektrostatik etkilesim sonucu hiicrenin iyonlari

yakaladigi bildirilmektedir (Sekil 2.2.). Hiicre duvarindaki enzimler metal iyonlarini
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NP’lere indirgemektedir (Mukherjee ve ark., 2001). Lactobacillus sp. ile yapilan bir
calismada, oncelikle metal iyonlarinin bir araya toplandigi ve kiimelenmis metal
iyonlar ile bakteri hiicresi arasindaki elektrostatik ¢ekim sonucu nanokiimelerin
olustugu bildirilmektedir. Ardindan boyutlari kiigiik olan bu nanokiimelerin bakteri
hiicre duvarindan igeri gectigi saptanmistir (Nair ve Pradeep, 2002). Actinomycetes ile
yapilan bir ¢alismada ise metal iyonlarinin NP’lere indirgenmesinin sitoplazmik zarla
birlikte miselyumun yiizeyinde gergeklestigi bildirilmistir (Hulkoti ve Taranath,
2014).

Sekil 2.2. Nanopartikiillerin hiicre i¢i tiretiminin sematik gosterimi (Hulkoti ve Taranath, 2014)

Hiicre dis1 liretim hiicre duvarindaki negatif yiiklerin pozitif yiiklii metal iyonlar ile
elektrostatik etkilesimine dayanmaktadir. Burada hiicre duvari 6nemli bir role sahiptir.
Hiicre duvarinin i¢indeki enzimler iyonlar1t NP formuna indirgemekte ve olugan NP’ler
hiicre duvarindan disar1 difiize olmaktadir. Glimiis nanopartikiillerinin biyosentezi i¢in
yapilan bir ¢aligmada mikroorganizmanin salgiladigi nitrat rediiktaz enziminin Ag*
iyonlarin1 Ag® iyonlarina indirgedigi tespit edilmistir (Hulkoti ve Taranath, 2014).
Yapilan bagka bir calismada Rhodopseudomonas capsulata bakterisi kullanilarak altin
NP’lerinin biyosentezi gerceklestirilmistir. Hiicre disi tiretimin bakterinin salgiladigi
bir kofaktdr olan NADH ve NADH’a bagl enzimler ile gergeklestigi bildirilmistir
(Sekil 2.3.). Indirgenme isleminin elektron tastyicisi gorevindeki NADHa bagl nitrat
rediiktaz enziminin NADH’tan elektron transferi bagslatmasiya basladigi ve altin
iyonlarmin elektron kazanarak Au° iyonlarina indirgendigi bildirilmistir (He vark.,
2007).
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NADH | Elektron transferi (NADH’a bagh
baslatir enzimler
R

indirgenme
islemi

Altin NP’leri

Sekil 2.3. Altin NP’lerinin R. capsulata tarafindan hiicre dis1 sentezi (He ve ark., 2007)

2.1.4.2. Bakteriyel yollarla metal nanopartikiillerinin iiretimi

Bakteriler uygulama kolayliklar1 ve genetik modifikasyonlara uygunluklar1 sebebiyle
mikroorganizmalar arasinda NP diretimi i¢in 6nem kazanmaktadir (Gericke ve
Pinches, 2006). Metal iyonlarinin ¢ogu bakteriler i¢in toksiktir. Dogadaki mineral
dongiisiinde 6nemli islev goren bazi bakteriler savunma mekanizmalar1 geregi bu
toksisitenin tistesinden gelmek igin iyonlar1 indirger ya da suda ¢6ziinmeyecek
kompleksler olusturacak sekilde yapilandirirlar (Sastry ve ark., 2003). Metal
iyonlarimin elektron yiiklerinin degistirilmesi ile toksik etkileri azaltilir veya tamamen
giderililir. Tiim bunlarin sonucunda bakteriler araciligiyla nano 6l¢ekte partikiiller elde
edilir (Thakkar ve ark., 2010). Co, Cu, Hg, Li, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Se, Te, CuO, CdS,
PbS, ZnS, FesSs, Fes0s4 ve Co030s4 bakteriler aracigiyla sentezlendigi bildirilen
inorganik NP’lerdir (Park ve ark., 2016). Baz1 bakterilerin sentezledigi NP’ler ve bu

NP’lerin uygulama alanlar1 Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Baz1 bakterilerin tirettigi metal NP’leri

Bakteri NP Uretim NP boyut Aktif Uygulamalar Kaynak
sekli ve sekli bilesen

Bacillus TiO2  Hiicre i¢i Kiiresel Alfa Tekstil Khan ve

amyloliquefaciens 22-97 nm amilaz boyalarinin Fulekar,

degredasyonu 2016

Desulfovibrio CdS Hiicre i¢i Kiiresel Stilfit Siilfat Qi ve ark.,

caledoniensis ve 40-50 nm  rediiktaz  indirgeyici 2016
hiicre dis1 bakterilerin

floresan tespiti
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Tablo 2.1. (Devamu)

Bakteri NP  Uretim NP boyut Aktif Uygulamalar Kaynak
sekli ve sekli bilesen

Streptomyces sp.  Au  Hiicre dist  Kiiresel NAD Kumas yiizeyi Ibrahim ve
4-13 nm modifikasyonu ark., 2016

Bacillus niabensis  Au  Hiicre disgt  Kiiresel Peptid Antibiyofilm Li ve ark.,
10-20 nm 2016

Pseudomonas Cu  Hiicre dist  Kiiresel Nitrat Yara iyilestirme  Tiwari ve

aeruginosa 50-300 nm  rediiktaz ark., 2014

2.1.5. Selenyum ve selenyum nanopartikiilleri

Selenyum elementi 1817 yilinda Jons Jacob Berzelius tarafindan siilfirik asit
liretiminin yan iriinii olarak kesfedilmis ve adlandirilmistir. Berzelius goriinimii
sebebiyle selenyum i¢in metal nitelendirmesini yapsa da giiniimiizde metaloit olarak
kabul gormektedir (Thornton ve Burdette, 2013).

Selenyumun bazi organizmalarca iz miktarda kullanimi elzemdir ve uzun siiren
eksikliginde hiicre yapisinin bozulmasi sonucu yapisal diizensizlikler goriilmektedir
(Yalginkaya ve ark., 2010). iz miktardaki alimi elzem olsa da selenyumun yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkisi bulunmaktadir (Hnain ve ark., 2013). Bu sebeple
selenyumun igme sularindaki igerigi diinyada ve iilkemizde Yyasalarca
sinirlandirilmistir.  Insani Tiiketim Amacli Sular Hakkinda Yénetmelik’e gore
tilkemizdeki igme sularindaki kabul edilebilir selenyum diizeyi 10 pg/L’dir

(Temamogullar1 ve Dingoglu, 2010).

Selenyumun kabul edilen alinabilir en diisiik dozu ile toksisitesi arasinda ¢ok ince bir
¢izgi vardir (Dhanjal ve Cameotra, 2010). Toksik etkisi sudaki ¢oziintirliik derecesine
ve buna bagli olarak biyo-kullanilabilirligine gore degismektedir. Selenius asit
(H2Se0s3) ve selenyum oksit gibi kimyasal formlarinda selenyumun toksik etkisi ciddi
oranda artmaktadir. Toksik formda bulunan selenyumun bazi hayvan deneyi

calismalarinda karacigeri hedef aldig1 belirlenmistir (Diskin ve ark., 1979; Shakibaie
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ve ark., 2013). ALT, AST ve ALP gibi enzimlerin serum seviyelerinin yiikselmesi
sonucu karacigerin yapisal biitiinliigiiniin zarar gordiigii bildirilmektedir (Shakibaie ve

ark., 2013).

Biyolojik sistemlerde mikronutrient (mikrobesin) olarak gorev almasmin yani sira
antioksidan, bagisiklik diizenleyici, kanser Onleyici etkisi ve antiviral aktivitesi ile
genis bir alanda fonksiyon gormekte; ayrica sahip oldugu fotoelektrik ve yari iletken
ozellikleri sayesinde giines pili, rektifer (dogrultucu), pozometre (1s1kolger),
elektrostatik baski ve kimyasal sensér yapiminda kullanilmaktadir (Beck ve ark.,
2003; Zhang ve ark., 2004a; Hoffmann ve Berry, 2008; Zeng ve Combs, 2008; Dhanjal
ve Cameotra, 2010; Hnain ve ark., 2013; Shakibaie ve ark., 2013).

Selenyum, atom degerliginin +6 oldugu selenat (SeO4?) ve +4 oldugu selenit (SeO37?)
oksiiyonlar1 ile elementel selenyum (Se®) ve selenid (Se®) gibi farkli oksidasyon
seviyelerinde bulunabilmektedir. Yaygin olarak suda iyi ¢dziinen selenat ve selenit ile,
gaz haldeki selenid formlarinda bulunmaktadir (Schrauzer ve Surai, 2009; Shakibaie
ve ark., 2013).

Selenat ve selenitin aksine sifir degerlikli selenyum elementi suda ¢6ziinmez ve
biyolojik olarak inerttir. Yapilan bazi in vivo ve in vitro arastirmalar selenyumun
elementel formdayken toksik etkisinin ¢ok daha diisik diizeyde oldugunu
gostermektedir (Zhang ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2005; Shakibaie ve ark., 2013).
Laboratuvar fareleri lizerinde yapilan bir arastirmada selenyum nanopartikiillerinin
akut toksisitesinin (LDsp) (92,1 mg Se/kg) selenit (15 mg/kg), selenometiyonin (25,6
mg Se/kg) ve Se metilselenosistein (15 mg Se/kg) ile kiyaslandiginda anlamli 6lgtide
daha diisiik oldugu rapor edilmistir (Mennini, 2012).

Bu bilgiler gz oniinde bulunduruldugunda, selenat ve senenit iyonlarinin tasidiklari
yiiksek toksisite sebebiyle selenyumun elementel formu olan selenyum nanopartikiilii
yapisina (SeNP) indirgenmesi (aerobik ve anaerobik kosullarda) 6nem arz etmektedir
(Dhanjal ve Cameotra, 2010). SeNP’lerinin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla

yapilmis pek ¢ok calisma vardir. Bu ¢aligsmalardan birinde, SeNP’lerininin glutatyon
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peroksidaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin aktivitesini en az selenyum kadar

yiikselttigi rapor edilmistir (Ip, 2006).

Selenyum nanopartikiilleri benzersiz fotoelektrik 6zelliklere, yar1 iletken yapiya ve X-
isinlarin algilayic1 6zellige sahiptir. Bu sayede pek ¢ok tibbi ve endiistriyel
uygulamada kullanilmaktadir. Serbest radikalleri yakalama yetenegindedir ve
antikanser ve antioksidan 6zellikleri sayesinde ila¢ yapiminda, vitamin, gida takviyesi,
antibiyotik kaplama ajani ve kimyasal koruyucu eldesinde, proteinlerin NH, C=0,
COO" ve C-N gruplan ile arasindaki etkilesim sebebiyle sahip olduklar1 biyolojik
aktivite ve yliksek adsorptivite ile tibbi tan1 uygulamalarin gelistirilmesinde ve
biyogériintiileme igin floresan boya yapiminda kullanilmaktadir. ilave olarak, gozliik
camlari ve optik lensler i¢in kaplama materyali olarak kullanilmaktadir (Yost ve ark.,
1990; Zhang ve ark., 2004a; Dhanjal ve Cameotra, 2010; Hnain ve ark., 2013;
Shakibaie ve ark., 2013).

Yukaridaki bilgiler 1s18inda, toksik selenyum iyonlarinin nano olgekteki ve toksik
olmayan elementel selenyuma indirgenmesi énem tagimaktadir. indirgenme islemi
sayesinde, biyoremidasyon ile atik sularin toksisitesinin azaltilmasinin yani sira
selenyum nanopartikiillerinin {iretimi saglanmis olmaktadir. Toksik formdaki
selenyum iyonlarinin gideriminde kimyasal ¢Oktiirme, katalitik rediiksiyon ve
adsorpsiyon/iyon degisimi, gama 1sinimi1 ve lazer ablasyon gibi farkli fizikokimyasal

yontemler siklikla uygulanmaktadir (Shin ve ark., 2007; Mishra ve ark., 2011).

Fizikokimyasal yontemlere alternatif olan mikrobiyel yontemlerle SeNP’lerinin
tiretimi ise, son yillarda iizerinde yapilan galigmalarin 6nem kazanarak arttigi bir
arastirma alan1 dogurmustur (Mishra ve ark., 2011). NP’lerin bakteri gibi biyolojik
organizmalar araciligi ile sentezlenmesi toksik kimyasallarin  kullanimini
gerektirmemesi ve ¢evre dostu olmasi sebebiyle diger metotlara alternatif konumdadir
(Shakibaie, 2013).



17

2.1.5.1. Selenyum nanopartikiillerinin bakteriler aracihigi ile biyosentezi iizerine

yapilan calismalar

Yapilan arastirmalarda toprak ve su kaynaklari gibi genis bir yasam alaninda bulunan
pek cok bakterinin selenyum iyonlarini indirgeme yetenegine sahip oldugu tespit
edilmistir (Kessi ve ark., 1999; Yee ve ark., 2007; Dhanjal ve Cameotra, 2010;
Shakibaie ve ark., 2013). SeNP’lerinin mikrobiyel yollarla sentezlendiginde toksik
etkisinin sentetik yollarla sentezlenmis NP’lere gore daha disiik oldugu
bildirilmektedir. Bu durumun temel sebebi tam olarak bilinmese de mikrobiyel yollarla
sentezlenen metal NP’lerin fizikokimyasal stabilitesinin daha yiiksek olmasi ile
iliskilendirilmektedir (Shakibaie ve ark., 2013).

