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OZET

Fiziksel ve kimyasal teknolojiler ile sentezlenen nanopartikiillerin, toksik igeriklerinin yiiksek
olmasi, kararhiliklarinin iyi olmamasi ve iiretim teknolojilerinin pahali olmasi gibi nedenlerle,
nanopartikiillerin biyolojik molekiiller kullanilarak sentezi giincel arastirma alanlarindan biri haline
gelmigtir. Yesil sentez olarak adlandirilan yaklasimla, ¢cevre ve insan sagligina zarar vermeyen bir
yontemle, toksik madde igermeyen nanopartikiillerin iiretimi saglanmigtir. Biyosentezlenmis
nanopartikiiller toksik olmamalar1 ve biyouyumlu olmalari sebebiyle, hedefe yonelik ilag dagitimi,
kanser tedavisi, gen tedavisi, antibakteriyel ajan, DNA analizi gibi uygulamalarda
kullanilabilmektedirler. Siyanobakteriler, nanopartikiil iiretimi ag¢isindan umut verici organizmalar
olarak goriilmektedirler. Bu ¢alismada, siyanobakteri izolatindan giimiis nanopartikiil sentezlemek
ve sentezlenen giimiis nanopartikiillerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda oncelikle Amasya ili sinirlari igerisinde bulunan Tersakan
Cayr’ndan su Ornekleri alinmigtir. Aliman su oOrneklerinden Saflagtirma islemi sonucunda
siyanobakteri izolati elde edilmistir. Tiir tayini 16S rRNA ITS gen bdlgesi sekanslanarak
yapilmistir. Sekans analizi sonucunda izole edilen tiir %99,93 benzerlik oraniyla Leptolyngbya
boryana NIES-2135 olarak tanimlanmigtir. Tiiriin kiiltiivasyonu yapildiktan sonra sulu ekstraklar
kullanilarak yesil sentez metoduyla giimiis nanopartikiil sentezlenmistir. Sentezlenen glimiis
nanopartikiiller gecirimli elektron mikroskopi (TEM) cihazi (JEOL JEM 1220 TEM Cihazi) ile
gorilintiilenmistir. Sekillerinin ¢ogunlukla yuvarlak, boyut dagiliminin ise 40-200 nm oldugu tespit
edilmigstir. Sentezlenen nanopartikiillerin antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri belirlenmistir.
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ABSTRACT

Synthesis of nanoparticles using biological molecules has become one of the current research areas
due to reasons such as high toxic content of nanoparticles synthesized by physical and chemical
technologies, poor stability and expensive production technologies. With the approach called green
synthesis, nanoparticles that do not contain toxic substances have been produced with a method
that does not harm the environment and human health. Biosynthesized nanoparticles can be used in
applications such as targeted drug delivery, cancer therapy, gene therapy, antibacterial agent, DNA
analysis, since they are non-toxic and biocompatible. Cyanobacteria are seen as promising
organisms in terms of nanoparticle production. In this study, it was aimed to synthesize silver
nanoparticles from cyanobacterium isolate and to determine the antioxidant and antimicrobial
activity of the synthesized silver nanoparticles. For this purpose, firstly water samples were taken
from Tersakan Stream located within the boundaries of Amasya province. Cyanobacterium isolate
was obtained as a result of the purification process from the water samples taken. Species
identification was made by sequencing the 16S rRNA ITS gene region. The species isolated as a
result of the sequence analysis was defined as Leptolyngbya boryana NIES-2135 with a similarity
rate of 99.93%. After the cultivation of the species, silver nanoparticles were synthesized by green
synthesis method using its aqueous extracts. The synthesized silver nanoparticles were visualized
with a transmission electron microscopy (TEM) device (JEOL JEM 1220 TEM Device). It has
been determined that their shapes are mostly round and the size distribution is 40-200 nm.
Antimicrobial and antioxidant properties of the synthesized nanoparticles were determined.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, nano boyutlarda malzemelerin hazirlanmasini, gelistirilmesini ve kontrol
edilmesini igeren bir bilim dalidir (Thota ve Crans, 2018). Nanoteknoloji, nanopartikiillerin
iistiin magnetik (Hu ve digerleri, 2006; Bertorelle ve digerleri, 2006), optik (Huang, 2007,
Chen ve digerleri, 2018), elektronik (Zhao ve digerleri, 2005; Behafarid ve digerleri, 2012)
ve mekanik (Li, Cao, Zhang ve Dang, 2006; Kotov ve digerleri, 2017) 6zelliklerinden

dolay1 yogun bir bilimsel aragtirma alani haline gelmistir.

Metal nanopartikiiller sinifina giren giimiis nanopartikiil (Ag-NP), metalik giimiisiin nano
parcaciklara doniistiiriilmesiyle elde edilmistir. Diger metalik nanopartikiillere kiyasla,
glimiis nanopartikiiller antibakteriyel (Krishnaraj ve digerleri, 2010), antioksidan (Anand
ve Mandal, 2015), antikanser (Sarkar ve Kotteeswaran, 2018) ve antifungal (Ishida ve

digerleri, 2014) aktivitelerinden dolay1 daha ¢ok ilgi ¢ekmistir.

Giimiis nanopartikiiller antibakteriyel 6zelliklerinden dolay1, biyomedikal uygulamalar igin
antibakteriyel malzeme tiretimi gibi saglik (Mittal, Bhaumik, Kumar ve Banerjee, 2014) ve
gida (De Moura, Mattoso ve Zucolotto, 2012), antibakteriyel kumas tiretimi gibi tekstil
(Budama, Cakir, Topel ve Hoda, 2013) ve atik su aritimi gibi ¢evresel (Francis, Joseph,

Koshy ve Mathew, 2017) uygulamalarda kullanilabilmektedir.

Nanopartikiillerin pek ¢ok alanda kullanimmin artmasiyla birlikte, uygun maliyetli
tekniklerle, biiyilk hacimlerde nanopartikiiller {iretmek igin stratejiler gelistirilmeye
baglanmistir. Cevresel kirlenme ve insan sagligi riskinin azaltilmasi amaciyla, dogal
kaynaklarin kullanimini esas alan toksik olmayan, ¢evre dostu yontemlerin kullanilmasi

gerekliligi ortaya ¢ikmistir.

Giintimiizde 6nemi gittikge artmakta olan yesil nanoteknoloji, ¢cevreye ve insan sagligina
zarar veren kimyasallar kullanmadan, daha az enerji ile, yenilenebilir kaynaklar kullanarak
nanomateryal iiretmeyi amaclamaktadir (Hutchison, 2008). Yesil nanoteknoloji, toksik
olmayan, biyouyumlu nanopartikiiller tiretmek igin yesil kimya ilkelerini (Anastas ve
Warner, 1998) esas almaktadir (Hutchison, 2008).



Yesil kimya yaklagimi ilk defa 1998 yilinda Paul Anastas ve John Warner tarafindan

tanitilmastir.

Yesil kimya yaklagimai;
- Atik olusumunu 6nleme,

- Uretimde harcanan malzemelerin verimli kullanilmasini saglayacak iiretim siireglerini
esas alan atom ekonomisi,

- Tehlikeli kimyasallarin azaltilmasi i¢in zararsiz kimyasal sentez,

- Zararli madde olugsmadan engellemeyi esas alan giivenli kimyasallarin tasarimu,
- Giivenli ¢oziiciiler ve yardime1 kimyasallarin kullanimi,

- Enerjinin verimli kullanima,

- Yenilenebilir ham madde kullanimi,

- llave reaktif gerektiren uygulamalari azaltma ve miimkiinse kaginma,

- Katalizorler kullanilarak verimin artirilmasi,

- Kimyasallarin, Omriinii tamamladiktan sonra c¢evreye zarar vermeyen bozunma
iirlinlerine parcalanacak sekilde tasarima,

- Kirliligin 6nlenmesi i¢in tiretimin izlenmesi ve analitik yontemlerle analizi,

- Kazalart o6nlemek igin giivenli maddelerin kullanimi gibi ilkeleri igermektedir
(Anastas ve Warner, 1998).

