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OZET

Anahtar Kelimeler: Bacillus, nanopartikiil, biyosentez, giimiis, antimikrobiyal

Bu ¢alismada bazi toprak ve gida 6rneklerinden izole edilen 28 adet bakterinin glimiis
nanopartikiillerini (AgNP) sentezleme yetenekleri arastirilarak en iyi iretici izolat
secilmis ve bu izolatin nanopartikiil (NP) iiretim kosullar1 optimize edilmistir. Uretilen
AgNP’lerinin  karakterizasyonu yapilmis, antioksidan ve antimikrobiyal o6zellikleri
incelenmistir.

Calisma kapsaminda bir toprak 6rneginden izole edilmis olan ve 16S rDNA dizi analizine
gore Bacillus cinsine ait oldugu belirlenen ZGT9 susunun AgNP’lerini iirettigi tespit
edilmistir. Bu nedenle calismaya ZGT9 olarak kodlanan bakteri ile devam edilmistir.
Nanopartikiil tiretimine pH (6-10), sicaklik (30-40°C) ve AgNO3 konsantrasyonun (1-10
mM) etkisi belirlenmigtir. Kullanilan parametrelere bagl olarak uygulamalarda AgNP
olusumu sirasinda Nutrient Broth besiyerinin renginin agik saridan kahverengiye dondiigii
gozlenmis ve absorbans degerleri UV-VIS spektrofotometrede 414 nm dalga boyunda
Olciilerek takip edilmistir.

Spektrofotometrik 6l¢iimler sonucunda en iyi tiretimin 8 mM AgNOz konsantrasyonuna
sahip, pH 8-9 araliginda olan ortamda, 40°C’de ve 48 saatte oldugu tespit edilmistir. Alan
emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM) analizleri yapilarak NP’lerin 1-50 nm
capinda kiiresel sekilli oldugu saptanmistir. 40°C’de aglomerasyon gerceklestigi i¢in 33°C
ile analizlere devam edilmistir. pH 6 ve 7 de, 1 mM ve 2 mM AgNO:s konsantrasyonlarda
ve 24 saatte AgNP biyosentezinin gerceklesmedigi saptanmistir. Renk degisimi ve yiizey
plazmon rezonansi en iyi pH 10’da gézlenmesine ragmen son asama olan saflagtirmada
zorluk yasanmistir.

Uretilen nanopartikiiller antioksidan ve antimikrobiyal aktivite sergilemisler. DPPH
radikalini indirgeme aktivitesi %39,4-%70 araligindadir. Siv1 kiiltiirde antimikrobiyal
analizde 6.saatte %100 inhibisyona ulagmustir.



INVESTIGATION OF SILVER NANOPARTICLES
BIOSYNTHESIS BY BACILLUS STRAINS ISOLATED
FROM VARIOUS SOURCES

SUMMARY

Keywords: Bacillus, nanoparticle, biosynthesis, silver

In this study, the abilities of 28 bacteria, isolated from some soil and food samples, to
synthesize silver nanoparticles (AgNP) were investigated, and the best producer isolate
was selected and nanoparticle (NP) production conditions of this isolate were optimized.
The produced AgNPs were characterized and their antioxidant and antimicrobial
properties were investigated.

Within the scope of the study, it was determined that the ZGT?9 strain, which was isolated
from a soil sample and determined to belong to the Bacillus genus according to 16S rDNA
sequence analysis, produced AgNPs. For this reason, the study was continued with the
bacterium coded as ZGT9. The effects of pH (6-10), temperature (30-40°C), and AgNOs
concentration (1-10 mM) on NP production were determined. Depending on the
parameters applied, it was observed that the color of the Nutrient Broth medium changed
from light yellow to brown during the formation of AgNP, and the absorbance values were
measured by UV-VIS spectrophotometer at a wavelength of 414 nm.

As a result of spectrophotometric measurements, it was determined that the best
production was at 40°C and 48 hours in the medium with 8 mM AgNO3 concentration,
pH 8-9. Field emission scanning electron microscopy (FESEM) analyzes were performed
and NPs were found to be spherical in size having diameters between 1 and 50 nm. Due
to agglomeration at 40°C, analyzes were continued at 33°C. It was determined that AgNP
biosynthesis did not occur at pH 6 and 7, 1 mM and 2 mM AgNO3 concentrations and 24
hours. Although the color change and surface plasmon resonance were best observed at
pH 10, difficulties were encountered in the final stage of purification.

The produced nanoparticles exhibited antioxidant and antimicrobial activity. DPPH

radical reducing activity was in the range of 39,4%-70%. In the antimicrobial analysis in
liquid culture, it reached 100% inhibition at the 6th hours.
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BOLUM 1. GIRIS

Cesitli nanoteknolojik yontemlerle nano boyuta indirgenen metal partikiiller, essiz
fiziksel, kimyasal, elektronik, mekanik optik dielektrik ve biyolojik aktivite
kazanmaktadirlar. Bu 6zellikleri ile giiniimiizde pek ¢ok uygulama alanina sahip olan
nanopartikiiller, biyomedikal, tip, eczacilik, elektrik-elektronik, tekstil, otomotiv sanayi,
gida sanayi gibi pek cok farkli alanda c¢esitli amaclarla kullanilmaktadir (Akcay ve Avet,
2018; Anees Ahmad ve ark., 2020).

Metal nanopartikiillerin iiretiminde bir¢ok kimyasal ve fiziksel yontemler gelistirilse de
biyolojik yontemler daha ¢ok dikkat gekmektedir (Wei ve ark., 2012; Deljou ve Goudarzi,
2016). Kimyasal yontemlerde toksik kimyasallarin kullanilmasi ve bu atiklarin ¢evreye
zarar vermesinden dolay1 yerine ¢evre dostu, giivenli, enerji verimliligi saglayan, ucuz ve
daha az toksik olan biyolojik yontem tercih edilmeye baslanmistir. Bitki 6zleri, bakteri ve
mantarlar gibi mikroorganizmalardan yararlanan biyolojik yontemin sonrasinda toksik
kimyasal a¢iga ¢ikmamasi, ortam sicaklig1 ve basincinda ger¢eklesmesi de biiyiik avantaj

olarak goriilmektedir (Soliman ve ark., 2018; Y1lmaz Oztiirk, 2019).

Biyolojik yollarla metal NP'lerin iretilmesi durumunda, NP'lerin fiziko-kimyasal
ozellikleri, kaplama maddeleri olarak islev goren organik bilesikler tarafindan korunur
(Deljou ve Goudarzi, 2016; Habibullah ve ark., 2021). Metal NP'lerin fiziko-kimyasal
ozelliklerinin, hava oksidasyonu {izerine demir NP'lerin manyetik 06zelliklerinin
kaybolmas1 gibi, etkilenebilecegi iyi bilinmektedir. Yesil sentez yoluyla elde edilen metal
NP'lerin ekstraksiyonu, verimi ve stabilitesi her zaman 6n goriilebilmistir (Prakash ve ark.,
2011; Mousavi ve ark., 2018). Farkli metal ve metal oksit NP'leri arasinda AgNP'ler,

nanotip, ilag dagitimi, nano cihaz iiretimi, biyoalgilama, kataliz ve goriintiileme gibi ¢esitli



olas1 biyolojik uygulamalar aragtirma gruplarinin dikkatini ¢ekmistir (Wang ve ark., 2012;
Saravanan ve ark., 2018; ljaz ve ark., 2020).

Biyomedikal ve ilag arastirmalarinda insan patojenlerinin antibiyotiklere direnci biiyiik
problem olusturmaktadir. Bu problem zamanla artmakta ve diger patojenik bakteriler i¢in
de ortaya ¢ikmaktadir. Coklu ilag direnci antibiyotiklerin verimsizligi konusunda endise
olusturmaktadir. Calismalarla giimiis NP'lerin genis mikroorganizma aralifinda etki
gostermesi  yeni antibiyotiklerin  gelistirilmesinde 1ilgi alan1 haline gelmistir.
Nanopartikiillerin kimyasal, fiziksel ve biyolojik olarak farkli metotlarla iiretilebiliyor
olmasi da aragtirmalarin ilgi odagina neden olmustur (Tsekhmistrenko ve ark., 2020).
Endiistriyel ve biyolojik uygulamalar i¢cin mikroorganizmalarin metal iyonlarma karsi
direnci siirekli metal NP tiretiminde kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Hsueh ve ark.,
2015; Deljou ve Goudarzi, 2016; Fouad ve ark., 2017).

Bu calismada, ¢esitli yerel kaynaklardan izole edilmis olan Bacillus suslarinin AgNP
biyosentez kapasiteleri arastirilmistir. Tarama ¢alismasi sonucunda Bacillus sp. ZGT9
susu secilerek bununla NP biyosentez kosullarinin (sicaklik, AgNOs konsantrasyonu ve
pH) optimizasyonu yapilmistir. Calismanin son asamasinda ise elde edilen NP’lerin

karakterizayonu ile antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri belirlenmistir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETi

2.1. Nanoteknoloji

2.1.1. Nanoteknolojinin tanimi ve tarihgesi

Yunancada ciice anlamina gelen nanos sozciigiinden tiiremis olan “Nano” fiziksel bir
biiyiikliigiin 10 katin1 belirten ve metrenin milyarda birini ifade eden bir n addir. Nano
yapilar 100-1000 tane atomun bir araya gelmesiyle olusurken, uzunluk olan nanometreye
sade 2-3 atom sigabilmektedir. DNA molekiilii 2,5 nm genisliginde, bir protein 50 nm
uzunlugunda, grip viriisii yaklasik 100 nm boyutunda ve insan sa¢1 yaklagik 10.000 nm

kalinligindadir (Kim, 2008; Ilyasoglu ve El, 2010; Hulkoti ve Taranath, 2014).

Nanoteknolojinin tarihi incelendiginde baslangicinin hangi zaman araliginda oldugu tam
olarak bilmemektedir. Fakat insanlarin “Nano Cagi”ndan ¢ok Oncelerde dahi, nano
olgekteki nesneleri kullandiklari bilinmektedir. M. O. yasamus insanlar yiizyillar boyunca
keten, yiin, pamuk ve ipegi kumas yapiminda kullanmislardir. Dokunan bu kumaslar 1-20
nm boyutlarindaki nano gézenek aglarina sahiptir ve boylelikle teri daha 1iy1 emmekte ve
cabuk kurumaktadir. Eski caglara uzanan ekmek, sarap, peynir gibi gidalarin iiremi nano
seviyede fermentasyon islemiyle gergeklestigi bilinmektedir. Nanoteknoloji uygulamalari
eski ¢aglardan beri devam etmesine karsin “nano” ve “nano iiretim” kavrami son bir
asirdir insanligin giindemindedir. Baz1 maddelerin pargacik boyutlarinin kiigiilmesiyle
farkli ozellikler kazandigi goézlense de bu durumun temel mekanizmast yillarca
anlagilamamigtir.  Sonu¢ olarak, nano T{retim uygulamalar1 bilingli sekilde
gerceklestirilmese de binlerce yil nesilden nesile aktarilarak giiniimiize kadar ulagsmistir
(Tolochko, 2009; Akgay, 2017).



Nanometre kavrami ilk kez 1925°te, kimya dalinda Nobel Odiilii sahibi Richard
Zsigmondy tarafindan ortaya atmistir. Zsigmondy, “nanometre” terimini pargaciklarin
boyutunu ifade etmek i¢in kullanan ilk kisidir (Hulla ve ark., 2015). Giinlimiizde
kullanilan modern nanoteknoloji ise fizik dalinda Nobel Odiilii sahibi Richard Feynman
sayesinde olmustur. Feynman 1959 yilinda Amerikan Fizik Derneginde yaptigi
konusmasinda, nanoboyutta iiriinlerin atomlardan tasarlanabilecegi ve maddelerin atomik
seviyede islenip diizenlenebilecegi fikrini ortaya atmistir. Feynman, Kklasik diistince
tarzinin Gtesinde dogrulugu ispatlanan goriisleri sebebiyle modern nanoteknolojinin
babasi olarak goriilmektedir. Ardindan 1974’te, Japon bilim insan1 Norio Taniguchi,
“nanoteknoloji” terimini ilk kez bilim camiasina sunmustur. Maddelerin nanometre
hassasiyetinde islenmesi ve nanoboyutta mekanizmalarin olusturulmasini nanoteknoloji

olarak tanimlamistir (Tolochko, 2009; Hulla ve ark., 2015).