Bu baglamda, selenyum iyonlarini indirgeme yetenegindeki bakterilerin tespiti ve
belirlenen bu bakteriler ile SeNP’lerininin iiretimi tiizerine yapilan g¢alismalar
literatiirde her gegen giin biraz daha fazla yer bulmaktadir. Dhanjal ve Cameotra
(2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, komiir madeninden izole edilen ve Bacillus
cereus oldugu belirlenen bakterinin toksik selenit anyonunu (SeOs?) aerobik
kosullarda elementel formdaki kirmizi renkli selenyuma (Se°) indirgeme yetenegi
belirlenmistir. Bakterinin tolere edebilecegi selenit seviyesi, bakterinin farkli
konsantrasyonlardaki sodyum selenit (0,5 mM-10 mM) ile muamele edilmesi sonucu
belirlenmistir. Stvi kiiltiir ortamina selenit iyonlariin eklenmesinin ardindan renk
degisiminin 2-3 saat i¢inde basladig1 bildirilirken, ESEM, AFM ve SEM analizleri
kiiresel SeNP iiretiminin gergeklestigini ve iretilen NP’lerin bakteri biyokiitlesine
yapisik oldugunu gostermistir. TEM analizi ile NP’lerin boyutlar1 150-200 nm olarak
oOlglilmiis ve NP’lerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 depozit halinde biriktikleri goriilmistiir.
EDX analizi bu depozitlerin elementel selenyum oldugunu dogrulamistir. Bagka bir
calismada yerel bir krom madeninden izole edilen ve Enterobacter cinsine ait oldugu
belirlenen bir bakteri tiiriine ait hiicresiz siipernatant kullanilarak Se** iyonlarindan
SeNP’lerinin tiretimi gergeklestirilmistir. NP’lerin morfolojik olarak ¢ubuk seklinde
oldugu belirtilmistir. SEM, EDX, XRD ve UV-VIS spektrofotometre ile yapilan
karakterizasyon analizlerinin sonuglarina gore partikiillerin ortalama 108 nm olmak
iizere 90-120 nm araliginda oldugu goriilmiistiir. Uretilen NP’lerin kayda deger bir

kiimelesme goriilmeden iki aydan uzun siire korundugu ve bu stabilizasyonu
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bakteriyel proteinlerin sagladig: belirtilmistir (Mollania ve ark., 2016). SeNP’lerini

sentezleme yeteneginde olan bazi bakteriler Tablo 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2.2. SeNP’lerini sentezleyen bazi bakteriler

Bakteri tiirii Kullanilan ~ Uretim NP NP Kaynak
¢ozelti sekli boyutu sekli
(nm)

Bacillus sp. SeO; Hiicre i¢i 105-130  Kiiresel Shakibaie ve ark., 2013
Citrobacter H2SeO; Hiicre i¢i 200-800 Amorf  Wang ve ark., 2017
freundii
Bacillus cereus Na;SeOs Hiicre igi 150-200  Kiiresel Dhanjal ve Cameotra,

Hiicre dis1 2010
Enterobacter sp. NaySeOs Hiicre dist  90-120 Amorf  Mollania ve ark., 2016
Streptomyces Se0, Hiicre igi 50-100 Kiiresel Ahmad ve ark., 2015
bikiniensis
Bacillus SeO, Hiicre dist 10-50 Kiiresel Khiralla ve El-Deeb, 2015
licheniformis
Idiomarina sp. Na;SeOs Hiicre dist  150-350  Kiiresel Srivastava ve Kowshik,

2016

Streptomyces Na»SeOs Hiicre dist ~ 10-250 Kiiresel Ramya ve ark., 2015

minutiscleroticus

2.2. Bacillus Cinsi Bakteriler

2.2.1. Bacillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Bacillaceae familyasinda yer alan Bacillus cinsine ait bakteriler gram pozitif, endospor

olusturan, aerob 6zellikte, olduk¢a kalin gubuk seklinde (en: 1,2-1,5 um; boy: 5 um)

bakterilerdir (Sekil 2.4.). Endospor hiicre iginde hiicre merkezinde ya da ugta

bulunabilmektedir. Bu cinse ait bakteriler ¢ok az hava varliginda da gelisme

gosterebilmektedir. Kiiltiir ortaminda genellikle zincir olustururlar. Cogunlukla

mezofilik karakterde olsalar da psikrofilik ve termofilik tiirleri de mevcuttur. Sekeri
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gaz olusumu goriilmeksizin asit iireterck fermente ederler ve proteinleri amonyak
olusturarak pargaladiklarindan kokusmaya neden olurlar. Dogada yaygin olarak
bulunan Bacillus cinsi bakteriler elliye yakin tiir igermektedir. Bu tiirler zararsiz olup,
sadece B. anthracis, B. subtilis ve B. cereus tiirleri insan ve hayvanda hastalik
etmenidir (Sevim ve ark., 2006; Con ve Gokalp, 2011).

Fermentasyon teknolojisinin gelisiminden beri mikrobiyel iiriinler pek c¢ok
uygulamada yer almaktadir. Bacillus cinsi bakteriler basit kiiltiir kosullarinda kisa
siiren kiiltivasyonlari, protein yapilarin1 korumadaki basarilari, giivenli ve ¢evre dostu
oluslar1 sebebiyle endiistriyel ve ticari uygulamalarda kullanim avantajina sahiptir.
Icerdikleri proteaz, amilaz ve seliilaz enzimleri ile dogal organik atiklarin
temizlenmesinde gorev almalarinin yani sira, biyolojik kontrol ajani konumundaki
tirlerin trettikleri antimikrobiyel maddeler sebebiyle de 6nem teskil etmektedirler
(Karkaj ve ark., 2013; Mu ve ark., 2015).

2.2.2. Bacillus cinsi bakterilerle yapilan nanopartikiil iiretim ¢calismalar:

Bacillus cinsi bakteriler iyonik strese ve yiiksek tuz konsantrasyonuna gosterdikleri
tolerans sebebiyle nanopartikiil iiretimi gibi yiiksek iyon toleransi gerektiren
biyoteknolojik uygulamalarda diger bakterilere gore daha fazla kullanim potansiyeline
sahiptir. Bu sebeple, baz1 metal NP’lerin iretiminde Bacillus cinsi bakterilerden
siklikla yararlanilmaktadir (Mishra ve ark., 2011). Tablo 2.3.’te baz1 Bacillus cinsi

bakteriler ve bu bakterilerin tirettigi metal NP’leri verilmistir.

Tablo 2.3. Baz1 Bacillus cinsi bakteriler araciligi ile iiretilen metal NP’leri

Bacillus tiirti Uretilen  Kaynak

NP
Bacillus licheniformis Ag Kalishwaralal ve ark. 2008
Bacillus flexus Ag Priyadarshini ve ark., 2013
Bacillus amyloliquefaciens Ag Wei ve ark., 2012

Bacillus cereus Ag Babu ve Gunasekaran, 2009



Tablo 2.3. (Devamu)

Bacillus tiirii Uretilen Kaynak

NP
Bacillus megaterium Ag Karkaj ve ark., 2013
Bacillus subtilis Ag Reddy ve ark., 2010
Bacillus thuringiensis Zn0 Malaikozhundan ve ark., 2017
Bacillus cereus Cu Tiwari ve ark., 2016
Bacillus sp. FU4 CuO Taran ve ark., 2017
Bacillus niabensis 45 Au Li ve ark., 2016
Bacillus sp. SDNS Au Abouelkheir ve ark., 2016
Bacillus subtilis Au Thirumurugan ve ark., 2012
Bacillus licheniformis Au Kalishwaralal ve ark., 2009
Bacillus amyloliquefaciens TiO; Khan ve Fulekar, 2016
Bacillus mycoides TiO; Ordenes-Aenishanslins ve ark., 2014
Bacillus cereus Cr03 Dong ve ark., 2013
Bacillus subtilis Cr,03 Kanakalakshmi ve ark., 2017
Bacillus subtilis Fes0, Sundaram ve ark., 2012
Bacillus licheniformis JS2 Se Sonkusre ve Cameotra, 2015
Bacillus megaterium Se Mishra ve ark., 2011
Bacillus subtilis Se Wang ve ark., 2010

Bacillus cereus Se Dhanjal ve Cameotra, 2010




BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Kullanilan

Bu calismada, daha onceden izole edilmis olan ve Sakarya Universitesi Gida
Miihendisligi Bolimii kiiltiir koleksiyonunda bulunan 32 adet Bacillus izolati
kullanilmigtir. Ayrica, Kocaeli ilinden alinan bazi toprak orneklerinden de 2 yeni

Bacillus susunun izole edilmesi ile 34 adet izolat calismalarda kullanilmstir. izolatlar

mikroorganizmalar

Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Farkli kaynaklardan elde edilmig Bacillus cinsine ait izolatlar

Bacillus sp. izolati Elde edildigi kaynak

Bacillus sp. EBTA1,2,3,4,5,6,7,8 Toprak 6rnegi

Bacillus sp. SBT 1, 3,4,5,6,7,8,9,10,12  Toprak 6rnegi

Bacillus sp. ZBP 4, 10 Patates tarlasina ait toprak 6rnegi
Bacillus sp. HTA 1, 2 Toprak 6rnegi

Bacillus sp. BAST 2 Ev yapimu salatalik tursusu
Bacillus sp. BMZE 2, 3, 4 Ev yapimu sofralik zeytin
Bacillus sp. ZGT 1, 3,5, 9 Toprak 6rnegi

Bacillus sp. BAT 3 Toprak 6rnegi

Bacillus sp. GIT 2 Toprak 6rnegi

Bacillus sp. EKT 1, 2 Sanayi bolgesinden toprak ornegi
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Antimikrobiyel duyarlilik testi ig¢in kullanilan Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes), Staphylococcus aureus (S. aureus), Bacillus cereus (B. cereus),
Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7), E. coli tip-1, Salmonella Typhimurium
(S. Typhimurium) ve Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) Sakarya Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Serap C. AKDEMIR’den temin
edilmistir. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. A. Kadir HALKMANdan; antifungal
duyarllik testi i¢in kullanilan Candida albicans (C. albicans) Sakarya Universitesi
Kimya Béliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Giilnur ARABACI’dan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan arag-gerecler

Bu c¢alismada UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu UVmini-1240), masaiistii
santrifiij (Hettich Universal 320 R), otoklav (WiseClave WAC-80), distile su cihazi
(Niive ND8), su banyosu (WiseBath WSB-30), calkalamali inkiibator (Benchmark
Incu-Shaker Mini), 151k mikroskobu (Soif, BS203), hassas terazi (Radwag AS 220.R2),
pH metre (Mettler-Toledo SevenCompact S210), 1siticili manyetik karistirict (IKA C-
MAG HS 7), etiiv (Microtest min), vorteks (VELP Scientifica ZX3), otomatik pipet

serisi (Hamilton) kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerleri asagida agiklandigi sekilde hazirlanmastir.

Nutrient agar (NA): Mikroorganizmalarin izolasyonunda ve aktiflestirilmesinde
kullanilmigtir. Dehidre formdaki 20 g NA (Merck, Darmstadt, Almanya) 1000 ml
damitik su igerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildiikten sonra 121°C’de 15 dakika steril
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra su banyosunda 45-50°C’ye sogutulan
besiyeri, steril Petri kaplarma 15-20 mL hacminde dagitilarak katilagmaya

birakilmustir.

Nutrient broth (NB): Mikroorganizmalarin gelistirilmesinde ve nanopartikiil

tiretiminde kullanilmigtir. Dehidre formdaki 8 g NB (Merck, Darmstadt, Almanya)
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1000 mL damitik su igerisinde ¢oziindiirilmis ve 121°C’de 15 dakika sterilize

edilmistir.

Tryptic soy agar (TSA): Antimikrobiyel aktivite testlerinde kullanilmistir. Dehidre
formdaki TSA’dan (Merck, Darmstadt, Almanya) 40 g tartilarak 1000 mL damitik su
igerisinde kaynatilarak ¢oziindiirilmiis ve 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.
Sterilizasyondan sonra su banyosunda 45-50°C’ye sogutulan besiyeri, steril Petri

kaplarina 15-20 mL hacminde dagitilarak katilagsmaya birakilmaistir.

Tryptic soy broth (TSB): Antimikrobiyel aktivite tayininde kullanilan test
mikroorganizmalarin gelistirilmesinde kullanilmigtir. Dehidre formdaki 30 g TSB
(Merck, Darmstadt, Almanya) 1000 mL damuitik su i¢erisinde ¢oziindiiriilmiis ve deney

tiiplerine 9’ar mL olarak dagitildiktan sonra 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

Yeast extract peptone glukoz (YPG) agar: Antifungal aktivite tayininde kullanilan test
mikroorganizmalarin gelistirilmesinde kullanilmistir. Dehidre formdaki 20 g pepton
(peptone from meat) (Merck, Darmstadt, Almanya), 10 g yeast extract (Merck,
Darmstadt, Almanya), 20 g glukoz (Merck, Darmstadt, Almanya) ve 10 g agar agar
(Merck, Darmstadt, Almanya) 1000 mL damitik su igerisinde kaynatilarak
¢Oziindiiriilmiis ve 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra su
banyosunda 45-50°C’ye sogutulan besiyeri, steril Petri kaplarina 15-20 mL hacminde

dagitilarak katilagmaya birakilmistir.

Yeast extract peptone glukoz (YPG) broth: Antifungal aktivite tayininde kullanilan
test mikroorganizmalarin gelistirilmesinde kullanilmistir. Dehidre formdaki 20 g
pepton, 10 g yeast extract ve 20 g glukoz 1000 mL damitik su igerisinde

¢Oziindiirtilmis ve 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

Bakir siilfat pentahidrat (CuSO4.5H20) katkili NA: Bakir nanopartikiillerini iiretme
yeteneginde olan Bacillus cinsi mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilmistir.
Dehidre formdaki 20 g NA 1000 mL damitik su igerisinde kaynatilarak
¢ozlindiiriildiikten sonra 100 mM CuSQO4.5H,0 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)

¢ozeltisinden son konsantrasyon 1 mM ve 10 mM olacak sekilde belirli hacimlerde
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eklenmistir. 121°C’de 15 dakika steril edilen katkili besiyerleri su banyosunda 45-
50°C’ye sogutulmus ve ardindan steril Petri kaplarina 15-20 mL hacminde dagitilarak
katilasmaya birakilmistir. Katilagsmanin ger¢eklesmesi i¢gin yeterli siire gectikten sonra
sadece 1 mM konsantrasyonundaki besiyerinin katilastig1 tespit edilmis ve analizlerde

bu besiyeri kullanilmigtir.

Cinko siilfat heptahidrat (ZnSO4.7H20) katkilt NA: Cinko nanopartikiillerini tiretme
yeteneginde olan Bacillus cinsi mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilmistir.
Dehidre formdaki 20 g NA 1000 mL damitik su igerisinde kaynatilarak
¢oziindiiriildiikten sonra 100 mM ZnSO4.7H20 (Merck, Darmstadt, Almanya)
¢ozeltisinden son konsantrasyon 1 mM ve 10 mM olacak sekilde belirli hacimlerde
eklenmistir. 121°C’de 15 dakika steril edilen katkili besiyerleri su banyosunda 45-
50°C’ye sogutulduktan sonra, steril Petri kaplarina 15-20 mL hacminde dagitilarak
katilagsmaya birakilmigtir. Ancak 10 mM konsantrasyonunda hazirlanan besiyerinde
katilasma olmadigi gozlenmistir. Bu nedenle bu konsantrasyonda c¢alisma

yapilamamis, ¢alismalarda 1 mM konsantrasyonundaki besiyeri kullanilmistir.