Son yillarda, nanopartikiillerin biyolojik molekiiller kullanilarak tiretimi en etkili ve giincel
arastirma alanlarindan biri haline gelmistir (Joerger, Klaus ve Grangvist, 2000; Lengke,
Fleet ve Southam, 2007; Kalimuthu ve digerleri, 2008; Awwad ve Salem, 2012; Moshfegh
Jalali, Salehzadeh ve Jozani, 2019; Aygiin ve digerleri, 2020; Nilavukkarasi, Vijayakumar
ve Kumar, 2020). Yesil sentez denilen bu yaklasimla, bilim insanlari tarafindan yesil
kimya ilkeleri esas alinarak, yenilenebilir kaynaklar kullanilarak, ¢evreye dost yontemle,
toksik olmayan, medikal uygulamalarda kullanilabilen nanopartikiiller iiretilmeye
baslanmistir (Sharma, Yngard ve Lin, 2009; Narayanan ve Sakthivel 2010; Iravani, 2011).
Bu kapsamda biyolojik molekiiller igeren bitkiler, algler, mantarlar, maya, bakteriler ve
viriisler dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik kaynaklar kullanilmis, hiicre i¢i ve hiicre dist

sentez yontemiyle glimiis, altin, bakir, platin, ¢inko ve titanyum nanopartikiilleri basariyla



sentezlenmistir  (Klaus, Joerger,Olsson ve Grangvist, 1999; Smitha, Philip ve
Gopchandran, 2009; Song, Kwon ve Kim, 2010; Subhankari ve Nayak, 2013; Raliya ve
Tarafdar, 2014).

Glimiis nanopartikiillerin yesil sentezi, kimyasal sentezle karsilastirildiginda, ucuz ve gevre
acisindan giivenli bir yontemdir. Kimyasal sentezde kullanilan indirgeyici ajanlar, ¢cevresel
ve biyolojik riskleri olan kimyasallardir. Yesil sentezde indirgeyici ajanlar ve
stabilizatorler protein, karbonhidrat, bakteriler, mantarlar, mayalar, algler veya bitkiler
tarafindan tretilen biyomolekiillerdir. Biyomolekiiller (alkaloidler, fenolik bilesikler,
terpenoidler, enzimler, ko-enzimler, proteinler, sekerler vb.) metal tuzlarimi pozitif
oksidasyon durumundan sifir oksidasyon durumuna indirgerler. Nanopartikiillerin yesil
sentezinde, biyolojik molekiiller sadece metal tuzlarini azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda
olusan nanoparcaciklart da kaplar ve kapatici ajan olarak islev goriirler. Kimyasal sentezle
tiretilen nanopartikiillerde indirgeyici ve stabilizator olarak kullanilan toksik maddelerin
bir kismi partikiil tizerinde kalir. Bu durum iiretilen nanopartikiillerin biyomedikal

uygulamalarda kullanimini biiyiik 6l¢iide sinirlar.

Siyanobakteriler,  giimlis  nanopartikiillerin ~ sentezinde  kullanilabilmektedirler.
Siyanobakteriler, deniz, tatli su, toprak gibi farkli habitatlara adapte olmus prokaryotik,
gram negatif ve fototrof bakterilerdir. Temel 6zellikleri bakterilere benzemesine ragmen
ekolojik, biyolojik ve morfolojik 6zellikleri kendilerine 6zgiidiir (Mishra, Tiwari ve Rai,
2018). Siyanobakterilerden yesil sentez metoduyla giimiis nanopartikiil sentezlenmesi,
siyanobakterilerin siirdiiriilebilir bir kaynak olmasi ve sentez sirasinda toksik kimyasal

maddelerin kullanilmamasi nedeniyle ¢evreye dost bir yontemdir.

Sudha ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda, Aphanothece sp, Oscillatoria sp,
Microcoleus sp, Aphanocapsa sp, Phormidium sp, Lyngbya sp, Gleocapsa sp,
Synechococcus sp ve Spirulina sp. siyanobakteri izolatlarindan 40-80 nm boyutlarinda
kiiresel morfolojiye sahip gilimiis nanopartikiillerin sentezlendigi rapor edilmistir.
Microcoleus sp.’den elde edilen nanopartikiiller, segilen patojenik bakteriler (Proteus
vulgaris, Salmonella typhi, Vibrio chlorea, Streptococcus sp., Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Eschericia coli) iizerinde en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi

gostermistir (Sudha ve digerleri, 2013).



2014 yilinda, Singh ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, bir Siyanobakteri tiirii
olan Anabaena doliolum ’dan elde edilen hiicre ekstraktindan giimiis nanopartikiil sentezi
yapilmistir. Yapilan ¢calismada sentezlenen nanopartikiillerin antibakteriyel ve antitiimoral
aktivitelerine bakilmistir. Nanopartikiillerin antibakteriyel aktivitesi disk diflizyon testi ile
degerlendirilmistir. Inhibisyon bdlgesinin en biiyiik ¢ap1, 500 png Ag-NP konsantrasyonu

ile E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus'ta kaydedilmistir (Singh ve digerleri, 2014).

2015 yilinda, Patel ve arkadaslar1 tarafindan, farkli siyanobakteri tiirleri kullanilarak,
giimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir. Elde edilen nanopartikiillerin antibakteriyel etkisi
disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmistir. S6z konusu ¢alismada kullanilan
siyanobakteri tiirlerinden Limnothrix sp.’den sentezlenen nanopartikiiller, herhangi bir
antibakteriyel aktivite gostermemislerdir. Antibakteriyel aktiviteye sahip nanopartikiiller,
bes siyanobakteriyel sus (Anabaena sp. 66-2, Lyngbya sp. 15-2, Synechococcus sp. 145-6
ve Synechocystis sp. 48-3; Cylindrospermopsis sp. USC-CRB3) ve iki yesil alg
(Botryococcus sp ve Coelastrum sp. 143-1) tarafindan tretilmistir (Patel, Berthold, Puranik
ve Gantar, 2015).

Siyanobakteri kullanimi1 oncesinde farkli bakteriler kullanilarak da glimiis nanopartikiil
sentezleme g¢alismalar1 yapilmistir. Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae gibi bakteri tiirlerinden elde edilen siipernatant kdltiirii kullanilarak hizli bir
sekilde giimiis nanopartikiill sentezi gerceklestirilmistir. K.pneumonia, E.coli ve
E.cloacae'nin giiglii ylizey plazmon rezonanslarmin sirasiyla 430, 419 ve 420 nm'de
ortalandigi goriilmistiir. Giimiis iyonlari, Enterobacteria siipernatanlarmna maruz
kaldiginda, soliisyon icinde hizla azalmigtir. En biiylik plazmon rezonans zirvesi
K.Pneumonia’da go6zlenmistir (Shahverdi ve digerleri, 2007). Bir diger calismada
Bacillus licheniformis bakterisi kullanilarak giimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir.
Nanopartikiilin UV-vis spektroskopide 440 nm maksimum absorbans gosterdigi
gozlenmistir. Taramali elektron mikroskopu (SEM) mikrograflari, 50 nm'lik iyi dagilmis
giimiis nanopartikiillerin olusumunu ortaya ¢ikarmistir (Kalimuthu, Babu, Venkataraman,
Bilal ve Gurunathan, 2008).

Sintubin ve arkadaglari, laktik asit bakterisinden glimiis nanopartikiil sentezi iizerinde
calismiglardir. Bir¢ok bakteri iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda sadece dort bakterinin

giimiis nanopartikiil sentezi gergeklestirdigini ifade etmislerdir. L.fermentum tarafindan



tiretilen glimiis nanopartikiillerin en kiigiik ortalama partikiil boyutuna sahip oldugu (6.0-

8.0 nm) gorilmiistiir (Sintubin ve digerleri, 2009).

Shivaji ve arkadaslari, glimiis nanopartikiil sentezi i¢in Pseudomonas antarctica,
Pseudomonas proteolytica, Pseudomonas meridiana, Arthrobacter kerguelensis ve
Arthrobacter gangotriensis, Bacillus indicus, Bacillus cecembensis bakteri tiirlerini
kullanmiglardir. 6-13 nm boyutlarinda nanopartikiil sentezledikleri goriilmiistiir.
Ag-NP'lerin antibakteriyel aktivitesi, farkli Ag-NP konsantrasyonlar: (2 pg/ml, 5 ug/ml ve
10 pg/ml ortam) kullanilarak, biiyiime egrisi yontemi ile ti¢ gram pozitif bakteri (A.
kerguelensis, A. gangotriensis ve B. indicus) ve ii¢ gram negatif bakteri (P. antarctica, P.
proteolytica ve E. coli) tlizerinde test edilmistir. En disik Ag-NP konsantrasyonu
(2 pg/ml ortam) bakterilerin dordiinde (P. antarctica, A. kerguelensis, A. gangotriensis ve
B. indicus) biiyimeyi tamamen durdurmustur. P. proteolytica ve E. coli’de biiylimeyi
geciktirmistir. Daha yiiksek Ag-NP konsantrasyonlar (sirastyla 5 pug/ml ve 10 pg/ml), P.
proteolytica ve E. coli'nin biiylimesini inhibe etmistir. Bu sonuglar ayrica agar difiizyon
yontemiyle de dogrulanmistir (Shivaji, Madhu ve Singh, 2011).

