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AFM : Atomik kuvvet mikroskobu

Ag : Gumts

AgNO3 . Glimiis nitrat
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°Cc . Santigrat derece

Cu . Bakir
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FESEM . Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu
g : Gram

GTM : Gida ile temas eden madde
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OZET

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter, nanopartikiil, biyosentez, titanyumdioksit

Bu c¢alismada bazi toprak ve gida Orneklerinden izole edilen 59 adet bakterinin
titanyum dioksit nanopartikiillerini (TiO;NP) iiretme yetenekleri arastirilarak en iyi
iiretici izolat se¢ilmis ve bu izolatin nanopartikiil (NP) tiretim kosullar1 optimize
edilmistir. Uretilen TiO;NP’lerinin karakterizasyonu yapilmis, antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir.

Yapilan c¢alismalar sonucunda daha oOnce izole edilmis olan 32 adet izolattan
bazilarmin titanyum dioksit NP’lerini iiretme yeteneginde olmadigi, bazilarmin da
iiretiminin yetersiz oldugu anlasilmistir. Calisma kapsaminda Sakarya ili Maden
Deresi ve Konya Seydisehir bolgelerinden alinan toprak drneklerinden 27 izolasyon
gerceklestirilmis ve bu izolatlardan 16S rDNA dizi analizine gore Acinetobacter
cinsine ait oldugu belirlenen MDA susunun, titanyum dioksit nanopartikiillerini
tirettigi tespit edilmistir. Bu nedenle ¢alismaya MDA 1 olarak kodlanan bu bakteri ile
devam edilmistir. Nanopartikiil {iretimine pH (6-10), sicaklik (30-40°C), TiO,
konsantrasyonu (3,75-20,0 mM) ve reaksiyon siiresinin (0-144 saat) etkisi
belirlenmistir. Degistirilen parametrelere bagli olarak uygulamalarda TiO;NP
olusumu sirasinda nutrient broth sivi besiyerinin renginin ag¢ik saridan beyaz
tonlarina doniistiigii gézlenmis ve absorbans degerleri UV-VIS spektrofotometrede
341 nm dalga boyunda 6l¢iilerek takip edilmistir.

Spektrofotometrik  Olg¢limler sonucunda en iyt dretimin 15 mM TiO;
konsantrasyonuna sahip, pH 8 olan ortamda, 33°C’de ve 144 saatte oldugu tespit
edilmistir. Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM) analizleri
yapilarak iiretim kosullarinin NP boyutuna etkisi belirlenmistir. Analiz sonuglarina
gore artan sicaklikla birlikte partikiil boyutunda da artis goriilmistiir. pH nin boyut
tizerinde etkisi oldugu, pH 10°da aglomerasyonun gerceklestigi gdzlenmistir. X-1s1n1
kirmimi (XRD) spektroskopisi ile yapilan analiz sonucunda NP’lerin kiire seklinde
ve rutil yapida oldugu belirlenmistir. Uretilen nanopartikiiller antioksidan aktivite
sergilemisler, az miktarda da antimikrobiyal Ozellik  gdstermislerdir.
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF TITANIUM
DIOXIDE NANOPARTICLES BY USING BACTERIAL ROUTE

SUMMARY

Keywords: Acinetobacter, nanoparticle, biosynthesis, titanium dioxide

In this study, the abilities of 59 bacteria isolated from soil and food samples to
produce titanium dioxide nanoparticles were investigated. The best isolate was
chosen and nanoparticle production conditions of this isolate were optimized.
Characterization, antimicrobial and antioxidant activities of synthesized
nanoparticles were analyzed.

A total of 32 isolates, that were previously isolated, were used at the begining. It is
exposed that some of them were not able to produce titanium dioxide nanoparticles
and the others had less amount of production. Besides, 27 isolation was performed
from the soil samples collected around Sakarya Maden Deresi and Konya Seydisehir
province. According to these isolations and the 16S rDNA gene sequence analysis it
was detected that a novel strain, Acinetobacter sp. MDAL is able to produce titanium
dioxide nanoparticles (TiO,NP). For that reason, the study was continued by using
this bacterium, encoded MDAL. The effects of pH (6-10), temperature (30-40°C),
TiO, concentration (3,75-20,0 mM) and reaction time (0-144 hours) on the synthesis
of NPs were determined. Among the differences made in applications, the formation
of TiO,NPs was inspected by observing the change in color from yellow to white by
measuring the absorbance at 341 nm using UV-VIS spectrofotometer.

According to the spectrofotometric measurements, the best production was achieved
in the medium contained 15 mM TiO, concentration at pH 8 and 33°C in 144 hours.
Furthermore, the effects of production conditions on the size of NPs were determined
by performing the field emission scaning electron microscopy (FESEM) analysis of
NPs. According to the results of analysis, the increase in temperature caused increase
in the size of NPs. In addition, it is determined that pH also has effect on the size of
NPs and at pH 10 aggregation is occured. X-ray diffractometer (XRD) analysis
demonstrated that the NPs possess rutil phase and have spherical shape. The NPs
indicated less amount of antimicrobial effect and antioxidant properties are observed.

Xii



BOLUM 1. GIRIS

Nanoteknoloji, boyut farkliligina bagli olarak yapilarinda sasirtic1 elektriksel, optik,
manyetik, termal Ozellikler sergileyen nanopartikiillerin kullanildig1 ve iizerinde
calismalarin devam ettigi, glinimiiziin ezberbozan teknolojisidir. Bu anlamda
tarimdan enerjiye, uzay-havaciliktan tekstile, tiptan savunma sanayisine kadar akla
gelen tiim alanlarda giin gectikce daha fazla aragtirma konusu ortaya ¢ikmakta ve
insanlik bugiline kadar gelen temel bilim kuramlarini tekrar gbzden gegirmek

durumunda kalmaktadir.

Nanoteknolojinin yapitast olan nanopartikiillerin tliretiminde kimyasal, fiziksel ve
biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Nanoteknoloji baglaminda son donemlerde
arastirmalarin  hizla artis gosterdigi, Yesil Nanoteknoloji olarak adlandirilan
yaklasimda mikroorganizmalar ya da bitki ekstraktlar1 6zne olarak kullanilmakta ve
caligmalar multidisipliner bir sistemde yiiriitiilmektedir (Saratale ve ark., 2018).
Yesil nanoteknoloji, diger yontemlerden farkli olarak, toksik maddelerin elimine

edilebildigi, cevre dostu, ekonomik bir uygulamadir (Talebi ve ark., 2010).

Bitki ekstraktlarinda bulunan biyomolekiiller, metal iyonlarin1 tek basamakta
nanopartikiile indirgeyebilmektedir. Bu proseste indirgeme ajam1 olarak suda
cOziinebilen alkoloidler, fenolik bilesikler, terpenoidler gibi g¢esitli metabolitler ve
ko-enzimler gorev almaktadir. Bitki ekstraktlarinin yani sira bazi canli bitkilerin
kendisi de nanopartikiil iretiminde kullanilabilmektedir (Kumar ve ark., 2013).
Mikrobiyel sentezin gerceklesmesi icin mikroorganizmalar bulunduklar1 ¢evreden
hedef iyonu yapilarina alirlar ve iirettikleri enzimlerle metal iyonu elementel forma
indirgerler. Sentez, nanopartikiillerin olustugu lokasyona gore hiicre i¢i ya da hiicre
dis1 olarak iki sekilde gergeklesebilmektedir (Li ve ark., 2011; Gopinath ve

Velusamy, 2013). Tek hiicreli organizmalar manyetik nanopartikiilleri iiretme



yeteneginde olabildikleri gibi (Mukhopadhyay ve ark., 2006) diger bakterilerden
viriislerden, mantar ve mayalardan da altin, giimiis, selenyum, TiO,, SiO, gibi metal

ve metaloksit nanopartikiillerini tiretebilen bir¢ok mikroorganizma mevcuttur (Talebi

ve ark., 2010).

Anataz, rutil, brokit olmak iizere li¢ ayr1 kristal yapida bulunabilen ve farkli
fizikokimyasal 6zelliklere sahip olan TiO,NP’lerinin (Matteis ve ark., 2016) tip,
eczacilik, biyomedikal, ¢evre ve enerji, elektronik, uzay ve havacilik, tekstil, boya,
kozmetik, gida ve tarim gibi genis bir yelpazede ar-ge faaliyetleri ve uygulamalari
devam etmektedir. lyi bilinen bir yar1 iletken olan ve fotokatalitik 6zellik sergileyen
TiO,, mikro formla karsilastirildiginda nano boyutta daha fazla antimikrobiyal etki
gostermektedir. 254 nm dalga boyundaki UV 1g1ma ile uyarildiginda fotokatalitik
aktivite gosteren TiO,NP’lerinin, hiicre membraninda bulunan fosfolipitlerin
peroksidasyonuna neden olmasi sonucu membran biitiinliigiiniin bozulmasi ile
mikrobiyal hiicre islevini yitirmektedir (Mihindukulasuriya ve Lim, 2014). Ozellikle
gida endiistrisinde kati, sivi ve gaz sistemlerdeki antibakteriyel uygulamalarda
TiO;NP’lerinin  fotokatalitik ~ ozelligini  degerlendirmek  {izere  ¢aligmalar

yapilmaktadir (Zhu ve ark., 2018).

Bu caligmada farkli ortamlardan izole edilen mikroorganizmalarin TiO,NP’lerini
tretimleri arastirilmig ve bu izolatlardan Acinetobacter sp. uygun goriliip
kullanilarak maliyeti diisiik, ¢evre dostu, tekrarlanabilen iiretim yontemiyle
TiO,NP’lerinin ~ biyosentezi  gergeklestirilmistir.  Sicaklik, stire, pH, TiO;
konsantrasyonu gibi parametrelerdeki degisikliklerin reaksiyona etkisi incelenmis,
tiretilen TiO,NP’lerinin karakterizasyonu yapilmis, buna ilave olarak antimikrobiyel

ve antioksidan 6zellikleri tizerinde de ¢alisilmustir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETi

2.1. Nanoteknoloji

2.1.1. Nanoteknolojinin tanim

Bilim ve teknoloji, insanligin mirascist oldugu onceki medeniyetlerden elde edilen
bilgilerin sonraki nesiller tarafindan gelistirilerek ya da tekrar gozden gegirilip yeni
kavramlar, kuramlar ortaya koyularak evrenin ve doganin sistematik yapisi i¢erisinde
bilginin hakikatine ulagsma siirecinde insanlik yararina kullanilabilecek yeni bilimsel

amaclarin, araglarin ve iirlinlerin tiretilmesine olanak saglamaktadir.

Nanoteknoloji, son yillarda {izerinde derinlemesine caligsmalarin yapildigi, insan
hayatin1 bir¢ok alanda degistirebilecek, anahtar teknoloji olarak nitelendirilen bilim
dalhidir. Teknoloji; Yunanca “tekhne” (sanat, zanaat) ve “logos” (bilgi, s6z, sozciik)
kelimelerinin birlesmesiyle “bilgiden kaynaklanan sanat” anlamina gelir (Saglam ve
Emiil, 2016). Nano kelimesi ise ayni dilde “nanos” (ciice) olarak ifade edilir. Bir 6n
ek olan nano, Uluslararas1 Birimler Sisteminde milyarda bir (10'9) biiytikliigi bildirir
(Ersoz ve ark., 2018). Bir nanometre insanin sag telinin ¢apmnin 1/50,000’ ine esittir.
Tipik bir bakteri hiicresi 1000 nm (1 pm)’dir ve el tirnagi her saniye 1 nm
uzamaktadir (URL-1, 2019). Bir glukoz molekiiliiniin 1 nm, karincanin 1 mm olarak
yaklagik biiyiikliikleri verilmistir. Ug¢ atomun yanyana dizilmesiyle elde edilen
uzunlugun 1 nm, bir DNA molekiiliiniin 2-2,5 nm oldugu ifade edilmektedir (Ersoz
ve ark., 2018).

Nanoteknoloji bilimi ile en az bir boyutu nanometre Olgekte olan materyal ve
aletlerin tasarimi, sentezi, karakterize edilmesi ve uygulamasi ile alakali miithendislik

caligmalar1 yapilmaktadir (Duncan, 2011; Gilmartin ve O’Kennedy, 2012).



2.1.2. Nano yapilar

Nano yapilar nanotiipler, nanolifler ve nanokapsiiller olarak {i¢c smifta

degerlendirilmektedir.

Nanokapsiiller, biiyiikliigi 10° mm olan ici bos ve ince kapsiillerdir. Bu bosluklara
kozmetik {iriin, ilag ya da bagka bir madde hapsedilerek taginimi/kullanimi

saglanabilmektedir (Tiiylek, 2017).

Nanotiipler, ¢aplari nanometre boyutunda, uzunluklari birka¢ mikrometre ya da
milimetre olan i¢i bos yapilardir. Pirokarbon, siyah karbon gibi sekilsiz ya da grafit,
elmas, karbon gibi kristal formda olabilirler. Karbonnanotiipler, yaklagik 2-100 nm
capinda (Tiylek, 2017), 5-500 nm boyunda karbon molekiiliinden olusmus tek ya da
cok tabakali, hekzagonal karbon atom ag1 olarak bilinen grafen diizlemlerinin
yuvarlatilmasiyla elde edilen silindirik yapilardir. Celikten 6 kat daha hafif, 10 kat
daha gii¢lii, 100 kat daha yiiksek ¢cekme kuvvetine sahiptirler. Insan sagindan 10000
kat daha ince olan bu yapilar elmas kadar yiiksek mukavemettedirler. Elektrik
alanina duyarlidirlar, hem yar iletken, hem metalik iletkendirler (Zhang ve ark,
2002).

Nanolifler, ¢ap1 bir mikron ve altindaki lifler olarak tanimlanmaktadir.
Elektrospinning yontemi nanolifleri tiretmek igin gelistirilmis son teknolojilerdendir.
Bu yontemde kullanilan polimer c¢esidinin fazla olmasi sayesinde iiretilen
malzemeler de genis yelpazededir. Nanolifler biyomedikal uygulamalarda,
filtrasyonda, uzay arastirmalarinda, elektrik-optik uygulamalarda, gida ve tarim

alanindaki calismalarda kullanilmaktadir (Sener, 2011).
2.1.3. Nanoteknolojinin endiistriyel uygulamalari
Nanoteknoloji ile nanometre 6lgekli yapilarin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin

anlasilmasi, analizi, imalati, cihazlarin gelistirilmesi hedeflenmektedir. 1982°de

Taramali Tiinelleme Mikroskobu (STM)’nun icadi ile atomik boyutta ilk goriintiiler



elde edilmistir. STM ile sadece iletken 6rneklerde 6l¢tim yapilabilirken, 1986 yilinda
iletken olmayan orneklerden de goriintiilleme yapabilen Atomik Kuvvet Mikroskobu

(AFM) gelistirilmistir (Benli, 2009).

Malzeme ve Imalat Teknolojilerinde nanoteknoloji kullanilarak tasarlanan iiriinler
klasik triinlere gore daha hafif, daha saglam ve daha dayaniklidirlar. Camasir
makinelerinde ve havalandirma filtrelerinde NP’ler kullanilmakta boylece camasirlar
bakterilerden korunabilmektedir. TiO,NP'leri ile yiizeye kaplama yapilarak su
tutmayan, anti-bakteriyel, kendini temizleyen 6zelliklerde camlar tiretilebilmektedir.
Kendini onaran akilli protezler iizerinde de ¢alisilmaktadir. Bu amagla, kesildikten
sonra parcalarin birbirine hafifce birlestirilmesiyle yarim saat igerisinde ilk haline
donebilen, dokunmaya duyarli, nikel NP'leri kullanilarak elde edilen polimer

kompozitlerin tiretimi gergeklestirilmistir (Ersoz ve ark., 2018).