Selenyum dioksit (SeO>) katkili NA: Selenyum nanopartikiillerini iiretme yeteneginde
olan Bacillus cinsi mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilmigtir. Dehidre
formdaki 20 g NA 1000 mL damutik su i¢erisinde kaynatilarak ¢6ziindiirtildiikten sonra
100 mL’lik erlenlere 30’ar mL hacminde dagitilmistir. Ardindan her bir erlene 100
mM SeOz (Merck, Darmstadt, Almanya) ¢ozeltisinden farkli hacimlerde eklenerek son
konsantrasyonun 1,9; 2,9; 3,8; 4,7; 5,6; 6,5; 7,4; 8,2; 9,0; 9,9; 10,7 ve 11,5 mM olmasi
saglanmistir. 121°C’de 15 dakika steril edilen SeO2 katkili besiyerleri su banyosunda
45-50°C’ye sogutulduktan sonra, steril Petri kaplarina 15-20 mL hacminde dagitilarak
katilagmaya birakilmistir. Katilasmanin gerceklesmesi icin yeterli siire gectikten sonra
sadece 1,9; 2,9 ve 3,8 mM konsantrasyonundaki besiyerinin katilagtig1 tespit edilmis

ve analizlerde bu konsantrasyonlardaki besiyeri kullanilmistir.

3.1.4. Kullanilan kimyasallar ve c¢ozeltiler

Calismada kullanilan kimyasallarin hepsi analitik safliktadir. Cozeltiler asagida

belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
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100 mM SeO; ¢ozeltisi: Selenyum nanopartikiillerinin tiretiminde kullanilmistir. 7,896
g SeO; tartilarak 1000 mL’lik balon jojede damitik su ile c¢izgisine kadar

tamamlanmustir.

100 mM CuSO4.5H20 ¢ozeltisi: Bakir nanopartikiillerinin iiretim ¢alismalarinda
kullanilmistir. 24,969 g CuS04.5H20 tartilarak 1000 mL’lik balon jojede damitik su

ile ¢izgisine kadar tamamlanmustir.

100 mM ZnS04.7H20 ¢ozeltisi: Cinko nanopartikiillerinin {iretim c¢alismalarinda
kullanilmustir. 28,754 g ZnSO4.7H20 tartilarak 1000 mL’lik balon jojede damitik su

ile ¢izgisine kadar tamamlanmustir.

2 N NaOH: pH ayarlamada kullanilmistir. 8 g NaOH (Merck, Almanya) tartilarak

damutik su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

2 N HCI: pH ayarlamada kullanilmistir. Yogunlugu 1,18 g/cm?® olan %37°lik HCI’den
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) 16,7 mL alinarak damitik su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

0,15 mM DPPH c¢ozeltisi: Antioksidan aktivite tayininde kullanilmigtir. 2,95 mg
DDPH (Sigma-Aldrich, Amerika) tartilarak 50 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve balon

joje metanol ile (Merck, Almanya) ¢izgisine kadar tamamlanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve muhafazasi

Kocaeli iline ait sanayi bolgesinden alinan toprak orneklerinden Bacillus cinsi
mikroorganizmalarin izolasyonu yapilmistir. Bu amagla 10 g toprak ornegi alinarak
daha onceden steril edilmis 90 mL fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde karistirilip
stispansiyon haline getirilmis ve 80°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletilerek 1s1
soku ile sporsuz bakterilerin inhibisyonu saglanmistir (Beefa ve ark., 1996). Ardindan

sogutulan 6rnekten 1 mL alinarak 9 mL steril FTS iceren deney tiipiine aktarilmis ve
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10! konsantrasyonunda diliisyon elde edilmistir. 10° konsantrasyonunda diliisyon
elde edilene kadar seri seyreltme islemine devam edilmis ve tiim diliisyonlardan 100
puL almarak NA’a yayma yontemiyle ekim yapilmistir. 33°C’de 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan gelisme gosteren tipik izolatlar secilerek NP iiretimleri

arastirilmistir.

izolatlar1 muhafaza etmek amaciyla farkli kolonilerden bir 6ze yardimiyla alimis ve
5 mL NB iceren deney tiiplerine aktarilmistir. Calkalamali inkiibatérde 33°C’de 24
saat inkiibe edilerek gelistirilen damitik kiiltiirler %50 gliserol (Merck, Darmstadt,

Almanya) i¢eren mikrotiiplere aktarilarak -65°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Cu ve ZnNP iiretim calismalari

3.2.2.1. Cu ve ZnNP iiretme yeteneginde olan mikroorganizmalarin secimi

Cu ve Zn nanopartikiillerini iiretme yeteneginde olan mikroorganizmalarin se¢imi i¢in
oncelikle bu metallerin bulundugu ortamda gelisebilen mikroorganizmalar
belirlenmistir. Bu amagla kiiltiir koleksiyonundaki ve sonradan izole edilen Bacillus
cinsine ait bakteriler 1 mM Cu ve 1 mM Zn katkili NA {izerine ¢izme ydntemiyle
ekilmis ve 33°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. S6z konusu ortamlarda gelisme gosteren

bakterilerin bakir ve ¢inko metallerine direngli olduklar1 kanisina varilmistir.

3.2.2.2. Mikroorganizmalarin metal dayanimlarinin arttirilmasi ve muhafazasi

Dirence sahip olduklar1 belirlenen mikroorganizmalarin metalik strese dayanimlarini
daha da arttirmak adina, gelisme gosteren mikroorganizmalar 6ze yardimiyla alinip
ayni miktarda katkilanmig baska bir taze besiyerine ekilmis ve ayn1 kosullarda inkiibe
edilmistir. Bu islemin ayni sekilde ii¢ kez tekrarlanmasinin ardindan gelisen
mikroorganizmalar NB’ta inkiibe edildikten sonra %50 gliserol igeren mikrotiiplere

aktarilarak -65°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.2.3. Cu ve ZnNP iiretim calismasi

Diren¢ kazandirilan mikroorganizmalar ayr1 ayr1 Cu ve ZnNP iiretim ¢alismalarinda
kullanilmistir. Bu amagla her bir stoktan alinan bakteriler bir 6ze yardimiyla katkili
NA’lara ¢izilerek 33°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Gelisen hiicreler 6ze yardimiyla
alinarak 30 mL NB i¢eren 100 mL’lik erlenlere aktarilmistir. Calkalamali inkiibatorde
(120 rpm) 33°C’de 24 saat inkiibe edilen Ornekler santrifiij edilmis (4°C, 9000
devir/dk, 20 dakika) ve tiistte kalan hiicresiz sivi kistm 100 mL’lik steril erlenlere
aktarilmistir. Uzerine 100 mM konsantrasyonundaki bakir siilfat ve ¢inko siilfat
¢ozeltilerinden 4’er mL eklendikten sonra (son konsantrasyon sirasiyla 11,7 mM ve
11,4 mM) erlenler ¢alkalamali inkiibatérde ayni kosullarda 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 bakterilerin CuNP ve ZnNP iiretimleri drneklerdeki renk degisimi
ve UV-VIS spektrofotometrede 250-750 nm dalga boyu araliginda yapilan spektrum

taramasi ile gézlenmistir.

3.2.3. SeNP iiretim ¢alismalar:

3.2.3.1. SeNP iiretme yeteneginde olan mikroorganizmalarin se¢imi

Se nanopartikiillerini {iretme yeteneginde olan mikroorganizmalarin se¢imi igin
oncelikle bu elementin bulundugu ortamda gelisebilen mikroorganizmalar
belirlenmigtir. Bu amagla Boliim 3.2.2.2°de anlatildigi sekilde metalik direng
kazandirilmig mikroorganizmalar 1,9, 2,9 ve 3,8 mM SeO, ¢ozeltisiyle katkilanmig
taze NA {lizerine ¢izme yontemiyle ekilmis ve 33°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. S6z
konusu ortamda kiremit kirmizis1 renginde koloniler olusturarak gelisme gosteren

bakterilerin selenyuma direngli oldugu kanisina varilmustir.

3.2.3.2. SeNP iiretimi icin yapilan 6n ¢alismalar

Selenyum nanopartikiilleri iiretim ¢aligmalarinda selenyuma direngli oldugu belirlenen
Bacillus sp. EKT1 bakterisi kullanilmistir. SeNP iiretme yeteneginde olup olmadigini
anlamak adina bakteri farkli konsantrasyonlardaki SeO> ¢6zeltisi ile muamele edilmis

ve Se** iyonunu Se° formuna indirgeme potansiyeli belirlenmistir. Bu amagla bakteri
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NA’a slirme yontemiyle ekilmis ve 33°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Gelisme
gosteren kolonilerden bir 6ze dolusu toplanmis ve 100 mL NB igeren 250 mL’lik
erlene aktarilmistir. Calkalamali inkiibatorde (120 rpm) 33°C’de 24 saat siiresince
gerceklesen inkiibasyon sonrasi 6rnek 9000 devir/dk’da ve 4°C’de 20 dakika santrifiij
edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiis, tistteki hiicresiz kisimdan steril 100 mL’lik erlenlere
30’ar mL hacminde aktarilmistir. 100 mM derisiminde hazirlanmis SeOz ¢6zeltisi son
konsantrasyon 5,6; 10,7 ve 15,9 mM olacak sekilde siipernatant igeren erlenlere
eklenmis ve Orneklerin pH’lart 2 N NaOH ve 2 N HCI ile 7,0-7,30 araliginda
ayarlanmistir. SeO. ¢ozeltisi eklenmemis siipernatant kontrol Ornegi olarak
kullanilmis ve 6rnekler ¢alkalamali inkiibatorde (120 rpm) 30°C’de ortam rengi agik
saridan kiremit kirmizisina doniisene kadar inkiibe edilmistir. 72 saat sonunda renk
doniistimii gozlenmis ve deney sonlandirilarak alinan 6rneklerin spektofotometrik
analizi yapilmistir. Bunun igin, 1/5 oraninda seyreltilen Orneklerin UV-VIS
spektrofotometrde 350-750 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasi yapilmistir.
Analiz bulgularina gore 10,7 mM ve iizerindeki konsantrasyonlarda c¢alisma
yapilmayacagina karar verilerek, bir sonraki 6n ¢alisma 10,7 mM ve altindaki 6rnekler

icin gerceklestirilmistir.

Bu amagla, siipernatant elde edimine kadar yapilan islemler ayn1 sekilde tekrarlanmis
ve 100 mM SeO: ¢ozeltisinden orneklerin son konsantrasyonu 3,8; 4,7; 5,6; 6,5; 7,4,
8,2; 9,0; 9,9 ve 10,7 mM olacak sekilde eklenmistir. Kontrol 6rnegi olarak SeO>
eklenmemis hiicresiz siv1 kullanilmistir. pH’lar1 siipernatantin orijinal pH’s1 olan
7,0+0,5 ayarlanan 6rnekler ¢alkalamali inkiibatorde (120 rpm) 30°C’de inkiibasyona
birakilarak 96 saat siiresince renk degisimleri gozlenmis ve inkiibasyon
sonlandirildiktan sonra damittk su ile 1/5 oraninda seyreltilerek UV-VIS
spektrofotometrede 350-750 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasina tabi

tutulmustur.
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3.2.4. SeNP iiretimi

3.2.4.1. inokuliimiin optik yogunlugun ayarlanmasi

-65°C’de muhafaza edilen mikroorganizma bir 6ze yardimiyla NA besiyerine
siiriildiikten sonra Petri kab1 33°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
petriden bir koloni seg¢ilerek i¢erisinde 30 mL NB bulunan 100 mL’lik erlene asilanmis
ve ¢alkalamali inkiibatorde (120 rpm) 33°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Elde
edilen bu kiiltiir NP tiretimi i¢in inokiiliim olarak kullanilmistir. Biitiin ¢alismalarda
optik yogunlugu (ODeoo) 2,0 olan inokiilim %5 oraninda asilanmistir. Bunun igin,
NB’ta gelisen hiicrelerin yogunlugu UV-VIS spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda oOlgiilmiis ve belirlenen optik yogunluga gore kiiltiirden uygun oranda
alinarak taze bir NB besiyerine asilanmistir. Asilanmais kiiltiir calkalamali inkiibatorde
(120 rpm) 33°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra santrifiij edilmis (4°C, 9000
devir/dk, 20 dakika) ve siipernatant SeNP iiretimi ¢aligmalarinda kullanilmak tizere

steril bir erlene aktarilmistir.

3.2.5. SeNP’lerininin iiretim kosullarinin optimizasyonu

Selenyum nanopartikiillerinin iiretim etkinligini arttirmak amaciyla bazi iiretim
kosullart optimize edilmistir. Bu kosullar: SeO; ¢dzeltisinin konsantrasyonu, ortam

pH’s1, sicaklik ve inkiibasyon siiresidir. Biitiin ¢alismalarda ti¢ paralel ile ¢alisilmustir.

3.2.5.1. SeO2 konsantrasyonunun SeNP iiretimine etkisinin belirlenmesi

SeO. ¢ozeltisinin  optimum konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla Bolim
3.2.4.1’de agiklandig1 sekilde elde edilen hiicresiz sivi kisma 100 mM’lik SeO:
¢ozeltisinden son konsantrasyon 3,8; 4,7; 5,6; 6,5; 7,4; 8,2 ve 9,0 mM olacak sekilde
farkli hacimlerde eklenmistir. Calkalamali inkiibatdrde (120 rpm) 33°C’de 96 saatlik
inkiibasyon sonucu iiretilen SeNP’lerininin yogunlugunu belirlemek i¢in Ornekler
damitik su ile 1/5 oraninda seyreltilmis ve UV-VIS spektrofotometrede 568 nm dalga
boyunda absorbans o6lgiimii gergeklestirilmistir. Absorbans degerinin en yiiksek

oldugu 6rnegin sahip oldugu SeO> konsantrasyonu optimum olarak belirlenmistir.
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3.2.5.2. pH’nin SeNP iiretimine etkisinin belirlenmesi

SeO, ¢ozeltisinin  optimum olarak belirlenen konsantrasyonunda hazirlanmis
stipernatant 2 N NaOH ve 2 N HCl ile pH 3, 5, 7, 9, ve 11 (£0,5) olmak {izere bes farkli
pH degerine ayarlanmistir. Calkalamali inkiibatorde (120 rpm) 33°C’de 96 saatlik
inkiibasyon sonucu tiretilen SeNP’lerininin yogunlugunu belirlemek i¢in Ornekler
damitik su ile 1/5 oraninda seyreltilmis ve UV-VIS spektrofotometrede 568 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢iimii gergeklestirilmistir. Absorbans degerinin en yiiksek

oldugu siipernatantin sahip oldugu pH degeri optimum olarak belirlenmistir.

3.2.5.3. Sicakhigin SeNP iiretimine etkisinin belirlenmesi

Optimum konsantrasyon ve pH degerinde hazirlanmig 6rnekler 30°C, 33°C, 40°C ve
45°C olmak tizere dort farkli sicaklikta inkiibe edilmistir (120 rpm, 33°C, 96 saat).
Uretilen SeNP’lerininin  yogunlugu orneklerin  damitik su ile 1/5 oraninda
seyreltildikten sonra UV-VIS spektrofotometrede 568 nm dalga boyunda
absorbanslariin dl¢iilmii ile belirlenmistir. Absorbans degerinin en yiiksek oldugu

ornegin sahip oldugu sicaklik degeri optimum sicaklik olarak kabul edilmistir.