Ghorbani tarafindan yapilan bir ¢aligmada, biyosentez yoluyla giimiis nanopartikiil
sentezinde Salmonella typhirium kullanilmistir. Nanopartikiillerin boyutunun 50-150 nm
araliginda oldugu rapor edilmistir (Ghorbani, Safekordi, Attar ve Sorkhabadi, 2013).

Bunlarin yani sira, mantar tiirlerinden nanopartikiil sentezleme caligmalar1 da literatiirde
gecmektedir. Ahmad ve arkadaslar1 bir mantar tiirii olan Fusarium oxysporum‘dan hiicre
dis1 biyosentez yoluyla giimiis nanopartikiill sentezi gerceklestirmislerdir. Gegirimli
Elektron Mikroskopisi (TEM) analizleri sonucu sentezlenen nanopartikiillerin 5-15 nm
boyutlarinda, kiiresel bazen de liggen morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir (Ahmad ve

digerleri, 2003).

Bu tez c¢aligmasinin amaci, siyanobakterilerden giimiis nanopartikiil sentezlemek ve

sentezlenen giimiis nanopartikiillerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi belirlemektir.



Calismada yesil sentezle giimiis nanopartikiil elde edilecektir. Gilimiis nanopartikiil
sentezlemede ise siirdiiriilebilir bir kaynak olmasi, sentez sirasinda toksik kimyasal

maddelerin kullanilmamasi1 nedenleriyle siyanobakteriler kullanilacaktir.

Bu kapsamda sirasiyla;

Oncelikle Amasya Tersakan Cay1’ndan su 6rnekleri alinacak,

- Alman su 6rneklerinden siyanobakteri izolat1 saflastirilacak,

Saflastirma islemi sonrasi tiir tayini yapilacak,

Izolatin kiiltiivasyonu yapildiktan sonra sulu ekstraklarindan yesil sentez metoduyla
giimiis nanopartikiil sentezlenecek,

- Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu yapilacak,

- Gilimiis nanopartikiillerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi belirlenecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Siyanobakterilerin Genel Ozellikleri

Roger Y. Stanier ve Cornelis B. van Niel’in 1962 tarihli {inlii makaleleri olan "Bakteri
Kavram1" yayinlanana kadar bakterileri alg, protozoa ve mantarlardan ayirt edecek tanim
net degildi (Stanier ve Van Niel, 1962). Farkli kalitsal 6zelliklere sahip bagimsiz bir
mikroorganizma grubu olarak bakteri kavrami ve bunlarin Schizophyceae (Cyanobacteria)
ile iligkisi R. Stanier ve C.B. van Niel tarafindan bu makalelerinde ortaya konmustur.
Ayrica, Okaryotik hiicrelerin organizasyonundan farkli olan prokaryotik hiicre
organizasyonu terimini onermisler ve bilim camiasi tarafindan kabul gérmiistiir (Stanier ve
Van Niel, 1962). Prokaryotik hiicre organizasyonu olan siyanobakteriler 1974’lerde,
Bergey'in Bakteriyoloji El Kitabi'na (Buchanan ve Gibbons, 1974) dahil edilmesiyle

"resmi" hale gelmistir.

Siyanobakteriler, ilk olarak biyolojik bir grup olarak tanimlandiktan sonra algler grubuna
dahil edilmislerdir. Mikroskopi, genetik ve molekiiler biyolojideki gelismeler
siyanobakterilerin  alglerden farkli oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bakteriler ve
siyanobakterilerin ortak yani prokaryot hiicre yapisina sahip olmalaridir. Algler ise 6karyot
hiicre yapisina sahiptir. Siyanobakteriler, prokaryot hiicre yapisina sahip olmalarina
ragmen, bitki hiicreleri gibi Okaryot hiicrelerde bulunabilen, kloroplasta benzer,
fotosentetik pigment sistemleri bulundururlar (Jones ve Myers, 1963). Siyanobakteriler,
fotosentez yetenekleri sayesinde karbon dongiisiinde, azot fiksasyonu yapabilmeleri

sebebiyle azot dongiisiinde dnemli yere sahiptir (Fay, 1965).

Siyanobakteriler ¢cok hiicreli ve filamentli formlar1 igeren ¢ok farkli morfolojilere sahip
tirleri icermektedirler (Castenholz, 2001). Filamentli formlar trikom olarak adlandirilan
hiicre dizisine sahiptirler. Diger prokaryotlara kiyasla biiyiik hiicre yapisina ve kompleks
morfolojiye sahip olmalar1 nedeniyle fosil kayitlarinda iz birakma olasiliklar1 artan
siyanobakterilerin, 2700-3000 milyon y1l 6nce ortaya ¢iktig1 hipotezleri kabul gérmektedir
(Knoll, 1989, 2003, 2008). Oksijen iireten siyanobakterilerin fosillesmis stromatolitleri
kesfedilmistir. Stromatolitler, ipliksi ve kokoid siyanobakterilerin baskin oldugu

mikrobiyal tabakali birikintilerden olusan mikrofosillerdir. Stromatolitler, kalsiyum



karbonat parcaciklarinin siyanobakterilerin olusturdugu filamentler iizerinde tutunmasiyla

olusurlar (Walter ve Dunlop, 1980; Knoll, 2008; Knoll ve digerleri, 2016).

Siyanobakteriler antibakteriyel (Jaki ve Sticher, 2000; Swain, Paidesetty ve Padhy, 2017).
antiviral (Kanekiyo ve digerleri, 2005; El-Baz, ElI Senousy, El-Sayed ve Kamel, 2013),
antifungal (Volk ve Furkert, 2006), anti-inflamatuar (Tabarzad ve Hosseinabadi, 2020),
antioksidan (Sharathchandra ve Rajashekhar, 2013; Valuta ve digerleri 2015; Patipong,
Hibino, Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2019) ve antikanser (Trimurtulu ve digerleri, 1994,
Subhashini ve digerleri, 2004; Leao, 2013) aktivitesi bakimindan gii¢lii biyoaktif bilesikler
iiretirler. Siyanobakterilerden endiistriyel olarak ticari oneme sahip amilaz, fosfataz,

proteaz gibi enzimler de tretilebilmektedir (Padmapriya ve Anand, 2010).

Teknolojik ve endiistriyel ilerlemeler insanliga olumlu katkilar saglarken, bir yandan da
habitatlarda c¢esitli kirleticilerin artmasit sonucunu dogurmustur. Kirlenme neticesinde
suyun ve topragin iyilestirilmesi bir zorunluluk haline gelmistir. Siyanobakterilerin agir
metallerle kontamine olmus habitatlarda yasayabilmelerinden yola ¢ikilarak,
siyanobakterilerle agir metallerin biyoremidasyonunu saglayacak arastirmalar yapilmaya
baglanmistir. Dis hiicre katmanlarinda ekzopolisakkaritler (EPS) iireten siyanobakteriler,
pozitif ylikli agir metal iyonlarinin biosorpsiyonunu saglayarak sudan uzaklastirilmasinda
olumlu sonuglar vermistir (Karna ve digerleri, 1999; Chojnacka, Chojnacki ve Gorecka,
2005; Pereira ve digerleri, 2011). Siyanobakteriler, yag bilesiklerini ve herbisitleri okside
etme yeteneklerinden dolay1 atik su aritiminda basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar.
Siyanobakteriler, hidrojen gazi tiretmeleri sebebiyle, gelecekte fosil yakitlara alternatif bir
enerji kaynagi olarak distiniilmektedirler (Lindblad, 1999). Yapilan c¢aligmalar
siyanobakteri tiirlerinin ¢esitli kiiltiir ortamlarinda hidrojen gazi trettigini gostermektedir
(Lambert ve Smith 1977; Borodin, Tsygankov, Rao ve Hall, 2000; Shah, Garg ve
Madamwar, 2003).