Gilinlimiizde nanoteknoloji ile {izerinde en fazla ¢alisilan ve ilerleme kaydedilen
alanlardan biri Elektronik ve Bilisim Teknolojileri’dir. Televizyon, akilli cep
telefonu, bilgisayar gibi tiim elektronik cihazlarin temelini olusturan nano boyutta
transistorler sayesinde daha biiyiik miktarda bilgi, daha hizli bir sekilde
depolanabilmekte ve yonetilebilmektedir. En kii¢iik transistor 1 nm boyutundadir,
tiretiminde karbon nanotiipler ve molibden disiilfit (M0S;) kullanilmistir (Ersdz ve

ark., 2018).

Tip alaninda {izerinde calisilan nano boyutta biyosensorler sayesinde Parkinson,
Alzheimer, diyabet, kanser gibi hastaliklar erken teshis edilebilecek, birgok
hastaligin nanoparcgaciklara yliklenmis ve insan bedenine enjekte edilmis ilaglarla
tedavisi saglanabilecektir. Glinlimiizde demiroksit nano parcaciklarinin manyetik
Ozelliginden faydalanilarak kanserli hiicreler teshis edilebilmektedir (Ersoz ve ark.,

2018) .

Cevre ve Enerji Teknolojilerinde karbon nanotiipler, aliimina fiberler, nano
membranlar gibi malzemelerle su aritimi gergeklestirilmekte bdylece suda bulunan

bakteriler, virlisler, zehirli elementler (6rn. arsenik), kimyasal atiklar, yag gibi sivi



kirlilikler nanofiltreler ile temizlenebilmektedir. Hidrojen enerjisi ile ilgili ¢aligmalar
devam etmekte; giic kaynagi olarak 15181 kullanarak havayr temizleyen ve bu iglem
sirasinda hidrojen yakiti lireten jenerator, katalizériinde bulunan nanopargaciklarla bu
iretimi gergeklestirmektedir. Elde edilen hidrojen gazi depolanabilmekte ve yakit
olarak kullanilabilmektedir. Hidrojenli otobiisler bu uygulamaya 6rnektir (Erséz ve
ark., 2018). Ordenes-Aenishanslins ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (2014)
Bacillus mycoides kullanilarak TiO,NP’lerinin biyosentezi gergeklestirilmis ve bu
NP’ler giines pilleri i¢in (QDSSC: Quantum dots sensitized solar cell) fotoanot
imalatinda yari iletken olarak kullanilmustir (Ordenes-Aenishanslins ve ark., 2014).

Tekstil sanayinde nanoteknoloji uygulamalariyla ¢ok fonksiyonlu {iriinler
tiretilebilmektedir. Nanopargaciklarin kullanimiyla antibakteriyel, UV'ye karsi
koruyan, koku tutmayan, kendi kendini temizleyebilen, su gecirmeyen, leke
barindirmayan, antistatik  Ozellikte  kumaslar son  yillarda  gelistirilen
malzemelerdendir. Patojen olan ya da olmayan bakteri ve mantarlar insanin
derisinde, burun bosluklarinda, genital bolgeleri dahil tiim viicudunda
bulunabilmektedir. Yesil nanobiyoteknolojik yontemle, limon ¢imi bitkisi
(Cymbopogon sp.) ekstrakti kullanilarak manyetik nanopartikiiller iiretilmis ve
tiretilen bu NP’ler tekstil sektoriinde antimikrobiyal 6zellik sergileyen pamuklu

kumag yapiminda kullanilmigtir (Hiremath ve ark., 2018).

Gida {riinlerine hammadde olmasi ve insan niifusunda gerceklesen hizli artis
dolayisiyla Tarim sektoriindeki nanoteknolojik faaliyetler 6nem arz etmektedir.
Kontrollii salinim i¢in nano pestisitlerin nanomateryallerde enkapsiile edilmesi,
stabilizasyonu, nanomateryallerle desteklenmis giibreler, biyogiibreler ve mikro
besinler, biyoteknolojik yontemlerle gergeklestirilen genetik uygulamalar, topragin
muhafazasi ve iyilestirilmesi, patojen ve pestisit tespiti i¢in gelistirilen nanosensdrler

bu alanda yiiriitiilen ¢calismalardandir (Demirbilek, 2015).

Biyoteknolojik uygulamalarla bitkilerin hastaliklara, haserelere kars1 direng kazanimi
ve stresi tolere edebilmeleri dngériilmektedir (He ve ark., 2018). Uriinlerin topraktan

maksimum verimle hasat edilebilmesi i¢in pestisit ve suni glibre kullanim1 yaygindir.



Bu avantajinin yan sira pestisitler toksisitelerine, uygulanma miktarlarina ve {irtiniin
pestisite maruz kalma siiresine gore insanlar ve diger canlilar iizerinde tehlike
olusturmaktadirlar (Oliveira ve ark., 2014). Ayrica uygulama sirasinda pestisitin
%901 atmosfere ve c¢evreye karismaktadir. Son yillardaki ¢alismalar az miktarda
pestisit kullanimini miimkiin kilan tastyici sistemler tizerinde yogunlagmistir. Ayrica
gelistirilen nanosensOr sistemler sayesinde c¢evre kosullari, patojen ve bitki
arasindaki etkilesim izlenebilmektedir (Ghormade ve ark., 2011). Nanomateryaller
ekstraksiyon sorbenti olarak kullanilarak bal, yag, cay, piring, tahil, tropikal bitkiler,
sebze-meyveler ve bunlarin sulari gibi bir¢ok {riinde bulunan pestisitler tespit
edilebilmektedir (Socas-Rodriguez ve ark., 2017). Nanoteknolojinin tarimdaki
uygulamalari minimum atik, diisiitk maliyet, az enerji ile iiretim ve ¢ok miktarda iiriin

eldesini icermektedir (Servin ve White, 2016).

Bazi metaloksit NP’ler agir metallerin ve organik bilesenlerin bir kismini
uzaklastirmak amaciyla kullanilmaktadir. Ornegin demiroksitler, redoks déngiileri,
iyon degisimi, bulasanlara kars1 yiiksek afiniteleri ve manyetik 6zellikleri sebebiyle
potansiyel adsorban olmalarindan dolay1 tercih edilmektedirler (lavicoli ve ark.,
2017).

2.1.3.1. Gida sanayinde nanoteknoloji uygulamalari

Gida sanayinde nanoteknolojik calismalar gidalarin islenmesi, fonksiyonel gida
tretimi, patojenlerin tespit edilmesi, ambalajlama, kalite kontrol, depolama,
nutrasotiklerin taginimi ve kontrollii salimimi gibi uygulamalar {izerinde devam
etmektedir. Vitaminler, karotenoidler, probiyotik ve prebiyotikler, antioksidanlar,
antimikrobiyaller, proteinler, peptitler, koruyucular, omega yag asitleri,
tatlandiricilar, renklendiriciler gibi fonksiyonel Kkatkilar iiretim asamalarinda
biyoyararliliklarini biiyiik 6l¢iide yitirdikleri i¢in nanoenkapsiilasyon, nanoemiilsiyon
gibi uygulamalarla gidanin bilesimine katilmaktadirlar (ilyasoglu ve El, 2010;
Dasgupta ve ark., 2015). Boylece iiriinlerin muhteviyatina, tekstiiriine ve aromasina

istenilen Ozellikler kazandirilabilmektedir. Pigment ve renk maddesi olarak



kullanilan titanyum dioksit ve demiroksitten baska higbir nanomateryal direkt bir

gida maddesine heniiz ilave edilmemistir (He ve ark., 2018).

Gida sektoriinde ambalajlama uygulamalart tirlinlerin raf dmrii iizerinde etkilidir.
Uygun ambalaj malzemesi kullanimiyla taze {irtinlerin miimkiin oldugunca tazeligini
korumasi, islenmis {iriinlerin de islem sonrasinda kalite kayb1 olmadan muhafazasi
saglanmalidir (Sezer ve ark., 2017). Gida maddeleri i¢in iiretilen ambalaj
materyallerinin o gidanin Ozelliklerini  dikkate alarak tasarlanmis olmasi
gerekmektedir. Her ambalaj materyali, ambalaj malzemesinin bilesiminde olan
maddelerin bir kismini iiriine, atmosfer gazlarini ve su buharini dis ortamdan igeri,
ambalajlanan {iriiniin bilesimindeki organik maddeleri de g¢evresine az ya da ¢ok
gecirmektedir. Bazi uygulamalarda migrasyon ve gaz difiizyonuna karsi yiiksek
bariyer ozellik istenmez; 6rnegin taze meyve sebzelerde ambalaj igerisinde hiicresel
solunum devam ettiginden dolay1 iriiniin raf 6mrii ortama giren oksijenle iriinden
salinan karbondioksit ve etilen oranina baglidir. Buna karsin gazli igecekler igin
kullanilan plastik kaplarda ise karbondioksit ¢ikist olmamasi igin ambalaj
materyalinin oksijen ve karbondioksite karsi yiiksek bariyer ozellik gostermesi
beklenir (Duncan, 2011).

Nanoteknolojjinin gida ile temas eden maddelere (GTM) uygulanmasi dort ana
baslikta incelenmektedir:
1. GTM’lerin yapisina nanopartikiillerin ilavesi ile ambalaj 6zelliklerinin
(gazlara kars1 bariyer, mekanik 6zellikler, vb.) artirilmast,
2. "Aktif" ambalajlamada NP’lerin kullanimiyla antimikrobiyal etki ya da
oksijen tutma gibi 6zellikler kazandirilmasi,
3. "Akilli" ambalajlamada nanosensoérlerin kullanilmast,
4. Biyopolimerlere nano yapili dolgu maddelerinin ilavesiyle 6&zellikleri

gelistirilmis GTM’ler eldesi.

Yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyobozunur polimerler gelecegin ambalaj
materyalleri olarak goriilmektedir. Dogal malzemelerden ekstrakte edilen nisasta,

seliiloz, kitosan, agar, aljinat gibi polisakkaritler; kolajen, kazein, jelatin ile misirdan



elde edilen zein gibi proteinler; mikrobiyal fermentasyon ile elde edilen
biyopolimerler (6rn, laktik asit monomerlerinden polimerize edilen polilaktat)
mevcuttur. Ambalaj malzemesi olarak kullaniminda bu polimerlerin yapisini
giiclendirmek icin nanokiller, nanosilikatlar, seliiloz yapili nano boyutta destek
malzemesi, silika (SiO,), karbonnanotiipler, Kitin-kitosan NP’leri kullanilmaktadir
(Souza ve Fernando, 2016).

Nanomateryallerin gida sektoriinde kullaniminda aktif ve akilli ambalaj sistemleri
dikkat ¢ekmektedir. Nano giimiis gibi antimikrobiyal 6zellikteki aktif maddelerin
kontrollii salinimiyla gidanin raf Omriiniin uzatilmasi, nano titanyum dioksit
kullanarak ambalaj materyalinin fiziksel 6zelliklerinden gerilme, dayanim ve termal
olarak stabilitesinin saglanmasi aktif ambalajlamaya 6rnektir (King ve ark., 2018).
Akili ambalajlar sayesinde iiretimden tiiketiciye ulasana kadarki siiregte gidanin
izlenebilirligi ve tliketicinin giivenilir gida eldesi saglanmaktadir. Radyo Frekansh
Tanimlama (RFID) etiketleri, sensorler, indikatdrler bu amag i¢in kullanilmaktadir.
RFID uygulamasi Namibia’dan Ingiltere’ye 2004 yili Kasim ayinda ithal edilen
dondurulmus etlerde gerceklestirilmistir. Etiketler sayesinde konteynerin konumu,
yolculuk esnasinda konteynerin agilip agilmadigi, tanimlanmis gilizergahta ne kadar
stire kaldig1 gibi bilgiler takip edilebilmistir. Marketlerde kurulan RFID sistemi ile de
herhangi bir {irlinden stokta ne kadar oldugu, raftaki adet sayisi, dogru sicaklikta
depolanip depolanmadig1, son kullanma tarihi yaklasan {riinlerin hangileri oldugu

gibi bilgilere otomatik ulasilabilmektedir (Kokangiil ve Fenercioglu, 2012).

Nanopartikiil ve polimerlerin birlesmesiyle nanokompozitler olusur (Hamad ve ark.,
2018). Nanokompozit ambalajlarda malzeme polimer matriks yapidadir. Bu yapiya
nano tiipler, nanokiller, karbon nanotiipler, grafen, nisasta nanokristalleri, seliiloz
yapili nanofiberler, nano boyutta metal/metaloksit ya da nanolifler dolgu maddesi
olarak eklenir. Polimerik nanokompozitlerin, nano boyutta dolgu maddesi icermeyen
polimerlere gore aleve dayanimi ve termal ozellikleri daha iyidir (Duncan, 2011).
Polietilen (PE) ve polietilen tereftalat (PET) polimerlerinin imalatinda %1-5 oraninda
nano kil kullanilmig, mekanik direngte %100, termal mukavemette %80 oraninda

artis kaydedilmistir. Nanokompozit materyaller bira, siit {iriinleri ve meyve suyu
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siselerinin yapisina oksijen bariyeri olarak ilave edilmektedir (Var ve Saglam, 2015).
Ayrica karbonnanotiipler, kitin-kitosan nanopartikiilleri ve nanokiller Gram pozitif
ve Gram negatif bakterilere kars1 bakteriyostatik ve bakterisidal etki gostermektedir.
Bu da nano dolgu maddelerinin polimerin mekanik 6zelliklerini arttirmanin yaninda
mikrobiyal yap1 lizerinde de etkisi oldugunu ispatlamaktadir. Fakat
nanokompozitlerin bozunmasinin ardindan toprak ve su mikrobiyotas1 iizerinde

antimikrobiyal etkinin nasil isleyecegi heniiz netlik kazanmamistir (Souza ve

Fernando, 2016).

Gidaya bulasan ya da gidada bulunan patojenleri, olusan toksinleri tespit edebilen
nanosensorler ile dretim ¢iftliklerinde, mezbahada, proses asamasinda,
ambalajlamada, depolamada, ulasimda gidanin kontrolii ve  giivenligi
saglanabilmektedir. Gidanin bozulmaya basladigi ya da kontaminasyon durumu
ambalajda bulunan nanosensoriin renk degistirmesi ile tiiketici tarafindan direkt
anlasilmaktadir (Sener, 2011). Patojen bakterilerin tespiti i¢in yapilan ¢aligmalarda
metal yiizeye immobilize edilen biyomolekiil ile analit arasindaki etkilesimden dogan
yiizey plazmon rezonansinin 6l¢iimiinii esas alan optik biyosensorlerle Escherichia
coli, siiperparamanyetik nanopartikiillerin kullanildigi manyetik biyosensoérlerle E.
coli ve Salmonella varligi belirlenmis, lipozom kaplanmis karbonnanotiip yapili
elektrokimyasal biyosensorlerle kolera toksini 10™° g gibi cok diisiik seviyede tespit

edilmistir (Sanvicens ve ark., 2009).
2.2. Nanopartikiiller
2.2.1. Ge¢misten giiniimiize nanopartikiiller

Nanopartikiillerin yiizey alani/ hacim oraninin yiiksek olmasi dolayisiyla yiizeydeki
atom sayis1 fazladir. 30 nm boyutunda yiizey atomlarinin orant %5, 10 nm’de ise bu
oran % 20°dir. Bu durum NP'lere sira dis1 fizikokimyasal ozellikler kazandirir.
Kimyasal yapida herhangi bir degisim olmamakla birlikte makro boyutla

kiyaslandiginda mekanik, manyetik, optik, termal, elektronik, katalitik aktivite,
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antibakteriyel ozelliklerde stiin ya da farkli karakteristik sergilerler (Durairasu ve
ark., 2017; Akgay ve Avect, 2018).