3.2.5.4. inkiibasyon siiresinin SeNP iiretimine etKisinin belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin SeNP {iretimi iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla
optimum kosullarda 144 saat inkiibe edilen 6rnekten 24 saatlik araliklarla 0,5 mL
alinarak damitik su ile 2,5 mL’ye tamamlanip vortexle karistirildiktan sonra UV-VIS

spektrofotometrede 568 nm dalga boyunda absorbans 6lgiimii yapilmistir.

3.2.6. SeNP’lerininin optimum kosullarda iiretimi ve saflastirilmasi

Selenyum nanopartikiillerinin karakterizasyonu ve gesitli 6zelliklerinin belirlenmesi
amactyla, optimum kosullarda NP {iretimi gergeklestirilmis ve fliretilen NP’ler
saflagtirillmistir. Bunun i¢in oncelikle, erlende iiretilen NP’ler santrifiij tiiplerine
aktarilmis ve birkag adet kaynatma tasi eklenip vortekste karigtirilmistir. 9000

devir/dk’da ve 4°C’de 20 dakika siiresince gergeklestirilen santrifiij isleminden sonra
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istte toplanan siipernatant dokiilmiistiir. Coktiiriilen NP’ler sirastyla 2 kez damatik su,
2 kez etil alkol (%98) ve iki kez damitik su ile yikanarak santrifiij edilmistir (9000
devir/dk, 4°C, 10 dakika). Yikandiktan sonra etiivde 33°C’de kurutulan SeNP’leri saf
halde elde edilmistir.

3.3. Laboratuvar analizleri

3.3.1. Bacillus sp. EKT1 izolatinin tanimlanmasi

Bakterinin baz1 morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla 1s1k
mikroskobunda 100 x biiyiitme oranindaki objektifle koloni yapisi gézlenmis; Gram
boyama, spor boyama ve katalaz testi yapilmistir. 16s rDNA genotiplendirme yontemi

ile bakterinin molekiiler diizeyde tanimlamasi yapilmustir.

Molekiiler tanimlamada susun 16S rDNA gen sekansinin (dizisinin) tespiti Sentegen
Biyoteknoloji (Ankara, Tiirkiye) firmasi tarafindan yapilmistir. Gene ait 16S rDNA
boliimiiniin amplifikasyonunda (¢ogaltilmasinda) tiniversal primer (Forward primer
5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3') kullanilmistir. PCR sonrasi elde edilen {iriin
otomatik bir sekanslayic1 (Genetic Analyzer 3130, Applied Biosystems) tarafindan
sekanslanmigtir. Cogaltilan gen sekansi (728 adet baz) Blastn programi kullanilarak
genomik veri tabani bankasindaki (GenBank) bakteri tiirleri ile karsilagtirilmus,
bakterinin Bacillus tiirleri ile olan benzerlik orani filogenetik olarak belirlenmistir (Liu
ve ark., 2015; URL-2, 2017).

Son olarak izolatin gesitli antibiyotiklere kars1 direnci test edilmistir. Bunun i¢in %50
gliserol igeren besiyeri stogunda muhafaza edilen Bacillus sp. EKT1’den (-65°C) bir
6ze dolusu alinip 9 mL TSB besiyerinde aktarilmis ve bakteri 33°C’de inkiibe
edilmistir. 24 saat siiren aktiflestirme isleminin ardindan gelisen kiiltiirden 100 pL
alinip taze hazirlanmis TSA besiyerine siiriilmiistiir. Bioanalyse (Ankara, Tiirkiye)
firmasindan temin edilen antibiyotik diskleri (Ampisilin, kloramfenikol, eritromisin,
streptomisin, tetrasiklin) agar plaka tizerine belirli araliklarla dizilmis ve 33°C’de

inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda disklerin etrafinda goriilen zon caplari
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bir cetvel yardimiyla oSlgiilerek, bakteri test edilen antibiyotiklere kars1 "duyarli" ve
"direngli" seklinde bildirilmistir (T. C. Saglik Bakanligi, 2014).

3.3.2. SeNP’lerininin karakterizasyonu

3.3.2.1. Alan emisyonlu taramah elektron mikroskobu analizi

Selenyum nanopartikiillerinin sekil ve biiyiikliiklerinin belirlenmesinde alan
emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM) ile analiz yaptirilmistir. Analizde
Sakarya Universitesi Arastirma-Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi
(SARGEM) laboratuvarinda bulunan FESEM (FEI Quanta, FEG 450) cihaz1
kullanilmig, Boliim 3.2.6’da anlatildig1 sekilde saf halde elde edilen SeNP’leri 15,00
kV’ta ve 50.000 kat biiylitme oraninda goriintiilenmistir.

3.3.2.2. Enerji dagihmh X-151m spektroskopi analizi

Enerji dagilimli X-151n1 (EDX) spektroskopisi maddelerin elementel kompozisyonunu
belirleyen bir yontemdir. SeNP’lerinin EDX analizi Sakarya Universitesi Arastirma-
Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (SARGEM)’ne yaptirilmig, analizde EDX
spektrometresi (EDAX, Octane Plus) kullanilmistir. Boliim 3.2.6’da anlatildig1 sekilde
saf halde elde edilen SeNP’leri 15,00 kV’ta elementel olarak tanimlanmustir.

3.3.2.3. FTIR spektroskopi analizi

Fourier dontisimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, kizilotesi (IR) 1sinlarin
absorpsiyonu (sogurulmasi) ile maddeyi olusturan atomlar arasindaki Kimyasal
baglarin  titresiminin  Ol¢lilmesi  esasina dayanan bir ¢esit absorbsiyon
spektroskopisidir. Kizilotesi 1ginlar kimyasal baglarin gerilme, biiziilme ve biikiilme
gibi farkl titresim hareketleri ile absorbe olmakta ve kimyasal baglarin absorpsiyon
ozelliklerine gore kizilotesi bolgede spektrum pikleri olusmaktadir. Farkli fonksiyonel
gruplar farkli titresim frekanslarma ve bu titresim frekanslarina karsilik gelen
absorpsiyon piklerine sahip oldugundan, absorpsiyon pikleri ile elde edilen IR

spektrumu her madde i¢in kendine 6zgiidiir ve organik veya inorganik bilesiklerin
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kimyasal bilesiminin karakterize edilmesinde kullanilmaktadir (Kili¢ ve Karahan,
2010; Biiytiksirit ve Kuleasan, 2014). Kizilétesi 1sinin yogunluguna karsilik gelen
dalga sayisi Fourier matematiksel doniisiimii uygulanarak olglilmektedir (Kilig ve
Karahan, 2010).

Uretilen SeNP’lerinin fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi amaciyla FTIR analizi
yaptirilmis, analizde Sakarya Universitesi Kimya Boliimii laboratuvarinda bulunan
FTIR spektroskopisi (Shimadzu IR, Prestige 21) kullanilmistir. Bolim 3.2.6°da
anlatildig1 sekilde saf halde elde edilen SeNP’lerinin 400-4000 cm™ bolgesi igin

spektrumlari elde edilmistir.

3.3.2.4. X-1s1m kirmim analizi

X-1511 kirmnimi (XRD), X-1sinlarinin kristal bir diizleme belli bir agiyla gonderilmesi
ile 1s1larin kristaldeki atom diizlemine ¢arparak yansimasi olayidir. Kristal yapidaki
her fazin atomik dizilimi kendine 06zgli oldugundan, X-isinlarinin kirinimi da
karakteristik bir diizen igerisinde gergeklesir, boylece atom diizleminden yansiyan X-
isinlarmin olusturdugu kirmim deseni parmak izi gibi o kristali tanimlar (URL-3,
2017). Analiz edilen 6rnegin kirmim deseni ile ayni sekli veren standart maddenin

deseni karsilagtirilarak 6rnegin ne oldugu saptanir (Yilmazer, 2014).

Ayn1 dalga boyundaki X-isinlariyla, kristal diizlemlerin arasindaki mesafe tayin
edilebilmektedir. Isinlar kristalin paralel diizlemlerine belli bir 0 agisi ile ¢arpar ve bu
1sinlarin bir kismi en iist diizlemden, bir kism1 onun bir altindaki diizlemden ve bir
kismi da daha alttaki diizlemlerden yansirlar. Eger yansiyan isinlar ayni fazdaysa

siddetli bir yansimis 1s1n demeti olusur (Mortimer, 2004).

Belli bir dalga boyunda olan (1) X-isinlar ile birbirinden & kadar mesafede olan
diizlem takimindan farkl agilarda yansimalar elde edilir. Bu yansimalar n =1, 2, 3 ve
diger yansimalara karsilik gelirler ve birinci mertebeden, ikinci mertebeden ve diger
mertebelerden yansimalar seklinde adlandirilirlar. X-1ginlarinin gelis agisinin (6)
bilinmesi ile Bragg Esitligi kullanilarak (Denklem 3.1) diizlemler aras1 mesafe (d)
hesaplanabilir (Mortimer, 2004).
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n A = 2d sin® (3.1)

Analiz edilen Ornegin kirtmim desenin standart maddenin kirinim deseni ile
karsilastirilmasinda piklerin siddet orani ve diizlemler aras1 mesafe esas alinir. Siddet
orani, kirinim agisinin pik siddetinin standart pik siddetine oranidir. Elde edilen
kirinim desenlerinde 6rnek ile standart madde ayni kirinim agisinda ayni pik siddetini

veriyorsa 6rnegin kimligi belirlenmis olur (Ozgiir, 2008).

Selenyum nanopartikiillerinin ~ Kristalitesinin  belirlenmesi igin XRD analizi
yaptirilmis, analizde Sakarya Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi
Bolimii laboratuvarinda bulunan X-1sim1 difraktometresi (Rigaku, SA-HF3 D/max-
2200/PC) kullanilmistir. Bolim 3.2.6°da anlatildigi sekilde saf halde elde edilen
SeNP’leri ezilerek toz haline getirilmis ve analizde kullanilmistir. Olgiimler 20
temelinde ve Cu anotu kullanmilarak (40 kV, 30 mA) Ko 1simimimda (A = 1,5405 A)
gerceklestirilmistir. X-1sinlarinin  gelis agis1 10-90° arasinda degismekle birlikte
dakikada 3° artmustir.

3.3.3. SeNP’lerininin antimikrobiyel aktivitesinin belirlenmesi

Selenyum nanopartikiillerinin bazi Gram pozitif ve Gram negatif patojen bakteriler
tizerindeki antimikrobiyel aktivitesi Kirby-Baurer tarafindan gelistirilmis agar
difiizyon yénteminin modifiye edilmesi ile belirlenmistir (Hudzicki, 2009). Uretilen
ve saflagtirilan NP’lerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri (2-8 mg/mL)
ile NP’lerin minumum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi
amaglanmistir.  Aktiflestirilme islemi icin -65°C’de ve %50 gliserol igeren
mikrotiiplerde muhafaza edilen patojenler yuvarlak uglu bir 6ze yardimi ile alinarak 9
mL TSB igeren deney tiiplerine aktarilmistir. L. monocytogenes 30°C’deki
inkiibatorde ve diger patojenler 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek aktif hale gelmeleri
saglanmigtir. Gelisen patojenler mikropipetle 100 pL hacminde alinarak TSA
besiyerine siiriildiikten sonra 6 mm ¢apindaki steril yuvarlak diskler (Whatman no 1)
merkezlerine 2,5 cm uzaklikta olacak sekilde agar plakanin tizerine yerlestirilmistir.
Farkli konsantrasyonlardaki SeNP ¢o6zeltileri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril

edildikten sonra mikropipet yardimi ile 10 pL hacminde alinarak disklerin iizerine
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inokiile edilmistir. Kontrol 6rneginde diske NP ¢ozeltisi yerine damitik su inokiile
edilmistir. L. monocytogenes 30°C’de ve diger bakteriler 37°C’de 24 saat siiresince
inkiibe edilmistir. NP’lerin antimikrobiyel aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
inkiibasyon sonrast diskler etrafinda olusan zon caplart bir cetvel yardimiyla

Olctilmiistiir.

3.3.4. SeNP’lerininin anti-Candida aktivitesinin belirlenmesi

Uretilen ve saflastirilan NP’lerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltileri (2-8
mg/mL) ile NP’lerin C. albicans {izerindeki MIK degerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Uygulamada agar difiizyon yontemi kullanilmigtir. Aktiflestirilme
islemi icin -65°C’de ve %50 gliserol igceren mikrotiipte muhafaza edilen mayadan
yuvarlak uglu bir 6ze yardimi ile alinarak 9 mL YPG broth iceren deney tiipiine
aktarilmistir. 30°C’de 48 saat inkiibasyonun ardindan aktif hale gelen mayadan
mikropipetle 100 pL hacminde alinarak YPG agar besiyerine siiriilmiistiir. 6 mm
capindaki steril yuvarlak diskler merkezlerine 2,5 cm uzaklikta olacak sekilde agar
plakanin {izerine dizilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki SeNP ¢ozeltileri otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra mikropipet yardimi ile 10 pl hacminde
alarak disklerin tizerine inokiile edilmistir. Kontrol 6rneginde diske NP ¢ozeltisi
yerine damitik su inokiile edilmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan diskler

etrafinda olusan zon ¢aplar1 bir cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

3.3.5. SeNP’lerininin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Selenyum nanopartikiillerinin antioksidan aktivitesi, Forootanfar ve arkadaglari (2014)
tarafindan uygulanan DPPH giderim metotu esas alinarak belirlenmistir. Mor renkli
DPPH radikali ortamda antioksidan varliginda antioksidan tarafindan yakalanmakta
ve DPPH c¢ozeltisinin rengi sartya donmektedir. Ortamdaki antioksidanin hidrojen

kaybetme (yiikseltgenme) yetenegi reaksiyonun etkinligini belirlemektedir.

Bu amagla farkli konsantrasyonlardaki SeNP ve SeO» ¢ozeltisinden (20-400 pg/mL) 1
mL alinmis ve iizerine metanol ile hazirlanmis taze DPPH c¢ozeltisinden (0,15 mM) 1

mL ilave edilmistir. 3 mL metanol eklendikten sonra 6rnekler oda sicakliginda yarim
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saat siliresince karanlikta bekletilmis ve ardindan saf metanole karsi sifirlanmis UV-
VIS spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda orneklerin absorbans degerleri
Olciilmiistiir. Kontrol 6rneginde SeNP ve SeO: cozeltisi yerine damitik su ikame
edilmistir. DPPH radikalinin giderim oranmi1 asagidaki esitlikte (Denklem 3.2)

verilmistir:
DPPH radikalinin giderim orami (%) = [1 = 22| x 100 (3.2)

Aa: DPPH ¢ozeltisi ilave edilmis 6rnegin absorbansi,
Ap: DPPH ¢ozeltisi ilave edilmemis 6rnegin absorbansi,

Ac: Kontrol ¢ozeltisinin absorbansidir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Cu ve ZnNP Uretimi
4.1.1. Cu ve Zn metallerine direngli mikroorganizmalar

NP iiretim calismalarina baglamadan 6nce mevcut mikroorganizmalarin Cu ve Zn
metallerine dayanikliliklar: tespit edilmistir. Bu amagla mikroorganizmalar Cu ve Zn
katkili NA besiyerinde gelistirilmis ve gelisme gosteren bakterilerin bu metallere

direncli olduklar1 kanisina varilmistir.