Nanoteknolojinin altin ¢ag1 1980’lerde baslamistir. IBM Zurich Arastirma
Laboratubari’nda ¢alisan Gred Binnig ve Heinrich Rohrer, 1981°de taramali tiinel
mikroskobunu kesfederek atomlar ve baglarin daha Once goriilmemis sekilde
goriintiilenebilmesine olanak saglamistir. Boylelikle bu ¢alisma Gred Binnig ve Heinrich
Rohrer’e fizik dalinda Nobel Odiiliinii kazandirmistir (Sekhsaria, 2013). 1991 yilindaki
karbon nanotiiplerin kesfinden giliniimiize nanoteknoloji alaninda yapilan arastirmalar
hizlanarak devam etmistir. Nanoteknoloji alanindaki yayin sayisi ve projelere ayrilan
biitce dnemli 6l¢iide artig gdstermis ve gilinliik hayatta nanoteknolojik uygulamalar daha
sik yer almistir (Tolochko, 2009).

2.1.2. Nanoteknolojinin kullanim alanlari

Nanoteknoloji uygulamalari, NP’lerin sahip olduklar1 iistiin 6zellikleri sayesinde tip,
biyoteknoloji, kimya, gida, tekstil, farmakoloji, elektrik-elektronik, bilisim ve otomotiv
sanayi gibi birgok farkli alanda zamanla daha fazla yer almaktadir (Ozdogan ve ark.,
2006). Kimya endiistrisinde kir tutmaz boya ve kaplama malzemesi tretimi; dental

uygulamalarda ¢liriimeyi 6nleyici dental kompozitlerin; tekstil endiistrisinde burugsmaz ve



Kir tutmaz kumas tiretimi; kozmetik endiistrisinde giines kremlerinin tiretimi gibi birgok
farkl1 alanlarda nanoteknolojik Uygulamalaridan &rnekler verilebilir (Ozdogan ve ark.,
2006; Oyar, 2014). Nanopartikiillerin sahip olduklar1 Gistiin antimikrobiyal o6zellikleri
medikal uygulamalarinda umut vaat etmektedir. Ilag ve gen tasinimi, doku miihendisligi,
patojen biyotespiti, floresan etiket tiretimi, timorlerin iyilestirilmesi ve biyolojik molekiil
ve hiicrelerin ayrimi ve saflastirilmasi gibi medikal uygulamalarinda nanoteknolojinin yer
aldig1 gorilmektedir (Salata, 2004).

2.1.2.1. Nanoteknolojinin gida endiistrisinde kullanimi

Nanopartikiillerin kiiclik boyutlar1 ve boyutlarina bagli olarak degisen 6zellikleri gida
endiistrisinde gelismis Ozelliklere sahip malzeme ve {irlinlerin iiretilmesine, gidalari
isleme, muhafaza etme ve paketleme tekniklerinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.
Ornegin, akilli ambalajlarin depolama ve tasima siirecinde takip edilebilme olanag:; son
kullanma tarihi gegmis veya kontamine olmus gidalarda bakteriler tarafindan iiretilen
gazlar nedeniyle renk degistiren sensorlere sahip ambalajlarda nanoteknolojik

uygulamalardan yararlanilmaktadir (Akcay, 2017).

Ayrica, aktif ambalajlama sisteminde ambalaj malzemelerin giimiis, titanyum dioksit gibi
nano katkilar ile modifiye edilen ambalaj materyalinin gida ile temas eden yiizeyinin
oksijeni absorbe edecek sekilde modifiye edilmesi ile anaerobik ortam olusturulmaktadr.
Boylece ortamin antibakteriyal ve antifungal 6zellik kazanarak bozunma reaksiyonlarinin
azalmasi sonucu gidanin raf 6mrii uzamaktadir. Nem tutucu, etilen tutucu, tat-koku tutucu
ozelliklerdeki aktif ambalajlar, nano yapili malzemelerle modifiye edilerek pek cok
meyve ve sebzede, et ve siit driinlerinde, unlu mamullerin paketlenmesinde

kullanilmaktadir (Siirengil ve Kiling, 2011).

Bariyer teknolojisi kullanilan i¢ecek sektoriinde nanokompozitlerden yararlanilmaktadir.
Ornegin, plastik malzemenin kil NP’leri ile doldurulmasiyla elde edilen cam kadar sert

fakat camdan cok daha saglam olan bira siseleri iiretilmektedir. Nanopartikiillerin



sagladig1 dayanikliligin yaninda siseye gaz girig-¢ikisini (karbon dioksit ¢ikisi ve oksijen
girisi) engelleyecek sekilde tasarlanmig olmasi biranin tazeligini ve raf Omriinii
arttirmaktadir (Hays ve ark., 2013). Yapilan bir calismada koloit giimiis NP’lerin iizerine
kaplandig1 kagit malzemenin Escherichia coli (E. coli) ve Staphylococcus aureus (S.
aureus) gibi patojen bakteriler tizerinde antibakteriyal etkisinden dolay gida iiriinlerinin
ambalajlanmasinda ve gidanin raf Omriliniin uzatilmasinda kullanilabilecegi

belirtilmektedir (Gottesman ve ark., 2011; Ak¢ay, 2017).

Biyoaktif bilesikleri ¢cevresel etkilerden korumak ve hedef bolgelerde kontrollii salinimini
saglamak amaciyla gida bilesenlerine uygulanan nanoenkapsiilasyon teknigi gida
endiistrisinde uygulamalara sahiptir (Ezhilarasi ve ark., 2013). Fonksiyonel gidalara
istenilen tat-aroma ve antioksidan ozelliklerin kazandirilmasinda nanoenkapsiilasyon

teknigi kullanilirken nanokompozitlerden yararlanilmaktadir (Var ve Saglam, 2015).

Gida iirlinlerindeki renk maddelerinin indirgenerek giderilmesinde ve gidalarin konsantre
edilmesi ve peynir alti suyunun tuz gideriminde nanofiltrasyon teknikleri basariyla
uygulanmaktadir. Sonug¢ olarak, hedefe yonelik tasarlanabilen nanoteknoloji gida

endiistrisinde basariyla uygulanmaktadir (Stifer ve Karakaya, 2011).

2.1.3. Nanopartikiiller ve iiretim yontemleri

Nanopartikiiller organik ve inorganik olarak iki grupta siiflandirilmaktadir. Organik
NP’leri karbondan olusurken; inorganik NP’ler altin ve gilimiis gibi soy metal veya
titanyum oksit ve ¢inko oksit gibi yar1 iletken elementlerden olusmaktadir (Moghaddam

ve ark., 2015).

Nanopartikiiller sekil ve yapilarina gore nanogubuk, nanokristal, nanofilm, nanotiip,
bosluklu ve ¢ok ytizlii gibi farklt morfolojilerde bulunabilmektedir. Maddeyi olusturan
partikiiller kendinden ¢ok daha kiigiik nano 6lgekli forma gectiginde maddenin onceki
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sahip oldugu baz1 6zelliklerin degistigi ve gelistigi gozlenmistir (Giirmen ve Ebin, 2008).



Partikiiller nanoboyuttaki yapilariyla kendilerine 6zgii fiziksel, kimyasal, mekanik,
elektronik, biyolojik, manyetik, dielektrik, optik ve termal 6zellikler kazanmaktadir. Bu
benzersiz 6zellikler partikiillerin kuantum boyut etkisi, boyuta bagli elektronik enerji
seviyesinin ayarlanabilmesi ve yiizey/kiitle oraninin artmasina bagl olarak partikiillerin
ylizeyindeki atomlarin ic¢indeki atomlara gore baskinlik elde etmesiyle meydana

gelmektedir (Gericke ve Pinches, 2006; Glirmen ve Ebin, 2008).

Nanopartikiillerin kendine 6zgii fizikokimyasal 6zellikleri 100 nm’den kii¢iik boyutlarina,
ylizey yapisina, ylizeye bagli olan gruplara ve kaplamasina, kimyasal kompozisyonun
safligina ve kristallik seviyesine baghdir. Elektronik 6zellikleri ise ylizey morfolojisine,
coziinebilirligine, absorbe ettigi kimyasallarin tizerindeki etkisine, sekline ve agregasyona
baglidir (Hulkoti ve Taranath, 2014).

Nanopartikiillerin tiretimindeki baslangic materyalin tlirii ve uygulanan yonteme bagl
olarak partikiillerin sekil, boyut ve kristalite oranlar1 degiskenlik gostermektedir.
Yukaridan asagiya (top down) ve asagidan yukariya (bottom up) olmak {izere NP'lerin
olusum mekanizmalar iki sekildedir. Yukaridan asagiya yaklasiminda maddeler zamana
bagl olarak nanoboyuta indirgenirken, asagidan yukariya yaklagimda atomlar veya
molekiiller nanoyapidaki molekiilleri olusturacak sekilde birlesmektedir (Sekil 2.1.).
Nanopartikiillerin kimyasal ve biyolojik sentezinde genellikle agsagidan yukariya olan

yaklasim goriilmektedir (Narayanan ve Sakthivel, 2010).

Nanopartikiillerin asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklagimlariyla olusumunda
cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler uygulanmaktadir (Ovais ve ark., 2017).
Kimyasal buhar yogunlastirma yoOntemi, hidrojen rediiksiyonu yontemi, asal gaz
yogunlastirma yontemi, mekanik asindirma ydntemi uygulanan fiziksel ve kimyasal
yontemlerden bazilaridir (Giirmen ve Ebin, 2008). Kimyasal yontemler, NP sentezinde
yiiksek toksisitedeki kimyasallarin kullanimini ve tehlikeli yan dirlinlerin olusumu
nedeniyle ¢ok avantajli yontemlerden degildir. Fiziksel yontemler ile NP sentezinde ise

ylksek enerji gerektiren pahali yontemlerin kullanilmasi avantajli goriilmemektedir. Tiim



bunlara kiyasla bakteri, bitki, fungus ve alg gibi biyolojik kaynaklarin kullanimi ile
gerceklesen yesil teknoloji olarak da adlandirilan biyolojik yontemler, kimyasal ve
fiziksel yontem ile NP iiretimine iyi bir alternatif durumundadir. Biyolojik yontemler
cevre dostu, giivenli, basit, diisiik enerji-yliksek verim ve tek adimda iiretim ilkesiyle

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

Kimyasal sentezde kullanilan toksik maddeler az da olsa NP yiizeylerinde adsorbe
edilmekte ve bu da klinik alanlarda kullanimini sinirlamaktadir (Ghiuta ve ark, 2017).
Ayrica, kimyasal yollarla NP {iretiminde olusan NP’lerin stabilizasyonu saglamak i¢in
cesitli kaplama materyallerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Biyolojik yollarla elde edilen
NP’lerde ortamdaki enzim, vitaminler ve polisakkaritler gibi biyolojik materyallerin
NP’ler i¢in indirgeme yaninda kaplama ajani olarak gérev yaptig belirtilmistir (Collera
ve ark, 2005). Bu da mikrobiyal sentezde, kimyasal yontemin aksine, kaplama ajani
kullanimini gerektirmemektedir. Tiim bu nedenlerle, biyolojik yontemlerle NP’lerin
teknolojik, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir yaklasim olarak

tretimi  yesil



degerlendirilmektedir. Dolayisiyla, biyolojik yontemlerle olan iiretime de ilgi son yillarda

oldukga artmistir (Nayak ve ark., 2016).

2.1.4. Nanopartikiillerin mikrobiyal sentezi

Nanoteknoloji ve mikrobiyal biyoteknolojiyi birbirine baglayan NP’lerin mikrobiyal
yollarla tiretimi yesil teknoloji yaklasiminin bir 6rnegidir. Farkli boyut ve sekillerdeki
monodispers NP'lerin iiretimi nanoteknoloji uygulamalar1 i¢in olduk¢a Onem arz

etmektedir (Narayanan ve Sakthivel, 2010).