Ornegin elektrigi ileten bakir elementi nano boyutta bu 6zelligi gdstermemekte,
antibakteriyel 6zellik tagimayan giimiis nano boyuta ulasinca antibakteriyel davranis
sergilemektedir. Glimiigiin bu yapisindan hareketle ilk yardim uygulamalarinda
kullanilmak iizere yara bandi {iretilmistir. Giiniimiizde hayata gecirilen bu bilgi
aslinda geg¢miste Romalilar tarafindan kullaniliyordu. Viicutlarinin yaralanan
bolgesine sardiklari sargi bezlerinde nano boyutta giimiis bulunuyordu (Baykara ve
ark., 2010).

Nanopartikiillerin optik 06zellikleri boyut ve sekillerine bagli olarak farklilik
gostermektedir. Giimiis, 100 nm’de prizma seklinde kirmizi renk verirken, kiire
seklinde saridir; 80 nm’de kiire seklindeyse agik mavi, 40 nm’de kiire seklindeyse
laciverttir. Benzer sekilde altin 100 nm’de kiire iken turuncu, 50nm’de kiire iken
yesil renk verir. Roma donemi cam ustalarmin 4.yy’da imal ettikleri ‘Lycurgus
Cup’1 essiz kilan, 151k kaynaginin kadehin igerisinde ya da disarisinda olmasiyla
meydana gelen ve c¢iplak gozle goriilebilen renk degisimdir. Eriyik haldeki cama
ilave edilen nanopartikiiller sayesinde bu renk degisimi saglanmaktadir (Benli,
2009). 1959 yilinda yapilan laboratuvar analizlerinde kupanin soda-kire¢-kuvars
camdan {iretildigi ve yapisinda %1’lik oranda altin ile giimiis ve %0,5’lik oranda da
manganez icerdigi tespit edilmistir. ileriki yillarda yapilan arastirmalarda elektron
mikroskoplar1 da kullanilmis ve kupanin bu muhtesem renk 6zelliginin 50-100 nm
boyutlarindaki altin ve glimiisten kaynaklandigi, bu durumun ise yiizey plazmon
rezonanst ile metal nanopartikiillerin elektronlar1 uyarmasiyla gerceklestigi
aciklanmistir. 6-15.YY lar arasinda cam ustalari irettikleri vitraylarda altin kloriir ve
metal oksit nanopargaciklarini kullanarak renkli goriiniim elde etmislerdir. 13. ve 18.
yiizyillarda keskinligi, esnekligi ve dayanikliligiyla meshur olan Dimiski kili¢lariin
yapiminda da karbon nanotiipleri ve ¢imentoit nanotelleri kullanilmistir (Tolochko,
2009). Giiniimiizden 4000 y1l kadar 6nce antik Misir’da donemin popiiler sa¢ rengi
siyahti. Arkeolojik kazilarda elde edilen sag tellerinin TEM goriintiileri sonucunda

sac tellerinin iizerinde 5 nm boyutunda galen (PbS) nanokristalleri tespit edilmistir.
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Sag boyasina bu nanopartikiiller ilave edilerek sagin optik ozellikleri iyilestirilmistir.
Galen kuantum dotlarinin da bu boyutta sentezlenebilmesi ilgi cekicidir (Benli,
2009).

2.2.2. Nanopartikiillerin iiretimi

Nanopartikiil iiretiminde temel olarak iki yaklasim s6z konusudur: Yukaridan asagi
ve asagidan yukari. Yukaridan asagi yaklasimda biiylik hacimdeki malzemeye
kimyasal ya da mekanik islemlerle disaridan enerji verilmekte ve malzeme nano
boyutta elde edilmektedir. Mekanik 6giitme ve asindirma yontemleri olan bu islemler
yiiksek enerji gerektirdiginden maliyetli olmasimin yaninda {iretim sirasinda atik
olusumu da mevcuttur. Yukaridan asagi yontem uygulanan bir ¢alismada yesil cay
yapraklart 1000 nm’ye kadar kii¢iiltiilmiis, boylece yesil cayin absorbsiyonu ve
sindirimi kolaylagmis, antioksidan etkisi artmigtir (Machado ve ark., 2013). Asagidan
yukart yaklagimda ise kimyasal reaksiyonlar uygulanarak atomik ve molekiiler
boyuttaki yapilardan partikiil olusumu saglanmaktadir. Sol-jel, buhar kaplama, sprey
piroliz, kimyasal buhar yogunlastirma bu uygulamada en fazla kullanilan

yontemlerdendir (Giirmen ve Ebin, 2010; Francisco ve Garcia-estepa, 2018).

Uygulanan metotlarla basarili sentezler gerceklestirilmesine ragmen yodntemlerin
pahali olmasi, kullanilan kimyasal maddelerin ve olusan tehlikeli toksik atiklarin
hem insan saghigi agisindan hem de biyolojik ve cevresel agidan risk olusturmasi,
iretilen toz partikiillerin termal stabilitesinin diisiik olmasindan dolay1 ilave
uygulamaya gerek duyulmasi ve istenilen kristal yapinin her zaman elde edilememesi

gibi birtakim dezavantajlari mevcuttur (Francisco ve Garcia-Estepa, 2018).

Fiziksel ve kimyasal yontemlerin yani sira ii¢lincii liretim metodu olarak biyolojik
yapilar kullanilmaktadir. Biyolojik metotlar hem toksik kimyasal kullanimi
gerektirmediginden hem de uygulamalarda yiiksek basing, yiiksek sicaklik ve
enerjiye ihtiyag duyulmadigindan avantaj teskil etmektedir (Kumar ve ark., 2013).
Biyouyumlu, cevre dostu, ekonomik, biyomedikal ve farmakolojik g¢alismalarda

kullanilabilecek, ticari iiretime elverigli bir yontem olan Yesil Nanoteknolojide
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bakteri, kiif, maya ve bitki ekstraktlar1 biyolojik kaynaklar olarak kullanilmaktadir
(Annadurai ve ark., 2013). Bitki ekstraktlarinda metal iyonlarinin metal
nanopartikiillere indirgenmesinde ekstraktta bulunan fenoller, terpenoidler,
polisakkaritler veya flavanoidler indirgeme ajan1 olarak gorev yapmaktadir
(Hiremath ve ark., 2018).

Yukaridan asagiya

Kat1 materyal

Nanopartikiiller ' ' ' '
P90

@
0 0
Kiimelenme “‘ 0
000 ©
Atomlar %%
o ®o0 o
09 0 ©
Asagidan yukariya

Sekil 2.1. Yukaridan asagi ve agsagidan yukari yaklagimlarda partikiiller (Francisco ve Garcia-Estepa, 2018)
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2.2.2.1. Nanopartikiillerin bakterilerle biyosentezi

Biyolojik varliklar ve inorganik materyaller, yasamin baglangicindan itibaren siirekli
birbirleriyle etkilesim i¢indedirler. Bu olagan etkilesim sayesinde yeryliziinde hayat
devam etmektedir. Nanopartikiillerin biyosentezinde bakterilerin tercih edilmesi bu
canlilarin degisen sicaklik, pH ve basing ortamina uyum saglayip hayatta

kalabilmeleridir (Li ve ark., 2011).

Magara, jeotermal ortam, sanayi bolgesi gibi metal bakimindan zengin topraklardan
izole edilen mikroorganizmalarin metal direnci diger ortam kosullarinda
gelisenlerden daha fazladir. Bu canlilar, i¢inde bulunduklar1 ekstrem g¢evre
kosullarinda hayatta kalabilmek i¢in ¢esitli detoksifikasyon mekanizmalarim
kullanmaktadirlar (Suriyaraj ve Selvakumar, 2014). Nanopartikiillerin bakteriler
tarafindan sentez mekanizmasi bugiine kadar tam anlamiyla desifre edilememistir.
Bilim adamlariin yaptiklari arastirmalar gostermistir Ki farkli mikroorganizmalar
farkli mekanizmalarla nanopartikiil {iretebilmekte ve bunun igin bir¢ok
mikroorganizma hiicre i¢i ya da hiicre dis1 yollar kullanmaktadir (Li ve ark., 2011,
Gopinath ve Velusamy, 2013).

2.2.2.2. Nanopartikiillerin sentez mekanizmasi

Nanopartikiillerin hiicre i¢i sentez mekanizmasinda iki temel basamak mevcuttur:
indirgenme ve sentez. Once metal iyonlari ¢ekirdeklesir, sonrasinda bakteri hiicresi
ve metal kiimeleri arasindaki elektrostatik ¢ekimin neticesi olarak nanokiimeler
olusur. Hiicre dis1 sentez ise nitrat rediiktaz enziminin metal iyonlarini hiicrenin dis

yiizeyinde yakalamasi ve indirgemesi ile gergeklesir (Ali ve ark., 2019).

Giimiis NP’lerinin sentezinde nitrat rediiktaz enzimi nitrat iyonlar1 tarafindan uyarilir
ve glimiis iyonlarim1 metalik giimiise indirger. Bu isleme yol agan mekanizmanin
‘Elektron tastyicisi enzimatik metal indirgeme prosesi’ oldugu bildirilmistir. NADH
ve NADH-bagli nitrat rediiktaz enzimi metal nanopartikiillerin biyosentezinde

onemli faktorlerdir. Yapilan bir ¢alismada B. licheniformis’in kofaktor olarak NADH



15

ve NADH-bagl enzimleri 6zellikle nitrat rediiktazi salgilayarak Ag’ iyonlarmi
elementel forma (Ag®) indirgedigi ve gimiis nanopartikiillerini olusturdugu
bildirilmistir (Li ve ark., 2011). Bu indirgeme prosesinde baslangi¢ basamagi olarak
NADH’ten bir elektron, NADH bagh rediiktaz enzimine ( € tasiyicisi) transfer
edilir. Ikinci basamak olarak bu elektronlar Ag+3 iyonlarina iletilir ve iyonlar

elementel forma (Ag®) AgNP’lerine indirgenirler (Ali ve ark., 2019).

Baz1 bakteriler hiicre ile substrat arasinda elektron tasiyicist olarak gorev yapan
kiiciik, difiize olabilen redoks bilesenlerini {retip salgilarlar ve bu bilesenler
metaloksitleri indirgerler. Elektron tasiyicilari ya da hidrokinonlar gibi indirgeme
ajanlari, iyonlar1 nanopartikiil forma indirgeme yetenegine sahiptirler (Prakash ve

ark., 2010).

DNA, protein kafesi, biyolipid silindirleri, viroid kapsiiller, S-katmanlar1, ¢cok hiicreli
stiper yapilar gibi biyolojik materyaller inorganik NP’lerin sentezinde sablon olarak

kullanilmaktadirlar (Prakash ve ark., 2010; Talebi ve ark., 2010).

2.3. TiO; ve TiO, Nanopartikiilleri

2.3.1. TiO, ve TiO,NP’lerinin ozellikleri

Titanyum dioksit anataz, brokit ve rutil olmak iizere ti¢ formda bulunur (Sharfudeen
ve ark., 2017). TiO,NP'leri sicakliga bagli olarak bu ili¢ forma doniisebilmekte ve
iclerinden anatazin digerlerine gore olaganiistii fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip
oldugu ifade edilmektedir (Abisharani ve ark., 2019). TiO, yar iletken olarak genis
bir bant araliginda elektron iletebilmektedir. Bu 6zelligi dolayisiyla boya ve kuantum
noktalara (quantum dot) duyarli giines pilinde fotoanot olarak kullanilmaktadir
(DSSCs ve QDSSCs). Gergeklestirilen bu uygulama ile azalmakta olan fosil
yakitlarinin yerini alabilacek, kiiresel ihtiya¢ haline gelen, yenilenebilir enerji olarak
giines pillerinin kullanimi siirdiiriilebilir ve verimli bir alternatiftir (Ordenes-

Aenishanslins ve ark., 2014).
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Nano titanyum dioksit, fotokatalist ve UV koruyucu ajan olarak kullanilmasi, toksik
olmamasi, kimyasal olarak stabil, diisitk maliyetli, hidrofobik ve biyouyumlu olmasi
ayrica UV absorbe edebilme kapasitesinden dolay1 dikkat ¢ekicidir (Singh, 2016).
Titanyum dioksitin uygulama alani oldukga genistir: antibakteriyel kaplamalar, kendi
kendini temizleyen yiizeyler, hava ve suyun aritilmasi, organik Kkirliliklerin
fotokatalitik degradasyonu (Li ve ark., 2016), giines pili cihazlarimin iiretimi, gaz
sensorleri, biyomedikal uygulamalar, eczacilik endiistrisi (Annadurai ve ark., 2013),
cilt bakim triinleri, giines kremleri, plastik-boya-kagit iriinlerinde opaklik, dis
macunlarinda, gidalarda renklendirici (Santhoshkumar ve ark., 2014) olarak

kullanim1 bu uygulamalara 6rnektir.

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin UV 1g1masina maruz birakilmasina bagli olarak
reaktif oksijen cisimcikleri iiretimi, 6zellikle hidroksil serbest radikali ve peroksit
olusumu antibakteriyel aktivite agisindan dnemlidir. Yapilan bir ¢calismada yapisina
TiO,NP’leri ilave edilerek polietilen film iretilmis, hidrojen peroksit olusumu

sonucu bakteriler yok edilmistir (Santhoshkumar ve ark., 2014).

2.3.2. TIO,NP iiretimi

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin {iretiminde kimyasal metotlardan farkli olarak
biyolojik yapilarin esas alindigt yontemlerde bitki ekstraktlar1 ya da
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Psidium guajava bitkisinin  yapraklari
toplanarak hazirlanan ekstraktin kullanildig1 bir calismada yapraklarin yapisindaki
alkoller, primer aminler, alifatik aminler ve aromatik bilesenlerin TiO(OH),’yi
indirgeyerek TiO,NP olusumuna sebep oldugu tespit edilmistir (Santhoshkumar ve
ark., 2014).