Calismada elde edilen bulgular Tablo 4.1.’de var/yok seklinde gosterilmistir. Calisilan
34 adet bakteriden 5’inin (Bacillus sp. EBTA2, Bacillus sp. EBTAG6, Bacillus sp.
EBTAS8, Bacillus sp. BMZE4, Bacillus sp. EKT1) bakira; 12’sinin (Bacillus sp.
EBTAS, Bacillus sp. SBT4, Bacillus sp. SBT5, Bacillus sp. SBT8, Bacillus sp. SBT9,
Bacillus sp. BAST2, Bacillus sp. BMZEZ2, Bacillus sp. BMZE4, Bacillus sp. ZGT1,
Bacillus sp. ZGT3, Bacillus sp. ZGT9, Bacillus sp. EKT2) ¢inkoya direngli oldugu
gozlenmistir. Bacillus sp. EBTA8 ve Bacillus sp. BMZE4 izolatlarinin ise her iki
metale de direngli olduklar1 goriilmiistiir. Direngli bakteriler Bolim 3.2.2.2°de
anlatildigi sekilde metal dayanimlari arttirildiktan sonra stok gliserol ¢ozeltisinde

muhafaza edilmistir.

Cevredeki metal/metalloid kirliligine maruz kalan mikroorganizmalarin farkh
mekanizmalar ile metal stresine karsi koyma yeteneginde olduklar bilinmektedir. Bu
sebeple metaller ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesim biyoteknolojik

uygulamada 6nemli bir role sahiptir (Dhanjal ve Cameotra, 2010).

Mikroorganizmalarin stresli kosullar ile bas basa kaldiklarinda canliliklarimni
sirdlirebilmek adina farkli davraniglar sergiledikleri ve baz1 fonksiyonlari

kisitladiklar: bilinmektedir. Yapilan calismalarda metal iyonlar1 igeren besiyeri
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ortaminda inkiibe edilen bakteriler metal stresi ile karsilastiklarinda morfolojilerinde

tepkisel bir degisme gergeklesmis ve hiicre boyutlarmin kiigiildiigii gorilmiistiir.

Hiicrelerdeki bu kiigiilme ile bakterilerin yiizey/hacim oranlarini, dolayisiyla bagil

yiizey alanlarini

yararlanabildikleri gortisii hakimdir (Dhanjal ve Cameotra, 2010).

arttirdiklar

ve Dbdylece

besin maddelerinden daha ¢ok

Tablo 4.1. Bakur siilfat ve ¢inko stilfat katkili (1 mM) NA besiyerinde gelisme gdsteren Bacillus cinsine ait izolatlar

Mikroorganizma

Cu-NA

Zn-NA  Mikroorganizma

Zn-NA

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

EBTA1

EBTA2

EBTA3

EBTA4

EBTAS

EBTA6

EBTA7

EBTAS8

SBT1

SBT3

SBT4

SBT5

SBT6

SBT7

SBT8

SBT9

SBT10

Bacillus sp. SBT12
Bacillus sp. ZBP4
Bacillus sp. ZBP10
Bacillus sp. HTA1
Bacillus sp. HTA2
Bacillus sp. BAST?2
Bacillus sp. BMZE2
Bacillus sp. BMZE3
Bacillus sp. BMZE4
Bacillus sp. ZGT1
Bacillus sp. ZGT3
Bacillus sp. ZGT5
Bacillus sp. ZGT9
Bacillus sp. BAT3
Bacillus sp. GIT2
Bacillus sp. EKT1

Bacillus sp. EKT2

*) geligme gdsteren, ) gelisme gdstermeyen.
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4.1.2. Cu ve ZnNP iiretim ¢alismasi bulgulari

Diren¢ kazandirilan mikroorganizmalar ayr1 ayr1 Cu ve ZnNP iiretim ¢alismalarinda
kullanilmistir. Bu amagla her bir stoktan alinan bakterilerin sirasiyla NA ve NB’ta
gelistirilmesinden sonra elde edilen hiicresiz siipernatantlari ile Cu ve ZnNP tiretimleri
gergeklestirilmistir. CUNP iiretimi, liretim ortaminin renginin maviden yesile donmesi
seklinde (Tiwari ve ark., 2016); ZnNP iiretimi ise ortam renginin agik saridan siit
beyazina donmesi seklinde gerceklesmekte ve ciplak gozle takip edilebilmektedir
(Rajan ve ark., 2016).

Metal nanopartikiillerinin kKarakterizasyonu ve optik 6zelliklerinin belirlenmesi igin
UV-VIS spektrumunun kullanimi yaygin bir metottur. NP’lerin elektromanyetik
1sinlarla etkilesim gostermesi Ve akabinde iletken elektronlarin toplu halde titresmesi
sonucu metal NP’ler kendilerine 6zgii bir UV-VIS absorpsiyon piki géstermektedirler.
Bu durum yiizey plazmon rezonansi (YPR) olarak bilinmektedir. Absorpsiyon piki
partikiillerin biiytikliigii, etrafin1 saran kimyasal yap1 ve yiizeye adsorbe olmus

maddeler hakkinda bilgi vermektedir (Sinha ve Ahmaruzzaman, 2015).

Farkli metallerden biyosentez ile NP iretim ¢alismalarinda yiizey plazmon
rezonansina bagli olarak tek bir absorpsiyon piki goriilmekte, ancak bakir igin farkli
uygulamalarda farkli sonuglar elde edilmistir. CuNP’lerinin mikroorganizmalar
aracilif ile sentezinde absorpsiyon pikinin 570-630 nm ve 300-370 nm olmak tizere
iki farkli dalga boyu araliklarinda goriildiigii yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (Rajan
ve ark., 2016). Biyosentezlenmis ZnO NP’leri igin ise absorpsiyon pikinin 340-360
nm araliginda oldugu bildirilmektedir (Moghaddam ve ark., 2017).

Mevcut denemelerde CuSO4.5H20 ve ZnS04.7H20 igeren siipernatantlar 72 saat
inkiibasyondan sonra dahi baslangictaki mavi ve acik sar1 renklerinde kalmis ve
beklenen renk degisimleri gerceklesmemistir. Bununla birlikte spektrum bandinda da
literatiirde belirtilen sekilde pik ya da pikler goriilmemis, bu sebeple mevcut
bakterilerin Cu ve ZnNP iiretim yeteneginde olmadigina kanaat getirilmistir. Boylece
Cu ve ZnNP iretim denemeleri sonlandirilarak, mevcut bakterilerle selenyum

elementinden NP iiretilebilirligi test edilmistir.
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4.2. SeNP Uretim Cahsmalari

4.2.1. Bacillus izolatimin secimi

Selenyum nanopartikiillerinin iiretim ¢alismalarinda Bo6lim 3.2.2.2°de anlatildigi
sekilde metalik diren¢ kazandirilmis mikroorganizmalar kullanilmistir. Bacillus
izolatlar1 ti¢ farkli SeO2 konsantrasyonundaki (1,9 mM; 2,9 mM ve 3,8 mM) besiyeri
ortamlarinda gelistirilmistir. Bakteriler 1,9 mM katkili besiyerinde gelisme gosterirken
2,9 ve 3,8 mM’lik besiyerlerinde higbir gelisme olmamistir. Gelisme gdsteren izolatlar
igerisinde, izole edildikten sonra bakir metaline kars1 direng¢ kazandirilmis ve Bacillus
sp. EKT1 olarak adlandirilmis izolatin Sekil 4.1.”de de goriildiigi gibi iyi bir gelisme
gosterdigi, ayn1 zamanda rengin de turuncuya doniistiigi gézlenmistir. Bu sebeple

SeNP iiretim ¢alismalarinda bu izolat kullanilmistir.

Sekil 4.1. Bacillus sp. EKT1 izolatinin farkli besiyeri ortamlarindaki gelisimi a) Katkisiz NA’da; b) SeO katkil
NA’da

4.2.2. SeNP iiretimi icin yapilan 6n ¢calismalar

Bacillus sp. EKT1 izolati ile SeNP iiretiminin optimizasyon ¢alismalarina baglamadan
once bazi 6n denemeler yapilmistir. Bunun igin ilk olarak izolatinin sirasiyla NA ve
NB’ta gelistirilmesi ile elde edilen hiicresiz s1v1 kisma son konsantrasyonlar1 5,6; 10,7
ve 15,9 mM olacak sekilde SeO; ¢ozeltisi eklenerek NP iiretim yetenegi test edilmistir.

Kontrol 6rnegi olarak SeO; ilavesiz siipernatant ayni kosullarda muamele edilmistir.
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72 saatlik inkiibasyon sonrast 5,6 mM’lik 6rnegin rengi a¢ik saridan kiremit
kirmizisina doniismiistiir (Sekil 4.2.). Diger drneklerde de koyulagsma olmakla birlikte
yogun bir renk doniisimii gerceklesmemistir. Baglangigta besiyeri kaynakli acik sar1
olan rengin kiremit kirmizis1 rengine dénmesi selenyumun elementel forma (Se°)
indirgendiginin bir gostergesidir. Ortam renginin kiremit kirmizisina ddnmesi,
NP’lerin sahip oldugu yiizey plazmon titresimlerinin uyarilmasi sayesinde

gerceklesmekte ve NP olusumunu haber vermektedir (Shakibaie ve ark., 2015).

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonda SeOz2 katkili siipernatantlar i¢in gbzlenen zamana bagli renk degisim goriintiisii

(Soldan saga: 5,6 mM; 10,71 mM; 15,96 mM)

Omeklerin renk yogunluklarini kiyaslamak igin damitik su ile 1/5 oraninda
seyreltilmelerinden sonra UV-VIS spektrofotometrede 350-750 nm dalga boyu
araliginda spektrum taramalar1 yapilmig ve tarama sonucuna gore en yliksek
spektrumu renk dontigiimiindeki yogunluktan da beklendigi tizere 5,6 mM’lik 6rnek
vermistir (Sekil 4.3.). 5,6 mM’n iizerindeki SeO, konsantrasyonuna sahip érneklerin
absorbans degerlerinin daha diisiikk ¢ikmasi, SeO2’in artan konsantrasyonlarinda NP
liretiminin azalmasina isaret etmektedir. Ayrica, 10,7 mM ve 159 mM
konsantrasyonlarindaki ornekler i¢in absorbans degerlerinin oldukga yakin oldugu
saptanmustir. Bu durum, Bacillus sp. EKT1 izolatinin SeNP indirgeme potansiyelinin
10,7 mM’in iizerindeki konsantrasyonlar i¢in anlamli oOl¢iide degismedigini
gostermektedir. Bu sebeple daha sonraki ¢alismalarda 10 mM’in altindaki SeO>

konsantrasyonlart i¢in ¢alisilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonda SeO2 igeren siipernatantlarin 72 saatlik inkiibasyon sonundaki spektrum grafigi

Spektrum taramasi sonucuna goére 5,6 mM’lik 6rnegin 568 nm’de SeNP’lerininin
ylizey plazmon rezonansina karsilik gelen bir absorpsiyon piki verdigi gorilmistiir
(Sekil 4.4.). Absorpsiyon pikleri pek ¢ok faktore bagli olarak farkli dalga boylarinda
goriilebilmektedir. SeNP iiretimi i¢in yapilan bazi ¢alismalarda, NP’lerin 570 nm
dalga boyunda partikiillerin yiizey plazmon rezonansindan kaynaklanan bir
absorpsiyon pikine sahip oldugu bildirilmistir (Mollania ve ark., 2016). Bu sebeple
daha once yapilmis ¢alismalar da gbz oniinde bulundurularak mevcut ¢aligmadaki

SeNP’lerinin spektrofotometrik analizi 568 nm dalga boyunda yapilmastir.
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Sekil 4.4. 5,6 mM SeO: konsantrasyonundaki siipernatantin 96 saatlik inkiibasyon sonrasi elde edilen spektrum

grafigi

Nanopartikiil liretiminin dogrulanmasi igin ayrica 5,6 mM konsantrasyonundaki
ornek, alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM) ile analiz edilmistir.
Omek bu amagla Béliim 3.2.6°da anlatildig1 sekilde saflastirildiktan sonra NP’lerin
parcacik boyutlart FESEM ile goriintilenmistir (Sekil 4.5.). Gorilintiileme sonucu
Bacillus sp. EKT1 izolatinin SeNP’lerini hiicre dis1 sekilde tretebildigi tespit
edilmistir. Uretilen NP’lerin yaklasik 100-200 nm araliginda boyutlara sahip oldugu
ve boylece Bacillus sp. EKT1 izolatinin selenyumu nanoboyuta indirgedigi tespit

edilmistir.

17 | v nag [ | moc
PM 15.00 kv 100 000 x SE

Sekil 4.5. Bacillus sp. EKT1 izolatt araciligiyla 5,6 mM SeOzigeren siipernatanttan iiretilen SeNP’lerinin FESEM

gorintisi



44

Renk doniistimii, UV-VIS spektrum taramasi ve FESEM analizleri ile SeNP’lerinin
tiretilebildigi belirlendikten sonra, ¢alismalara Bacillus sp. EKT1 tarafindan SeNP

tiretim kosullarinin optimizasyonu ile devam edilmistir.

4.3. SeNP Uretimi i¢in Yapilan Optimizasyon Calismalar

4.3.1 SeO2 konsantrasyonunun SeNP iiretimine etkisi

568 nm’de gergeklestirilen spektrofotometrik analize gore en yiiksek absorbans degeri

6,4 mM konsantrasyonundaki Ornekte goriilmiis (Sekil 4.6.), bu sebeple bundan

sonraki optimizasyon ¢aligsmalarina bu konsantrasyonda devam edilmistir.

3
€
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Sekil 4.6. Farkl1 konsantrasyonlarda SeOz2 iceren siipernatantlardan SeNP’lerinin {iretimi sonras1 (96 saat) okunan

absorbans degerleri

Ayrica, kosantrasyonu 3,8 mM ile 9,0 mM arasinda degisen 7 farkli 6rnekten iiretilen
NP’lerin Bolim 3.2.6’da anlatildigi sekilde saflastirilmasinin ardindan FESEM
cihazinda 50.000 kat biiyiitme oraninda sekil ve boyutlarinin incelenmesiyle

morfolojik karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Mevcut c¢alismada analiz edilen NP’lerin tamaminin kiiresel sekilde oldugu

gozlenmistir. Orneklerin farkli bolgelerinden alinan gériintiilerde yer alan belli
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sayidaki partikiilin (250-550 adet) c¢ap uzunluklarinin Imagel programi ile
Olclilmesiyle her bir Ornek icin ortalama partikiil biliylikligi ve partikiil
biiyiikliiklerinin % dagilimi belirlenmistir (Schneider ve ark., 2012). Ortalama partikiil
biiytikligi goriintii alinan bolgedeki partikiillerin toplam ¢ap uzunlugunun ayni
bolgedeki toplam partikiil sayisina boliinmesi ile belirlenmistir. Partikiillerin FESEM

gorintiileri ve boyut dagilimlar1 Sekil 4.7.”de verilmistir.