Giivenli, ekonomik, siirdiiriilebilir ve g¢evre dostu olan biyolojik ydntemlerin
mikroorganizmalarin kiiltiir ortaminda gelismesinde zamana ihtiyag duyulmasi ve
biyosentezi gerceklesmis NP’lerin boyut, sekil ve kristal yapilar {izerinde tam kontrol
saglanamamasi olumsuz yonlerindendir. Buna ek olarak monodispers iretim
gerceklestirmek zordur ve NP’lerin iiretim orani diisiiktiir. Fakat biyolojik yontemlerin
iretim parametrelerinin; mikroorganizma tiiriiniin se¢imi, pH, inkiibasyon sicakligi,
inkiibasyon siiresi, metal iyonunun konsantrasyonu ve biyolojik materyalin miktar
optimize edilmesi ile ticari olarak genis alanlarda yer bulabilecegi diistiniilmektedir.
Ayrica, tretilecek partikiillerin sekil ve boyutlarinda kontroliin saglanabilmesini
kolaylagtirmak i¢in mikroorganizmalarin genetik yapisi bazi spesifik indirgeyici
maddeleri salgilayacak sekilde degistirilebilmektedir (Narayanan ve Sakthivel, 2010).
Nanopartikiillerin sekil ve boyutunu kontrol altinda tutarak, kimyasal yontemlerle iiretilen
NP'lerle benzer nanoyapida sentez yapabilen mikroorganizmalar vardir (Gericke ve
Pinches, 2006). Mikroorganizmalar, detoksifikasyon ile toksik ortamda hayatta
kalabilmek, kemolitotrofi ile kimyasal enerji elde etmek i¢in NP sentezleme egilimindedir

(Krumov ve ark., 2009; Akgay, 2017).

Nanobiyoteknolojik bir yaklasim olarak ifade edilen metal NP’lerinin mikrobiyal sentezi
bakteri, maya ve kiiflerlerle gerceklestirilebilmektedir (Tiwari ve ark., 2016). Bu

mikroorganizmalar arasinda bakterilerle tiretim daha kolay olmakta ve izolasyonlarinin da
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kolay olmas1 sebebiyle NP iiretimi i¢in avantajlidirlar (Akcay ve Avci, 2018). Bacillus,
Escherichia, Lactobacillus, Klebsiella, Thermoanarobacter, Clostridium, Pseudomonas
cinslerine ait bakterilerle altin, giimiis, selenyum, platin, demir, kobalt, kadmiyum gibi

pek ¢cok metal NP’lerinin biyosentezi yapilmistir (Narayanan ve Sakthival, 2010).

Bakterilerle NP sentezi, indirgen 6zellikteki hiicre komponentlerinin hiicredeki yerlesime
bagli olarak i¢i ve hiicre dis1 olmak tizere iki farkli yolla gerceklesebilmektedir. Hiicre igi
sentez sitoplazmada gergeklesirken, hiicre dis1 sentezde hiicre duvarinda lokalize olan
indirgen enzimler veya hiicre disina salgilanan ¢6zlinlir enzimler rol almaktadir (Ghiuta
ve ark. 2017). Hiicre dis1 sentez hiicre igi senteze gore daha ekonomik ve basit tiretim
asamalarindan dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir. (Deljou ve Goudarzi, 2016).
Nanopartikiil sentez mekanizmasi heniiz bilinmemekte birlikte bakterinin salgiladigi
nitrat rediiktaz gibi enzimlerin bu sentezde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Das ve ark.,
2014). Sekil 2.1.’de AgNP sentezi i¢in Onerilen mekanizma verilmistir. Oldukea ytiksek
bir redoks potansiyeline sahip olan nitrat rediiktaz NADH bagimli bir enzim olup azot
cevriminde yer almakta ve nitrati nitrite indirgemektedir. Metal nanopatikiillerinin
sentezinde de hiicre i¢inde veya hiicre digina salgilanarak giimiis iyonlarin1 elementel
giimiise indirgemektedir (Duran ve ark., 2005; Prakash ve ark., 2011; Golinska ve ark.,
2014).
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Sekil 2.1. Giimiis nanopartikiillerinin biyosentezi igin dnerilen mekanizma (Golinska ve ark., 2014’ten derlenmistir).
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Bacillus’lar pek ¢ok mikrobiyal iiriin iiretebilme yeteneginde mikroorganizmalar olup
mezofilik aerobik kosullarda kolay gelisebilmektedirler. Bu nedenle endiistride en ¢ok
tercih edilen mikroorganizmalardir. Ayrica, Bacillus’larin agir metallere adaptasyonu
kolay ve farkli dzelliklerde metal ve inorganik NP’leri hem hiicre i¢i hem de hiicre dist
tiretebilme yetenegindedirler (Dhandapani ve ark., 2012). Nanopartikiil iiretiminde gesitli
proteinlerin de bulundugu besiyeri ortami kullanildigindan bu proteinlerin NP yiizeyinde
kaplama ajan1 gorevi gordiigli bodylece uzun siire stabilitelerini koruyabildikleri

bildirilmistir (Duran ve ark., 2011).

2.1.5. Giimiis Nanopartikiilleri

Gilimis tuzlar1 ve kolloidal giimiis ¢ozeltileri, antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle eski
caglardan beri iilser, yaralarin tedavisi ve g¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. 20. Yiizyilda etkili antibiyotiklerin bulunmasi ve giimiis tuzlarinin
olumsuz etkileri nedeniyle kullanimi durmugstur. Son yillarda nanogiimiisiin kesfi ile
glimiisiin tipta kullanimi yeniden 6nem kazanmistir (Singh ve ark., 2015). Giiniimiizde
nanoglimiis, iletkenlik, kimyasal stabilite, katalitik, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri
gibi Ustlin Ozellikleri nedeniyle en ¢ok kullanilan NP’lerden biri haline gelmistir.
AgNP’leri antibakteriyal olarak saglikta (ameliyat maskelerinde, bandajlarda,
dezenfektanlarda), gida depolamada, tekstil kaplamada, ¢evre ve tipta antikanser ajan
tiretimi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Niraimathi ve ark., 2013; Gurunathan ve
ark., 2015). Glimiis nanopartikiillerini kan pihtilasmasini dnleyici etkisinin oldugunu anti-
pihtilasma formiilasyonlarinda kullanilabilecegini bildirilmistir (Lateef ve ark., 2016).
Bunlarin disinda Bacillus’lar ile tiretilen AgNP’lerinin enzim immobilizasyonunda (Sinha
ve ark., 2015), ila¢ tasiniminda (Dey ve ark., 2016) ve antikanser ajan1 (Gurunathan ve
ark., 2015; Rajeshkumar ve ark., 2016) olarak da kullanimina iliskin ¢alismalar literatiirde

yer almaktadir.

Geleneksel yontemler kullanilarak AgNP sentezi, ¢ozeltide kimyasal indirgeme,

sonokimyasal yontem, mikroemiilsiyon yontemi veya mikrodalga destekli yontemi igerir.
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Bu yontemlerle hazirlanan AgNP'ler, su gibi polar ortamlarda siispansiyon halinde Ag(I)
iyonlarna hizli ¢6ziinme igin ¢ok kararsizdir ve NP'ler TiO2, bakteriyal
ekzopolisakkaritler (EPS), biyolojik parcalar/ biyomolekiiller vb. kaplama molekiilleri,
¢Ozlinme hizini yavaglatarak par¢acigin daha uzun bir yar1 mriine neden olur. Bu nedenle,
yesil sentez yontemleri kullanilarak AgNP iiretimi, bu sorunlardan kaginmak i¢in g¢esitli
arastirma gruplarinin dikkatini ¢ekmistir. NP'lerin yesil sentezi i¢in kullanilan biyolojik
varliklarin, metal iyonlarim1 element metal kristallerine indirgeyen ve sirastyla nano
boyutlarda indirgenmis metal kristallerinin boyutunu kontrol eden enzimler ve proteinler
oldugu bildirilmektedir. Nanoparcacikta bulunan proteinler, Ag(I) iyonlarinin AgNP'lere
biyo-indirgenmesinde ve bunlarin dagilimlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Nayak ve

ark., 2016).

Ek olarak, bakteri iireme hiz1 ve diisiik bakim kosullari, ¢esitli biyolojik uygulamalar i¢in
bakterileri kullanan metalik NP'lerin tiretimine dikkat ¢ekmistir. Agir metal agisindan
zengin ortamlarda biiyliyen bakterilerin, agir metal iyonlarini azaltma konusunda dikkate
deger bir yetenege sahip olduklar1 da gosterilmistir; bu, onlarin NP sentezi ve toksik metal
iyonlarinin biyolojik olarak 1iyilestirilmesi ic¢in kullanimlarina katkida bulunan bir

ozelliktir (Nayak ve ark., 2016).

2.4. Yapilan Calismalar

Son zamanlarda AgNP’lerinin biyosentezi ile ilgili yapilan caligmalar oldukca
yayginlagsmistir. Farkli ¢aligmalarda kullanilan mikroorganizma tiirleri, AgNOs
konsantrasyonu, ortam sicaklig1 ve elde edilen AgNP’ler ile yapilan antimikrobiyal ve

antioksidan analizler 6zetlenmistir.

Deljou ve Goudarzi (2016) tarafindan yapilan ¢alismada; kiiltiir ortaminda {iretilen
AgNP'lerinin, patojen bir bakteri {izerine minimum inhibitér konsantrasyonu
belirlenmigtir. NP'lerin iiretimi, UV-VIS absorbans spektrumlari, Fourier doniigiimii

kizilotesi spektrumlari, zeta analizi ve alan emisyon tarama elektronu mikroskobu
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kullanilarak dogrulanmigtir. IR ile NP’lerin yilizeyinde protein kalintilart oldugu
saptanmistir. AgNP'lerin patojen Escherichia coli’ye ticari olarak temin edilebilen
AgNP’lerden daha giiclii bir antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Endiistriyel ve biyolojik uygulamalar i¢in mikroorganizmalarin metal iyonlarma karsi
direnci siirekli metal NP tiretiminde kullanilabilecegi bildirilmistir. Termofilik Bacillus
sp. AZ1 16S rRNA dizi analizi sonucu B. licheniformis ile arasinda %99’luk benzerlik
elde edilmistir. Hiicre dis1 biyosentez sonucu elde edilen AgNP TEM analizinde 7-31 nm
boyutunda kiiresel sekilde oldugu belirtilmistir. 1 mM konsantrasyonda, 37°C inkiibasyon
sicakligi sonucu 24 saatte gozlenen renk degisimi ile 425 nm’de UV-VIS
spektrofotometrede AgNP’lerin formasyonunu gosteren gii¢lii bir yiizey plazmon
rezonans Ol¢lilmiistiir. Antimikrobiyal analiz E. coli, S. typhi, S. aureus ve S. epidermis
patojenleri iizerinde yapilmistir. 10 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon etki
patojen E. coli ve S. typhi’de gézlenmis ve inhibisyon ¢aplari sirasiyla 22 ve 19 mm olarak
oOl¢iilmiis (Deljou ve Goudarzi, 2016).