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin mikrobiyal sentezinde ekstraseliiler oksidaz
enzimlerinin rol aldigi ve NP’lerin hiicre duvarmin yiizeyinde olustugu tespit
edilmistir. Yapilan bir calismada asidik pH’da oksidorediiktaz enzimlerinin
Lactobacillus’un membranina baglandigi ve nano titanyum dioksitin biyosentezinden

sorumlu oldugunu belirlenmistir (Suriyaraj ve Selvakumar, 2014). Lactobacillus’un
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sahip oldugu negatif elektro-kinetik potansiyel, katyonlar1 kolayca ¢ekebilmekte ve
bu durum da biyosentezin temelini olusturmaktadir (Jha ve ark., 2009). Tablo 2.1.’de

¢esitli mikroorganizmalar ile iiretilen TiO,NP’leri ve 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2.1. Bazi bakterilerin TiO,NP’leri iiretimi

. Biiyiikliik(nm)/ Max.
Bakteri Sicaklik(°C) . Sekil Lokasyon Referans
kristal yap1 absorbans
(Jayaseelan
Aeromonas 28-54nm
. 30(°C) . kiire Hiicre dis1 ve ark.,
hydrophila rutil
2013)
. Oda 69-140nm (Sunkar ve
Bacillus cereus kiire Hiicre dis1
sicakligi anataz ark., 2014)
) Oda (Suriyaraj ve
Bacillus
. . . sicaklig1 kiire 610 nm Hiicre dist ~ Selvakumar,
licheniformis anataz
2014)
Oda .
] . 30-40 nm (Singh,
Bacillus subtilis sicakligi kiire 366 nm Hiicre dis1
anataz 2016)
Oda
. 8-35nm (Jha ve ark.,
Lactobacillus sp. sicakligi . kiire Hiicre dist
anataz/rutil 2009)
) ) Cogu (Annadurai
Planomicrobium Oda 100-500 nm ) 400 nm
] diizensiz, ) Hiicre dis1 ve ark.,
sp. sicaklig rutil Rutil
az1 kiire 2013)

Kontamine olmus dondurmadan izole edilen Planomicrobium sp. kullanilarak oda
sicakliginda TiO,NP'leri iretilmistir. SEM goriintiilerinden elde edilen sonuglara
gore NP’ler 100-500 nm arasi boyutlarda, aglomere olmus durumdadirlar ve
diizensiz bir goriiniim sergilemislerdir. Calisma, ayni1 kosullarda Lactobacillus sp. ile

tekrarlanmis ve benzer sonuglar alinmistir (Annadurai ve ark., 2013).
Yapilan bir ¢calismada Bacillus subtilis ile oda sicakliginda, 30-40 nm boyutlarinda,
kiire seklinde TiO;NP’leri iiretilmistir. Nanopartikiillerin antibakteriyel etkisi

Escherichia coli iizerinde test edilmis ve olumlu sonug¢ alinmistir (Singh, 2016).

Ekstremofil bir bakteri olan Bacillus licheniformis'le baslangig maddesi olarak 0,1 M
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titanyum hidroksit [Ti(OH)4] kullanilarak TiO,NP’leri tiretilmistir. Ayrica ortama %
1I’lik Kovaks Oksidaz Ayraci ilave edilmis ve oksidaz enzimine bagli olarak renkte
degisim gerceklesip gerceklesmeyecegi incelenmistir. Inkiibasyonun 6. saatinde renk
doniistimii baglamis ve 24. saatte salgilanan ekstraseliiler oksidaz enzimi maksimuma
ulastiginda ortamda koyu ve keskin mor renk goézlenmistir (Suriyaraj ve
Selvakumar., 2014).

Justicia beddomei bitkisinden dokularinin arasinda barinan endofit bakteri Bacillus
cereus izole edilmis, bulk materyal olarak 0,025 M TiO, kullanilarak TiO,NP’leri
tiretilmistir. Hem bulk TiO;’in, hem de TiO,NP’lerinin normal hiicreler tizerindeki
sitotoksik oOzellikleri incelenmis ve TiO,NP’lerinin daha az toksik oldugu tespit

edilmistir (Sunkar ve ark., 2014).

Aeromonas hydrophila ile baslangi¢ maddesi olarak TiO(OH); kullanilarak 30°C’de
NP iiretilmis ve kuyu difizyon yontemi uygulanarak antibakteriyel etkisi
incelenmistir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler {izerinde bu etki

gozlenmistir (Jayaseelan ve ark., 2013).

2.3.3. Gida endiistrisinde TiO,NP'leri

Titanyum dioksit nanopartikiilleri gida endiistrisinde renklendirici olarak (He ve
Hwang, 2016), iriinlerin kalite ozelliklerini korumak ve raf Omriinii arttirmak
amaciyla ambalaj uygulamalarinda, gidalarin mikroorganizmalara karsi korunmasi

gibi farkli islevlerde kullanilabilmektedirler.

Soyafasulyesi polisakkariti, pektine benzer yapisiyla, suda ¢O6ziinebilen, seffaf,
renksiz ve yenilebilir film iiretiminde kullanilabilecek polimerik polisakkarit
yapisina Ornektir. Fakat bircok biyobozunur polimer gibi yiiksek su-nem
absorbsiyonu ve gaz gegirgenligi ile zayif mekanik dayanimi mevcuttur. Bu
problemleri bertaraf edebilmek igin polimerik yapiya TiO,NP’leri ilave edilmis
boylece ¢ekme kuvveti ve 1s1 direnci gelistirilmis ayrica gaz ve su buhari gegirgenligi

disirilmusttr (Gaidhani ve ark., 2014).
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Titanyum dioksit nanopartikiilleri bakirla zenginlestirilerek atik su uygulamalarinda
kullanilmakta ve goriiniir 151k altinda E.coli ve S. aureus’a kars1 etkili olmaktadir
(King ve ark., 2018). Cig ve tiikketime hazir et iriinlerinde risk olusturan patojen
bakteriler Salmonella typhimurium ve Listeria monocytogenes’i inaktif etmek ve gida
giivenligini saglamak igin TiO,NP’lerinin ilavesiyle polimer bazli nanokompozit
materyal iretilmis ve ambalaj malzemesi olarak kullamilmistir. Long ve
arkadaglarinin (2014) yaptiklar1 ¢alismada nano titanyum dioksitin fotokatalitik
ozelligi sayesinde hem Gram pozitif, hem de Gram negatif bakterilere karsi etkili

oldugu tespit edilmistir (Zhu ve ark., 2018).

2.4. Acinetobacter Cinsi Bakteriler

2.4.1. Acinetobacter cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Acinetobacter ilk defa 1911 yilinda Beijerinck tarafindan Micrococcus calco-acetius
olarak tanimlanmistir. Acinetobacter ismi ise ‘hareket edemeyen’ anlamina gelen
Yunanca ‘akinetos’ kelimesinden tiiretilmistir. Giintimiizde Acinetobacter cinsi
Moraxellaceae familyasi dahilinde siniflandiriimaktadir ve Gram negatif, kokobasil,
hareketsiz bakterilerden olusmaktadir. Acinetobacter’ler aerobik, katalaz-pozitif,
indol-negatif, oksidaz negatif, fermantatif olmayan, 0,9-1,6 um ¢apinda, 1,5-2,5 um
uzunlugunda ¢ubuk goriintimiinde, genelde ¢iftler halinde ya da uzun zincir seklinde
bakterilerdir (Manchanda., 2010). Toprakta, suda, ¢evrede ¢ok¢a bulunduklar1 gibi
laboratuvar ortaminda da gelisebilirler. Farkli sicakliklarda ve pH'da canli kalabilir,

cesitli enerji ve karbon kaynaklarini kullanabilirler (Neethu ve ark., 2018).

Acinetobacter cinsi bakteriler hastanelerin 6zellikle yogun bakim iinitelerinde ve
diger birimlerinde bulunan, ciddi infeksiyonlara sebep olan firsat¢i patojenlerdir. Bu
anlamda Acinetobacter baumannii hastane kaynakli infeksiyonlarin bas aktoriidiir.
Izole edilen diger tiirler ise A. johnsonii, A. lwoffii, A. radioresistens, A.
haemolyticus, genomik tiir 6 ve 3’tiir. Bunlardan A. johnsonii, A. radioresistens ve A.
Iwoffii dogal olarak insan derisinde bulunur. Isimlendirilen baz1 genomik tiirler:

Genomik tiir (DNA) 1: A. calcoaceticus
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Genomik tiir (DNA) 2: A. baumannii
Genomik tiir (DNA) 4: A. haemoyticus
Genomik tiir (DNA) 5: A. junii

Genomik tiir (DNA) 7: A. johnsonii
Genomik tiir (DNA) 8: A. lwoffii
Genomik tiir (DNA) 12: A. radioresistens

Diger tiirlerin birgogu isimlendirilmemistir.

Acinetobacter’lerin ayni zamanda karbonhidratlari ayristirma yeteneklerine gore
sakkarolitik ve sakkarolitik olmayan olarak da ayirimi yapilmistir. Ornegin A. lwoffi
ve A. johnsonii sakkarolitik degildirler. Fakat 4. johnsonii’yi diger tiirlerden ayiran
ozelligi 37°C’de iireyememesidir. Acinetobacter tiirlerinin kuru ve cansiz yiizeylerde
yasayabilme siireleri 3 giin ile 5 ay arasinda degismektedir. Bu durum salgin

hastaliklarin olugsmasina neden olmaktadir (Caliskan, 2008).

2.4.2. Acinetobacter cinsi bakterilerle nanopartikiil iiretimi

Literatiirde Acinetobacter cinsi mikroorganizmalarla TiO,NP iiretimi ¢alismalarina
rastlanmamistir. Bununla birlikte glimiis, altin selenyum ve platin NP'lerinin
tiretildigi bir takim ¢alismalar mevcuttur. Acinetobacter baumannii ile nanogiimiis
partikiilleri sentezlemek amaciyla yapilan bir calismada bakteriyal enzim ve
metabolitler sayesinde giimiis iyonlar1 hizli bir sekilde elementel forma
doniistirilmiis ve elde edilen AgNP’lerinin kendi karakteristik biiytiklik, sekil ve
morfolojisinde oldugu tespit edilmistir (Shaker and Shaaban, 2017).

Wadhwani ve arkadaglarinin gergeklestirdikleri ve literatiirde bir ilk olan ¢alismada
Acinetobacter sp. SW30’un hiicresel siispansiyonundan, kromatografik yontemlerle
lignin peroksidaz enzimi saflastirilmig, sonrasinda altin ve selenyum nanopartikiilleri
sentezlemek iizere kullamlmigtir. Optimum iiretim kosullar1 pH 2 ve 40°C olarak
belirlenmis, sentezlenen AuNP’lerinin (10+2 nm) kristalin yapida ve kiire seklinde,
SeNP’lerinin (100+10 nm) ise amorf yapida oldugu tespit edilmistir (Wadhwani ve
ark., 2018a). Baska bir calismada Acinetobacter calcoaceticus kullanilarak 30°C’de,
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pH 7°’de, 72 saat inkiibasyon sonucu PtNP’leri sentezlenmistir (Gaidhani ve ark.,
2014).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Gida Biyoteknolojisi Laboratuvar
kiiltiir koleksiyonunda bulunan, 6nceki ¢alismalarda kullanilmak iizere izole edilmis,
Cu ve Zn metallerine diren¢ kazandirilmis 32 adet Bacillus izolati bu g¢alisma
kapsaminda da kullanilmistir. Bu 6rneklere ilave olarak Sakarya ili Maden Deresi ve
Konya Seydisehir civarindan aliman 9 toprak orneginden de 27 izolasyon
gerceklestirilmis ve toplamda 59 izolat {izerinde c¢ahisilmistir. izolatlar ve elde

edildigi kaynaklar Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Acinetobacter ve Bacillus cinsi izolatlarin elde edildikleri kaynaklar

Izolatlar Elde edildigi kaynak
Acinetobacter sp. MDA 1 Maden deresi bolgesi toprak ornegi
Bacillus sp. AKS Konya Seydisehir bolgesi toprak drnegi
Bacillus sp. BAST 2 Ev yapimu salatalik tursusu
Bacillus sp. BAT 3 Toprak 6rnegi

Bacillus sp. BMZE 4, 2 Ev yapimu sofralik zeytin

Bacillus sp. EBTA 1, 2,3,4,5,6,7,8 Toprak 6rnegi

Bacillus sp. EKS 4 Toprak ornegi

Bacillus sp. EKT 1, 4 Sanayi bolgesi toprak drnegi
Bacillus sp. GIT 2 Toprak érnegi

Bacillus sp. HAT 1, 2 Toprak ornegi

Bacillus sp. MDB 1, 2, Maden deresi bolgesi toprak 6rnegi
Bacillus sp. MDC 1, 2, Maden deresi bolgesi toprak 6rnegi
Bacillus sp. MDD 1, 2, 3, 4, Maden deresi bolgesi toprak 6rnegi

Bacillus sp. MDF 1, 2, 3, 4 Maden deresi bolgesi toprak 6rnegi
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Tablo 3.1. (Devamu)

Izolatlar

Bacillus sp. MDG 1, 2, 3

Bacillus sp. MDH 1, 2, 3, 4,

Bacillus sp. MDi 1,2, 3,4, 5,6

Bacillus sp. SBT 1, 3,4,5,67,8,9, 10, 12
Bacillus sp. ZBP 4

Bacillus sp. ZGT 1,5, 9

Elde edildigi kaynak

Maden deresi bolgesi toprak 6rnegi
Maden deresi bolgesi toprak 6rnegi
Maden deresi bolgesi toprak 6rnegi
Toprak 6rnegi

Patates tarlasindan toprak 6rnegi

Toprak 6rnegi

Elde edilen NP’lerin antibakteriyel etkisini test etmek i¢in kullanilan Bacillus cereus
(B. Cereus), Eschericia coli O157:H7 (E. coli O157:H7), E. coli tip-1, Listeria
monocytogenes (L. monocytogenes), Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium),

Staphylococcus aureus (S. aureus) Dog. Dr. Serap Cosansu Akdemir (Sakarya

Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii)’den, antifungal duyarhilik testi igin

kullanilan Candida albicans (C. albicans) ise Dog¢. Dr. Giilnur Arabaci (Sakarya

Universitesi Kimya Béliimii)’dan temin edilmistir.

3.1.2. Arag-gerecler

Yapilan caligmada 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

Calkalamal1 inkiibator
UV-VIS spektrofotometre
Vorteks

Masaiistii santrifiij
Otomatik pipet serisi
Otoklav

Isiticili 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 UVmini-1240
VELP Scientifica ZX3
Hettich Universal 320 R
Hamilton

WiseClave WAC-80

IKA C-MAG HS 7

Niive ND8

NUVE DF 590
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3.1.3. Besiyerleri

Kullanilan besiyerleri ve hazirlanma sekilleri asagida belirtilmistir.

Nutrient Broth (NB): Mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve devaminda nanopartikiil
tiretimi i¢in kullanilmistir. Dehidre formda NB’dan (Merck, Darmstadt, Almanya) 8
g tartilarak 1000 mL damitik su igerisinde manyetik Kkaristiric1 iizerinde
¢oziindiiriilmiis, ardindan otoklavda, 121°C’de, 15 dakika sterilizasyonu

gerceklestirilmistir.

Nutrient Agar (NA): Mikroorganizmalarin aktiflestirilmesinde ve izolasyonunda
kullanilmistir. NA, izolasyon sirasinda koloni olusumu ve uygun koloni se¢imi i¢in
onemlidir. Dehidre formdaki NA’dan ( Merck, Darmstadt, Almanya) 20 g tartilarak
1000 mL damitik su igerisinde, manyetik karistirict tiizerinde kaynatilarak
¢oziindiiriilmiis ve sonrasinda otoklavda, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
Sterilizasyon islemi sonlaninca, 45-50°C’ye 1sitilmis su banyosuna konulmus,
besiyerinin sicakligir su banyosunun sicaklik degerine diisiince steril petri kaplarina

15-20 mL kadar dagitilarak sogumasi ve katilagsmasi saglanmistir.