Yapilan ol¢iimlere gore biitiin Ornekler arasinda en kiigiik ve en biiyiik partikiil
biiyiikliigii sirastyla 30 nm ve 335 nm olarak dlgiilmiistiir. Orneklere ait ortalama
partikiil biiyiikliikleri Sekil 4.8.’de verilmistir. En kii¢lik ortalama partikiil biiytikligi
4,7 mM konsantrasyonundaki 6rnege ait olup; konsantrasyonun artmasiyla ortalama

partikiil biiytikligii de artmistir.

Ornekler partikiil boyutlarmin dagilimi1 hususunda incelendiginde homojen bir dagilim
olmadig1 goriilmektedir. 3,8 MM ve 4,7 mM’lik 6rneklerden tiretilen NP’ler i¢in boyut
dagilimi agirlikli olarak 100-150 nm araliginda iken, daha yiiksek konsantrasyondaki
diger 6rnekler igin dagilim agirlikli olarak 50-100 nm araligindadir (Sekil 4.9.). Biitiin
ornekler iginde 5,6 mM’lik 6rnek heterojen bir dagilim sergilese de monodispers
yapiya sahip olmaya en fazla yaklasan ornektir. Ormek 150 nm’den biiyiik partikiil
icermezken 250 farkli partikiiliin 6l¢iilmesi ile belirlenen boyut dagiliminda yiiksek
oranda (%72) 50-100 nm boyutunda partikiil bulunmaktadir. Yalnizca 4,7 mM’lik
ornekten iretilen NP’ler digerlerine kiyasla biraz daha biiyiik partikiiller icermekte

200 nm ve lizeri boyutta) ancak bu partikiillerin siklig1 da %10°u gegmemektedir.
( yu p g g

Elde edilen bulgulara gore 5,6 mM’lik 6rnek fotometrik analizde 568 nm’de en yiiksek
absorbans degerini vermedigi halde FESEM goriintiisiinde diger drneklere kiyasla
daha fazla kiigiik boyutta partikiil icerdigi belirlenmistir. Ancak partikiil boyut
dagiliminin 6rnegin belirli bir bolgesinden alinan goriintiideki sinirli sayidaki

partikiiliin 6l¢tilmesiyle belirlendigi unutulmamalidir.
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Sekil 4.9. Farkli SeO2 konsantrasyonlarinda iiretilen SeNP’lerinin % dagilimu

Nanopartikiillerin partikiil boyutlarinin belirlenmesi endiistriyel ve biyolojik
uygulamalar i¢in Onem tasirken, 100 nm’den kiiciik SeNP’lerinin biyo-
kullanilabilirliginin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Dhanjal ve Cameotra (2010)
yaptiklar1 bir ¢alismada 2 mM selenitin Bacillus cereus tarafindan hiicre i¢i sekilde
indirgendigini ve iiretilen SeNP’lerinin kiiresel sekilde ve 150-200 nm boyutlarinda
oldugunu bildirmistir. Cozelti miktarinin NP {iretimine etkisinin incelendigi bir

calismada ise bakteriye ait hiicresiz siviya farkli konsantrasyonlarda (0,25-5 mM)
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sodyum selenit ilave edilerek iiretim gergeklestirilmis; spektrofotometrik analiz
sonucunda belirli bir konsantrasyon degerine (3 mM) kadar absorbans degerlerinin
arttigi, tizerindeki konsantrasyonlarda ise absorbansin azaldigi tespit edilmistir
(Mollania ve ark., 2016). Mevcut c¢alismada Bacillus sp. EKT1 tarafindan NP
tiretiminde ¢6zelti konsantrasyonunun tiretime etkisi ve tiretilen NP’lerin morfolojileri

yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermektedir.

4.3.2. pH’nmin SeNP iiretimine etkisi

pH’lar1 bes farkli deger i¢in (pH 3, 5, 7, 9, 11) ayarlanmis 6,5 mM SeO;
konsantrasyonundaki siipernatantlar NP iiretimleri icin test edilmis ve Grneklerin
renginin agik saridan kiremit kirmizisina doniisii ¢iplak gozle izlenmistir. Kontrol
ornegi olarak orijinal pH degerindeki (pH 7) SeOz ilavesiz siipernatant kullanilmistir.
96 saat sonunda analiz sonlandirildiginda pH 7 ve 9°da inkiibe edilen 6rneklerde
kiremit kirmizisi rengin olusumu goézlenmis, diger pH’lar i¢in goz ile fark edilebilir

herhangi bir renk degisimi gerceklesmemistir.

Orneklerin tiimiiniin 350-750 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasi sonucu pH
3, 5 ve 11°de inkiibe edilen 6rneklere ait absorbans egrilerinin oldukga diisiik ve
kontrol o6rnegi ile ¢ok yakin degerlere sahip olmasi, yiiksek asidik ve bazik pH
degerlerinde NP iiretiminin gergeklesmedigi yoniinde yorumlanmigtir. Orneklere ait
spektrum Sekil 4.10.’da verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi pH 9’da elde edilen
absorbans degerleri pH 7°den daha yiiksektir. Bu sebeple pH 9 optimum olarak

degerlendirilmis ve sonraki NP {iretim ¢alismalar1 bu pH’da gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.10. Farkli pH degerlerindeki SeNP iiretim ortamlarinin 96 saatlik inkiibasyon sonrasi elde edilen spektrum
grafigi

Kimyasal ve biyolojik yontemlerle NP iiretiminde, tiretim ortamina ait pH degeri
partikiillerin sekil ve boyutlari tizerinde dogrudan etki sahibidir (Algadi ve ark., 2014).
Bu sebeple ortam pH’sinin kontrol edilmesiyle farkli morfolojilerde partikiiller
tiretilebilmektedir. SeNP’lerinin iiretiminde selenit iyonlar1 ile polisakkarit, lipit ve
protein biyokiitlelerinin yiizeyindeki farkli fonksiyonel gruplar (karboksil, hidroksil,
amin, fosforil vb.) arasinda gerceklesen bazi 0Ozel fizikokimyasal etkilesimler
sonucunda farkli morfolojilerde partikiillerin iiretildigi bildirilmektedir. Gergeklesen
etkilesimin tiirli ortamin pH’sina bagli olarak degistigi i¢in, pH’nin kontrol edilmesiyle
NP’ler de manipiile edilebilmektedir (Mollania ve ark., 2016).

Mevcut ¢alismada iiretimin gerceklestigi pH degerleri olan pH 7 ve 9°da iiretilen
NP’lerin morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla FESEM analizleri yapilmis; NP’lerin
her iki pH degeri igin agirlikli olarak 50-150 nm boyutlarinda ve kiiresel sekilde
oldugu gorilmiistir (Sekil 4.11.). pH 7 6rneginin %90’ min, pH 9 O6rneginin ise
%68’ininin 50-150 nm boyutlarindaki partikiillerden olustugu tespit edilmistir. Bu
durum pH 7 6rneginin daha kiigiik partikiillere sahip oldugunu, ayn1 zamanda daha
homojen bir yapr sergiledigini gostermektedir. pH 7 6rneginin 250 nm’den biiyiik
partikiil icermedigi, pH 9 6rneginin %4’ {iniin 250 nm ve tizeri boyuttaki partikiillerden
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olustugu saptanmistir. pH 7’de tretilen NP’lerin UV-VIS absorbans degerleri daha
yiiksek olmasina ragmen boyutlarinin daha kiiciik ve yapisinin daha diizenli olmas1 pH
7°de tiretilen SeNP’lerini pH 9’da iiretilenlere gore daha avantajli kilmaktadir. Ayrica
siipernatantin orijinal pH’sinin ndétral degerde olmast pH ayarlama islemi igin

kimyasal kullanim1 gerekliligini ortadan kaldirmaktadir.
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Sekil 4.11. Farkli pH degerlerinde {iretilen SeNP’lerinine ait FESEM goriintiisii ve partikiil boyut dagilimi
histogrami a) pH 7; b) pH 9

Wang ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bacillus subtilis aracilig
ile SeNP’leri tiretilmis ve iiretim hiicre i¢i sekilde, ortam pH’s1 7,0’a ayarlanarak
gerceklestirilmistir. 48 saat inkiibasyonun ardindan yapilan analizlerde partikiillerin
kiiresel sekilde ve 50-400 nm boyutlarinda oldugu bildirilmistir. Mevcut ¢alismada
Bacillus sp. EKT1 izolatina ait siipernatant ile pH 7’de iiretilen NP’lere ait kiiresel

sekil ve 25-250 nm boyutlar1 yapilan ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.
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Enterobacter sp. susunun gelistirilmesinin ardindan elde edilen hiicresiz sivi
kullanilarak SeNP iiretiminin gerceklestigi bir baska ¢alismada, farkli iiretim ortami
pH’larinin (pH 3-11) partikiil {retimi tizerindeki etkisi arastirilmistir. 570 nm’de
gerceklestirilen spektrofotometrik dl¢iimler sonucu en yiiksek absorbans degeri notral
pH’daki Ornek icin elde edilmis; yiiksek asidik ve bazik pH’larda ise iiretim
gerceklesmemistir. Uretilen NP’lerin cubuk seklinde ve 90-120 nm boyutlarinda
oldugu bildirilmistir (Mollania ve ark., 2016).

Bacillus sp. EKT1 izolati ile pH 7 ve 9’da iiretilen SeNP’leri farkli absorbans degerleri
ve morfolojilere sahip olmakla birlikte, pH 9’daki NP’lerin yiiksek oranda
agregasyona ugramis oldugu saptanmistir. Agregasyon, partikiillerin bir arada toplanip
birbirine yapismasi sonucu goriilen kiimelesme durumudur. Partikiillerin nanoboyuta
indirgenmesi neticesinde artan yiizey alani/hacim oranlar1 sebebiyle partikiiller daha
fazla yiizey yiikii ile yiikklenmekte ve atomlarin sahip oldugu serbest yiizey enerjisi
artmaktadir. Sahip olduklar1 yiiksek serbest enerjileri sebebiyle NP’ler yiiksek
reaktiviteye ve koloidal olarak stabil olmayan bir yapiya sahip olmaktadir. Bu sebeple
atom ve molekiiller birbiri ile bag yaparak sahip olduklar1 yiiksek serbest yiizey
enerjilerini  diisirme  egilimindedirler. Bu  durum  agregasyon olarak
adlandirilmaktadir. Agregasyon sonucu NP’lerin fizikokimyasal ozellikleri,
reaktiviteleri, taginimlar: ve biyo-kullanilabilirlik gibi bazi biyolojik etkilesimlerinin
degistigi bildirilmektedir (Chekli ve ark., 2013; Zhang, 2014).

Mevcut ¢alismada, siipernatanta SeO> ilavesinin ardindan pH’nin 9 olarak ayarlandigi
ortamda tiretilen NP’lerin pH 7’ye gore daha fazla agregasyon gosterdigi goriilmekte;
bu durum farkli pH degerlerinde iiretilen partikiillerin yiizey fizikokimyalarindaki
farklilik ile iligkilendirilmektedir. Spektrofotometrik dl¢iimler sonucunda optimum pH
degeri 9 olarak belirlense de pH 7’de tiretilen NP’ler daha kii¢iik boyutlari, nispeten
daha homojen boyut dagilimlart ve daha az agregasyon gostermeleri sebebiyle

biyolojik uygulamalarda daha fazla kullanim potansiyeline sahiptir (Lin ve ark., 2017).
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4.3.3. Reaksiyon sicakliginin SeNP iiretimine etkisi

Nanopartikiil tiretim c¢alismalar1 dort farkli ortam sicakliginda gergeklestirilmis (30,
33, 40, 45°C) ve 568 nm’de Olgiilen absorbans degerleri arasinda en yiiksek absorbansi
33°C’de inkiibe edilen 6rnek vermistir (Sekil 4.12.). 40°C’de absorbans degeri ve

dolayisiyla NP olusumu azalirken 45°C’de inkiibe edilen 6rnekte renk doniigtimii

gerceklesmemistir.
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Sekil 4.12. Farkli sicakliklarda (30°C, 33°C, 40°C, 45°C) 96 saat inkiibe edilen SeNP iiretim ortamlarinin 568 nm
dalga boyunda 6lgiilen absorbans degerleri grafigi

Farkli sicakliklarda iiretilen partikiillerin boyut dagilimlart Sekil 4.13.te verilmistir.
50-100 nm biiyiikliigiindeki partikiillerin dagilim %’leri 30, 33 ve 40°C igin sirastyla
%16, %38 ve %29’dur. 33°C’nin altindaki ve iisteki sicakliklarda 50 nm’den biiyiik
boyuttaki partikiil ylizdelerinin artmasi spektrofotometrik bulgular1 desteklemekte ve
33°C’nin optimum sicaklik olduguna isaret etmektedir. Bakteriyel SeNP iiretimi igin
yapilan bazi1 calismalarda optimum sicaklik 37°C olarak belirlenmis, iizerindeki
sicakliklarda tiretimin azaldigir ve 55°C’nin iizerinde ise iiretimin gergeklesmedigi
bildirilmistir. Bu durum NP’lerin indirgenmesinden sorumlu rediiktaz enzimlerinin
yiiksek sicakliklarda etkinliginin azalmasi seklinde yorumlanmistir (Mollania ark.,
2016).
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Sekil 4.13. Farkli sicakliklarda iiretilen SeNP’lere ait FESEM goriintiisii ve partikiil boyut dagilimi histogrami a)
30°C; b) 33°C; ¢) 40°C

4.3.4. Inkiibasyon siiresinin SeNP iiretimine etkisi

Inkiibasyon siiresinin NP olusumu iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla iiretim
ortamindan her 24 saatte bir 0,5 mL 6rnek alinarak damitik su ile 2,5 mL'ye
tamamlanmis, seyreltilen Orneklerin spektrofotometrik analizi yapilarak SeNP

{iretiminin zamana bagli degisimi gdzlenmistir. inkiibasyonun baslangicinda ortamdan
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alinip seyreltilen 6rnek 0. saat olarak kabul edilmis ve NP tiretimi 33°C’de 144 saat

siire ile gergeklestirilmistir.