Siyanobakteriler, azot fiksasyonu yapabilmelerinden dolayi, biyogiibre olarak da
kullanilmaktadirlar.  Siyanobakterilerin  topraga asilanmasi basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmistir. Bir siyanobakteri tiirii olan Azolla, bir¢ok tilkede piring ekiminde
organik bir giibre olarak kullanilmigtir. Azolla ilavesinin toprak mikroorganizmalarinin

biiytimesini destekledigi gozlenmistir (Kannaiyan, Aruna, Kumari ve Hall, 1997).



2.1.1. Hiicre yapisi

Siyanobakterilerin hiicre yapisi genel olarak Sekil 2.1°de sematize edildigi gibidir. Tim
prokaryot hiicreli mikroorganizmalar gibi siyanobakteriler de zarla cevrili bir ¢ekirdege
sahip degildir. Genetik materyali sitoplazmasinda bulunur. Fotosentez igin Ozellesmis
pigmentleri igeren tilakoid zara sahiplerdir. Bazi tiirlerde, hiicre duvar1 miisilaj bir kilifla
cevrilidir. Siyanobakteriler, siyanofisin graniilleri, glikojen graniilleri, gaz vakuolleri,
polifosfat cisimleri ve karboksizomlar gibi farkli hiicre i¢i partikiillere sahiplerdir (Lang,
1968).

Kihif

Gaz kesesi
Fikobilizom

Tilakoid
DNA

Karboksizom

Ribozom

Siyanofisin

Hiicre Duvari

500 nm

0.5 um

Sekil 2.1. Siyanobakteri hiicresi (URL-1)

2.1.2. Hiicre duvari

Hiicre duvari, hiicreyi hem mekanik hem de ozmotik parcalanmaya karst koruyan hiicre
zarinin diginda yer alan sert bir yapidir. Bakteriler genellikle hiicre duvari yapilarina gore
gram negatif ve gram pozitif olmak iizere siniflandirilirlar (Gram, 1884). Bu durum hiicre
duvarindaki peptidoglikan tabakanin gram negatif ve gram pozitif bakteride farkli
olmasindan ileri gelmektedir. Gram-pozitif bakterilerin ¢cok katmanli peptidoglikani 20 ile

40 nm arasinda degisen kalinliga sahipken, gram-negatif bakterilerde, 2 ile 6 nm arasinda
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degismektedir. Gram-negatif yapilarina ragmen, siyanobakterilerde bulunan peptidoglikan
katmani, gram pozitif bakterilerdeki gibi daha kalindir. Synechococcus gibi tek hiicreli
tirlerde 10 nm kalinliginda iken Phormidium uncinatum gibi filamentli tiirlerde 15 ile 35
nm arasinda degismektedir. Oscillatoria princeps gibi biiyiik siyanobakterilerde ise
peptidoglikan katman 700 nm’den fazladir (Hoiczyk ve Baumeister, 1995). Yapilan
caligmalarda, Gram-negatif prokaryotlarin hiicre duvarinda bulunan yapiya benzer dis zar

gozlemlenmistir (Golecki, 1977).

Calismalar degerlendirildiginde, siyanobakterilerin, gram negatif veya gram pozitif hiicre
duvari tipinin yapisal unsurlarini igeren bir hiicre duvari organizasyonuna sahip oldugu

sonucuna varilabilir ( Jiirgens ve Weckesser, 1985).

2.1.3. Tilakoid zar

Siyanobakterilerde, klorofil igeren tilakoid membran ve klorofil igermeyen plazma
membrani olmak tlizere iki tip zar sistemi bulunmaktadir (Peschek, 1999). Fotosentez ve
solunum, biiyiik Ol¢iide membranlardaki elektron tagima yollarini gerektirir. Bitkilerde
elektron tasima sistemi elemanlar1 kloroplastlarda bulunan granalara yerlesmisken,
siyanobakterilerde ise tilakoid zarlarda bulunur. Hemen hemen tiim siyanobakterilerde
bulunan i¢ membran sistemi olan tilakoid membran ise hem fotosentetik hem de solunum
elektron tasima zincirlerini icerir (Peschek, 1999). Bu iki elektron tasima zinciri kesisir ve

zardaki ayni bilesenleri kullanir (Sekil 2.2).

Siyanobakterilerde fotosentez sistemi, tilakoid membranda yer alan fotosistem | ve
fotosistem II olmak tizere iki fotoreaksiyon merkezinden olusmaktadir (Nagarajan ve
Pakrasi, 2016). Fikobilizomlar, enerjiyi emerek fotosistem II' ye transfer eden
fikobiliprotein  pigmentlerinden olusur. Tilakoid zarda bulunan fikobilizomlar,
siyanobakterilerde ve kirmizi alglerde bulunur. (MacColl, 1998). Fikobiliproteinler
absorbsiyon ozelliklerine gore; fikoeritrinler, fikosiyaninler ve allofikosiyaninler olmak
lizere lic ana sinifa ayrilirlar. Fikobilizomlar en yiiksek enerjiden en diislik enerjiye sahip
pigmentlere enerji akis1 gergeklesecek sekilde diizenlenir (MacColl, 1998). Sekil 2.3’de
sematize edildigi gibi fikobilizomlar tarafindan yakalanan 1s1k enerjisi hizli ve verimli bir
sekilde fotosistem II‘ye aktarilir. Tilakoidler boyunca ortaya ¢ikan proton gradyani
adenosintrifosfat (ATP) sentezi i¢in kullanilir (Nagarajan ve Pakrasi, 2016).



CO2
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Sekil 2.2.

Bir siyanobakteriyel hiicrenin tilakoid zarlarma goémiilii fotosentetik ve
solunum elektron tagima zinciri bilesenlerinin sematik temsili [Elektron
transfer reaksiyonlar1 kirmiziyla vurgulanmistir. Kisaltmalar: ADP;
adenosindifosfat, ATP ; adenosintrifosfat, cyt b6f; sitokrom b6f, cytc6;
sitokrom ¢6, NADP (H); nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat, PC;
plastosiyanin, PQ; plastokinon, SDH; siiksinat dehidrojenaz, PBS;
fikobilizom, PSI; Fotosistem I, PSIl; Fotosistem Il (Nagarajan ve
Pakrasi, 2016)]
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Sekil 2.3. (A) Siyanobakterilerde PSII anten sisteminin yapisal organizasyonu
(B) Fikobilizomlarda enerji transferi adimlar1 (Shevela, 2011)
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Sekil 2.3’de sematize edildigi gibi sogurulan fotonlarin enerjisi, Klorofil a’ya (P680)
ulagana kadar fikobilozomlarin [fikoeritrin (¢ogu siyanobakteride yoktur) — fikosiyanin
— alofikosiyanin— klorofil a ] i¢inden geg¢irilir (Chapman, 1973). Fikoeritrin olmayan
siyanobakterilerde enerji aktarimi fikosiyaninden baslamaktadir (Shevela, 2011). Klorofil
a’nin gorevi 1518 sogurulmasinin yaninda, sogurulan enerjinin kimyasal enerjiye

doniisiimiinii saglamasidir (Mauzerall, 1976).

2.1.4. Karboksizomlar

Siyanobakteriler, karbondioksidi  birincil karbon kaynagi olarak  kullanirlar.
Karboksizomlar, siyanobakterilerde karbon fiksasyonunda rol oynamaktadir. iclerinde
bolca ribuloz 1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) enzimi icermeleri sebebiyle
“karboksizomlar” adi verilmistir. Ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz (Rubisco) ve
B-karbonik anhidraz (BCA) enzimleri CO2 fiksasyonunda rol oynar (Shively ve digerleri,
1973).

2.1.5. Gaz kesecikleri

Siyanobakterilerde gaz kesecikleri ile ilgili aragtirmalar, 1965 yilinda, Bowen ve Jensen’in,
siyanobakterilerde ki gaz keseciklerinin, 75 nm ¢apinda ve 1.0 mm uzunluga kadar olan
silindirik vezikiil yiginlarindan olustugunu (Sekil 2.4.) kesfetmesiyle baglamistir (Bowen
ve Jensen, 1965).