Tryptic Soy Broth (TSB): Antimikrobiyel aktivite testi i¢in gerekli olan TSB,
mikroorganizmalarin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir. Dehidre formdaki TSB’dan
(Merck, Darmstadt, Almanya) 30 g tartilarak 1000 mL damitik su icerisinde
¢cOziindiiriildiikten sonra 9’ar mL olacak sekilde deney tiiplerine aktarilmis ve

121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

Tryptic Soy Agar (TSA): Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilmistir. 40 g
dehidre formdaki TSA’dan (Merck, Darmstadt, Almanya) tartilarak damitik su
icerisinde, manyetik karistirici iizerinde kaynatilarak ¢oziindiiriilmiis ve sonrasinda
121°C°de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi sonlaninca, 45-50°C’ye
isitilmig su banyosuna konulmus, besiyerinin sicakligi su banyosunun sicakligina
diisiince steril petri kaplarina 15-20 mL kadar dagitilarak sogumasi ve katilagmasi

saglanmistir.
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Titanyum dioksit (TiO,) katkili Nutrient Agar: Bacillus ve Acinetobacter cinsi
mikroorganizmalarin titanyum dioksit nanopartikiillerini {iretme yeteneginde olan
suglarini izole etmek i¢in kullanilmistir. Dehidre formdaki NA’dan 10 g, TiO,’den
0,04 g (1mM) tartilarak 500 mL damitik su igerisinde, manyetik karistirici tizerinde
kaynatilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Coziinme sonrast 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Sterilizasyon islemi sonlaninca, 45-50°C’ye 1sitilmis su banyosuna
konulmus, besiyerinin sicakligi banyosunun sicakligina diistince steril petri kaplarina

15-20 mL kadar dagitilarak sogumasi ve katilagmasi saglanmistir.

Yeast Ekstrakt Pepton Glukoz (YPG) Broth: Antifungal aktivitenin tayini igin
Candida albicans’in gelistirilmesinde kullanilmistir. 10 g maya ekstrakti, 20 g
glukoz, 20 g pepton (dehidre formda)’un tamami 1000 mL damitik su igerisinde
¢oziindiiriilmiis, ardindan 121°C’de 15 dakika sterilizasyon uygulandiktan sonra

kullanilmastir.

Yeast Ekstrakt Pepton Glukoz (YPG) Agar: Antifungal aktivite tayininde
kullanilmistir. 20 g glukoz (Merck, Darmstadt, Almanya), dehidre formda 20 g et
peptonu (Merck, Darmstadt, Almanya), 10 g agar agar (Merck, Darmstadt,
Almanya), 10 g yeast ekstrakt (Merck, Darmstadt, Almanya)’nin tamami1 1000 mL
damitik su icinde kaynatilarak ¢oziindiiriilmiis, 121°C’de 15 dakika sterilizasyon
gergeklestirilmistir. Ardindan su banyosunda 45-50°C’ye sogutularak steril petrilere
yaklasik 15-20 mL hacimde paylastirilmis ve sogumaya/katilasmaya birakilmistir.

3.1.4. Kimyasallar ve cozeltiler
Kullanilan kimyasallar ve kullanim amaclar1 asagida belirtilmistir.
50 mM TiO; ¢ozeltisi: Titanyum dioksit nanopartikiillerinin iiretiminde

kullanilmistir. 4 g TiO; (Tekkim Kimya San. Ltd. Sti., Bursa/Tiirkiye) tartilarak 1000

mL’lik balon joje igerisine konmus ve damitik su ile ¢izgisine tamamlanmustir.
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2 N NaOH: pH ayarlanmasinda kullanilmistir. 8 g NaOH (Merck, Almanya)

tartilarak damitik su ile 100 mL'ye tamamlanmuistir.

2 N HCI: pH ayarlamada kullanilmistir. Yogunlugu 1,18 g/cm3 olan %37’1lik
HCl’den (Sigma-Algrich, Steinheim, Almanya) 16,7 mL alinmis ve damitik su ile

100 mL’ye tamamlanmuistir.

0,15 mM DPPH cozeltisi: Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilmustir.
1,47 mg DPPH (Sigma-Aldrich, Amerika) tartilarak 25 mL’lik balon jojeye
aktartlmis ve balon joje metanol ile (Merck, Almanya) c¢izgisine kadar

tamamlanmustir.

% 0,85’lik FTS ¢ozeltisi: Mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilmigtir. 1000

mL damitik su igerisinde 8,5 g NaCl ¢oziindiiriilerek hazirlanmaistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve muhafazasi

Sakarya ili Maden Deresi ve Konya Seydisehir bolgesinden alinan toprak
orneklerinden Bacillus ve Acinetobacter cinsi mikroorganizmalarin izolasyonu
yapilmistir. Izolasyon igin 9 toprak Orneginden 5’er g tartilarak Onceden steril
edilmis 45 mL fizyolojik tuzlu su (FTS) igeren Erlenmayerler icerisinde karistirilip
siispanse edilmistir. Siispansiyonlar 80°C’deki su banyosunda 15 dakika
bekletilmistir (Santana ve ark., 2008). Su banyosundan c¢ikarilip sogutulan
orneklerden 1’er mL alinarak 9 mL steril FTS igeren deney tiiplerine aktarilarak seri
diliisyonlar hazirlanmis ve her diliisyondan 100 pL alinarak hem NA’a hem de Ti
katkii NA’a yayma yontemiyle ayr1 ayr1 ekim yapilarak 33°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon tamamlaninca yeterli gelisme gériilen
petrilerden uygun goriilen koloniler secilerek 6zdes yeni petrilere ¢izgi ekimle
ekilmis ve tekrar 33°C’de 24 saat inkiibasyona brrakilmistir. Aym sekilde birbiri

ardinca 5 kez ekim yapilmig ve bu islemlerle karigik floradan tek koloni elde
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edilmesi ve elde edilen bu koloninin gelistirilmesi hedeflenmistir. Besiyerinde
gelisen kolonilerden segilen izolatlar 6ze kullanilarak alinip 5 mL NB igeren deney
tiiplerine aktarilarak calkalamali inkiibatorde 33°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis
ve sivi besiyerinde gelismis olan kiiltiirler %50 gliserol (Merck, Darmstadt,
Almanya) igeren Eppendorf tiiplerine aktarildiktan sonra -65°C’de dondurularak

muhafaza edilmistir.

3.2.2. Mikroorganizmalardan TiO,;NP’lerini iiretme yeteneginde olanlarin

secimi

Titanyum dioksit nanopartikiillerini iiretme yeteneginde olan mikroorganizmalari
belirleyebilmek igin ilk olarak 1 mM TiO, katkili NA besiyeri hazirlanmig, kiiltiir
koleksiyonundaki Bacillus ve Acinetobacter cinsine ait bakteriler bu besiyerine
cizme yontemi ile ekilmis ve 33°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Katkili
besiyerinde gelisebilen bakterilerin  TiOy’e kars1 direng  gosterebildikleri

diistiniilmistiir.

Titanyum dioksite direng gosterdigi tespit edilen mikroorganizmalarin bu strese
dayanimlarimi arttirmak i¢in ayni kosullarda (besiyeri, ekim yontemi, inkiibasyon
kosullar1) ekim islemi bes kez tekrarlanmistir. Gelisen mikroorganizmalarin NB’ta
inkiibasyonu sonrasinda %350 gliserol i¢eren Eppendorf tiiplerine aktarilmasi ve

-65°C’de muhafazasi gerceklestirilmistir.

3.2.3. TiO,NP iiretimi

Yapilan 6n caligmalar sonucunda kullanilan izolatlarin ¢ogu TiO, katkili besiyerinde
gelisme gosterdigi igin tiim bakterilerle NB’ta nanopartikiil tiretimi yapilarak en iyi
liretici sus secilmistir. Bunun icin, izolatlar, NA besiyerine slirme yoOntemiyle
ekilmis, 33°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve gelisme gdsteren kolonilerden oze ile
almarak 30 mL NB iceren 100 mL’lik erlenlere aktariimistir. Erlenler 33°C’deki
calkalamali inkiibatérde 24 saat, 120 rpm calkalanarak inkiibe edilmis ve ardindan

4°C°de 9000 devir/dk olacak sekilde 15 dakika santrifiij edilerek mikrobiyal pelet
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¢oktiiriilmiistiir (Akcay, 2017). Ustteki sivi kisim (siipernatant) 100 mL’lik steril
erlenlere aktarilarak {izerine 6nceden hazirlanan 50 mM’lik TiO; ¢ozeltisinden son
konsantrasyon 2,16 mM olacak sekilde ilave edilmistir. pH’da herhangi bir ayarlama
yapilmamis, Orneklerin kendi pH’sindaki durum (degisim olup olmadigi)
gbzlenmistir. Kontrol olarak 100 mL’lik erlene 30 mL damitik su konmus, iizerine
orneklerle es miktarda olacak sekilde TiO- ilave edilmistir. Ornekler ve kontrol
oncelikle ¢alkalamali su banyosunda (60°C; 30dk) bekletilmis, ardindan 33°C’de 120
rpm calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir (Yurtluk, 2018). Inkiibasyonun 48. ve
144. saatlerinde spektrofotometrik analiz yapilmistir. Analiz 6ncesinde 6rnekler 1/5
oraninda seyreltilmis ve UV-VIS spektrofotometrede 200-900 nm dalga boyu
araliginda spektrum taramasi yapilmigtir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
Sakarya ili Maden Deresi mevkiinden alinan toprak Orneklerinden izole edilen
Acinetobacter sp.MDAL bakterisinin TiO;NP {iiretimi i¢in uygun olduguna karar

verilmistir.

3.2.4. TiIO,NP’lerinin biyosentez kosullarinin optimizasyonu

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin biyosentezinde ortam pH’s1, TiO, ¢ozeltisinin
konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve sicaklik parametrelerinin optimizasyonu
yapilarak en verimli iiretim kosullart tespit edilmistir. Uygulamalarin tiimiinde {ig

paralelli ¢aligma gergeklestirilmistir.

3.2.4.1. NP'lerin biyosentezine TiO, konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi

Titanyum dioksit nanopartikiilleri iiretiminde ideal konsantrasyon degerinin
belirlenmesi amaciyla onceden hazirlanmis 50 mM’lik TiO; ¢ozeltisinden, Boliim
3.2.2.3’de belirtildigi sekilde elde edilen silipernatanta 2,25; 4,5; 9,0; 12,0 mL
eklenmis ve son konsantrasyon sirasiyla 3,75; 7,5; 15,0; 20,0 mM olarak elde
edilmistir. Calkalamali inkiibatorde (120 rpm) 33°C°de 144 saat inkiibasyon sonunda
ornekler damitik su ile 1/5 oraninda seyreltilmis ve UV-VIS spektrofotometrede 341

nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir.
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3.2.4.2. TIO;NP'lerinin biyosentezine pH’nin etkisinin belirlenmesi

Hazirlanan 50 mM’lik TiO; ¢6zeltisinden siipernatanta 11,53 mM ilave edilmis, 2 N
HCI veya 2 N NaOH ile pH degerleri sirasiyla 6, 7, 8, 9 ve 10’a ayarlanmistir.
Inkiibasyon, calkalamali inkiibatorde 33°C’de, 120 rpm’de, 144 saat devam etmistir.
Inkiibasyon sonunda alan 6rnekler damitik su ile 1/5 oraninda seyreltilerek UV-
VIS spektrofotometrede 341 nm dalga boyunda absorbans Ol¢limii yapilmstir.
Absorbans degerinin en yiiksek okundugu 6rnege ait pH degeri optimum pH olarak

belirlenmistir.

3.2.4.3. TIO;NP'lerinin biyosentezine sicakhi@in etkisinin belirlenmesi

Optimum konsantrasyon ve pH degerinde hazirlanmis Ornekler c¢alkalamali
inkiibatorde (120 rpm) 30°C, 33°C, 37°C ve 40°C olmak iizere dort farkli sicaklikta
inkiibe edilmistir. Alinan 6rnekler damitik su kullanilarak 1/5 oraninda seyreltilmis,
UV-VIS spektrofotometrede 341 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.
Absorbans degerinin en yiiksek oldugu drnege ait sicaklik degeri optimum sicaklik

olarak belirlenmistir.

3.2.4.4.TiO,NP'lerinin biyosentezine inkiibasyon siiresinin etkisinin belirlenmesi

Titanyum dioksit nanopartikiil iiretiminin inkiibasyon siiresinden nasil etkiledigini
belirlemek amaciyla 6rnekler ideal oldugu diisiiniilen kosularda 144 saat inkiibe
edilmis, ilk 5 saat boyunca her saatte bir, daha sonra da 24 saat aralikla 1'er mL
ornek alinarak damitik su ile 5 mL’ye tamamlanmis ve UV-VIS spektrofotometrede

341 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii yapilmistir.
3.2.5. TiO;NP’lerinin optimum kosullarda iiretimi ve saflastiriimasi
Titanyum dioksit nanopartikiillerinin optimum kosullarda iiretilip saflastirilmasinin

ardindan karakterizasyonu yapilabilmekte ve yapisi, boyutlar1 gibi bir takim

ozellikleri belirlenebilmektedir. Saflastirma islemi i¢in tiiretilen NP’ler santrifiij
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tiipiine aktarilmis ve 4°C’de 9000 devir/dk’da, 15 dakika siiresince santrifiij islemi
gerceklestirilmis, islem tamamlaninca iist kismi olusturan siipernatant dokiilmiis ve
dokiilen siipernatanta es miktarda damitik su dibe ¢oken NP’lerin iizerine ilave
edilmistir. Sonrasinda Vortekslenip santrifiij edilmis (9000 devir/dk, 4°C, 12 dakika)
ve bu yikama islemi ili¢ kez tekrarlanmistir. Yikamadan sonra TiO,;NP’leri

inkiibatérde 33°C’de kurutulmustur.

3.3. Analizler

3.3.1. Acinetobacter sp. MDAT1 izolatinin tanimlanmasi

MDAI1 izolatinin morfolojik ve bazi biyokimyasal 6zelliklerini belirlemek icin
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de agiklandigi sekilde Gram boyama ve
Spor boyama yapilarak hiicreler 151k mikroskobunda incelenmistir (Holt ve ark.
1994). Bakterinin molekiiler tanimlanmasinda 16S rDNA dizi analizinden
yararlanilmistir. DNA izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve dizi analizi
Sentegen Biyoteknoloji (Ankara, Tiirkiye) firmasinda yapilmistir. 16S rDNA geninin
PCR’da cogaltilmasinda iiniversal primer (Forward 5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3°) kullanilmistir. PCR ile ¢ogaltilan iirlinlin dizi
analizi Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) ile yapilmistir. Yapilan
calismada MDA1 izolatinin genomunun 16S rDNA gen boélgesinden 921 adet baz
dizisi belirlenmistir. Elde edilen DNA dizisi Genbank veritabaninda bulunan biitiin
DNA dizileri ile Blastn programi yardim ile karsilastirilmis ve kendisine en yakin

olan mikroorganizmalar ile filogenetik dendogrami olusturulmustur (Liu ve ark.,
2015; URL-2, 2019).
3.3.2. TiO;NP’lerinin karakterizasyonu

3.3.2.1. Enerji dagilimh X-151m spektroskopi analizi

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin enerji dagilimhi X-151mm1 spektroskopi (EDX)

analizi Sakarya Universitesi Arastirma-Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi
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(SARGEM) laboratuvarinda yaptirilmis, analizde EDX spektrometresi (EDAX,
Octane Plus) kullanilmistir. TiO,NP’leri boliim 3.2.4°te anlatildig: sekilde saf halde

elde edilmis ve 15,00 kV’ta elementel diizeyde tanimlanmustir.