Spektruma gore 0. saat ile 24. saatin ayn1 yerde absorbans egrisine sahip oldugu
goriilmektedir. Bu durum ilk 24 saatte herhangi bir renk doniistimiiniin ve dolayisiyla
NP iiretiminin gerceklesmedigini gostermektedir (Sekil 4.14.). Se™ iyonlarmin
elementel forma indirgenmesi 24 saatten sonra baslamakta, indirgenme islemi 144.
saate kadar devam etmektedir. 120. ve 144. saatler i¢in absorbans egrilerinin olduk¢a
yakin olmasi indirgenme isleminin 120 saatin iizerinde anlamli 6lglide artmadigina
isaret etmektedir. Bacillus sp. EKT1 izolati ile SeNP’lerinin iiretiminde en yiiksek
absorbans degerlerine 120 ile 144 saat arasinda ulasilsa da 96. saat icin elde edilen
absorbans egrisinin 120. saate yakin olmasi, 96 saatlik inkiibasyon siiresini kabul
edilebilir kilmaktadir. Mevcut g¢aligmanin fiziksel ve kimyasal yontemlerle NP
tiretimine alternatif olabilmesi i¢in tiretimin ¢evre dostu olmasinin yaninda ekonomik
de olmasi gerekmektedir. Bu sebeple 96 saatlik inkiibasyon siiresi NP iiretimi igin

optimum olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.14. SeNP’lerinin zamana bagli spektrumlari

Nanopartikiil iiretimi i¢in yapilan baz1 kimyasal sentez ¢alismalarinda ortam renginin

birka¢ dakikadan birkag saate kadar donistiigti bildirilirken, bakteriyel siipernatantin
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kullanildigi  biyo-iiretim ¢alismalarinda indirgenme islemi mikroorganizmalarca
tiretilen indirgeyici 6zellikteki bazi enzimler tarafindan gergeklestigi i¢in kimyasal
yontemlere kiyasla daha uzun siirmektedir. Yapilan mikrobiyel ¢alismalarda Kiremit
kirmizisi rengin genellikle 14-15 saatin sonunda gozlendigi bildirilmektedir (Dwivedi
ve ark., 2011; Dwivedi ve ark., 2013; Shakibaie ve ark., 2015). Mevcut ¢alismada renk
dontistimii 24 saatin sonunda gergeklesmekte, yapilan c¢aligmalarla kiyaslandiginda
biiytik bir farklilik gostermemektedir. Renk doniisiimii i¢in gereken siire siipernatanta
ilave edilen ¢ozeltinin konsantrasyonu ve inkiibasyon sicakligi gibi kosullara bagl

olarak daha kisa ya da uzun olabilmektedir.
4.4. Bacillus sp. EKT1 izolatimn Tanimlanmasi
Yapilan morfolojik ve biyokimyasal testler sonucunda Bacillus sp. EKT1’in Gram

pozitif, spor pozitif, katalaz pozitif ve gubuk seklinde oldugu belirlenmistir (Sekil
4.15.).

Sekil 4.15. Bacillus sp. EKT1 izolatina ait 100 x objektifle elde edilen mikroskop goriintiisii

Molekiiler diizeyde gerceklestirilen 16S rDNA gen dizisi analizine gore izolatin en
fazla Bacillus cereus tiirii ile (%99,58) benzerlik tasidigi belirlenmistir. EKT1 susunun
bazi Bacillus sp. tiirleri ile olan benzerlik oranlar1 Tablo 4.2.”de, izolata ait filogenetik

agag Sekil 4.16.’da verilmistir
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Tablo 4.2. EKT1 izolatinin Bacillus sp. tiirleri ile 16s rDNA benzerlik orani

Bacillus sp. Benzerlik
%’si

B. cereus sp. 99,58

B. toyonensis sp. 99,30

B. thuringiensis sp. 99,30

B.pseudomycoides sp. 99,16

B. mycoides sp. 99,16
B. cytotoxicus sp. 96,64
B. luciferensis sp. 93,30
B. niabensis sp. 92,89
B. flexus sp. 92,73
B. subtilis sp. 92,75
B. cohnii sp. 92,59
B. megaterium sp. 92,46
B. halotolerans sp. 92,47

7 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain BGSC 3A28 168 ribosomal RNA gene. partial sequence

o
O Bacillus halotolerans strain DSM 8802 16S ribosomal RNA, partial sequence

O Bacillus niabensis strain 4T19 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Q)

s L D Bacillus cohnii strain NBRC 15565 16S ribosomal RNA gene. partial sequence

9 Bacillus flexus strain NBRC 15715 16S ribosomal RNA gene. partial seq...

¥ Bacillus megaterium strain [AM 13418 16S ribosomal RNA gene, partial s...

O Bacillus luciferensis strain LMG 18422 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

O Bacillus cytotoxicus strain NVH 391-98 168 ribosomal RNA, partial sequence
Q @Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232 168 ribosomal RNA gene, partial sequency
" Bacillus cereus strain ATCC 14579 168 ribosomal RNA (rrnA), partial sequence
¢ Bacillus toyonensis strain BCT-7112 168 ribosomal RNA, partial sequence
?’-;Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 16S ribosomal RNA gene. partial sequence

I 0.02 I g]cl Query_l 87447

O Bacillus mycoides strain NBRC 101228 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sekil 4.16. Bacillus EKT-1 bakterisine ait 16S rDNA gen dizisi analiziyle elde edilen filogenetik aga¢
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Bacillus sp. EKT1 i¢in yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore (Tablo
4.3.), bakteri ampisilin varliginda gelistigi i¢in ampisiline karsi direngli olarak
belirlenmistir. Kloramfenikol, eritromisin, streptomisin ve tetrasiklin varliginda ise
disklerin etrafinda zon olustugu gozlenmis, bakterinin sdz konusu antibiyotiklere

duyarli oldugu anlasilmistir.

Tablo 4.3. Bacillus sp. EKT1 izolatin farkl antibiyotik ilaglara kars1 antimikrobiyel duyarlilig

Antibiyotik*  Zon ¢ap1 (mm)

AM(2ng)  +

AM (10 pg)  +

C (30 ug) — (15+0)
E (15 pg) — (22+0)
S (10 pg) — (16£0,5)
TEGBOpg) - (150)

*) EKT1 gelisime gosteriyor (direngli), ©) EKT1 gelisme gdstermiyor (duyarli) *: AM: Ampisilin, C:
Kloramfenikol, E: Eritromisin, S: Streptomisin, TE: Tetrasiklin.

Ampisilin hiicre duvart sentezini durdurarak inhibisyon saglayan bir antibiyotik
cesitidir. Bacillus cinsi bakteriler ile yapilan ¢alismalarda ampisiline en fazla direng
gosteren tiirlerin B. cereus ve B. mycoides oldugu bildirilmektedir (Sevim ve ark.,
2006). da Silva Fernandes ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan bir arastirmada
benzer sonuglar elde edilmistir. Bacillus cereus’e ait 42 farkli alt tiiriin antibiyotik
direncinin test edildigi caligmada suslarin tamami (42/42) ampisiline direngli,

tetrasikline ise duyarli olarak bildirilmistir.
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4.5, Uretilen SeNP’leri icin Yapilan Karakterizasyon Calismalar:

45.1. EDX analizi

Selenyum nanopartikiillerine ait EDX spektrumu Sekil 4.17.’de verilmistir.
Spektrumda yaklasik 1,37 keV’ta selenyuma ait oldugu bilinen Kkarakteristik
absorpsiyon pikinin varlig1 ortamdaki elementel selenyum varligini dogrulamaktadir
(Dhanjal ve Cameotra, 2010; Wang ve ark., 2017).

SeNP’lerinin elementel kompozisyonu Tablo 4.4.’te verilmistir. Elementel analizde
ornegin toplam agirliginin yaklagik %15’inin selenyumun agirligi oldugu tespit
edilmistir. Agirligin %51°1 karbon, %17’si azot ve %151 oksijen elementine aittir.

Geriye kalan %2’lik kisim fosfor ve kiikiirt elementlerinden olugmaktadir

Ornek analiz edilmek iizere FESEM donanimma yerlestirildiginde karbon kaplamali
bir tablanin {izerine koyulmaktadir. Spektrumda goriilen karbon atomuna ait
absorpsiyon pikinin bir kisminin bu kaplamadan kaynakli olabilecegi diisiiniilmekte;
ancak ortamdaki C, O, P ve S varligi genel olarak nanopartikiillerin etrafindaki
biyolojik molekiillere isaret etmektedir. Yapilan ¢alismalarda, biyolojik yontemlerle
tiretilen NP’ler i¢in elde edilen EDX spektrumlarinda benzer elementlerin bulundugu
bildirilmis, bu durum partikiillerin protein, enzim ve membran fosfolipitleri gibi bazi
organik kalintilar ile kaplandigi seklinde yorumlanmistir (Dwivedi ve ark., 2011;
Cremonini ve ark., 2016). Mevcut calisma icin elde edilen EDX spektrumu da

partikiillerin benzer sekilde kaplanmis olduklarina isaret etmektedir.
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Sekil 4.17. SeNP’lerine ait EDX spektrumu
Tablo 4.4. Uretilen SeNP’lerinin elementel kompozisyonu
Element % Agirlik % Atom Net Yogunluk
Cc 51,33 63,84 115,87
N 17,03 18,16 11,48
O 15,76 14,71 30,11
Se 14,86 2,81 95,96
P 0,46 0,22 4,26
S 0,56 0,26 5,33

45.2. FTIR analizi

Nanopartikiiller bakteriler gibi organizmalarin kullanildig1 biyolojik sistemlerce
sentezlendiginde, gergeklesen rediiksiyon (indirgenme) tepkimeleri sonucu bazi
bilesikler NP’lerin yiizey tabakalart i¢ine hapsolurken, bilesiklerin fonksiyonel
gruplar yiizeyde kalmaktadir (Shakibaie ve ark., 2013). NP’leri ¢evreleyen organik
fonksiyonel gruplarin belirlenmesi amaciyla FTIR analizi yapilmis ve analiz sonucu

elde edilen spektrum Sekil 4.18.”de verilmistir.
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Sekil 4.18. pH 7°de (a) ve pH 9’da (b) iiretilen SeNP’lerinin FTIR spektrumu

Spektrum incelendiginde 1054 cm™, 1634 cm™ ve 3276 cm™ bolgelerinde siddetli
absorpsiyon bantlar1 goriilmektedir. 1054 cm™’de goriillen bant C-O gerilme
titresimine isaret ederken 1634 cm™’de goriilen bant aldehit, keton veya karboksilik
asitte  bulunabilen karbonil fonksiyonel gruplarinin gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir. 3276 cm™*de gériilen bant O-H veya N-H baglarmin titresimine
karsilik gelmekte ve bu durum alkol ya da amid ve amin i¢eren fonksiyonel gruplarin
varhigina isaret etmektedir. Tim bulgular degerlendirildiginde iiretilen partikiillerin
protein molekiilleri ile kaplanmis oldugu diistiniilmektedir. Calismaya ait EDX
spektrumu da proteinlerin varligina isaret ederken, yapilan bazi biyo-iiretim
calismalarinda ayni dalga sayilarinda benzer bantlarin goriilmesi de bu gorisii
desteklemektedir. Yiizeyde bulunan bu proteinlerin Se***iin indirgenmesinden ve NP
stabilizasyonundan sorumlu oldugu bildirilmektedir (Shakibaie ve ark., 2013;
Mollania ve ark., 2016).

Stabilizasyon NP’lerin iiretim ve muhafazasinda 6nem teskil etmekte, partikiillerin
endiistriyel uygulamalardaki  kullanim  potansiyelini  arttirmaktadir.  Ticari
uygulamalarda stabilizasyonun saglanmasi amaciyla partikiiller baz1 organik ya da
inorganik yapidaki stabilizor yiizey kaplama ajanlari (stirfaktanlar) ile kaplanmaktadir.
Stabilizorler yapay olarak elde edilen bazi asit ya da tuzlardan olusabilece§i gibi

kitosan vb. polisakkarit yapilarin, proteinlerin ve bazi diger biyolojik molekiillerin de
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kaplama ajani olarak islev gordiigii belirtilmektedir. Partikiil yiizeyindeki proteinler
redoks tepkimelerinde gorev alarak stabilizasyonu saglamakta, proteinlerin
partikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri tizerindeki etkisi pH, sicaklik vb. g¢evresel
kosullara bagli olarak degismektedir. Proteinler hazir olarak temin edilmelerinin yani
sira NP’lerin biyosentezinde ortamda kendiliginden de bulunabilmektedir (Chekli ve
ark., 2013; Dhanjal ve Cameotra, 2010; Lin ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2004b;
Zhang, 2014). Ramya ve arkadaslari (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada bakteriyel yolla
sentezledikleri NP’lerin yiizeyindeki protein molekiillerinin varligina dikkat ¢ekmis,
proteinler sayesinde partikiillerin stabilitesinin ve biyolojik aktivitesinin arttigini
bildirmistir. Dobias ve arkadaslar1 (2011) ise kimyasal yolla NP iirettikleri ortama
disaridan protein ilave ettiklerinde partikiillerin daha stabil oldugunu bildirerek

ortamdaki protein varliginin 6nemini vurgulamistir.

4.5.3. XRD analizi

XRD analizi ile, optimizasyon ¢alismalariyla belirlenen kosullarda (6,5 mM SeO», pH
9,33°C, 96 saat) liretilen SeNP’leri analiz edilmistir. Elde edilen X-1gin1 kirinim deseni
Sekil 4.19.”da verilmistir. Spektruma gore analiz edilen 6rnek selenyum elementinin
standardina ait kirinim deseni (01-071-0528) ile eslesmistir. Bu durum ortamdaki

elementel selenyumun varligin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.19. Biyosentezlenmis SeNP’lerinin XRD kirinim deseni

20 acist araliginda ve 10° ile 90° degerleri arasinda kirinima ugrayan partikiillerin
yansimalarindan elde edilen spektrumda 23-26° araliginda bir adet genis bir
difraksiyon piki bulunmaktadir. XRD kirinim desenindeki sivri ve keskin piklerin
kristal yapidaki partikiillere (Ramya ve ark., 2015), kiiciik 0 derecelerindeki genis
difraksiyon piklerinin ise amorf yapidaki partikiillere isaret ettigi bilinmektedir
(Sharma ve ark., 2014). Bu bilgilerin 15181nda, analiz edilen NP’lerin kirinim deseni

partikiillerin amorf (diizgiin olmayan) yapida olduguna isaret etmektedir (Husen ve

Siddigi, 2014).