Bazi prokaryotik organizmalar planktoniktir. Yani g6l ve okyanus sular i¢inde belli bir
seviyede yasarlar. Pek ¢ok planktonik siyanobakteri gaz kesecikleri igermektedir (Walshy,
Hayes, Boje ve Stal, 1997). Gaz kesecikleri, siyanobakterilerin 1s18a dogru yiizmesini ve
oksijen yoniinden zengin ylizey sularma yiikselmesini saglar. Gaz vezikiilleri iceren
hiicreler gol yiizeyine yiikselirler. Riizgarla siiriiklenerek biiylik kiitleler olustururlar
(Walsby, 1994).
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Sekil 2.4. Aphanizomenon flos-aquae 'de gaz keseciklerinin elektron mikroskobu
gorlntiileri, (v); gaz kesecikleri (Bowen ve Jensen, 1965)

2.1.6. Siyanofisin graniilleri

Ilk defa Anabaena cylindrica’dan izole edilen siyanofisin graniilleri, aspartik asit ve
arginin aminoasitlerini i¢ceren polipeptitlerdir (Simon,1971). Siyanofisin graniillerinin azot

depolama islevini yerine getirdikleri diisiiniilmektedir (Simon,1973).

2.1.7. Hiicre hareketleri

Siyanobakteriler kayma, biikiilme veya donme hareketleri yapabilirler fakat flagella veya
kirpiklere sahip degillerdir. Bu hareketlere neden olan mekanizma anlagilmamakla birlikte,
hiicrelerde ritmik biiziilme dalgalarinin yayilmasinda, 0zmoz veya ylizey gerilimi ile
iliskili mekanizmalar1 igeren g¢esitli hipotezler 6ne siiriilmiistir (MacColl, 1998). Bir
calismada ipliksi mat olusturan Oscillatoria hiicrelerinin hareketliligi incelenmis,
filamentlerin 151k noktalarina dogru hizli ve koordineli bir sekilde fototaksi sergiledigi
gortilmiistiir. Fototaksinin fotosentezin verimini artirdigi distiniilmektedir (Biddanda ve

digerleri, 2015).
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2.1.8. Hiicre formlar:

Organizmalar yapi, fonksiyon ve davramis bakimindan c¢ok ¢esitli hiicre formlar
gelistirmiglerdir. Prokaryotlarda hiicre farklilagmasi, olumsuz c¢evre kosullarina
adaptasyonu ve hayatta kalmay1 saglamaktadir (Sukenik, 2015). Siyanobakteriler dort tip
hiicre ¢esidine sahiptir. Bunlar; filamentlerin vejetatif hiicreleri, nitrojen fiksasyonu yapan

heterosistler, spor benzeri akinetler ve hormogoniyumlardir (Castenholz, 2015).

2.1.8.1. Heterosistler

Tiim siyanobakteriler, nitrojen kaynagi olarak nitratla birlikte biiyliyebilme potansiyeline
sahiptir (Holm-Hansen, 1968). Siyanobakterilerin fotosentez gergeklestiren vejetatif
hiicreleri nitrojen kaynagindan yoksun birakildiklarinda heterosist adi verilen 6zellesmis
hiicrelere farklilasirlar (Thiel, Lyons, Erker, Ernst, 1995). Heterosistler, sadece anaerobik
kosullarda islev gorebilen nitrojenaz enzimi araciligiyla azot fiksasyonu yaparlar (Thiel ve
digerleri, 1995). Heterosistler, fotosistem II'nin eksikliginden dolay1 oksijen liretemezler.
Ayrica heterosistler, peptidoglikan, glikolipit ve polisakkarit katmanla c¢evrili
olduklarindan iclerine oksijen girisi ger¢eklesmez. Bu sekilde nitrojenazin oksijen
tarafindan inaktivasyonuda onlenmis olur (Murry ve Wolk, 1989). Heterosist hiicreleri,
Sekil 2.5°de oldugu gibi 151k mikroskobuyla bakildiginda vejetatif hiicrelerden rahatlikla
ay1rt edilebilirler.

Vejetatif hiicre .

Sekil 2.5. Siyanobakteride heterosist, akinet ve vejetatif hiicreleri ( URL-2)
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2.1.8.2. Akinet

Akinetler genellikle vejetatif hiicrelerden daha biiyiiktiir. Graniiller halinde goriilebilen
biiyiik miktarlarda depolanmis besin maddesi igerirler (Sekil 2.5). Akinetler olumsuz
cevre kosullarina yanit olarak farklilagsmis hiicre yapilaridir (Flores ve Herrero, 2010).
Elverigsiz kosullarda (kuraklik, diisiik sicakliklar vb.) ve duragan cevrelerde (gol
cokeltileri, topraklar, vb.) olusan iireme hiicreleridir (Kaplan-Levy, 2010, Dvoiak ve
digerleri, 2017). Siyanobakteriler akinete sebeb olabilecek sartlara maruz kaldiklarinda
siyanofisin ve glikojen birikimi gergeklestirmektedir (Wildman ve digerleri, 1975, Sukenik
ve ark, 2015). Caligmalarda ¢esitli faktorlerin sinirlanmasiyla akinet farklilasmasi olup
olmadig1r gozlenmistir. Nostoc PCC 7524 ile yapilan ¢alismalarda i1sik smirlamasinin
akinet olusumunda 6nemli bir faktér oldugu goriilmiistiir (Sutherland ve Stewart, 1979).
Anabaena circinalis ile yapilan fosfor sinirlamasi deneylerinde, fosfor eksikliginin de

akinet olusumunu tetikledigi kanitlanmistir (Van Dok ve Hart, 1996).

2.1.8.3. Hormogoniyum

Koloni meydana getiren tiirlerde hiicre boliinmesi ve fragmantasyon tarzinda eseysiz
tireme goriiliir. Ipliksi yap1 gosteren tiirlerin bazilarinda aradaki hiicrelerin dlmesiyle iplik
birka¢ hiicreden ibaret pargalara ayrilir. Bu pargalara hormogoniyum denir.
Hormogoniyumlar anormal sartlarda meydana gelir. Sartlar elverisli oldugu zaman

geliserek ipligi olustururlar (Dvorak ve digerleri, 2017).

—1—> Hormogoniyum

Sekil 2.6. Leptolyngbya boryana NIES-2135 tiiriiniin olusturdugu hormogoniyumlar
(1s1k mikroskobu, 100X)
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2.2. Siyanobakterilerin Ekolojisi

Siyanobakteriler, yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere edebilme kabiliyetlerinden dolayz,
tuz golleri, asir1 tuzlu lagiinler ve asir1 tuzlu siilfiir kaynaklar1 dahil olmak tizere asir1 tuzlu
ortamlara adapte olmuslardir (Oren, 2012). Siyanobakteriler ayn1 zamanda ¢esitli karasal
ortamlarda da yasayabilmektedirler. Ozellikle toprak, nemli olmasindan dolay:1 biiyiimeleri
icin en potansiyel habitatlardan birisi olarak goriilmektedir. Azot fiksasyonu yapmalari
sebebiyle siyanobakteriler toprak verimliliginin korunmasinda ve toprak 1slahinda 6nemli
bir rol oynamaktadir (Thajuddin ve Subramanian, 2005). Siyanobakterilerin termal sularda
da bulunabildigi bildirilmistir. Setchell, siyanobakterilerin yasayabildigi iist sicaklik
limitinin 65°C ile 68°C arasinda oldugunu bildirmistir (Setchell, 1903; Thajuddin ve
Subramanian, 2005). Siyanobakteriler ayni zamanda disiik sicakliklari da tolere
edebilirler. Wynn ve Williams sicak ve soguk c¢dllere adapte olmus siyanobakterileri
caligmalarinda listelemistir (Wynn ve Williams, 2000). Phormidium sp.’nin genis buz
katmanlarinda bulundugu rapor edilmistir. Ayrica Chroococcus turgidus, Limnothrix sp.,
Mastigocladus sp., Oscillatoria sp., Spirulina sp. ve Synechococcus sp. tiirlerinin
Almanya’da asit goliinde bulundugu gosterilmistir (Steinberg, Schifer ve Beisker, 1998).
Siyanobakteriler yiiksek oranda toksik metallerin (Cu, Cd, Zn vb.) bulundugu ortamlarda
da biiyiiyebilmektedirler (Mallick ve Rai, 1990; Thajuddin ve Subramanian, 2005).