3.3.2.2. Alan emisyonlu taramal elektron mikroskobu analizi

Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (Field Emission Scanning Electron
Microscopy; FESEM) kullanilarak yapilan goriintiilemede TiO,NP’lerinin sekil ve
biiyiikliikleri belirlenmistir. Analiz icin Sakarya Universitesi Arastirma-Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi (SARGEM) laboratuvarinda bulunan FESEM (FEI
Quanta, FEG 450) cihazi kullanilmis, Bolim 3.2.4’de anlatildigi sekilde elde edilen
TiO,NP’leri 15,00 kV’ta, 50.000 kat biiyiime oraninda gériintiilenmistir.

3.3.2.3. X-1s1m1 Kirininm analizi

X-1gtm1 kirmimi  analizi (XRD) Sakarya Universitesi Metalurji ve Malzeme
Miihendisligi Boliimii laboratuvarinda yaptirilmis, analizde X-1s1n1 difraktometresi
(Rigaku, SA-HF3 D/max-2200/PC) kullanilmigtir. Bu analiz, NP’lerin kristal
yapisinin belirlenmesi amaciyla, bolim 3.2.4’te agiklandigi sekilde saf olarak elde
edilen TiO,NP’leri ile gerceklestirilmistir. Olgiimler 20 temelinde ve Cu anotu
kullanilarak (40 kV, 30mA) Ka 1isimmminda (A= 1,5405 A) yapilmistir. X-1sinlarinin
gelis acis1 10-90° arasinda degismekle birlikte dakikada 3° artmustir.

X-1511 kirmimi analizi, kompleks, mikrofaz ve tek faz materyallerin mikroyapisinin
karakterize edilmesinde biiyiikk Oneme sahiptir (Sharfudeen ve ark., 2017).
Sentezlenen NP’lerin kristal yapisini tespit etmek i¢in kullanilir (Annadurai ve ark.,
2013). XRD ile yapidaki kimyasal baglar, atomlarin ii¢ boyutlu koordinasyonlari,
elektron yogunluk degeri gibi veriler ve molekiiller arasindaki etkilesim hakkinda
bilgi sahibi olmak miimkiindiir. Bu yontemle ayrica 6rnegin yapisi, hangi fazda
oldugu, partikiil biiyiikliigii belirlenebilmektedir. Elde edilen en giiclii kirmim piki
kullanilarak nanomateryalin partikiil biiyiikligii Scherrer Esitligi (Denklem 3.1.)
kullanarak hesaplanabilmektedir (Vishnu Kirthi ve ark., 2011; Sunkar ve ark., 2014).
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_ kA
- B cosB

(3.1)

d= nanopartikiiliin ortalama c¢ap biiytkligi,
k = 0,89 sabiti

A= Xsmlarimin dalga boyu

[ = yar1t max. yiikseklik ¢izgisinin genisligi

6 = kirinim agis1

3.3.3. TiO,NP’lerinin antimikrobiyel etkisinin belirlenmesi

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin bakteriler {izerindeki antimikrobiyal etkisini
belirlemek amaciyla disk diflizyon yontemi kullanilmistir (Subhapriya ve
Gomathipriya, 2018). -65°C'de, %50 gliserol igerisinde stoklanan Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli’
nin aktiflestirilme islemi gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in patojenlerden 6ze ucu ile
aliarak icerisinde 9 mL TSB bulunan ve Onceden steril edilmis deney tiiplerine
aktarilmistir. L. monocytogenes 30°C’de, diger patojenler ise 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmis ve inkiibasyon sonunda aktiflesen orneklerden 100 pL hacminde alinarak
TSA besiyerine yayilmistir. Yayma isleminin ardindan besiyerinin {izerine sterilize
edilmis diskler yerlestirilmis ve her bir diskin iizerine de 6nceden pH 9’da iiretilip
saflastirilmis TiO,NP’lerinden 10 pL konulmustur. 24 saat inkiibasyonun ardindan

disklerin etrafinda zon olusumu incelenmistir.

3.3.4. TiO,NP’lerinin anti-Candida aktivitesinin belirlenmesi

Titanyum dioksit nanopartikillerinin Candida albicans iizerindeki antifungal
etkisinin belirlenmesi amaciyla disk difiizyon yontemi kullanilmistir. -65°C'de, %50
gliserol igerisinde stoklanan C. albicans’in aktiflestirilme islemi gergeklestirilmistir.
Bu islem i¢cin mayadan 6ze ucu ile alinarak icerisinde 9 mL YPG sivi besiyeri
bulunan ve onceden sterilize edilmis deney tiipline aktarilmistir. 30°C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda aktiflesen 6rnekten 100 pnL hacminde alinarak YPG agar iceren

petriye yayilmistir. Yayma isleminin ardindan besiyerinin tizerine ¢apt 6 mm olan
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steril diskler yerlestirilmis ve her bir diskin iizerine de 6nceden iiretilip saflastirilmig
TiO,NP’lerinden 20 pL inokiile edilmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan

disklerin etrafinda zon olusumu incelenmistir.

3.3.5. TiO,NP’lerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla
DPPH (a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyl) radikalini indirgeme yontemi uygulanmuistir.
Bu yontem, DPPH’in antioksidan tarafindan yakalanmasi temeline dayanir ve ortam
antioksidanlarinin DPPH radikalini indirgeme yetenegini Olger. Bu indirgeme
reaksiyonunda mor renkli DPPH metanol ¢ozeltisinin rengi sariya donmektedir
(Forootanfar ve ark., 2014). Analizin yapilisinda farkli konsantrasyonlarda (53,125-
106,250- 212,500 mg/ml) TiO,NP’leri hazirlanarak her birinden 1 mL alinmis ve
tizerlerine metanolle hazirlanmis 0,15 mM konsantrasyondaki DPPH c¢ozeltisinden
1’er mL ilave edilmistir. 3’er mL metanol de eklendikten sonra numuneler yarim saat
oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda saf metanole karsi
stfirlanmig UV-VIS spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans olgiimii
gerceklestirilmistir. Kontrol 6rnegi olarak TiO,NP’lerinin yerine es miktarda damitik
su ilave edilmistir. Yiizde giderim oran1 (Denklem 3.2.) asagidaki formiil yardimiyla

hesaplanmuistir.

DPPH radikalinin giderim orani (%): [1 - [AaA_CAb” %100 (3.2)

Aa: DPPH ¢ozeltisi eklenmis 6rnegin absorbansi,
Ab: DPPH cozeltisi eklenmemis 6rnegin absorbansi,
Ac: Kontrol ¢ozeltisinin absorbansi,

olarak ifade edilmektedir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. TiO,NP Uretimi
4.1.1. TiO7’e direncli mikroorganizmalarin tespiti

Nanopartikiil iiretim caligmalarina baslamadan 6nce Sakarya Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii Gida Biyoteknolojisi Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda
bulunan ve daha onceki ¢alismalarda farkli metallere direngli oldugu tespit edilen
mikroorganizmalarin TiO;’ye karsti da direng gosterip gostermeyecekleri test
edilmistir. Bu amagla stok gliserol ¢ozeltisinde muhafaza edilen 32 izolat 6ncelikle
NA’da ve ardindan 4,3 mM TiO; ilave edilmis NB’da gelistirilmistir. 32 adet bakteri
orneginin 2’si hari¢ (Bacillus sp. SBT5 ve Bacillus sp. ZGT1), 30'unun TiO;’ye

direng gosterdikleri tespit edilmistir.

Kiiltiir koleksiyonunda bulunan izolatlara ilave olarak Sakarya ili Maden Deresi ve
Konya Seydisehir bolgelerinden temin edilen 9 toprak oOrneginden toplam 27
izolasyon yapilmistir. Izole edilen bakteriler 1 mM TiO, katkih NA’da ¢izme
yontemiyle ekilerek gelistirilmis ve bakterilerin direng kazanmasi i¢in ekim iglemi 5
kez tekrarlanmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). MDG1 izolat1 hari¢ diger izolatlarda
gelisme gbzlenmis, bu drneklerin inkiibasyonu 4,3 mM TiO; ilave edilmis NB’da 24
saat devam ettirilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda MDI6’da gelisme

olmadig tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. TiO, katkili NA’da inkiibe edilen drnekler

Mikroorganizmalarin ¢ogu TiO, katkili nutrient agarda gelisme gosterdiginden
nanopartikiil treticisi izolatin belirlenmesi i¢in mikroorganizmalar nutrient broth
icerisinde gelistirildikten sonra santrifiij yardimiyla elde edilen hiicresiz sivida
nanopartikiil {retimi gergeklestirilmis ve tretim UV-VIS spektrofotometre ile
spektrum taramasi yapilarak ylizey plazmon rezonansi olusumu kontrol edilmistir.
Yiizey plazmon rezonanst (YPR), metal nanopartikiillerin karakteristik bir
ozelligidir. Nanopartikiillere elektromanyetik 11k uygulandiginda spesifik bir dalga
boyunda partikiiliin i¢ kisminda elektronlar uyarilarak nanopartikiiliin dis yiizeyinde
saliirlar. Bu durumda i¢ kistmda protonlar fazla olacag: i¢in iki kutuplu (dipol) bir
yap1 olusur. Yiizey plazmon rezonansi olarak bilinen bu olayda, ylizeyde salinan
elektronlar, salinima neden olan dalga boyundaki 15181 absorbe eder. Absorbe edilen
15181 miktart nanopartikiilin miktar1 ile orantilidir (Garcia, 2011). Yapilan bu
calisma sonunda MDA1 susunun 341 nm dalga boyunda YPR’na sahip oldugu

anlasilmis ve bu mikroorganizma ile ¢alismaya devam edilmistir.

Sekil 4.2. Acinetobacter sp. MDA izolatinin farkli besiyerlerindeki gelisimi a) Katkisiz NA’da; b) TiO, katkilt
NA'da
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4.1.2. TiO,NP'lerinin biyosentezi icin yapilan 6n calismalar

Acinetobacter sp. MDA izolat1 ile TiO,NP {iretiminin optimizasyon calismalari
oncesinde Boliim 3.2.3’de aciklandigi sekilde 6n hazirlik yapilmistir. Acinetobacter
sp. MDA, NB'da gelistirilmis, hiicresiz sivi kisim alinarak TiO; eklenmis, 144 saat
inkiibasyon sonunda UV-VIS spektrofotometrede 200-900 nm dalga boyunda
spektrum taramasi yapilmigtir. TiO,NP biyosentezinin asamalarina ait fotograflar

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.

Sekil 4.4 a) Calkalamali su banyosundan (60°C; 30dk) ¢ikarilan 6rnekler; b) 144 sa inkiibasyon sonrasi drnekler

Spektrum taramasi sonucu 341 nm dalga boyunda TiO,NP’lerinin yiizey plazmon

rezonansina karsilik gelen absorbsiyon piki verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.5.).
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1/10 seyreltilmis MDA

Sekil 4.5. 144 sa inkiibasyon sonunda 341 nm dalga boyunda elde edilen spektrum

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin {iretimi i¢in yapilan ¢aligmalar incelendiginde,
biyosentezi gergeklestiren mikroorganizma ve baslangi¢c maddelerine bagli olarak
yiizey plazmon rezonansindan kaynaklanan absorbsiyon pikinin farkli dalga boyunda
olusabilecegi goriilmiistiir. Prachi’nin 2016°da yaptig1 ¢alismada Bacillus subtilis’in
0,025 M TiO(OH), baslangic maddesi ile gergeklestirdigi biyosentezde NP’lerin
spektrum okumast 366 nm’de gerceklestirilmistir (Singh, 2016). Aym
mikroorganizma ve ayni baslangic malzemesi ile Kirthi ve arkadaslarinin (2011)
yaptigi calismada da 366 nm’de spektrum okumasi yapilmig (Vishnu Kirthi ve ark.,
2011) fakat oncii madde olarak potasyum hekzaflorotitanat (K,TiFg) kullanan
Dhandapani ve arkadaglarmin (2012) Bacillus subtilis ile yaptig1 ¢alismada
absorbans piki 379 nm’de tespit edilmistir.

Acinetobacter ile AgNOj3 kullanilarak AgNP iiretilmis ve 390 nm’de yiizey plazmon
rezonansina bagli absorbsiyon piki elde edilmistir (Shaker ve Shaaban, 2017). inci
darisindan izole edilen Acinetobacter calcoaceticus ile yapilan iki farkli ¢alismadan
birincisinde oncii madde olarak hekzakloroplatinik asit (H2PtClg) kullanilarak
PtNP'leri dretilmis ve UV-VIS spektrofotometrede 300 nm’de keskin pik
goriilmiistiir (Gaidhani ve ark., 2014). Ikinci calismada ise AgNOj3 kullanilmis ve
elde edilen keskin pik 420 nm’de kaydedilmistir (Gaidhani ve ark., 2013).

Titanyum dioksit nanopartikiil {iretiminin dogrulanmast amaciyla 2,16 mM

konsantrasyonundaki 6rnek Boliim 3.2.4°de agiklandig: sekilde saflastirildiktan sonra
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NP’ler FESEM ile goriintiilenmistir (Sekil 4.6.). Goriintiileme sonucu Acinetobacter
sp. MDA izolatinin ekstraseliiler enzimleri ile TiO,NP’lerini iiretebildigi fakat
miktariin az oldugu belirlenmistir. Bu tespitten sonra optimizasyon c¢alismalarina

baslanmuistir.

Sekil 4.6. 2,16 mM konsantrasyondaki TiO; ile tiretilen nanopartikiiller

4.2. TiO;NP'lerinin Biyosentezi icin Yapilan Optimizasyon Calismalari

4.2.1. TiO;NP'lerinin biyosentezine TiO, konsantrasyonunun etkisi

341 nm’de gerceklestirilen spektrofotometrik analiz sonuglarina gore artan TiO;

konsantrasyonuna bagli olarak absorbansin da arttig1 ve en yiiksek absorbansin 20

mM TiO; konsantrasyonunda oldugu gorilmistiir (Sekil 4.7.).

2,00
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—
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«» 1,00
c
©
2
3 0,50
Q
<
0,00 x r \
3,75 7,50 15,00 20,00
TiO, konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.7. 144 saat sonunda farkli konsantrasyonlarda TiO, iceren siipernatantlarin TiO,NP {iretimine bagli olarak

6lgtilen absorbans degerleri
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Farkli konsantrasyonlarda iiretilen NP’ler, bolim 3.2.4’de anlatildigi yontemle
saflastirilmistir. Saflagtirma isleminden sonra FESEM cihazinda biiyiitme orani
50.000 kat olacak sekilde NP’lerin boyut ve sekilleri incelenmistir. Yapilan
morfolojik karakterizasyona gore analiz edilen NP’lerin diizensiz, kiire sekilde
oldugu gozlenmistir. TIO,NP’lerinin FESEM goriintiisii ve partikiil boyut dagilimi

histogrami1 Sekil 4.8.'de verilmistir.