Nayak ve arkadaslar1 (2016) bakterilerin gelismesi sirasinda NP'leri sentezleme yani
stirekli NP iretimi tlizerine bir ¢alisma yapmuslardir. Ag(l) iyonunun ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile canli bakterilerde toksik egiliminde olmasindan dolay1 bakterileri
oldirip stirekli NP {iretimi zorlastirabilmektedir. Bu nedenle, agir metal iyonlarina
direncli veya 6zellikle Ag(I) iyonu agisindan zengin bir alanda gelisebilen bakterilerin bu
amag icin kullanilabilme potansiyeli arastiricilar tarafindan incelenmistir. Bu amagla, B.
thuringiensis bakterisi ile saf ve siirekli AgNP tiretimi 37°C’de 0,15 mM gibi diisik
konsantrasyonda 24 saat inkiibasyon ile gergeklesmistir ve maksimum absorbans degeri
414 nm de 6l¢iilmiistiir. FESEM ile elde edilen kiiresel sekilli 10-30 nm boyutlarda AgNP
elde edilmesi TEM analizleriyle de dogrulanmigtir. Patojen E. coli ile yapilan
antibakteriyal calismada 9,2 pg/ml konsantrasyonda %45°lik inhibisyon saglandigi
bildirilmistir. Ticari AgNP’den nispeten daha iyi antibakteriyal akivite gosterdigi
vurgulanmistir. Bu ¢alismada 500 ml bakteri kiiltiiriinden saf sekilde 98,75 mg AgNP elde
edilmistir (Nayak ve ark., 2016).
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Lateef ve arkadaslari (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bacillus safensis LAU 13
susunun hiicresiz Oziitlinlin, daha diisiik maliyetli, giivenilir, giivenli ve ¢evre dostu olan
AgNP’lerin yesil sentezlenme potansiyeli incelenmistir. Maksimum absorbans degeri 419
nm’de Ol¢iilmiistiir. AgNP boyutlarinin TEM 6l¢limlerine gore 5-95 nm araliginda kiiresel
sekilli oldugu goriilmistiir. Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’lerinin, S. aureus,
Klebsiella granulomatis, P. aeruginosa, E. coli gibi patojenik bakteri suslari ile A. flavus
ve A. fumigatus gibi mantar suslarina kars1 miikemmel antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildirilmistir. 10-100 pg/ml konsantrasyonda 11-19 mm araliginda inhibisyon c¢ap1
Ol¢iilmistiir. En iyi antimikrobiyal etki 60, 80 ve 100 ng/ml’de E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus and K. granulomatis suslarinda kaydedilmistir. Bu nedenle AgNP’lerinin bu
patojen organizmalarin kontroliinde kullanimi kullanighh bulunmustur. Bu nedenle
sentezlenen AgNP'lerin antibiyotiklerle birlikte kullanimi, ¢oklu ilaca direngli bakterilere
kars1 antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitelerini giiclendirdigi sonucuna varilmstir.
Ayrica, DPPH-radikal siipiiriicii etki, ferrik iyon azaltici etki ve larvisidal aktivite
gostermistir. 20-100 pg/ml konsantrasyonlarinda %40,56-89,40'lik yiiksek DPPH radikal

indirgeme aktivitesi sergilemistir.

Du ve Yi (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Variovorax guangxiensis THG-SQL3
susundan biyosentez yoluyla elde edilen AgNP’lerin antimikrobiyal potansiyelleri
incelenmistir. Yiizey plazma rezonanasinin (YPR) sonucu olarak 24 saatlik hiicre dist
sentez sonucunda goriiniir sekilde renk degisimi gozlenmistir ve maksimum absorbans
degeri 418 nm’de Olglilmiistir. AgNP boyutu FE-TEM dl¢limlerine gore 10-40 nm
araliginda diizensiz kiiresel sekilli oldugu gorilmiistiir. Gilimiis iyonlarinin varligi
yaklagik olarak 3 keV’dedir ve bu c¢alismada varligi gozlenmistir. Sentezlenen
AgNP’lerin, S. aureus, Vibrio parahaemolyticus, Candida albicans, Candida tropicalis,
P. aeruginosa, E. coli, B. subtilis ve B. cereus gibi patojenlere karsi antimikrobiyal
aktivite sergiledigi bildirilmistir. Ek olarak, AgNP’ler, P. aeruginosa, Salmonella
enterica, E. coli ve Vibrio parahaemolyticus gibi mikroorganizmalara kars1 gelistirilmis
ticari antibiyotiklerle kombine olarak antimikrobiyal aktivite gosterdikleri de

bildirilmistir. V. guangxiensis THG-SQL3 susundan sentezlenen AgNP’lerin, nispeten
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basit, yesil, uygun maliyetli oldugu ve potansiyel antimikrobiyal ajan olarak hizmet

verebilecegi gorilmiistiir.

Rajeshkumar ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir calismada, biyosentez yoluyla
elde edilen AgNP’lerin antikanser 6zelligi ve klinik patojenlere karsi antimikrobiyal
aktivite 6zellikleri arastirilmistir. AgNP’leri 24 saatlik taze hazirlanmis Enterococcus sp.
kiltliir stipernatantinin 100 ml’sine 1 mM glmiis nitrat eklenerek hazirlanistir. Bu
calismada AgNP’lerin Enterococcus sp. kullanilarak hiicre dis1 sentezlendigi belirlenmis
ve 400 nm’de SPR band1 gosteren UV-VIS spektroskopi tarafindan karakterize edilmistir.
Kristal yapist XRD ve SAED desenleri ile karakterize edilmistir, TEM gorselleri NP'lerin
10-80 nm boyutlarindali kiiresel seklini gdstermistir. AgNP’lerin antikanser 6zelligi
lizerine yapilan in vitro denemelerde hiicre yasam giiciinii inhibe etmede biiyiik
potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir. Enterococcus sp. proteinlerinin amid baglantilari
ve karboksilat gruplar1 giimiis iyonlara baglanip NP'lere doniistiirebildigi ve stabilizasyon
ajan1 gibi davrandig1 belirtilmistir. Boylece istikrarlit AgNP’ler karaciger kanser hiicre
dizilerinin (HepG2) ve akciger kanser hiicre dizilerinin (A549) yasam giiciinii inhibe ettigi
tespit edilmistir. Hiicre inhibisyonu farkli konsantrasyonlardaki AgNP’ler analiz edilerek
belirlenmistir. Bu nedenle, sentezlenen AgNP’ler kanser hiicre dizilerine karsi
antimikrobiyal aktivite ve antikanser aktivite gelistirme potansiyeli géstermistir ve kanser
ve hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir sonucuna ulasilmistir. Bununla birlikte ticari

antibiyotiklerin aktivitesinin, AgNP kaplamasi tarafindan artirildigi bildirilmigtir.

Shanthi ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, probiyotik Bacillus
licheniformis hiicresiz ekstrakti ile (BLCFE) AgNP’leri sentezlenmis (BLCFE-AgNP) ve
karakterize edilmistir. Bu NP'lerin antibiyofilm aktivitesi ve Ceriodaphnia cornuta
tizerindeki toksik etkileri aragtirllmistir. BLCFE-AgNP’ler UV-VIS spektrofotometre,
XRD, EDX, FTIR, TEM ve AFM tarafindan karakterize edilmistir. 422 nm’de UV-VIS
spectrumda AgNP’lerin formasyonunu gosteren gii¢lii bir yiizey plazmon rezonans
olugsmustur. AgNP’ler 20 degerinde giimiis nanokristale esdeger XRD spektrumu
gozlenmistir. TEM ve AFM AgNP’lerin kiiresel sekilde oldugunu ve 18,69-63,42 nm
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araliginda oldugunu gostermistir ve EDX analizi glimiis varligini dogrulamistir. Isik ve
Es Odakli Lazer Taramal1 Mikroskop (CLSM) goriintiisiinde kontrol ile kiyaslandiginda
BLCFE-AgNP’ler ile islem gérmiis Vibrio parahaemolyticus Davl1 pargalanmis biyofilm
formasyonu gozlemlenmistir (100 mg/ml). Bu sonu¢ AgNP’lerin antibiyofilm aktivitesini
ortaya koymaktadir. BLCFE-AgNP’ler, biyomedikal alanda biyofilm olusturan bakteriyal
popiilasyonun kontroliinde kullanilabilecegi bildirilmistir. Ek olarak, akut toksisite
sonuglarina gore, AgNOs (22 mg/ml) ile karsilastirildiginda tathh su kabuklusu
Ceriodaphnia cornuta (580 mg/ml) i¢in BLCFE-AgNP’ler daha az toksik bulunmustur.

El-Dein ve arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 ¢calismada Escherichia coli D8 susu araciligiyla
hiicre dis1 sekilde {iretilen ve maksimum absorbans degeri 429 nm’de Olgiilen
AgNP’lerinnin pH’ 11 7,0, sicakligini 35°C ve optimum konstrasyonunu 1,5 mM olarak
belirlemislerdir. 72 saat inkiibasyonun ardindan yapilan analizlerde partikiillerin kiiresel
sekilde ve 6-17 nm boyutlarda oldugu bildirilmistir. NP'lerin agregasyonu, biyolojik
potansiyellerini azaltan yaygin bir sorun olarak kabul edilmis ve dis kaplama ajanlari,
agregasyonlarint  Onleyerek NP'lerin boyutunu ve morfolojisini  belirledigi
diistiniilmektedir. E. coli DS8'in tarafindan biyosentezlenen AgNP'ler, tiim patojenik
suslara kars1 gii¢lii inhibitor aktiviteler sergilemistir. AgNP'lerin en yiiksek antibakteriyal
aktivitesi sirasiyla S. aureus, E. coli, ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae ve B. cereus iizerinde olmustur. Ayrica, AgNP'ler, C. albicans 'a karsi 6nemli
bir antifungal aktivite gostermistir. AgNP'ler, A. niger'e karsi giiglii bir toksik etki
gostermis ve bunu A. fumigatus, A. flavus, A. alternata ve F. oxysporum izlemistir.
AgNP'lerinin Fluconazole'in antifungal aktivitesini de artirdigi belirlenmistir. Bu sinerjik
etki 6zellikle A. niger, A. flavus ve F. oxysporum tizerinde etkili olmustur. Antimikrobiyal
potansiyel doza bagl olarak konsantrasyon (50, 100 ve 150 pg/ml) arttik¢a artmstir. S.
aureus ve C. albicans i¢cin MIK degerleri sirastyla 6.25 pg/ml ve 50 pg/ml olarak

Olgtilmiistiir.

Yurtluk ve arkadaslar1 (2018) Bacillus sp. SBT8 ile AgNP biyosentezi iizerine ¢caligmustir.
Giimiis nanopartikiilleri izerine AgNOz konsantrasyonunun (1-10 mM), pH (5-10) ve
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sicakligin (30-40°C ) etkisi arastirilmistir. Giimiis nanopartikiiliin varligin1 gésteren YPR
ile olusan pik sadece 4 ve 6 mM konsantrasyonda gozlenmistir. Optimum konsantrasyon
6 mM’dir ve en yiiksek verim pH 10°da elde edilmistir. Biyosentez i¢in optimum
sicakliklar 33 ve 37°C’dir. 416 nm‘de absorbans piki dl¢iilmiistiir. Elde edilen AgNP’leri,

Gram pozitif ve Gram negatif patojenlere karsi antibakteriyal 6zellik géstermistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan mikroorganizmalar

Bu calismada kullamilan 28 izolat Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bu izolatlarin
bazilar1 tanimli Bacillus suslaridir ve farkli kaynaklardan izole edilmislerdir. izolatlar

Tablo 3.1.”de listelenmistir.

Tablo 3.1. Caligma da kullanilan farkl kaynaklardan elde edilmis izolatlar.