Siyanobakteriler ortamlarda tek basina bulunabildikleri gibi alglerle, mantarlarla,
hayvanlarla, bitkilerle simbiyoz halinde de yasayabilirler. Siyanobakterilerin simbiyozunun
en bilinen Ornegi, bitkilerle heterosistli filamentli bir cins olan Nostoc arasinda kurulan
simbiyozdur. Simbiyotik formlarda serbest yasayanlara gore heterosistli hiicre oram
vejetatifli hiicreden daha fazladir. Likenler, mantarlarla (ascomycetes ve basidiomycetes)
siyanobakteri veya algler arasinda kurulan simbiyoz 6rnegidir (Playfair, 1921; Thajuddin
ve Subramanian, 2005). Tek baglarina hayatta kalamayacaklar1 habitatlarda birliktelik
olustururlar. Likenler, alg ve mantarlarin nadir olduklar: yerlerde yayilmislardir. Calothrix,
Fischerella, Gloeothece, Nostoc ve Scytonema gibi siyanobakteri tiirleri likenlerde bulunur
(Hitch ve Millbank, 1975; Subramanian, 2005).
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2.3. Giimiis Nanopartikiil (Ag-Np)

Nano olgekli yeni malzemelerin tasarimini, {Uretimini, karakterizasyonunu ve
uygulanmasini igeren multidisipliner bir bilim dali (Bhatia, 2016) olan nanoteknoloji,
Ulusal Nanoteknoloji ~ Girisimi ~ Stratejik Planinda (Aralik, 2007) su sekilde
tanimlanmaktadir; ‘‘Nanoteknoloji, benzersiz fenomenlerin yeni uygulamalari miimkiin
kildig1 yaklagik 1 nm ve 100 nm arasindaki boyutlarda maddenin anlasilmasi ve kontrol
edilmesidir. Nano Olgekli bilim, miihendislik ve teknolojiyi kapsayan nanoteknoloji,
maddeyi bu uzunluk 6lgeginde goriintiileme, 6lgme ve modellemeyi icerir’” (NNI, 2007).
““Bir nanometre, bir metrenin milyarda biridir. Bir kagit yaprag: yaklasik 100.000 nm
kalinligindadir; tek bir altin atomu, ¢ap olarak nanometrenin yaklasik iigte biri kadardir.
Yaklagik 1 nm ile 100 nm arasindaki boyutlar nano 6lgek olarak bilinmektedir.”” (NNI,
2007).

Nanoteknoloji, nanopartikiillerin iistiin magnetik (Hu ve digerleri, 2006; Bertorelle ve
digerleri, 2006), optik (Huang, 2007; Chen ve digerleri, 2018), elektronik (Zhao ve
digerleri, 2005; Behafarid ve digerleri, 2012), mekanik (Li, Cao, Zhang ve Dang, 2006;
Kotov, Mikhaylovskaya, Borisov, Yakovtseva, Portnoy, 2017) o&zelliklerinden dolay1

yogun bir bilimsel arastirma alani haline gelmistir.

Metalik nanopartikiiller, altin, platin, giimiis, titanyum, ¢inko, seryum, demir ve talyum
gibi saf metallerden veya oksitler, hidroksitler, siilfitler, fosfatlar, floriirler ve kloriirler

gibi saf metallerin bilesiklerinden fiiretilebilirler (Elizabeth, Néstor ve David, 2019).

Metalik nanopartikiiller smifina giren giimiis nanopartikiiller, metalik giimiisiin,
nanoteknoloji biliminin giindeme gelmesiyle birlikte nano pargaciklara doniistiirilmesiyle

elde edilmistir.

Glimiis nanopartikiiller, antimikrobiyal 0zelliklerinden dolayr pek c¢ok uygulamada
kullanilabilmektedir (De Moura, Mattoso ve Zucolotto, 2012; Mittal, Bhaumik, Kumar ve
Banerjee, 2014; Budama, Cakir, Topel ve Hoda, 2013; Francis, Joseph, Koshy ve Mathew,
2017). Patojenik mikroorganizmalarin ila¢ direnci gelistirmesi, arastirmacilari yeni
antimikrobiyal ajanlar bulmaya yOneltmistir. Giimiisiin ve glimiis bilesiklerinin

antimikrobiyal ajan olarak kullanim1 uzun yillardir bilinmektedir (Russell ve Hugo, 1994).
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Glumiis iceren kremler yara ve yanik tedavilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gilimiisiin siilfadiazin ile birlesimi olan giimiis siilfadiazinin, genis antibakteriyel aktivite
spektrumu, diisiik toksisite, minimal doku reaksiyonu ve uygulama kolayligi gibi
ozellikleri sebebiyle yara enfeksiyonlarina ve yara oOrtiilerine gilivenli bir sekilde

uygulanabilecegi gosterilmistir (Fox, 1983).

Dakal ve arkadaglari ‘‘Giimilis nanopartikiillerin antimikrobiyal etkilerinin mekanik
temelleri’” isimli derlemelerinde gilimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal etkisinin
aydinlatilmasi i¢in simdiye kadar tanimlanmig en iyi dort mekanizmaya yer verilmistir.
Bunlar; ‘(1) Ag-NP'lerin hiicre duvar1 ve zar ylizeyine yapismasi, (2) Ag-NP'lerin hiicre
igine girmesi ve hiicre i¢i yapilarin (mitokondri, vakuoller, ribozomlar) ve
biyomolekiillerin (protein, lipitler ve DNA) zarar gormesi, (3) Ag-NP'lerin, reaktif oksijen
tiirlerinin ve serbest radikallerin olusumuyla hiicresel toksisiteye ve oksidatif strese neden
olmasi (4) Sinyal iletim yollarinin modiilasyonu’’dur (Dakal, Kumar, Majumdar ve Yadav,
2016).

Glimiis nanopartikiiller nanosensor teknolojisinde de yer almaya baslamistir. “‘En temel
diizeyde bir nanosensorde bir nanomateryal, bir tanima eleman1 ve sinyal iletimi i¢in bir
mekanizma olmast gerekmektedir’’(Vikesland, 2018). Yesil sentezlenmis giimiis
nanopartikiillerin suda amonyak tespiti i¢in bir optik sensérde kullanildigi rapor edilmistir
(Pandey, Goswami ve Nanda, 2012). 2018 yilinda yapilan bir ¢calismada, yesil sentezle elde
edilen glimiis nanopartikiillerin elektrokimyasal algilama davranisi incelenmis, suda ki
toksik civa iyonlarmni hizli bir sekilde algiladigi tespit edilmistir (Sebastian, Aravind ve
Mathew, 2018).
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2.4. Siyanobakterilerden Giimiis Nanopartikiil Sentezi

Glimiis nanopartikiillerin  sentezinde kullanilan yontem, indirgeyici madde ve
stabilizatoriin degistirilmesiyle nanopartikiiliin sekil, boyut ve boyut dagiliminin degistigi
goriilmiistir (Wang ve Muhammed, 1999; Pal, Tak ve Song, 2007; Zielinska, Skwarek,
Zaleska, Gazda ve Hupka, 2009). Nanopartikiillerin sekil ve boyutunun degismesiyle
nanopartikiiliin katalitik aktivitesi de degismektedir (Morones ve digerleri, 2005). Bu

sebeble glimiis nanopartikiillerin sentezi aktif bir ¢aligma alan1 haline gelmistir.