Her bir ornek i¢in ortalama partikiil biiyiikliigii ve bu biyiikligin % dagilimi
belirlenmistir. Bu tespit i¢cin FESEM analizi esnasinda oOrneklerin farkli
bolgelerinden alinan goriintiilerde yer alan partikiillerin (270-350 adet) c¢ap
uzunluklar1 ImageJ programu ile 6lgiilmistiir (Siritantikorn ve ark., 2012). Ortalama
partikiil bliyikliigli goriintii alinan bolgedeki partikiillerin toplam ¢ap uzunlugunun
ayni bolgedeki toplam partikiil sayisina boliinmesi ile belirlenmistir. Partikiillerin

FESEM goriintiilerine bagli boyut ve dagilim yiizdeleri Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli konsantrasyonlarda iiretilen NP’lerin boyut dagilimi (%)

NP'lerin partikiil boyutu dagilim (%)

Konsantrasyon  0-100nm 100-150 nm 150-200nm 200-300nm 300-400nm

3,75 mM TiO, 4,00 41,33 45,32 8,33 1,33
7,50 mM TiO, 4,57 39,10 43,98 11,26 1,06
15,0 mM TiO, 8,66 42,62 35,37 11,66 1,33
20,0 mM TiO, 2,04 32,26 43,49 21,50 0,34

TiO2’nin farkli konsantrasyonlari ile yapilan calismada iretilen TiO,NP’lerinin
homojen dagilim sergilemedigi tespit edilmistir. 3,75 mM ile 7,50 mM’hk
orneklerden gerceklesen iiretimlerin birbirine yakin seyrettigi gortilmiistiir. Tiim

konsantrasyonlarda en fazla tiretim agirlikli olarak 100-200 nm araligindadir.

Yapilan spektrofotometrik analiz sonuglarma gore artan TiO, konsantrasyonuna
bagli olarak absorbansin da artis gosterdigi bilinmektedir. Fakat 0-150 nm araliginda
toplamda en iyi sonucun 15 mM ile elde edilmesinden dolay1 ¢alismanin bu

konsantrasyonla devam edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda TiO,’den iiretilen TiO,NP’lerinin FESEM goriintiisii ve partikiil boyut
dagilimi histogrami a) 3,75 mM; b) 7,5 mM; c) 15,0 mM; d) 20,0 mM

Acinetobacter calcoaceticus ile yapilan bir ¢alismada AgNO3z konsantrasyonunun

optimizasyonu i¢in 10-50 mM aras1 bes farkli degerde analizler gergeklestirilmis en
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iyi sonu¢ 40 mM’da elde edilmistir (Gaidhani ve ark., 2013). Annadurai ve
arkadaglarinin (2013) yaptiklari ¢alismada kullanilan TiO, konsantrasyonu 15 mM ve
elde edilen TiO,NP biiyiikliigii ortalamasi yaklasik 100-500 nm araligindadir
(Annadurai ve ark., 2013). Prachi'nin (2016) yaptig1 ¢alismada 25 mM TiO(OH),
kullanilarak 30-40 nm biiytikliigiinde TiO,NP'leri sentezlenmistir (Singh, 2016).

4.2.2. TiO;NP'lerinin biyosentezine pH'nin etKisi

pH’lart bes farkli deger icin (pH 6, 7, 8, 9, 10) ayarlanmig 15 mM TiO;
konsantrasyonundaki siipernatantlar NP tiretimleri i¢in test edilmis ve TiO, ilavesiyle
orneklerin renginin saridan beyaza dondiigii gézlemlenmistir. Orneklerin  tiimiiniin
144 saat sonunda, 341 nm dalga boyunda gerceklestirilen spektrum taramasinda en
diisiik (pH 6) ve en yiiksek (pH 10) pH degerlerinde inkiibe edilen O6rneklere ait
absorbans egrilerinin kontrolden yiiksek fakat diger pH degerlerine gore diisiik
seviyede oldugu goriilmis ve bu durum, asidik ve bazik pH degerlerinde NP
tiretiminin daha az gerceklestigi seklinde yorumlanmistir. En iyi sonug, Ornegin
kendi pH’st olan pH 8’de elde edilmistir. Bu sebeple pH 8 optimum olarak
degerlendirilmis, ayarlama yapmaya gerek kalmaksizin sonraki NP calismalar1 bu

pH’da gergeklestirilmistir. Orneklere ait spektrum Sekil 4.9.'da verilmistir.
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Sekil 4.9. Farkli pH degerlerindeki 6rneklerin 144 saatlik inkiibasyonu sonrasinda elde edilen spektrum grafigi

Uretilen nanopartikiillerin boyutlarina gore yiizde dagilimi Sekil 4.10'da, FESEM'de
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elde edilen goriintiileri Sekil 4.11.’de verilmistir. En kiigiik boyutlu nanopartikiiller
pH 8’de elde edilmis olup nanopartikiillerin % 6,9’unun ¢apt 100 nm’nin altinda
bulunmustur. Artan pH’larda ise nanopartikiil capinda artis oldugu gézlenmistir. pH
9 ve pH 10°da gerceklestirilen iliretimlerde 200 nm’den kiigiik nanopartikiillerin
oranlar1 sirastyla % 82,6 ve % 83,2 olarak belirlenmistir. pH 8’de gercgeklestirilen
tiretimde ise bu oran % 89,1 olmustur. Yurtluk ve arkadaglar1 (2018) yaptiklari
calismada bes farkli pH'nin NP {iretimine etkisini incelemisler ve artan pH degerine
bagli olarak olusan nanopartikiil boyutlarinda da artis tespit etmislerdir (Yurtluk ve
ark., 2018). Bu ¢alismada da 300-400 nm boyutunda en fazla tiretim pH 10'da elde

edilmis ve NP'lerin biiyiik oranda aglomere olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Farkli pH’larda iiretilen TiO,NP’lerinin % dagilim
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Sekil 4.11. Farkli pH degerlerinde iiretilen TiO,NP’lerine ait FESEM goriintiisii ve partikiil boyut dagilimi
histogrami1 a) pH 6; b) pH 7; c¢) pH 8; d) pH 9; e) pH 10
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Sekil 4.11. (Devami)
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Acinetobacter calcoaceticus ile AgNP iiretimi i¢in yapilan ¢alismada ortam pH’s1 5

olarak ayarlanmis ve hiicre dis1 gerceklesen sentezde 4-40 nm biiyiikliigiinde NP’ler
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elde edilmistir (Gaidhani ve ark., 2013). Pennisetum glaucum bitkisinin rizosfer
tabakasindan izole edilen Acinetobacter calcoaceticus ile PtNP’leri intraseliiler
olarak pH 7’de iretilmistir (Gaidhani ve ark., 2014). Baska bir ¢alismada
Acinetobacter SW30 ile pH 9°da AuNP’leri tiretilmistir (Wadhwani ve ark., 2018b).

Lactobacillus sp. ve Sachharomyces cerevisiae ile tiim kosullar (pH, sicaklik, siire,
oncli madde, konsantrasyon) birbirinin ayni olacak sekilde hazirlanan iki ortamda
TiO,NP’lerinin biyosentezi gerceklestirilmis olmasina ragmen Lactobacillus sp.’nin
sentezledigi NP’ler ortalama 30 nm boyutunda iken, Sachharomyces cerevisiae’nin
sentezledigi NP’ler ortalama 18 nm’dir (Jha ve ark., 2009). Yapilan ¢alismalar
degerlendirildiginde, kullanilan mikroorganizma basta olmak tiizere degistirilen her
bir parametre ile elde edilen sonuglar farklilik gostermektedir. Yurtluk ve
arkadaslari, yaptiklar1 ¢alismada alkali pH'da gergeklestirilen NP {iretiminde nitrat
rediiktaz enziminin daha aktif calistigin1 ve pH 9'da sentezlenen NP'lerin partikiil
boyutunun pH 5'te sentezlenenlere gore daha kiigiik oldugunu bildrmislerdir
(Yurtluk, 2018).

4.2.3. TiO;NP'lerinin biyosentezine reaksiyon sicakhiginin etkisi

Reaksiyon sicakliginin NP {iretimine etkisinin belirlenmesi amaciyla dort farkli
ortam sicakhiginda (30, 33, 37, 40°C) calisilmistir. 341 nm’de &lgiilen absorbans
degerleri arasinda en yiiksek sonu¢ 33°C’de inkiibe edilen &rnekte goriilmiistiir.
Sicaklik arttikca iiretim azalmis, 40°C’deki iiretim oldukca diisiik bulunmustur.
(Sekil 4.12.) Bu durumun NP’lerin indirgenmesinden sorumlu rediiktaz enzimlerinin
yiiksek sicakliklarda etkinliginin azalmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Biyolojik yollarla gergeklestirilen TiO,NP biyosentezinde 2009 yilinda yapilan bir
calismada Saccharomyces cerevisiae ile 60°C'de (Jha ve ark., 2009), Malarkodi ve
arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada ise Planomicrobium sp. ile 50°C'de iiretim
gerceklestirilmistir (Annadurai ve ark., 2013). Aeromonas hydrophila kullanilarak
gerceklestirilen biyosentezde sicaklik 30°C iken (Jayaseelan ve ark., 2013),
Aspergillus flavus ile 37°C'de iiretim gerceklestirilmistir (Rajakumar ve ark., 2012a).
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Sekil 4.13. TiO,NP iiretimi i¢in farkli sicakliklarda inkiibe edilen 6rneklerin 144 saat sonunda 341 nm’de

okunan absorbans degerleri

Farkli sicakliklarda iiretilen partikiillerin 144 saat sonunda okunan absorbans
degerleri Sekil 4.13'de, FESEM goriintiileri ve boyut dagilimlar Sekil 4.14.’te
verilmistir. 0-100 nm araligindaki dagilim yiizdeleri incelendiginde en fazla iiretimin
(% 8,8), 33°C’de gerceklestigi goriilmektedir. Tiim sicakliklarda en yiiksek iiretim
100-150 nm boyutundadir. 30, 33, 37 ve 40°C sicakliklarda elde edilen 150 nm’den
kiiglik boyuttaki nanopartikiillerin toplam orani ise sirast ile %60,2; %56,2; %45,6 ve
%49,1 olarak belirlenmis olup, kiigiik boyutlu nanopartikiil eldesi i¢in diisiik
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sicakliklarin daha uygun oldugu anlasilmistir. Bu durum FESEM sonuglarinda

goriilen, artan sicaklikla ortaya ¢ikan aglomerasyonu agiklamaktadir.

Gaidhani ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada Acinetobacter calcoaceticus ile
AgNP iiretiminde 25, 30, 37, 42°C olmak iizere dort farkli sicaklikta calisilmis ve
optimum olarak 42°C tespit edilmistir (Gaidhani ve ark., 2013).
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Sekil 4.14. Farkli sicakliklarda iiretilen TiO,NP’lerine ait FESEM goriintiisii ve partikiil boyut dagilimi
histogramu @) 30°C; b) 33°C; ¢) 37°C; d) 40°C
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Sekil 4.14. (Devami)
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4.2.4. TiO,NP'lerinin biyosentezine inkiibasyon siiresinin etkisi

Inkiibasyon siiresinin nanopartikiil olusumundaki etkisini belirlemek amaciyla, 15
mM TiO, konsantrasyonu, 33°C sicaklik ve pH 8 parametrelerinde caligilmis,
biyosentezin basglangicinda ilk 5 saatte her saat basi, sonrasinda her 24 saatte 0,5 mL
ornek almip damitik su ile 7,5 mL’ye tamamlanarak spektrofotometrik analizi
yapilmis ve TiO,NP iiretiminin zamana bagl degisimi gozlenmistir. Inkiibasyonun
baslangicinda ortamdan alinip seyreltilen 6rnek 0. saat kabul edilmis ve NP iiretimi
144 saat siireyle izlenmistir. Kontrol olarak siipernatanta es hacimde damitik suya

orneklerin konsantrasyonuna es miktarda TiO, ilave edilmistir.

Spektruma gore kontrolle karsilastirildiginda 0. saatte bir miktar liretim gergeklesmis
ve bu durum yaklasik 24 saat devam etmistir. Sekil 4.15.'deki ortalama absorbans
degerleri grafigi de bu durumu desteklemektedir. 48, 72, 96 ve 120. saatlerde NP

iiretimi artmis, 144. saatte en yliksek absorbans degerine ulagmistir.
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Sekil 4.16. 15 mM TiO, konsantrasyonunda, pH 8 ve 33°C’de inkiibe edilen rneklerin zamana bagl TiO,NP

uretiminin 341 nm’de 6lgiilen absorbans degerleri grafigi

Sekil 4.16.'da, 341 nm'de 6lgiilen absorbans degerleri grafiginde 48. saatte goriilen
belirgin yiikselme, NP’lerin elementel forma indirgenme isleminin bu saate ciddi

artis gosterdigi seklinde yorumlanmaktadir.

Farkli mikroorganizmalarla yapilan g¢aligmalar incelendiginde inkiibasyon siiresi
olarak genellikle 48. saatin tercih edildigi gortilmektedir (Vishnu Kirthi ve ark.,
2011; Annadurai ve ark., 2013; Gaidhani ve ark., 2013; Durairasu ve ark., 2017;
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Purohit ve ark., 2017). Biyosentezlerin endistriyel dlgekte olmamasindan dolay1 bu

tercihin yapildig1 diisiiniilmektedir.

4.3. Acinetobacter sp. MDAL1 izolatimin Tanimlanmasi

4.3.1. Gram Boyama

MDAI1 izolatinin morfolojik ve bazi1 biyokimyasal o6zelliklerini belirlemek igin
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de agiklandigi sekilde Gram boyama ve
Spor boyama yapilarak (Sekil 4.17.) hiicreler 151k mikroskobunda incelenmistir (Holt
ve ark., 1994).

Yapilan 16S rDNA dizi analizine gore MDA olarak kodlanan bakterinin, Genbank
veri tabaninda bulunan DNA dizileri ile karsilastirilmasi sonucu, Acinetobacter tiirii
ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu tiir, Gram negatif, spor olusturmayan,
fermantatif olmayan, hareketsiz, genelde ciftler halinde ya da uzun zincir seklinde
bulunan kokobasillerdir (Caliskan, 2008). Yapilan analizde spor olusumu

gozlenmemistir. Bu 6zellik Acinetobacter’lerin karakteristiginde mevcuttur.

4.3.2. Filogenetik analiz

Bakterinin molekiiler tanimlanmasinda 16S rDNA dizi analizinden yararlanilmistir.
Yapilan ¢alismada MDA izolatinin genomunun 16S rDNA gen bolgesinden 921
adet baz dizisi belirlenmistir. Elde edilen DNA dizisi Genbank veritabaninda bulunan

biitin DNA dizileri ile Blastn programi yardimi ile karsilastirilmig, kendisine en
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yakin genetik komsulart olan mikroorganizmalardan Acinetobacter calcoaceticus ve
Acinetobacter pittii ile %96 oraninda benzer bulunmus ve Sekil 4.18.'de verilen
filogenetik dendogrami olusturulmustur (Liu ve ark., 2015; URL-2, 2019).

OMDAI izolati
O Acinetobacter sp. NF22 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

0 Acinetobacter calcoaceticus strain H82 165 ribosomal RNA gene. patt...

a
5 ) O Acinetobacter sp. strain SL3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
& 5 0 Acinetobacter calcoaceticus partial 168 rRNA gene. isolate R1
‘ ‘ O Acinetobacter pittii strain BJ6 165 ribosomal RNA gene. partial sequence
ILI ’ G . O Acinetobacter sp. strain H3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
|

O Acinetobacter pittii strain gp-1 168 ribosomal RNA gene, partial seque...