Zhang ve arkadaglarinin (2011) yaptiklar1 bir ¢aligmada, Pseudomonas alcaliphila
tarafindan hiicre i¢i olarak iiretilen SeNP’leri alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobu ile goriintiilendiginde partikiillerin nanogubuk ve nanokiire seklinde
oldugu ve kiiresel NP’lerin nanogubuklarin {izerinde yapismis halde bulundugu tespit
edilmigtir. Partikiillerin kristal yapisinin belirlenmesi amaciyla yapilan XRD
spektroskopi analizi sonucu elde edilen kirmim deseni incelendiginde giiglii ve keskin
piklere rastlanmamis; bu durumun nanogubuklarin yiizeyinde bulunan amorf yapidaki
nanokiirelerden kaynaklandigi bildirilmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada Bacillus sp.
MSh-1 izolat:1 tarafindan SeNP’lerinin hiicre ici sentezi gergeklestirilmistir. Uretilen
partikiiller i¢in Kristal kafes yapisina isaret eden uzunluk ya da ag¢i Olgiisiine
rastlanmamakla birlikte, XRD spektrumundaki genis difraksiyon pikleri sebebiyle
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partikiiller yapisal olarak amorf olarak siniflandirilmistir (Shakibaie ve ark., 2013).
Khiralla ve El-Deeb (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise Bacillus licheniformis
tarafindan hiicre dis1 olarak iiretilen SeNP’lerinin XRD spektrumunda 3 adet keskin
pikin bulundugu bildirilmis, bu piklerin kristal yapidaki yiizey merkezli kiibik
diizlemlerine isaret ettigi belirtilmistir. Mevcut c¢alismalar goz Oniinde
bulunduruldugunda, bakteriler araciligi ile SeNP tiretiminin hiicre igi/hiicre dis1 olarak
gerceklesmesinin  partikiillerin  kristal yapist {izerinde etkiye sahip olmadigi
saptanmustir. Bacillus sp. EKT1 tarafindan hiicre disi olarak iiretilen NP’lerin sahip
olduklar1 genis difraksiyon pikleri sebebiyle partikiillerin amorf yapida olduklar

dogrulanmaktadir.

4.6. SeNP’lerinin Antimikrobiyel Aktivitesi

Farkli konsantrasyondaki (2000-8000 pg/mL) NP’lerin bazi Gram pozitif (L.
monocytogenes, S. aureus, B. cerers) ve Gram negatif (E. coli O157:H7, E. coli tip-1,
S. Typhimurium, S. Enteritidis ve P. aeruginosa ) bakteriler tizerindeki antimikrobiyel
etkisi agar disk diflizyon yontemi ile test edilmistir. Belirlenen konsantrasyon
araligindaki higbir NP diskler etrafinda zon olusturmamis ve bu sebeple NP’lerin

secilen bakteriler tizerinde antimikrobiyel etkiye sahip olmadig1 tespit edilmistir.

Direngli tiirlerin gelisimi ve antimikrobiyel maddelere karsi artan mikrobiyel direng
sebebiyle yiiksek dezenfeksiyon performansi gosteren yeni antimikrobiyel maddelere
olan talep artmaktadir. Bu hususta NP’ler sahip olduklar yiiksek yiizey/hacim oranlari
ve mikroorganizmalar ile temas eden aktif yiizey alanlarinin genisligi sayesinde

oldukga etkilidirler (Joardar ve ark., 2016).

Yapilan bir ¢alismada Bacillus licheniformis’in hiicresiz siipernatanti ile iiretilen
SeNP’lerininin (10-50 nm) gida kaynakli baz1 patojen bakteriler (B. cereus, E. faecalis,
S.aureus, E. coli O157:H7, S. Typhimurium ve S. Enteritidis) {izerinde antimikrobiyel

etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Khiralla ve EI-Deeb, 2015).
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Ayrica biyojenik SeNP’lerininin P. mirabilis, S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde
antibiyofilm etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Tiim bu bilgilerin 1s181nda SeNP’leri
ya da SeNP’leri ile kaplanmig antimikrobiyel maddeler i¢in yeni antimikrobiyel ve
antibiyofilm ajan olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir (Shakibaie
ve ark., 2015).

4.7. SeNP’lerinin Antifungal Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan NP’lerin (2000-8000 pg/mL) C. albicans
tizerindeki antifungal etkisi agar disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Ortam
pH’sinin tiretilen NP’lerin morfolojik ve fizikokimyasal yapisi tizerindeki etkisi goz
ontinde bulundurularak, ¢alismada farkli pH’larda iiretilen (pH 7 ve pH 9) NP’ler
kullanilmistir. Inkiibasyonun ardindan &rnekler incelendiginde, maya hiicrelerinin
besiyerinin tamaminda gelisim gosterdigi ve hicbir disk etrafinda SeNP’lerininden
kaynakl1 zon olugmadig1 goriilmiistiir. Boylece, tiretilen NP’lerin C. albicans iizerinde

antifungal etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir.

Shakibaie ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus sp. ile
SeO2’ten (1,26 mM) hiicre i¢i sekilde tiretilen SeNP’lerininin C. albicans iizerindeki
antifungal etkisi NP’lerin minimum inhibisyon konsantrasyonu ile belirlenmis ve MIK
degeri 70 pg/mL olarak rapor edilmistir. Yapilan ¢alisma biyojenik SeNP’lerininin C.
albicans iizerinde antifungal ajan gorevinde kullanilabilecegini gosterirken, mecvut

calismada beklenen sonug alinamamustir.

Nanopartikiillerin antifungal etki mekanizmas: temel olarak iki asamada
gerceklesmektedir:

l. Koloit ya da yar1 kat1 formdaki matrikslerin i¢ine gomiilii halde olan yahut
stibstratlarin yiizeyinde bulunan bilesiklerden daimi bir nano iyon akisinin
gerceklesmesi,

Il. Bu iyonlarin, fungusun plazma membranindaki duyarli hedef bolgelere
aktif taginimi (Shakibaie ve ark., 2015).
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Antifungal aktivite gdsteren NP’lerin tiretilebilmesi i¢cin bu mekanizmalarin daha iyi

anlasilmasina ihtiyag vardir.

4.8. SeNP’lerinin Antioksidan Aktivitesi

Nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi DPPH radikalini giderme etkinlikleri ile
belirlenmistir. Ayni1 konsantrasyondaki SeNP ve SeO. c¢ozeltileri (200 pg/mL)
sirastyla %37,6+2,5 ve %8,5t1 DPPH giderim etkinligi gostermistir. Farkli
konsantrasyonlardaki SeOz’in (20-400 ug/mL) giderim etkinligi %5,5-10,7 araliginda
degismekte ve konsantrasyona bagli kayda deger bir aktivite artis1 goriilmemektedir.
SeNP’lerininin DPPH giderimi konsantrasyon yiikseldikge artmakta ve 400 pg/mL
icin %56,5+5’e ulasmaktadir (Sekil 4.20.). DPPH radikalinin %50 inhibisyonu igin
gerekli NP konsantrasyonu (ICso) 322,8 pg/mL’dir.

Partikiil biyiikliigli SeNP’lerininin antioksidan aktivitesinde Onemli bir rol
oynamaktadir. 5-200 nm biiyiikliigiindeki NP’lerin boyutlarina bagl olarak serbest
radikalleri yakaladigi bildirilmektedir (Peng ve ark., 2007). Partikiil boyutlart
kiiciildiikge NP’ler radikallerin gideriminde daha etkin ve dolayisiyla daha yiiksek
antioksidan aktivitede olmaktadirlar (Mollania ve ark., 2016).

Forootanfar ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus sp.
bakterisi tarafindan sentezlenen ve boyutlarinin genel olarak 125-150 nm araliginda
oldugu belirlenen SeNP’lerininin DPPH giderim etkisi 200 pg/mL igin %23,1+3,4
olarak bildirmistir. Mecvut ¢alismada kullanilan NP’lerin boyutlar1 agirlikli olarak
(%72) 50-100 nm araligindadir. Bu sebeple yapilan ¢alisma daha kii¢iikk NP’lerin daha

fazla antioksidan aktiviteye sahip olacagi goriisiinii desteklemektedir.
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Sekil 4.20. SeNP ve SeO2’in DPPH radikalini giderim etkinligi

4.9. SeNP’lerinin Stabilitesi

Selenyum nanopartikiillerinin stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, yapilan 6n
caligmalarda saf halde elde edilip kurutulan NP’ler buzdolab: sicakliginda (4-7°C)
muhafaza edilmis ve yaklagik 3 ay sonra FESEM goriintiileri alinarak morfolojileri
incelenmistir. NP’lerin FESEM goriintiisii  Sekil 4.21.°de  verilmistir. Sekil
incelendiginde partikiillerin ortalama 100-150 nm biyiiklikte olduklari ve sahip
olduklar1 nanoboyutlarin1 3 ay sonra hala muhafaza ettikleri goriilmektedir. Bununla
birlikte Bacillus sp. EKT1 ile yapilan tim c¢alismalarda amorf yapida ve kiiresel
sekilde elde edilen NP’lerin morfolojilerinin de ayni kaldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Uretilen SeNP’lerinin 3 ay sonraki FESEM goriintiisii (Uretim kosullari: pH 7, 6,5 mM SeO2, 30°C, 96

saat)

Mevcut ¢alismadaki stabilitenin partikiillerle bag yapan proteinler tarafindan
saglandig1 disiiniilmektedir. Mollania ve arkadaglar1 (2016) bakteriyel yollarla
tirettikleri NP’ler i¢in stabil yapinin yiizey proteinleri sayesinde 2 aydan uzun siire
korundugunu bildirmistir. Ortamda dogal olarak bulunan proteinler uzun vadeli
kullanimda stabilizor madde ilavesinin gerekliligi ortadan kaldirmakla beraber daha
temiz, giivenli, ekonomik ve c¢evre dostu bir iiretim gergeklestirilmesine katkida

bulunmaktadir.



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, 34 adet Bacillus izolatinin hiicre dis1 bakir, ¢inko ve selenyum
nanopartikiillerini iiretim yetenekleri aragtirilmigtir. Tim iiretim c¢aligmalarinda
bakteri gelisimi sonucunda elde edilen hiicresiz sivi kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda higbir bakterinin ¢inko ve bakir nanopartikiillerini iiretme yeteneginde
olmadiklari; Kocaeli ilinden alinan bir toprak orneginden izole edilen Bacillus sp.
EKT1 susunun ise SeNP’lerini {iretme yeteneginde oldugu belirlenmistir. Calismaya
bu bakteri ile devam edilmis; reaksiyon kosullarinin SeNP iretimine etkisi

belirlenmistir.

Selenyum nanopartikiil tiretimi hiicresiz siipernatant kullanimi ile hiicre dis1 olarak
basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Nanopartikiil {iretimi reaksiyon baslangicinda
acik sar1 olan rengin SeNP {iretiminin de bir gostergesi olan kiremit kirmizisina

doniigmesi ile gdzlenmistir.

FESEM analizi ile NP’lerin agirlikli olarak 50-150 nm biiyiikligiinde ve kiiresel
sekilde oldugu saptanmistir. pH’nin Bacillus sp. EKT1’in SeNP sentezini 6nemli
oranda etkiledigi ve diisiik ve yiiksek pH’larda sentezin gerceklesmedigi anlasilmistir.
Calisilan pH degerlerinden sadece pH 7 ve 9’da renk doniisiimii ile de anlasilan
nanopartikiil {iretimi gerceklesmistir. pH’nin nanopartikiil miktarinin yaninda
nanopartikiillerin boyutlart ilizerinde de etkili oldugu; pH 9’da elde edilen
nanopartikiillerin pH 7’de elde edilenden daha biiytlik olduklar1 belirlenmistir. pH 9°da
daha fazla nanopartikiil elde edilmesine karsin bu pH’da gozlenen agregasyon bir
dezavantaj olmaktadir. SeNP icin en 1yi iretim sicakliginin bakteri gelisme
sicakliginda oldugu (33°C), daha yiiksek ve diisiik sicakliklarda nanopartikiil
tiretiminin diistigii ve partikiil boyutlarinin da arttig1 belirlenmistir. Yiiksek miktarda
nanopartikiil elde etmek i¢in en iyi SeO2 son konsantrasyonunun 6,5 mM oldugu; artan

konsantrasyonlarda ortalama partikiil boyutunun da arttig1 belirlenmistir.
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Partikiillerin Kristal yapisinin belirlenmesi i¢in XRD spektroskopisi ile analizi
yapilmis ve amorf yapida olduklart belirlenmistir. Nanopartikiil {iretiminin
dogrulanmasi amaci ile SeNP’lerinin elementel analizleri EDX spektroskopisi ile
yapilmis ve elementel selenyumlarin varligi tespit edilmistir. Uretim sirasinda ortamda
bulunan ve nanopartikiil iiretiminden biiyilk oranda sorumlu olan biyolojik
molekiillerin varhigi FTIR spektroskopi analizi ile belirlenmis ve protein
molekiillerinin nanopartikiiller i¢in stabilizatér ve kaplama ajan1 gorevi gordiigi

saptanmistir.

Nanopartikiillerin antimikrobiyel aktiviteleri ¢esitli gida patojeni bakteriler ve C.
albicans kullanilarak belirlenmis; ancak SeNP’lerinin hi¢bir mikroorganizma igin
antimikrobiyel 6zellik tasimadigi anlasilmigtir. Bu durumun, olusan nanopartikiillerin
biiylikliiglinden ve  agregasyona  ugramis  olmalarindan  kaynaklandig
diistiniilmiiktedir. Bununla birlikte selenyum nanopartikiillerinin antioksidan 6zellige

sahip oldugu anlasilmistir.

Sonug olarak, Bacillus sp. EKT1 susu ile basarili bir sekilde SeNP’leri iiretilmis ve
tiretilen NP’lerin karakterizasyonu yapilmistir. Bu calismada elde edilen sonuglara
ilave olarak iiretilen NP’lerin sahip oldugu antioksidan aktiviteleri lizerine daha fazla
calisma yapilabilir ve NP’lerin antioksidan ozellikleri daha detayli incelenebilir.
Bununla birlikte sitotoksisite ¢aligmalar1 yapilabilir, partikiillerin biyo-aktiviteleri ve
biyo-kullanim potansiyeli arastirilabilir. Optimizasyon g¢aligmalarinda reaksiyon
sicakliginin NP tiretimine etkisinin belirlenmesi amaciyla segilen sicaklik degerleri
arttirilarak, daha diisiik ve yiiksek sicakliklarin etkisi gozlenebilir. Sicaklik, pH, ¢cozelti
konsantrasyonu gibi parametrelere ilave olarak bakteri yogunlugu ve gelisim evresinin
NP’ler lizerindeki etkisi incelenebilir. Ayrica, bakteriye ait rediiktaz enziminin toprak
ve sudaki toksik Se** iyonlarmi biyo-giderim etkinligi arastirilabilir. Antimikrobiyel
etki gostermesi beklenen partikiillerin boyutlarinin kiiciiltiilmesine yonelik ¢calismalar
yapilarak NP’lerin antimikrobiyel ve antifungal etki mekanizmasi daha kapsaml
aragtirilabilir. Ozetle, NP’lerin {iretim parametrelerinin ¢ogaltilmasina yénelik daha
fazla ¢alismanin yapilmasi ile NP’lerin belirlenen karakteristik 6zelliklerine uygun

potansiyel kullanim alanlari tespit edilebilir.
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