Nanopartikiillerin sentezinde asagidan yukar1 ve yukaridan asagi olmak iizere baslica iki
yaklagim vardir (Jamkhande, Ghule, Bamer ve Kalaskar, 2019). Yukaridan asagi
yaklasgiminda 6giitme gibi mekaniksel islemlerle malzemeler nanoboyuta kadar
kiigiiltiilebilmektedir (Jung, Sohn, Sung, Hyun ve Shin, 2015). Asagidan yukariya
yaklagiminda ise; atomik veya molekiiler boyuttaki yapilar, kimyasal reaksiyonlar ile
biiylitiilerek partikiil olusumu gerceklestirilebilmektedir (Giirmen ve Ebin, 2008).
Biyolojik kaynaklar kullanilarak nanopartikiil sentezi asagidan yukariya yaklagimi ile
gergeklesmektedir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Metalik nanopartikiillerin sentez metotlar1 (Jamkhande ve digerleri, 2019)

Yukaridan asagiya metotlari Asagidan yukariya metotlari
e Lazer ablasyonu Fiziksel buhar biriktirme

e Piiskiirtme Kimyasal buhar biriktirme
e Mekanik 6gilitme Sol-jel metot

Kimyasal indirgeme
Hidrotermal yontem
Solvotermal yontem

Sprey pirolizi

Lazer pirolizi

Biyolojik metot

Genel olarak nanopartikiiller fiziksel, kimyasal ve biyolojik metotlarla hazirlanabilir.
Gumiis nanopartikiillerin kimyasal sentezi i¢in giimiis tuzu (AgNOs3), indirgeyici ajan ve

nanopartikiillerin bir araya toplanmasini ve biiylimesini kontrol etmek i¢in stabilizatore
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ihtiya¢ vardir (Lee, Song ve Lee, 2010). Giimiis nitrat, giimiis nanopartikiiller sentezi igin
siklikla kullanilan bir glimiis tuzudur (Lee ve digerleri, 2010). Kimyasal sentezde
indirgeyici olarak polioller (Favier, Pla ve Gomez, 2019), sodyum borhidriir (Mavani ve
Shah, 2013), sodyum sitrat (Ranoszek ve digerleri, 2017) ve N, N-dimetilformamid
(Pastoriza-Santos ve Liz-Marzan, 1999) kullanilir. ‘‘Nanopartikiil stabilitesi terimi,
kiimelenme, bilesim, kristallik, sekil, boyut ve yiizey kimyas1 gibi nanoyap1 6zelliklerinin
korunmasini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir’’> (Phan ve Haes, 2019). Kimyasal
sentezde stabilizator olarak polivinil-pirolidon (PVP), B-siklodekstrin (He, Tan, Liew ve
Liu, 2004), setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB), sodyum dodesil siilfat (SDS),
polialkilamin hidrokloriir (PAH); poli akrilamid (PAA) gibi ¢esitli yiizey aktif maddeler
yada polimerler kullanilabilir (Bae ve digerleri, 2011). Stabilizatorler glimiis
nanopartikiillerin ylizeylerine baglanirlar ve nanopartikiillerin kiimelesmesini engellerler

(Ghorbani, Safekordi, Attar, Sorkhabadi, 2011).

Bir aragtirmada, giimiis nanokiipler, polivinil pirolidon (PVP) varliginda glimiis nitratin
etilen glikol ile indirgenmesiyle biiyiik miktarlarda sentezlenmistir. Bu siiregte, etilen
glikol hem ¢o6ziici hem de indirgeme ajani olarak kullanilmistir. Giimiis nitrata gore
PVP'nin varlig1 ve molar orani, {iriiniin geometrik seklini ve boyutunu belirlemede 6nemli
rol oynamustir (Sun ve Xia, 2002). Diger bir arastirmada, giimiis nanopartikiiller, birincil
indirgeyici olarak sodyum boro hidrit (NaBH) ve hem ikincil indirgeyici hem de stabilize
edici ajan olarak trisodyum sitrat (TSC) kullanilarak sentezlenmistir. indirgeme islemleri
iki farkli sicaklikta, yani 60°C'de ve 90°C'de gergeklestirilmistir. Farkli boyutlarda
nanopartikiil sentezi i¢in farkli reaksiyon kosullar1 denenmistir. 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 63,
85 ve 100 nm boyutlarinda giimiis nanopartikiiller sentezlemislerdir (Agnihotri ve
digerleri, 2014).

Partikiil boyutu ve boyut dagilimi, nanopartikiil sistemlerinin en 6nemli 6zellikleridir.
Nanopartikiilleri miimkiin olan en kiiciik boyutta ancak maksimum kararlilikla
sentezlemek zordur. Patel ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda, nanopartikiillerin boyutlarinin
kullanilan siyanobakteri tiirleri arasinda 6nemli 6l¢lide degisiklik gosterdigi TEM goriintii
sonuglartyla dogrulanmistir (Patel ve digerleri, 2015). Ayrica reaksiyonun siiresi, pH
degeri, ekstrakt konsantrasyonu ve sicaklik sentezlenen nanopartikiilin morfolojisi
tizerinde etkili olmaktadir (Kaviya, Santhanalakshmi, Viswanathan, Muthumary ve

Srinivasan, 2011; Shah, Fawecett, Sharma, Tripathy ve Poinern, 2015). Gilimiis
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nanopartikiillerin bakterisidal etkisinin boyuta bagli oldugu dogrulanmistir (Morones ve
digerleri, 2005; Rai, Yadav ve Gade, 2009; Agnihotri ve digerleri, 2014). Nanopartikiil ne
kadar kiigiikse o kadar yiiksek spesifik yiizey alanina ve dolayisiyla o kadar yliksek
aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte nanopartikiil seklinin de aktivite tizerinde etkili oldugu
rapor edilmistir (Pal, Tak ve Song, 2007; Lok ve digerleri, 2007; Sintubin ve digerleri,
2011). Ayrica biyosentezlenen Ag-NP’ler uzun zaman periyotlarinda stabil kalabilir.
Nanopartikiillerin uzun siireler stabil kalmas1 diger molekiillerle daha kolay
islevsellesmesini ve bunun sonucu olarak mikroorganizmalarla etkilesimlerini gelistirerek

antimikrobiyal aktivitesinin artmasini saglar.

Mikrobiyal hiicrelerle, biyoteknolojik bir siirecle nanopartikiil iiretimi kimyasal senteze
alternatif bir yaklasimdir. Yesil sentezde indirgeyici ajanlar ve stabilizatorler protein,
karbonhidrat, bakteriler, mantarlar, mayalar, algler veya bitkiler tarafindan iretilen
biyomolekiillerdir. Biyomolekiiller (alkaloidler, fenolik bilesikler, terpenoidler, enzimler,
ko-enzimler, proteinler, sekerler vb.) metal tuzlarii pozitif oksidasyon durumundan sifir
oksidasyon durumuna indirger. Siyanobakterilerde bulunan hem nitrojenaz hem de
hidrojenaz enzimleri de indirgeyici maddeler olarak hareket ederek, giimiis iyonlarini
azaltarak nano giimiis olusturabilir (Brayner ve digerleri, 2007). Metalik nanopartikiillerin
boyutu ekstraktta bulunan biyolojik bilesiklere baghdir. Ekstraktta gii¢lii bir indirgeyicinin
varligi, hizli bir reaksiyonu ve daha kiigiik nanopartikiillerin olusumunu destekler (Roy,
Bulut, Some, Mandal ve Yilmaz, 2019). Nanopargaciklarin yesil sentezinde biyolojik
molekiiller sadece metal tuzlarim1 azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda olusan
nanopargaciklari da kaplar ve kapatici ajan olarak islev goriir. Kimyasal sentezle iiretilen
nanopartikiillerde indirgeyici ve stabilizator olarak kullanilan toksik maddelerin bir kismi

partikiil tizerinde kalir ve biyolojik uygulamalarda kullanimin1 kisitlar.

Biyolojik sentezde nanopartikiiller hiicre i¢i sentez ve hiicre dis1 sentez olmak tizere iki
yontemle sentezlenebilmektedir (Lengke, Fleet ve Southam, 2007; Singh ve digerleri,
2014). Hiicre i¢i sentez yontemi, biriken nanopartikiilleri hiicrelerden kurtarmak igin ek
adimlar gerektirdiginden daha az tercih edilir. Glimiis nanopartikiillerin yesil sentezi Sekil

2.15‘de sematize edilmistir.



Siyanobakteri hiicreleri /

AgNO3

Ag* + NOs3"

/ Yesil sentez

Giimiis nanopartikiil ( Ag-NP)

Sekil 2.7. Glimiis nanopartikiil sentezinin sematik tanitimi
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2.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde ¢ok ¢esitli karakterizasyon
yontemleri uygulanmaktadir. Bunlar  mikroskobik ve spektroskobik  yoOntemler

olabilmektedir.