Sekil 4.18 Acinetobacter MDA bakterisine ait filogenetik agag

4.4. TiO,NP’lerine Ait Karakterizasyon Calismalar:

4.4.1. EDX analizi

EDX analizi numunenin kimyasal kompozisyonu ve safligi hakkinda bilgi

vermektedir. TiO,NP’lerine ait EDX spektrumu Sekil 4.19.’da verilmistir.
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Sekil 4.19. TiO,NP’lerine ait EDX spektrumu
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Spektrumdaki belirgin piklere gore yapida sadece titanyum ve oksijen mevcuttur,
bagka higbir safsizlik bulunmamaktadir. TiO,NP’lerinin elementel kompozisyonu
Tablo 4.2.°de verilmistir. Verilere gére numunenin toplam agirliginin % 49,76’sin1

oksijen, % 50,24’{inii titanyum elementi olusturmaktadr.

Tablo 4.2. TiO,NP’lerinin elementel kompozisyonu

Element Agirhik (%) Atom (%) Net Yogunluk
OK 49,76 74,78 54,70
TiK 50,24 25,22 125,11

4.4.2. XRD analizi

XRD analizi NP’lerin yap1 karakterizasyonunda kullanilan en 6nemli metodlardan
biridir. Bu metodla numunenin yapisi, bilesenleri ve 3.3.2.3°de verilen denklemde
aciklandigr sekilde partikiil boyutu belirlenebilmektedir. Partikiil boyutu 100 nm’nin
altina diistiigiinde kirmim ¢izgisi olusur (Sunkar ve ark., 2014). Acinetobacter sp.’in
biyosentezini gergeklestirdigi TiO,NP’lerinin XRD kirinim deseni Sekil 4.20.’de

verilmistir.

SR PTETI——

Jml:% Inc_ JEaarrr
Sekil 4.20. TiO,NP’lerinin XRD kirinim deseni

20 acisinda, 0% 90° araliginda kirmima ugrayan nanopartikiillerin yansimalarindan
elde edilen spektrumda 27°, 36° , 41°, 54°, 56°, 69° lerde keskin pikler goriilmektedir
ve pikler sirastyla (1,1,0), (1,0,1), (1,1,1), (2,1,1), (2,2,0), (3,0,1) ile eslesmektedir.
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Kirmim deseninde goriilen keskin pikler, yiiksek saflikta kristal yapiya isaret
etmektedir (Sunkar ve ark., 2014). Bu bilgiye gore elde edilen sonug Acinetobacter
MDA1 bakterisinin iirettigi nanopartikiillerin saf kristal yapida oldugunu
gostermektedir. 27 de goriilen pik TiO,’in rutil yapisiyla % 100 benzerdir.

Analizde elde edilen verilerin tiimiinde nanopartikiillerin rutil formda oldugu
bildirilmistir. Sonug¢lar 98-000-0090 veri tabaniyla ortiismektedir. Vishnu Kirthi ve
arkadaglarinin (2011) yaptiklar ¢alismada, Bacillus subtilis’in sentezledigi TiO,NP’
lerine ait XRD kirinim deseninde hem rutil, hem anataz yapi tespit edilmistir. Rutil
formda raporlanan 27° ve 41°deki pikler bu ¢alismay: desteklemektedir. Suriyaraj ve
Selvakumar’mn (2014) yaptiklar1 c¢aligmada Bacillus licheniformis’in hiicre dist
sentezledigi, 900°C’de kalsine edilmis ve rutil yapida oldugu belirlenmis
TiO,NP’leri ile bu ¢alisgmada biyosentezi gerceklesirilen NP’ler kirinim deseninde

ayn1 derecelerde pik vermistir.

2013 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada Aeromonas hydrophila ile 6ncii madde
olarak 5mM TiO(OH); kullanilmis, 30°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda rutil yapida
TiO;NP’ler elde edilmistir (Jayaseelan ve ark., 2013). XRD kirinim deseninde elde
edilen pikler bu galisma ile ortiismektedir.

Eclipta prostrata yapraklarindan elde edilen ekstrakt kullanilarak biyosentezi
gerceklestirilen TiOoNP’lerinin XRD sonuglar1 incelendiginde NP’lerin tlimiiniin
rutil yapida olduklar1 ve bu ¢alismada da bulunan ayn1 acilarda pikler elde eldildigi

goriilmiistiir (Rajakumar ve ark., 2012b).

4.5. TiO,NP’lerinin Antimikrobiyel Aktivitesi

Acinetobacter’in hiicre disi enzimleri ile nano boyuta indirgenen TiO; partikiilleri
farkli konsantrasyonlarda kullanilarak, Gram pozitif ve Gram negatif bazi bakteriler
tizerinde antimikrobiyal etki olusturup olusturmadigini belirlemek amaciyla agar disk
difiizyon ve kuyu yontemleri uygulanmistir. 3.3.3.’de agiklanan islem sonrasinda S.

aureus ve Salmonella Typhimurium ‘da zon goriillmemistir.
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Titanyum dioksit nanopartikiillerinin bakteriler iizerindeki fotokatalitik aktivitesinde
NP’lerin kristal yapisi, konsantrasyonu, bakterinin tiirii ve baslangi¢ popiilasyonu,
materyalin hazirlanma kosullari, sicaklik, pH, TiO,NP'leri ile mikroorganizma
arasindaki mesafe ve gelisme ortamindaki TiO,NP’lerinin homojen dagilimi gibi

faktorler etkilidir (Long ve ark., 2014).

Titanyum dioksitin antibakteriyel etkisinin TiO, yiizeyi ile su molekiilii arasinda
gergeklesen reaksiyon sonucu oldugu tespit edilmistir. TiO, ultraviyole 1simaya
maruz birakildiginda OH, O, Hng ve H,0O, gibi serbest radikaller meydana gelir.
Bu radikallerin sebep oldugu oksidasyondan dolay1 bakteri canliligini yitirmektedir
(Jayaseelan ve ark., 2013). Jiang ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada (2009)
TiO,NP’nin karanlik bir ortamda inkiibe edilen bakterilere karsi antibakteriyel
ozellik gostermedigi, bunun sebebinin de 151k olmadiginda reaktif oksijen
cisimcikleri iretilmedigi i¢cin NP’lerin toksik etkide bulunamamasi olarak ifade
edilmistir (Jiang ve ark., 2009). Bu calismada kullanilan inkiibatorler dolayisiyla
inkiibasyonlar karanlik ortamda gerceklestirildiginden, antimikrobiyal etki

goriilmemis olmasi olasidir.

Farkli pH’larda (5,5; 7,0 ve 9,5) sentezlenen TiO,NP’lerinin E. coli {izerindeki
toksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada pH 5,5’te canli hiicre sayisi
% 0,1-1 iken, pH 7°de bu oran % 60-70 seviyesinde tespit edilmis, pH 9,5’te ise %
97-100’¢ ulasmustir. Calismada kullanilan ve % 76 anataz, %11 rutil, % 13 amorf
yap1 goOsteren nanopartikiillerin izoelektrik noktast pH 7 civarindadir. pH 5,5’in
alinda ve 9,5’in iizerinde oldugunda NP’ler net pozitif ve negatif yiik
sergilemektedirler. Ayrica aralarindaki yiiksek elektrostatik ¢ekimden dolayr stabil
bir yap1 gostermektedirler. pH 5,5°te tamamen pozitif yiiklii NP’ler bakterinin yiizeyi
tarafindan cekilmekte, yapisip membran yiizeyinde birikmekte ve bakteride toksik
etki gostermektedir. Diger taraftan pH 9,5’te NP’ler negatif yiikliidiir ve bakteri
yiizeyi tarafindan itilmektedirler, hiicre duvarina tutunamamalar1 sebebiyle de toksik
etki gdsterememektedirler. izoelektrik noktaya esit pH’da ise diisiik seviyede fakat
belirgin toksik etki goriilmektedir. NP’ler notr durumda iken bakterinin yiizey

yapisindaki bilesenlerle zayif etkilesim gosterirler daha ¢ok birbirleriyle aglomere
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olma egilimindedirler. Bu durumda yapilan 6l¢iimler NP yiizeyinin yiikii ile toksik
etkisi arasinda yakin bir korelasyon oldugunu ispatlamistir (Pagnout ve ark., 2012).
Pagnout'un yaptigi calismadan (2012) farkli olarak bu ¢alismada elde edilen
TiO;NP’leri % 100 rutil yapida ve kimyasal yontemlerle degil biyolojik olarak
sentezlenmistir. Fakat izoelektrik nokta tespit edilerek farkli pH’da elde edilecek

NP’ler ile antimikrobiyal testler tekrarlanabillir.

4.6. TiO,NP’lerinin Antifungal Aktivitesi

Agar disk difiizyon yontemi kullanilarak TiO,NP’lerinin antifungal etkisi
incelenmistir. Inkiibasyon sonlandirildiginda TiO,NP’leri inokiile edilmis disklerin

etrafinda zon olugmadig1 goriilmiistiir.

Planomicrobium sp. tarafindan biyosentezi gergeklestirilen TiO,NP’lerinin farkli
konsantrasyonlar1 (100 pl, 200 ul, 300 pl, 400 pl) Rose Bengal agarin bilesimine
katilarak besiyerleri hazirlanmuis, {izerlerine Aspergillus niger inokiile edilerek 48
saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda artan NP
konsantrasyonuna bagli olarak A. niger gelisiminin daha az oldugu belirlenmistir

(Annadurai ve ark., 2013).

Morinda citrifolia yapraklar ile hazirlanan ekstrakt kullanilarak iretilen TiO;NP’
lerinin Candida albicans ve Aspergillus niger’ e kars1 antifungal etkisi agar kuyucuk
difizyon metoduyla incelenmis ve artan NP konsantrasyonuna paralel olarak
kuyucuklarin etrafinda olusan halkanin ¢apinin da arttigi belirlenmistir (Sundrarajan
ve ark., 2017).

4.7. TiIO,NP’lerinin Antioksidan Aktivitesi

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin antioksidan aktivitesi, DPPH radikalini
yakalama kapasitesinin belirlenmesine dayanmaktadir. DPPH, koyu renkli, kararl
yapida serbest radikal molekiilleri igeren, toz formda, antioksidan analizlerinde

kullanilan kimyasal bir maddedir (Gu ve ark., 2018).
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Sekil 4.21.'de verilen grafikte ¢alismaya dayali analiz sonucuna gore TiO,NP’lerinin
212,5 mg/mL konsantrasyonda % 13,49 oranda antioksidan aktivite gosterdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.21. TiO,NP’lerinin DPPH radikalini giderimi

Santhoshkumar ve arkadaslarinin da DPPH yontemiyle yaptiklari ¢aligmada (2014)
TiO,NP’lerinin antioksidan aktivitesinin NP konsantrasyonundaki artisa bagl olarak

yiikselis  gosterdigi  dogrulanmistir ~ (Santhoshkumar  ve  ark., 2014).



BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

Yesil teknoloji olarak adlandirilan nanobiyoteknoloji ile sergilenen yeni bakis agisi
ve uygulamalar sayesinde biyolojik yapilarin optimum kosullar1 olusturularak elde
edilen nano boyutta metalik materyaller; nanopartikiiller, nano tasiyicilar ile
bakterilerle, biofilm olusumuyla, enfektif patojenlerle basedebilmek icin kimyasal

maddelerden uzak, ekolojik bir alternatif giindeme gelmistir.

Bu calismada Sakarya ili Maden Deresi civarindan alinan toprak 6rneginden izole
edilen Acinetobacter sp. MDAL bakterisinin  TiO,NP’lerinin  biyosentezini
gerceklestirebildigi belirlenmistir. Sentez, siipernatant kullanilarak hiicre dis1 enzim
faaliyetleri sonucu meydana gelmistir. Baglangigta bulanik sari renginde olan

siipernatant, reaksiyon sonunda bulanik beyaz renk almistir.

Biyosentezi ger¢eklestirecek mikroorganizma basta olmak tizere kullanilan baslangic
malzemesi ve konsantrasyonu, ortam pH'si, reaksiyon sicakligi ve siiresi gibi
parametreler hem nanopartikiil iiretiminde hem de iiretilen nanopartikiillerin

boyutlar ve sekilleri tizerinde etkilidirler.

Calismada optimum tiretim kosullarini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyon,
pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi parametreleri i¢in paralelli ¢aligmalar yapilmis ve
UV-VIS spektrofotometrede 200-900 nm dalga boyunda gergeklestirilen spektrum
taramasi sonuglar1 da gozoniinde bulundurularak 15 mM TiO, konsantrasyonunda,
33°C sicaklikta ve pH 8’de 144 saat inkiibasyon ideal kabul edilmistir.

Optimum kosullarda sentezlenen NP’lerin FESEM analizi yapilarak partikiil
boyutlarinin agirlikli olarak 100-200 nm araliginda ve kiire seklinde oldugu tespit
edilmistir. XRD spektoskopisi ile NP’lerin kristal yapisi belirlenmistir. Analiz
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verilerine gore elde edilen NP’ler %100 rutil yapidadir. Bu yapinin kimyasal
kompozisyonu ve safligt EDX spektroskopisi ile agiklanmigtir. EDX sonuglari
elementel titanyum varligin1 ve yapida baska herhangi bir safsizlik unsuru olmadigini

dogrulamaktadir.

Titanyum dioksit nanopartikiillerinin baz1 bakteriler ve Candida albicans tizerindeki
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Nanopartikiillerin 6zellikle patojen bakteriler
tizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla genis caph
arastirmalar yapilmaktadir. Nanopartikiillerin bakterisidal aktivitesi, gelistikleri besi
ortamindaki konsantrasyonlarina, stabilitelerine ve biiyiikliklerine baglhdir.
Genellikle bakteri hiicresi mikrometre biiytikliigiinde, dis membrandaki porlar ise
nanometre diizeyindedir. Nanopartikiillerin boyutunun porlarinkiden daha kiiciik
olmasi durumunda hiicre zarindan kolaylikla gecebilmektedirler. Bu durumda
tiretilen NP’lerin ve metaloksit nanomateryallerin stabilitesi dnemlidir. Calismada S.
aureus ve S. Typhimurium iizerinde goriillen antibakteriyel etki yeterli
bulunmamuistir. Antifungal etki ise tespit edilememistir. Bu duruma ortalama partikiil
biiyiikliigiiniin yiiksek olmasinin sebep olabilecegi kanisina varilmistir. Ayrica bu

calisma kapsaminda NP’lerin antioksioksidan etkisinin oldugu da belirlenmistir.

Aragtirmalar esnasinda Acinetobacter tiirleri ile TiO,NP biyosentezi g¢alismasina
rastlanmamasindan dolay1 bu tez literatiirde bir ilk olacaktir. Bu mikroorganizmanin
biyosentezi ile elde edilen NP'lerin antioksidan ve antibakteriyel aktivitesi i¢in daha
detayli  analizler yapilmasi, partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi, NP’lerin
stabilizasyonu, farkli isimalarda (Goriiniir - UV) uyarilmis TiO,NP’lerinin hiicrelerin
canliligi iizerindeki etkisi, zeta potansiyel Olgiimleri ile aglomerasyona ait daha

detayli veriler elde edilerek calismanin genisletilebilecegi diisiiniilmektedir.
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