Mikroorganizma izole edildigi kaynak
HTAL, 2 Tarhana, Diizce

BAST2 Tursu, Sakarya

BAT3 Toprak, Akyazi/Sakarya
SBT1, 3,4,5,6,7,8,9,10,12 Toprak, Sakarya
EBTAL, 2,3,4,5,6,7,8 Tarhana, {stanbul
BMZE4 Zeytin, Sakarya

GIT2 Toprak, Istanbul

ZBP4, 10 Toprak, Geyve/Sakarya
ZGT5,9 Toprak, Geyve/Sakarya

Antimikrobiyal testler icin Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir

koleksiyonunda bulunan 9 farkli patojen mikroorganizma kullanilmistir.
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Antimikrobiyal testler de kullanilan patojen mikroorganizmalar;

Listeria monocytogenes ATCC 7644
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli Tip-1

Salmonella Typhimurium
Salmonella enteritidis ATCC 13076

3.1.2. Kullanilan arag ve gerecler

Bacillus cereus

Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900
Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Yapilan calismada kullanilan arag-gerecler ve markalar1 Tablo 3.2.'de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan arag-geregler ve markalari

ARAC- GERECLER

MARKA

Hassas terazi

Su banyosu

pH metre

Etiiv

Calkalamali inkiibator
UV-VIS spektrofotometre
Vorteks

Masaiistii santrifiij
Otomotik pipet

Otoklav

Istticili manyetik karistirict
Damutik su cihazi

-65°C dondurucu

Radwag AS 220.R2
WiseBath WSB- 30

Mettler- Toledo Seven Compact S210
Microtest min

Benchmark Incu- Shaker Mini
Shimadzu UV mini-1240
VELP Scientifica ZX3
Hettich Universal 320 R
Hamilton

WiseClave WAC-80

IKA C-MAG HS 7

Niive ND8

NUVE DF 590

3.1.3. Kullanilan besiyerler

Nutrient Agar (NA): Izolatlarm petride gelistirmesinde ve aktiflestirilmesi asamasinda

kullanilmustir. 1 litre saf su i¢in 8 g Nutrient Broth (Merck, Darmstadt, Almanya) besiyeri

ve 12 g Agar-Agar (Merck, Darmstadt, Almanya) karigim1 1sitmali manyetik karistiricida
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sicaklik yardimi ile ¢oziindiiriilmiistiir, sonrasinda 121°C’ de 15 dakika sterile edilmistir.
Sterilizasyon isleminden sonra su banyosuna alinarak 50°C’lere kadar sogutulup ve

ardindan petri kaplarina 15-20 ml hacminde olacak dokiilmiistiir.

Nutrient Broth (NB): izolatlarin gelisimi ve AgNP biyosentezinde kullanilmstir. 1 litre
saf su icin 8 g NB (Merck, Darmstadt, Almanya) besiyeri manyetik karistiricida
¢Ozlindiirilmiistiir. 121°C’ de 15 dak steril edilmistir.

Tryptic Soy Agar (TSA): Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilmistir. 40 g TSA
(Merck, Darmstadt, Almanya) 1 litre saf su icerisinde 1sitmali manyetik karigtirici da
sicaklik ile ¢oziindiiriilmiistiir. 121°C* de 15 dak steril edildikten sonra su banyosunda

50°C’lere sogutulup petri kaplarina 15-20 ml hacminde dokiilmistiir.

Tryptic Soy Broth (TSB): Antimikrobiyal aktivite deneylerinde patojenlerin
gelistirilmesinde kullanilmigtir. 30 g TSB (Merck, Darmstadt, Almanya) 1 litre saf su
icerisinde manyetik karistiricida ¢oziindiiriilmiistiir. Deney tiiplerine 9’ar ml eklenerek

121°C’ de 15 dak steril edilmistir.

Yeast Extract Peptone Glukoz (YPG) Agar: Antimikrobiyal aktivite testlerinde mayanin
(Candida albicans) gelisimi i¢in kullanilmistir. 1 litre saf su igerisinde 20 g pepton
(Merck, Darmstadt, Almanya), 10 g Yeast Extract (Merck, Darmstadt, Almanya), 20 g
glukoz (Merck, Darmstadt, Almanya) ve 13 g Agar-Agar (Merck, Darmstadt, Almanya)
karigtirilmistir ve 1sitmali manyetik karistiricida sicaklik ile ¢oziindiiriilmiistiir. 121°C’de
15 dak steril edildikten sonra su banyosunda 50°C’ye sogutulup petri kaplarina 15-20 ml

hacminde dokiilmiistiir.

Yeast Extract Peptone Glukoz (YPG) Broth: Antimikrobiyal aktivite testlerinde mayanin
(Candida albicans) gelisimi igin kullanilmistir. 1 litre saf su igerisinde 20 g pepton, 10 g
Yeast Extract ve 20 g glukoz karistirilarak manyetik karigtiricida ¢oziindiiriilmiistiir.

Deney tiiplerine 9’ar ml eklenerek 121°C’ de 15 dak steril edilmistir.
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3.1.4. Kullamlan kimyasallar ve ¢ozeltiler

0,1M’lik AgNOs ¢ozeltisi: 4,2468 g AgNO3s (Merck, Darmstadt, Almanya) tartilarak balon

jojede 250 ml’ye tamamlanmustir. Siyah cam siseye aktarilarak saklanmuistir.

AgNP ¢ozeltisi: 20 mg AgNP tlizerine 2 ml steril saf su ilave edilmis ve i¢ine cam bilye

eklenerek ¢oziinene kadar vortekslenmistir. Konsantrasyonu 10 mg/ml’dir.

2N NaOH: pH ayarlamak i¢in kullanilmistir. 8 g NaOH (Merck, Darmstadt, Almanya) saf

su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

2N HCI: pH ayarlamak i¢in kullanilmistir. 16,7 ml %37°lik HCI’den (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Almanya) alinarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanmaistir.

%2’lik DPPH ¢ozeltisi: 1 mg DPPH (Sigma-Aldrich, Amerika) tartilarak 35 ml metanolde
(Merck, Almanya) c¢oziindiiriilmiis ve ardindan balon jojede 50 ml’ye saf su ile

tamamlanmistir (%70 alkol ¢6zeltisi).

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi ve muhafazasi

Calismada kullanilan mikroorganizmalar %50 gliserol igeren NB igerisinde -50°C’de
muhafaza edilmistir. Izolatlardan 6ze ile alinarak NA besiyerine Sekil 3.1.’de gériildiigii
gibi ¢izme plak yontemi ile ekimi yapilarak 33°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Gelisen mikroorganizma kolonisinden 6ze ile alinarak NB igeren erlenlere asilanmis ve
33°C’deki calkalamali inkiibatorde (120 rpm) 24 saat gelistirilmistir. Asilama Oncesi ve
inkiibasyon sonrasi gozlenen degisim Sekil 3.2.°deki gibidir. Bu agamada elde edilen

kiiltiirler NP biyosentezinde as1 kiiltiir olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.2. Mikroorganizmalarin 24 saatlik inkiibasyondan 6ncesi ve sonrast

3.2.2. Giimiis nanopartikiil biyosentezi yapan mikroorganizmalarin belirlenmesi

Calismada 28 adet Bacillus izolatinin AgNP biyosentez yetenekleri arastirilmistir. Bunun
i¢in, -50°C’de muhafaza edilen izolatlar siras1 ile NA ve NB besiyerlerinde 33°C de 24
saat gelistirildikten sonra siv1 kiiltiir i¢eriklerinin tamami 4°C’de 9000 rpm’de 10 dak

boyunca santrifiijlenerek hiicreler uzaklagtirilmistir. Sekil 3.3.’de gelisimi saglanmis
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mikroorganizmalarin santrifiijlenerek siipernatant elde edilmesi asamalar1 gdsterilmistir.
Santrifiij ile ayrilan hiicresiz sivi (slipernatant) steril erlenlere alinarak iizerlerine son
konsantrasyon 4 mM olacak sekilde AgNOs ¢ozeltisi eklenmistir. Erlenler NP biyosentezi
icin 120 rpm’de calkalamali inkiibatérde 33°C’de reaksiyona birakilmistir. Reaksiyon
sirasinda ortamdaki renk degisiminin gozlenerek acik sari renkten koyu kahverengi
renklerde olmasi beklenmistir. Takip edilen renk degisimlerine gore 24. ve 48. saatte
alinan Orneklerde UV-VIS spektrofotometrede 350-700 nm dalga boyu araliginda
spektrum taramasi yapilarak yiizey plazmon rezonansindan kaynaklanan karakteristik pik
olusumu incelenmistir. 400-450 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerleri
karsilagtirilmistir. Buna gore, en yiiksek absorbansi veren Bacillus izolat1 olan ZGT9

secilerek calismalara devam edilmistir. Tiim caligmalar iki paralel olarak yapilmis elde

edilen sonuglarin ortalamasi alinmstir.

Sekil 3.3. Gelisimi saglanmis mikroorganizmalarin santrifiijlenerek siipernatant elde edilme asamast

3.2.3. Giimiis nanopartikiil biyosentezine reaksiyon kosullarinin etkisi

En iyi oranda biyosentezin gergeklestigi kosullarin belirlenmesi amaciyla Bacillus sp.
ZGT9 izolatinin AgNP biyosentezine AgNO3 konsantrasyonu, sicaklik ve pH’nin etkisi

belirlenmistir.
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3.2.3.1. Sicaklik etkisinin belirlenmesi

Izolatin gelistirilmesi ve NP sentezi Bolim 3.2.2.°de agiklandig1 sekilde yapilmustir.
Biyosentez sirasinda farkli sicakliklarda (30, 33 ve 40°C) reaksiyonlar gerceklestirilmis.
24 ve 48. saatlerde renk degisimi gozlenerek alinan Orneklerin  UV-VIS
spektrofotometrede 350-700 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasi yapilmis ve en

ylksek absorbans pikinin elde edildigi dalga boyundaki absorbans degerleri okunmustur.

3.2.3.2. pH etkisinin belirlenmesi

Izolatin gelistirilmesi Bélim 3.2.2.°de agiklandig1 sekilde yapilmustir. Elde edilen
slipernatantlara 4 mM AgNO3z eklendikten sonra 2 N HCI veya 2 N NaOH ile farkli
pH’lara (pH 6, 7, 8, 9, 10) ayarlanmis ardindan 33°C’ de calkalamali inkiibatérde (120
rpm) reaksiyona birakilmistir. 24 saat ve 48. saatlerde alinan 6rneklerin UV-VIS

spektrofotometrede 350-700 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasi yapilmistir.
3.2.3.3. Konsantrasyonun etkisinin belirlenmesi

[zolatin gelistirilmesi Bolim 3.2.2.°de agiklandig1 sekilde yapilmustir. Elde edilen
slipernatantlara farkli konsantrasyonlarda AgNOs (1, 2, 4, 6, 8, 10 mM) eklendikten sonra
33°C’ de calkalamali inkiibatorde (120 rpm) reaksiyona birakilmistir. 24, 48 ve 120.
saatlerde UV-VIS spektrofotometrede 350-700 nm dalga boyu araliginda spektrum
taramasi yapilmistir.

3.2.4. Giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu

3.2.4.1. Enerji dagihmh X-151m spektroskopi analizi (EDX)

Enerji dagilimli X-151mm1 (EDX) spektroskopisi maddelerin elementel kompozisyonunu

belirlemede kullanilan bir yontemdir. AgNP’lerinin EDX analizi Sakarya Universitesi
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Arastirma Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (SARGEM)’ne yaptirilmistir,
analizde EDX spektrometresi (EDAX, Octane Plus) kullanilmistir. Elde edilen AgNP’ler

15,00 kV’ta elementel olarak tanimlanmuistir.

3.2.4.2. Alan emisyonlu taramah elektron mikroskobu analizi (FESEM)

Gilimiis nanopartikiillerinin sekil ve biiytikliiklerinin belirlenmesinde alan emisyonlu
taramali elektron mikroskobu (FESEM) ile analiz yaptirilmistir. Analiz Sakarya
Universitesi Arastirma-Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (SARGEM)
laboratuvarinda bulunan FESEM (FEI Quanta, FEG 450) cihaz1 kullanilarak
gerceklesmistir. Elde edilen AgNP’ler 50.000 kat biyiitme ile 15,00 kV’ta

goriintiilenmigtir.

3.2.5. Giimiis nanopartikiillerin saflagtirilmasi

Izolatin gelistirilmesi ve NP sentezi 33°C sicaklikta, pH 8-9 ve 4 mM AgNOs
konsantrasyonunda gergeklestirilmistir. 72 saatlik reaksiyon siiresi sonunda 6rneklere 4°C
de 9000 rpm’de 10 dak santrifiij uygulanmistir ve ardindan 3 kez 20 ml’lik steril saf su ile
yikama yapilmistir. Yikanan 6rnekler 37°C’de 24 saat kurutulmustur. AgNP 6rnekleri
agz1 kapali sekilde oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Sekil 3.4.’te biyoreaksiyonun

gerceklesmesinden sonra AgNP’iin elde edilme asamalar1 gésterilmektedir.

Sekil 3.4. Biyoreaksiyonun gerceklesmesinden sonra AgNP elde edilmesi. a) biyosentez ¢ozeltisi b) santrifiijlenmis

AgNP ¢ozeltisi c) AgNP’iin siipernatant kismindan ayrilmasi d-e) kurutulan AgNP
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Sekil 3.4. Devami

3.2.6. Giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal ¢calismasi

Gilimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal aktiviteleri Bolim 3.1.1.°de belirtilen
patojenler lizerinde disk difiizyon yontemi ve sivi kiiltiirde McFarland cinsinden

mikrobiyal gelisme 6l¢timii ile degerlendirilmistir.
3.2.6.1. Disk difiizyon yontemi

Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilmistir (Bauer, 1966). Soguk depoda (-50°C)
muhafaza edilen patojen mikroorganizmalar 9 ml TSB ve YPG-broth besiyerleri bulunan
cam tiiplere agilanmis ve ardindan L. monocytogenes 30°C ve diger tiim
mikroorganizmalar 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu tiiplerden alinan kiiltiirler TSA
ve YPG-Agar besiyerlerine yayma ydntemi ile ekilmistir. Uzerine 6 mm capinda steril
diskler (Whatman No.1) yerlestirilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanan AgNP (0.1,
1, 2.5, 5, 10 mg/ml) ¢ozeltilerden disk tizerine 10 pl emdirilmistir. L.monocytogenes 30°C
ve diger patojen mikroorganizmalar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir ardindan zon
caplari cetvel ile dl¢tilmiistiir. Antimikrobiyal aktivite testinde negatif kontrol olarak su;
pozitif kontrol olarak da genis spektrumlu bir antibiyotik olan Streptomycin ile 5 farkli
konsantrasyonda hazirlanan AgNP ¢6zeltisi kullanilmistir (EI-Dein ve ark., 2021).
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3.2.6.2. Optik yogunluk (OD) ile mikrobiyal hiicre 6l¢iimii

Bu amagla, bir adet Gram pozitif (L. monocytogenes) ve iki adet Gram negatif (P.
aeruginosa ve S. Typhimurium) patojen secilmistir. Stok kiiltiirden alinan
mikroorganizmalar 4 ml TSB ve YPG-broth besiyerleri bulunan cam tiiplere asilanmis,
ardindan lizerine farkli miktarlarda (O, 1, 5, 10, 20, 35 ve 70 uL) AgNP c¢ozeltisi (10
mg/ml) eklenmistir. Vortekslendikten sonra Boliim 3.2.6.1." de belirtilen sicakliklarda
inkiibasyona birakilmistir. Ayrica bakteri icermeyen taze besiyerlerine de yukarida
belirtilen konsantrasyonlarda AgNP ¢ozeltisi eklenerek kontrol olarak kullanilmistir.
Belirli saat araliklariyla (0-6.saat) McFarland cihazinda 600 nm’ de 6lgiim yapilmustir.
Elde edilen sonuglarin inhibisyon orani (%) hesaplanmistir (Nayak ve ark., 2016).

3.2.7. Giimiis nanopartikiillerin antioksidan ¢alismasi

Uc¢ ml DPPH (2,2-difenil1-pikrilhidrazil) ¢dzeltisi eklenen cam tiiplerin iizerine 100 pl
farkli miktarlarda (20, 40, 60, 80, 100 pg/ml) AgNP ¢ozeltisi eklenerek 30 saniye
vortekslendikten sonra 30 dak karanlik ortamda bekletilmistir. Reaksiyon sonunda UV-
VIS spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri oOl¢iilmiistiir.
Nanopartikiil ¢ozeltisinden kaynaklanan absorbans artigini belirlemek icin
ayni konsantrasyonlarda 100 pl NP ¢ozeltileri 3 ml distile su ile aym1 kosullarda
bekletilerek absorbans degerleri Gl¢iilmiistir. Kontrol olarak 100 pl distile su igeren
DPPH ¢ozeltisi kullanilmistir (Elegbede ve ark., 2019). Sonuglar % DPPH radikalini
giderim aktivitesi olarak esitlik (Denklem 3.1) hesaplanmustir.

DDPH radikalinin giderim orant (%) = [1 - W] x100 (3.1)

Ak: kontrol absorbans1 (DPPH + su)
Aa: nanopartikiil + su absorbansi

A0: nanopartikiil + DPPH absorbans
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3.2.8. Bacillus sp. ZGT?9 izolatinin tanimlanmasi

Bakterinin molekiiler diizeyde tanimlamasi 16s rDNA genotiplendirme yontemi ile
yapilmistir. Susun 16S rDNA gen sekansiin (dizisinin) tespiti Sentegen Biyoteknoloji
(Ankara, Tiirkiye) firmasi tarafindan yapilmistir. Gene ait 16S rDNA amplifikasyonunda
(¢ogaltilmasinda) tiniversal primer (Forward primer 5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
-3") kullanilmistir. Edilen iirtin PCR sonras1 otomatik bir sekanslayici (Genetic Analyzer
3130, Applied Biosystems) tarafindan sekanslanmistir. Cogaltilan gen sekansi Blastn
programi kullanilarak veri tabani bankasindaki genomik (GenBank) bakteri tiirleri ile
karsilagtirillmistir. Bakterinin Bacillus tiirleri ile olan benzerlik orani filogenetik olarak

saptanmugtir (Akgay, 2017).



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Giimiis Nanopartikiilii Ureten Mikroorganizmalarin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinin ilk agamasinda, daha dnce ¢esitli gida ve toprak 6rneklerinden izole

edilmis olan 28 adet Bacillus izolatinin AgNP tiretimleri arastirilmistir.

Bacillus, Escherichia, Lactobacillus, Pseudomonas ve Klebsiella gibi ¢esitli bakteri
suslart Ag* iyonlarin1 Ag® elemental forma indirgeyebilmektedir. Béylelikle AgNP elde
edilmektedir. Bu mekanizma bakteriler tarafindan salgilanan NADH ve NADH’ye
bagimli nitrat rediiktaz gibi enzimlerin giimiis iyonlarin1 indirgeyerek AgNP'leri
olusturdugu 6ne siiriilmiistiir. Nitrat rediiktaz, AgNOgz nitrat iyonlar1 tarafindan indiiklenir.
Enzim, NADH'den bir elektron alir, bu NAD"’ya oksitlenir ve daha sonra elektronu
Ag"’ya aktarir, bu da nanopargaciklarin olusumuna yol agar. Nitrat rediiktaza ek olarak,
diger baz1 peptitler/proteinler de Ag" iyonlarinin AgNP'lere indirgenmesine katkida
bulunur (Yurtluk ve ark., 2018). Boylelikle eklenilen AgNO3s konsantrasyonuna, ortam
sicaklik ve pH’a ve biyosentezin gerceklesme siiresine bagli olarak agik sar1 renkten
kahverengiye renk degisimi gozlenir (Lateef ve ark., 2015). Izolatlarin NP biyosentezleri
sirasindaki renk degisimi (agik saridan kahverengiye) gorsel olarak takip edilebilmistir.
Sekil 4.1.de 13 farkli izolatin 4 mM konsantrasyon, 33°C ortam sicakligi, ortam pH’1 8-
9 ve 48 saatlik biyosentez kosullariyla elde edilen saridan kahverengiye olan renk degisimi
gozlenmektedir. Bunun yaninda, reaksiyon ortamindan 24 ve 48. saatlerde alinan

orneklerin UV-VIS spektrofotometre ile absorbans spektrumlari l¢iilmiistiir.



30

Yapilan tarama c¢alismast sonucunda en 1iyi NP iireticisi mikroorganizmanin
Bacillus sp. ZGT9 oldugu anlasilmis ve calismalara bu mikroorganizma ile devam

edilmistir.

Sekil 4.1. Segilen 13 farkli izolatlatin NP biyosentezleri sirasindaki renk degisimi.

4.2. Bacillus sp. ZGT9 ile Giimiis Nanopartikiillerinin Uretimi

Cesitli izolatlarin AgNP iiretim oranlari belirlendikten sonra Bacillus sp. ZGT9 ile iiretim
calismalarina devam edilmistir. Bakterinin hiicre dist NP biyosentezine reaksiyon

sicakligl, baslangic pH’1, AgNO3 konsantrasyonu ve siirenin etkisi belirlenmistir.

4.2.1. Giimiis nanopartikiillerinin biyosentezine sicakhgin etkisi

Hiicre disi NP biyosentezi, 4 mM AgNOs konsantrasyonunda 3 farkli ortam sicaklik
degerinde (30, 33 ve 40°C) c¢alisilmistir. 48 saat sonunda artan sicaklikla birlikte renk
degisiminin arttig1 gdzlenmistir. Sekil 4.2.’de 30 ve 40°C sicakliklarda gerceklestirilen
tiretimlerdeki renk degisimleri verilmistir. UV-VIS spektrofotometre ile 350-700 nm aras1
spektrum taramasi yapilarak yilizey plazmon rezonansi kontrol edilmistir. Metal NP'lerde
ylizey plazmon rezonans (YPR) karakteristiktir ve elektromanyetik 1s1k uygulamalarinda

kendine has dalga boyunda partikiillerin i¢ kismindaki elektronlar uyarilarak NP'iin dis
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kisminda salinirlar. Bu olay sonucunda iki kutuplu (dipol) yap1 olusur. Yiizeyde salinan
elektronlar, salinima neden olan spesifik dalga boyundaki 15181 absorbe eder ve NP'{in

miktar1 absorbe edilen 15181n miktar ile orantilidir (Akgay ve Avet, 2018).

Yapilan biyosentezlerin 48 saat sonunda alinan 6rnekleri ile 414 nm dalga boylarinda
elde edilen absorbans degerleri Sekil 4.3.°te verilmistir. Sekil 4.4.’te 30, 33 ve 40°C
sicakliklarda NP'lerin yiizey plazmon rezonansindan kaynaklanan UV-VIS spektrumlari
goriilmektedir. En yiiksek absorbans piki 410-420 nm’de, 40°C’de elde edilmistir. Bunun
yaninda, 30°C’de diger sicakliklarda oldugu gibi belirgin bir absorbans piki olusmamustir.
Bu da renk degisiminde de gozlendigi gibi bu sicaklikta biyosentezinin diisiik oldugunun
belirtisidir. Spektrofotometrik olglimlerde 40°C’de elde edilen degerler en yiiksek
olmasina karsin, kurutulmus Orneklerin FESEM goriintiilerinde (Sekil 4.11.f) bu
sicaklikta yogun aglomerasyon gozlendiginden biyosentez i¢in en uygun sicakligin 33°C

olduguna karar verilmistir.

Sekil 4.2. 30 ve 40°C sicakliklarda gergeklestirilen biyosentezlerin 48 saat sonunda renginin kahverengiye doniisiimil

arasindaki fark

Yapilan bir ¢alismada E. coli D8 ile 72 saatlik hiicre dis1 biyosentezle elde edilen AgNP
icin 25-40°C araliginda g¢alisilmis ve optimum sicaklik 35°C olarak belirlenmistir ve

maksimum absorbans degeri 429 nm’de elde edilmisti (EI-Dein ve ark., 2021).
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B. thuringiensis ve B. lieheniformis (AZ1) ile elde edilen AgNP 37°C ve 24 saat
inkiibasyonu gergeklesmistir ve makaimum absorbans degerleri sirasiyla 414 ve 425 nm
olarak ol¢iilmiistiir (Deljou ve Goudarzi, 2016; Nayak ve ark., 2016). Bu ¢alismada da
benzer sonuglar elde edilmistir ve maksimum absorbans degeri 414 nm olarak

okunmustur. Calismamiza 33°C ile devam edilmektedir.

0,7

0,5 1

m 24saat

m 48saat
0,2 -

Absorbans degeri (414 nm)
o
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Sekil 4.3. Ayn1 konsantrasyonda AgNP igeren siipernatantlarin farkli sicakliklarda (30, 33 ve 40°C) 24 ve 48 saat

sonundaki absorbans degerlerinin grafigi (Absorbans degerleri 1/10 oraninda seyreltilmis orneklerde

okunmustur).
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Sekil 4.4. 30, 33 ve 40°C’de 4 mM AgNP konsantrasyondaki siipernatantlarin 48 saat sonunda UV-VIS spektrum grafigi.
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4.2.2. Giimiis nanopartikiillerinin biyosentezine pH etkisi

Biyoreaksiyonun gergeklestirildigi ortam pH’min AgNP biyosentezine etkisi 5 farkli
pH’da (6,7,8-9,10) 24 ve 48 saat sonunda alinan Orneklerde incelenmistir. Yapilan
calismada, AgNP biyosentezi i¢cin pH’nin kritik oldugu anlagilmistir. pH 6 ve 7’de
reaksiyon ortaminda hicbir renk degisimi olmamistir. Sekil 4.5.’de pH 6, 7 ve 10°daki
reaksiyon ortamina ait renk degisimine ait resimler verilmistir. Buradan agik¢a pH 6 ve
7°de NP sentezinin olmadigi anlasilmaktadir. Benzer sekilde bu pH’larda yapilan
spektrum taramasinda karakteristik AgNP pikinin de olmadig1 anlasilmis ve 410-420 nm
araliginda absorbans degeri de olgiilememistir. Ote yandan, pH 8’den itibaren NP
tiretiminin ilk gostergesi olan renk degisimi olusmus ve yiizey plazmon resonanslarindan
kaynaklanan karakteristik pikler de elde edilmistir (Sekil 4.7.). pH 10 en yiiksek absorbans
pikinin elde edildigi deger olsa da bu pH da elde edilen AgNP’lerinin elde edilmesi
(saflastirma) asamasinda sorun yasanmistir. Bu nedenle, iiretim igin optimum ortam pH

degeri 8-9 olarak belirlenmistir.

Sekil 4.5. Ayni Konsantrasyon ve sicaklikta farkli ortam pH degerlerinde (pH 6, 7 ve 10) renk degisimi
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Sekil 4.6. Farkli ortam pH degerlerindeki absorbans deger grafigi.
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Sekil 4.7. Farkli pH degerlerinde AgNP iiretim ortamlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasi elde edilen spektrum grafigi.
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E. coli D8 ile yapilan ¢alismada pH 5-10 araliginda ¢alisilmis ve pH degeri arttik¢a elde
edilen absorbans degerleri de artmis fakat en yiiksek deger pH 7 elde edilmistir (EI-Dein
ve ark., 2021). Bacillus sp. ZGT9 ¢alismasinda benzer sonuglar elde edilmis pH arttik¢a
renk degisimi daha belirgin gézlenmis ve yiizey rezonanstan elde edilen absorbans piki
daha iyi sonu¢ vermistir. Fakat pH 10’da calisildigt zaman AgNP elde edilmesi
giiclesmistir. Bu yiizden optimum pH aralig1 8-9 olarak belirlenmistir.

4.2.3. Giimiis nanopartikiillerinin biyosentezine konsantrasyonun etkisi

Inkiibasyon sicakligi, siipernatantn  pH’1 ve eklenen AgNOsz c¢ozeltisinin
konsantrasyonuna bagli olarak renk doniisiimii siiresi degismektedir. Nanopartikiil
iretilirken mikroorganizmalarin kullanildig1 biyosentezde indirgeyici enzimler calistigt
icin kimyasal yontemin kullanilmasima gore ortam renginin daha hizli doniistigi
bildirilmistir (Ak¢ay, 2017).

Giimiis nanopartikiilii biyosentezine ortama eklenen AgNO3 konsantrasyonunun etkisini
belirlemek i¢in 1 ve 10 mM arasinda degisen 6 farkli konsantrasyonda ¢aligma yapilmastir.
Sekil 4.8.’de farkli konsantrasyonlarda yapilan 48 saat sonundaki biyosentez ortamlarina
ait fotograflar verilmistir. Gortildiigii gibi, | mM konsantrasyonda renk degisimi olmamis
2 mM konsantrasyondan itibaren renk degisimi baslamis ve konsantrasyonla birlikte renk
yogunlugunda da artis olmustur. Yapilan spektrum taramasinda 1 mM ve 2 mM
konsantrasyonlarda yiizey plasmon rezonansindan kaynaklanan absorbans piki elde
edilememis. En yiiksek absorbans piki 8 mM AgNOs konsantrasyonunda elde edilmistir.
Absorbans degerleri 4 mM’dan 8 mM’a dogru artarken 10 mM’da azalma egilimi

gostermistir.
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Sekil 4.8. Farkli AgNOs konsantrasyonlardan elde edilen AgNP biyosentezinin 48. saat sonundaki renk degisimi.
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda (1,2,4,6,8,10 mM) AgNOs eklenen 6rneklerin 414 nm’de 48.saat sonunda dlgiilen

absorbans degerlerinin grafigi.

24. saatte renk degisimi olmakla birlikte pik olusumu gézlenmemistir. Yapilan benzer
caligmalarda biyosentez siiresileri 24-72 saat araliginda oldugu bildirilmektedir.
Variovorax guangxiensis THG-SQL3, Bacillus sp. SBT8, termofilik Bacillus sp. AZ1 ve
B. thuringiensis ile yapilan ¢alisma da renk degisiminin gozlenerek gergeklesen hiicre dist

biyosentez siiresi 24 saat; E. coli D8 nin kullanildig1 ¢alismada AgNP biyosentezi 72 saat
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olarak bildirilmistir (Du ve Yi, 2016; Deljou ve Gouderzi, 2016; Nayak ve ark., 2016.;
Yurtluk ve ark., 2018; El-Dein ve ark., 2021).

E. coli D&’in biyosentezi ile elde edilen AgNP 0,5-4 mM konsantrasyon araliginda

calisilmig ve optimum konsantrasyon degeri 1,5 mM olarak bildirilmistir (EI-Dein ve ark.,
2021).

B. thuringiensis bakterisi ile saf ve siirekli AgNP iretimi 0,15 mM gibi diisiik
konsantrasyonda 24 saat inkiibasyon ile ger¢eklesmistir. 24 saat sonunda gdézlenen renk
degisimi ile 414 nm’de pik elde edilmistir (Nayak ve ark., 2016). Termofilik Bacillus
lieheniformis (AZ1) ile yapilan bir ¢alismada 1 mM konsantrasyonla ¢alisiimistir (Deljou
ve Goudarzi, 2016).

4.3. Giimiis Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.3.1. FESEM

FESEM analizinde segilen 6 ornek lizerinde calisilmistir. Bunlardan en iyi sonug
33°C’deki 4 mM konsantrasyonda gézlenmistir. 40°C’de iyi sonug¢ gézlenmesine ragmen
bulaniklik daha fazladir. Kiiresel yapida ve partikiil biiyikligia 1-50 nm olarak
Olciilmistiir. Sekil 4.10.’de farkli AgNOs konsantrasyon ve sicaklarda elde edilmis
AgNP’lerin FESEM goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.10. Farkli AgNOgs konsantrasyon (a: 10 mM, 33°C; b: 8 mM, 33°C; c: 4 mM, 33°C; d: 6 mM, 33°C; e: 4 mM,
30°C; f: 4 mM, 40°C) ve sicaklarda elde edilmis AgNP’lerin FE-SEM goriintiileri

FE-TEM ile yapilan analizde Variovorax guangxiensis THG-SQL3 ile iiretilen AgNP
biiyiikligii 10-40 nm ve kiiresel sekilli oldugu bildirilmistir (Du ve Yi, 2016). Bacillus
safensis LAU13’iin biyosenteziyle elde edilmis AgNP’ler TEM’de analiz edilmis ve 5-95
nm araliginda kiiresel sekilli oldugu ifade edilmistir (Lateef ve ark., 2015). E. coli D8’in
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kullanildig1 AgNP yesil hiicre dig1 biyosentezinde TEM ile 6-12 nm boyutlarinda oldugu
Ol¢iilmiistiir (EI-Dein ve ark., 2021). Termofilik Bacillus sp. AZ1’in (Deljou ve Goudarzi,
2016). TEM analizinde 7-31 nm boyutta kiiresel iken diger bir ¢alisma olan B.
thuringiensis’in (Nayak ve ark., 2016). FESEM ve TEM ortak analiz sonucunda 10-30
nm boyutlu kiiresel AgNP’ler elde edildigi bildirilmistir.

ZGT9 ile elde edilmis AgNP FESEM ol¢iimleri sonucu elde edilen boyut ve sekil olarak

diger caligmalarla uyusmaktadir ve benzerlik gostermektedir.

4.3.2. EDX

Elde edilen AgNP’lerinin bilesimindeki C, O, N ve Ag elementlerinin agirlik¢a yiizdesi
Tablo 4.1.°de gosterilmistir. Elementel analize gore triiniin agirlikga %51,11°1 glimiis,
%20,49’u karbon, %10,54’1i azot ve %17,86’s1 oksijen elementine aittir. C, O, N varlig1
partikiillerin etrafini saran ve stabilize edici ajan olarak gorev alan Bacillus 'a ait biyolojik

molekiillerin varliginin gostergesidir.

Tablo 4.1. Uretilen AgNP’lerinin elementel kompozisyonu.

Element Agirhik (%) Atomik (%0) Net Yogunluk
C 20,49 42,13 658,14

N 10,54 18,59 98,92

O 17,86 27,57 238,72

Ag 51,11 11,70 1275,87

3 keV’ta glimiise ait oldugu belirlenmis karakteristik absorpsiyon piki ortamda elementel

glimiisiin oldugunu ifade etmektedir (Du ve Y1, 2016; Nayak ve ark., 2016; Ghiuta ve ark.,
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2018; Yurtluk ve ark., 2018; El-Dein ve ark., 2021). Sekil 4.11.’te Bacillus sp. ZGT9
bakterisinden elde edilmis ve giimiislin varligin1 gosteren AgNP’e ait EDX spektrumu

verilmistir.
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Sekil 4.11. AgNP’e ait EDX spektrumu.

4.4. Antimikrobiyal Aktivite

4.4.1. Disk difiizyon yontemi

Farkli konsantrasyondaki AgNP’lerin baz1 Gram pozitif (L. monocytogenes, S. aureus, B.
cerets) ve Gram negatif (E. coli O157:H7, E. coli Tip-1, S. Typhimurium, S. Enteritidis
ve P. aeruginosa) bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkisi agar disk difiizyon yontemi
ile belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyon araliginda 0,1 mg/ml haricinde ¢aligilan tim
patojenlerde diskler etrafinda inhibisyon zonu olusumu goézlenmistir. Tablo 4.2.°de
calisilan patojenlere karsi farkli konsantrasyonlardaki AgNP’lerin olusturdugu zonlar
oOlgiilerek gosterilmistir. Sekil 4.12.”de petrilerde olusan Gram negatif (E. coli Tip-1, E.
coli O157:H7) ve Gram pozitif (B. cereus) bakterilerin etrafinda olusan zonlar
gorsellenmistir. Diisiik konsantrasyonda (0,1 mg/ml) etkinligini gosterebildigi patojen

bakteriler sirasiyla E. coli 0157:H7, P. aeruginosa ve S. enteritidis’tir. Streptomycine ile
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kiyaslandiginda da calisilan tiim patojenleri degerlendirdigimizde rekabet edebilecek

kadar antibakteriyal etkisi ile iyi sonuglar vermistir.

Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan AgNP ¢o6zeltisinin patojen mikroorganizmalar iizerinde olusturdugu

inhibiyon cap1.
AgNP Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
(mg/ml) C. albicans E'_COH E. col S. aureus | B. cereus | S. Typhi | P. aeruginosa | S. enteritidis | L. monocytogenes
Tip-1 0O157:H7
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Strep. 0 10,5 9,5 9,5 11 15 10 22 9,5
(10 ng)
0,1 0 0 7,25 0 0 0 7 7 0
1 6 10,5 10,25 9,5 9 7 8 8 8,5
2,5 8 11,5 12 10,25 12 9,25 9 10,25 10,25
5 9,5 12,25 12,75 10,5 | 135 9,5 9 11 10,25
10 9,5 13,75 13,5 11 14,5 10 11,5 12 11,5

Yapilan calismalarda farkli yontemlerle eilde eilen AgNP’lerinin farkli &zellikte
antimikrobiyal etki gosterdikleri belirlenmistir. EI-Dein ve arkadaslarinin (2021) yaptigi
caligmada E. coli DS tarafindan iiretilen AgNP 50 pg/ml konsantrasyonda P. aeruginosa,
S. aureus, B. cereus ve C. albicans uygulandiginda inhibisyon ¢api sirasiyla 17, 20, 12 ve
11 mm’dir. Yapilan baska bir ¢aligmada Bacillus safensis LAU13 ile iiretilen AgNP’lerin
10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus gibi patojenler
tizeride caligildiginda 11-19 mm inhibisyon ¢api elde edilmistir (Lateef ve ark., 2015). Du
ve Yi’nin (2016) Variovorax quangxiensis THG-SQL3 ile hiicre dis1 biyosentez
caligmasinda elde edilen AgNP’lerin patojen mikroorganizmalar olan S. aureus, Candida
albicans, P. aeruginosa, E. coli ve B. cereus iizerinde antimikrobiyal aktivite sergiledigi
bildirilmistir. Deljou ve Gouderzi (2016) patojen E. coli, S. typhi, S. aureus ve S. epidermis
ile 10 pg/ml konsantrasyonda antimikrobiyal analiz yapmistir. En iyi antibakteriyal

aktivite sirasisiyla E. coli ve S. typhi’ de 22 ve 19 mm inhibisyon ¢ap1 olarak lgiilmiistiir.
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Bu caligmada, elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyonlarmin diisiik olmasinin
nedeni aglomerasyondan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ayrica, bu ¢alismada yapilan

analizde diskler lizerine uygulanan 6rnek miktar1 (10 pl) diisiiktiir.
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Sekil 4.12. Agar disk difiizyon yontemi ile farkli konsantrasyonlarda uygulanan AgNP ¢ozeltisinin olusturdugu
inhibisyon ¢apt a) E. coli Tipl, b) E. coli 0157:H7, c) B. cereus
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Sekil 4.12. (Devami)

4.4.2. Optik yogunluk (OD) ile mikrobiyal hiicre 6l¢iimii

Farkli konsantrasyonlarda AgNP ¢ozeltisi eklenen patojenlerin 6 saat sonunda gelisme
orani ve 6.saateki inhibisyon yiizdeleri Tablo 4.3.te gosterilmistir. Calisilan
mikroorganizmalarda yiiksek konsantrasyonlarda bulaniklik gézlenmemis ve inhibisyon
yiizdesi %100 olarak hesaplanmistir. Daha diisiik konsantrasyonlarda inhibisyon AgNP
¢ozeltisi Listeria monocytogenes iizerinde en yiiksek etkiyi gostermistir. Sekil 4.13.’te
bazi patojen bakterilerin farkli konsantrasyonlarda (0-50 pg/ml) 6 saatlik gelisme grafigi

verilmistir.
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Tablo 4.3. L. monocytogenes, S. Typhimurium ve P. aeruginosa i farkli konsantrasyonlardaki AgNP ilavesi ile 6. saat

sonundaki % inhibisyon degerleri.

% INHIBISYON (6. saatte)
AgNP
/mL
(ng/mL) Listeria monocytogenes ~ Salmonella typhimurium  Pseudomonas aeruginosa
Kontrol 0 0 0
2,5 36,8 4,3 0
12,5 75,6 26 0,9
25 100 89,9 53,8
37,5 100 100 44,3
50 100 100 100
a 14
= 12
2 ——0— Kontrol
=}
'% 10 5 ng/mL
<
\2_, @25 ng/mL
g 0,6
i) A 375 pug/mL
©
o 04 50 pg/mL
0,2
0,0

Siire (saat)

Sekil 4.13. Bazi1 patojen bakterilerin farkli konsantrasyonlarda (0-50 pg/ml) 6 saatlik gelisme grafigi a) L.

monocytogenes b) P. aeruginosa c) S. Typhimurium.
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Sekil 4.13. (Devami)

5 farkli konsantrasyonda Ol¢imii yapilan L. monocytogenes, S. Typhimurium ve P.
aeruginosa 6 saat sonunda %100 inhibisyona ulasmistir. Inhibisyon konsantrasyonlari
sirastyla 25 ug/ml, 37,5 ug/ml ve 50 pg/ml’ dir. Bacillus ZGT9 en iyi etkiyi L.
monocytogenes’te vermistir. Nayak ve arkadaslar1 (2016) B. thuringiensis tarafindan
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tiretilen 0,15 mM konsantrasyondaki AgNP’iin %42 inhibisyona ulastig1 ifade edilmistir.
Disk difiizyon yéntemi ile belirlenen MIK’in aksine sivi antimikrobiyal aktivite
analizinde daha diisiik AgNP’lerinin antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir. Bunun
nedeni de, yukarida da belirtildigi gibi dik difiizyon yonteminde kullanilan az miktardaki

ornek oldugu diistiniilmektedir.

4.5. Giimiis Nanopartikiillerin Antioksidan Calismasi

Bacillus ZGT9’dan elde edilen AgNP’lerin farkli konsantrasyonlarinin (20-100 pg/ml)
DPPH radikalini giderimi belirlenmistir. Konsantrasyon arttikca DPPH giderim yiizdesi
de artmistir ve %394 ile %70,0 araliginda degismistir. Sekil 4.14.‘te degisen
konsantrasyona goére DPPH radikalinin giderim ylizdesi verilmistir. En diisiik
konsantrasyon olan 20 pug/ml ve en yiiksek konsantrasyon olan 100 ug/ml’ de DPHH

radikalini indirgeme ylizdesi sirasiyla %39,4 ve %70,0 olarak hesaplanmistir.

100
90 -
80 -

70,0
70 - 63,7

60 -
48,6
50 i 46,9 :['

39,4
40 + I

30 -
20 -
10 -

DPPH giderim (%)

20 40 60 80 100
AgNP konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlardaki (20-100 pg/ml) AgNP’ iin DPPH radikalini giderimi.
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Bhakya ve arkadaslar1 (2016) Helicteres isora kok ekstrakti ile elde edilen AgNP’lerin
DPPH radikalini indirgemesi ile antioksidan analizinde degerler bizim g¢alismamiza
benzer sonuglar vermistir. 10-100 pg/ml konsantrasyon araliginda calismiglar ve
konsantrasyon arttik¢a % inhibisyon degeri artmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 100

png/ml” de %90 inhibisyon degerlerine ulagmistir.

Bacillus safensis LAU13 susu ile yapilan bir ¢alismada DPPH radikali indirgeme
aktivitesi 20-100 pg/ml konsantrasyon araliginda %40,56-89,40 gibi yiiksek degerler elde
edilmistir (Lateef ve ark., 2015). Bu galismada ayni1 konsantrasyonlarla benzer degerler
elde edilse de Bacillus sp. ZGT9 ile elde edilen AgNP’lerin daha az indirgeme

kapasitesinin oldugu sonucuna varilmaktadir.
4.6. ZGT9’un Tanimlanmasi

16S rDNA gen dizi analizine gére Bacillus cinsi mensubu oldugu ve %98,9 oraninda
Bacillus amyloliquefaciens ile akraba oldugu Sekil 4.15.’te verilmistir. Calismada
kullanmak tizere izole edilen mikroorganizmanin gubuk seklinde, Gram pozitif, katalaz

pozitif ve spor olusturabilen Bacillus cinsi bakteri oldugu bilinmektedir.

@unknown(Query 53797)
Bacillus amyloliquefaciens(KP900932.1)
@ Bacillus velezensis(MT510038.1)
Bacillus atrophaeus(MN592638.1)

0001 i Bacillus vallismortis(KC441761.1)
I !

Bacillus subtilis(AY881643.1)

Sekil 4.15. Bacillus ZGT9 bakterisine ait 16S rDNA gen dizisi analiziyle elde edilen filogenetik agag.



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, gida ve toprak orneklerinden izole edilmis olan 28 adet Bacillus izolatinin
AgNP sentezi aragtirilmistir. Yapilan tarama ¢alismasinda Sakarya’dan alinan bir toprak
orneginden izole edilen Bacillus sp. ZGT9 susunun yiiksek oranda AgNP sentezleme
yeteneginde oldugu belirlenmistir. Bu izolat ile NP {iretim kosullarinin optimizasyonu
yapilmis ve tiretilen NP'lerin ¢esitli 6zellikleri belirlenmistir. Ayrica, izolatin 16S rDNA

dizi analizine gore tanimlamasi da yapilmistir.

Yapilan optimizasyon ¢alismasi sonucunda, nétr ve asidik ortamlarda AgNP sentezinin
olmadig1, ancak ortam pH’s1 alkali oldugunda gergeklestigi anlasilmistir. Biyosentez igin
en uygun pH’nin da 8-9 oldugu belirlenmistir. pH 10°da, AgNP sentezinden kaynaklanan
renk degisimi en yogun diizeyde olsa da, bu kosulda elde edilen NP'ler

saflastirilamadigindan bu pH degerinde ¢alismanin uygun olmadigi anlagilmistir.

Nanopartikiil biyosentezine sicakligin etkisinin belirlendigi calismada diisiik, sicakliklarin
biyosentez i¢in uygun olmadigi gézlenmis olup 30°C sicaklikta ¢ok az renk doniisiimii
olmus, ancak UV-VIS spektumda belirgin pik olusmamistir. Artan sicaklikla birlikte
biyosentez de artmis ve en 1yl biyosentezin ¢alisilan maksimum sicaklik olan 40°C’de
oldugu saptanmistir. FESEM goériintiilerine bakildiginda 40°C’de aglomerasyon oldugu

gdzlenmistir.

Glimiis nitrat konsantrasyonun AgNP biyosentezine etkisi de belirlenmis ve biyosentez
oraninin konsantrasyonla birlikte arttig1 gozlenmistir. Ancak, 8 mM konsantrasyondan
daha yiiksek konsantrasyonlarin biyosentezi artirmadigi anlagilmistir. Bunun sonucunda

optimum konsantrasyon 8 mM olarak belirlenmistir.
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Belirlenen optmimum kosullarda elde edilen AgNP saflagtirilarak kurutulmus ve
morfolojik o6zellikleri belirlenmistir. FESEM goriintiilerine gore, NP'lerin 1-50 nm
capinda kiiresel/diizensiz kiiresel yapida olduklar1 belirlenmistir. EDX spektrometresi ile
NP'lerin elementel yapis1 incelenmis ve %51,1 oraninda Ag atomu oldugu saptanmustir.
Elementel analizde ayrica belirlenen C, H ve N atomlar1 reaksiyon ortaminda bulunan
protein gibi organik maddelerin NP'ler i¢in kaplama ajan1 gorevi gordiigiini

dogrulamaktadir.

Elde edilen NP'lerin antimikrobiyal etkileri hem Gram negatif hem de Gram pozitif
ozellikteki 8 farkli patojen bakteri ve 1 adet patojen maya iizerinde test edilmis ve ¢aligilan
biitiin mikroorganizmalar i¢in antimikrobiyal etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Bu
bakteriler tizerine minimum inhibisyon konsantrasyonu 0,1-1,0 mg/ml arasinda
degismistir. En iyi etki ise E. coli O157:H7’de gozlenmistir. Bacillus sp. ZGT9 ile iiretilen
AgNP’nin farkli 6zellikteki patojenlere etkisinin olmasi bu NP'lerin iyi bir alternatif
antimikrobiyal ajan oldugunun bir gostergesidir. Ayrica, NP'lerin antioksidan 6zellikleri
de belirlenmis olup DPPH radikalini giderme aktivitesinin %70’¢ kadar (100 pg/ml)
cikabildigi belirlenmistir.

Bacillus sp. ZGT9 izolat1 16S rDNA gen dizisine gore tanimlanmig ve Bacillus cinsine ait
oldugu tespit edilmistir. Bu cins i¢inde en yakin akraba oldugu bakteri ise %98,9 oranla

Bacillus amyloliquefaciens olmustur.

Sonug¢ olarak, yerel bir izolat olan Bacillus sp. ZGT9 ile hem genis spektrumlu
antimikrobiyal hem de antioksidan aktiviteye sahip olan AgNP’leri sentezlenebilmistir.

Bu da bu izolatin endiistriyel 6nemini arttirmaktadir
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