Nanopartikiillerin morfolojik degerlendirmesinde kullanilan mikroskobik tekniklerin en
onemlileri; taramali elektron mikroskopisi (SEM) (Kalimuthu ve digerleri, 2008),
gecirimli elektron mikroskopisi (TEM) (Gurunathan ve digerleri, 2009) dir. Taramali
elektron mikroskopisi (SEM), elektron mikroskopi tabanli teknik nanopartikiillerin
dogrudan goriintiilenmesi ile boyut, sekil ve yiizey morfolojisini belirler. SEM teknigi
elektron tarama prensibine dayanmaktadir (Khan, Shameli, Sazili, Selamat ve Kumari,
2019). SEM'de bir elektron 1s1n1 objektif mercekle numuneye yansitilir. Bu 1s1n numunenin
ylizeyi tlizerinden tarar, foton ve elektronlar dahil gesitli sinyaller numune yiizeyinden
yayilir. Numune ve 151n arasindaki etkilesim nanomalzemelerin yiizey yapist ve morfolojisi
hakkinda farkli sinyaller iiretir (Bhaumik ve digerleri, 2015). SEM Kkarakterizasyonu
stirecinde Oncelikle, nanopartikiillerin ¢ozeltisi baslangicta kuru bir toza doniistiiriilmelidir.
Bu kuru toz bir numune tutucu iizerine monte edilir, ardindan bir piiskiirtme kaplayici
kullanilarak iletken bir metalle (6rnegin altin) kaplama yapilir (Bhatia, 2016). Tiim
numune daha sonra odaklanmis bir elektron 1sim1 ile taranarak analiz edilir.
Nanopartikiillerin seklinin ve boyutunun belirlenmesinde kullanilan gecirimli elektron
mikroskopisi (TEM) teknigi, ¢ok ince bir numunenin yiiksek enerjili bir elektron 1giniyla
isinlanmasint igerir (Bhaumik ve digerleri, 2015). TEM teknigi sulu ¢ozeltilerde de

kullanilabildigi i¢in SEM’e gore daha kullanishdir.

Spektroskopik yontemlerden en ¢ok kullanilanlart ise XRD (X-Isin1 kirinimi), X-1gin1
fotoelektronunu (XPS), Dinamik 1s1k sag¢ilimi  metodu (DLS) ve UV-Goriiniir
spektroskopisidir (Khan ve digerleri, 2019). Sentezlenen nanopartikiillerin analizi i¢in ilk
karakterizasyon yontemi UV-vis spektroskopisidir (Gurunathan ve digerleri, 2009). UV-vis
spektrumu absorbans pikleri giimiis nanopartikiillerin varhigimi gostermektedir (Aziz,
Abdullah, Saber, Rasheed ve Ahmed, 2017). X 1sm1 kirmimmi (XRD) yontemi,
nanopartikiillerin kristal yapis1 hakkinda bilgi verebilir (Mehta, Chhajlani ve Shrivastava,
2017). Nanopartikiil yiizeylerini ve kaplamalar1 karakterize etmek amaciyla kullanilan X-

1s11 fotoelektronu (XPS), en hassas teknik olarak kabul edilir. (Khan ve digerleri, 2019).
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Kolloidal malzemenin stabilitesi genellikle nanopartikiillerin zeta potansiyeli ile analiz
edilir. Zeta potansiyel degerleri, yiizey hidrofobikliginin ve nanokapsiiller iginde
kapsiillenmis veya yiizeye kaplanmis malzemenin degerlendirilmesinde kullanilabilir
(Bhatia, 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Su Orneklerinin Alindig1 Bélgenin Koordinatlar

Bu caligmada, su 6rnekleri 17.02.2019 tarihinde Amasya ili sinirlart igerisinde bulunan
Tersakan Cayi’ndan (40°52'55.6"N 35°38'00.4"E) alinmistir. Suyun sicakligi saat 12:00°da

10°C ve ph:7,6 olarak dlgiilmiistiir. Ornek alinan noktalar Resim 3.1 ve Resim 3.2°de

isaretlenmisgtir.
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Resim 3.1. Ornek alinan bolgenin uydu goriintiisii (URL-3)
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Resim 3.2. Ornek alman bdlgenin fotografi

3.2. Siyanobakterilerin Saflastirilmasi

Su ornekleri ayni giin igerisinde laboratuvara getirilmistir. 100 ml BG-11 ve BG-0 besiyeri
(Allen ve Stainer, 1968; Allen, 1968; Rippka, Deruelles, Waterbury, Herdman ve Stanier,
1979) igeren steril sekiz adet erlen hazirlanmistir (Resim 3.4). BG-11 ve BG-0 besiyeri
hazirlanirken Cizelge 3.1°de verildigi sekilde hazirlanan stok soliisyonlardan 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 ve 8. stoktan 10 ml , 9. stoktan 1 ml alinip {izerine son hacim 1000 ml olacak sekilde
saf su eklenmistir. BG-0 besiyeri hazirlanirken 1. stok kullanilmamistir ( Resim 3.3).
Herbir erlene 100 ml su ornegi eklenmistir. Ayrica her bir besi ortamina Okaryotik
mikroorganizmalarin gelismesini engellemek i¢in 0.1 gr/L siklohekzimid eklenmistir.
Siyanobakteriler 22 °C’de oda sicakliginda 10 giin boyunca aydinlik/ karanlik
periyodunda inkiibe edilmistir.

Resim 3.3. BG-11 ve BG-0 besiyeri igeren 250 ml’lik erlenler



Cizelge 3.1. Bg-11 besiyeri i¢in stok soliisyonlar (Allen and Stainer, 1968)
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STOK SOLUSYONLAR KIMYASALLAR gr/ L
1.Stok NaNOs3 150
2.Stok K2HPO4 4
3. Stok MgSO47H20 6
4. Stok CaCl22H.0 3,6
5. Stok Sitrik asit 0,6
6. Stok Fe(NHa4)2 (SO4)2 6H20 0,6
7. Stok NazEdta,H.0 0,1
8. Stok Na.COs 2

HsBOs 2.86
MnCl; . 4H>0 1.81
9 Stok ZnS04 . TH20 0,222
(Mikroelementler) CuSQOg4 . 5H20 0.079
COClz . 6H20 0.050
NaMoOs . 2H20 0.391

Resim 3.4. BG-0 ve BG-11 besiyeri i¢in hazirlanmig stok soliisyonlar
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Gelisim gozlenen erlenlerden alinan 6rnekler, BG-O ve BG-11 besiyeri igeren tiiplere
ekilmistir (Resim 3.4). Tiplerde gelisim gozlendikten sonra, steril 6ze ile alinan Srnekler
mikroskop altinda incelenmistir.  Farkli  morfolojilere  sahip  siyanobakteriler
gbzlemlenmistir. Seri diliisyon metodu ile besiyerindeki mikroorganizma popiilasyonunun
kademeli bir sekilde azaltilmasi siyanobakterilerin izole edilmesine yardimei olmaktadir
(Waterbury, 2006). Seri diliisyon i¢in oncelikle her tiipte 15 ml besiyeri olacak sekilde 8
tiip hazirlanmistir. ilk tiip iyice vortekslenerek siyanobakterilerin homojen dagilmasi
saglanmigtir. Daha sonra ilk tiipten mikropipetle 1 ml alinarak ikinci tiipe eklenmistir.
Ikinci tiipten 1 ml almarak iigiincii tiipe eklenmistir. Son tiipe kadar diliisyona devam
edilmistir (Resim 3.5). Her asamada ornek eklendikten sonra tiipler vortekslenmistir.
Tiipler floresan 151k altinda gelisim gozlenene kadar bekletilmistir. Son tiipte gelisim
gozlendikten sonra mikroskop altinda incelenmistir. Dillisyon sonucu bazi tiiplerde
saflasma goriilmiistiir. Bazi tiiplerde ise filamentli siyanobakterilerin ve tek hiicreli
siyanobakterilerin bir arada gelistigi  gozlemlenmistir. Filamentli siyanobakterilerin
ayrilmast i¢cin BG-11 besiyeri ve agaroz igeren plaklara steril pastdr pipeti ile ekim
yapilmistir (Resim 3.6, Resim 3.7). Filamentli siyanobakteriler geliserek besiyerinin

icerisinde yayilmis ve tek hiicreli siyanobakterilerden ayrilmistir (Resim 3.8).

Resim 3.5. Siyanobakterilerin tiiplerde gelisimi



Resim 3.6. BG-11 igeren kat1 besiyeri hazirlanisi

Resim 3.7. Kat1 besiyerine ekimi yapilmis 6rnekler

Resim 3.8. Izolatin kat1 besiyerinde gelisimi
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Kat1 besiyerinde ilireme gozlemlendiginde, siyanobakterilerin gelisim gosterdigi en son
bolgeden ornek alinip mikroskopta incelenmistir. Saflasma saglandigi goriilmistiir. Ayni

bolgeden 6rnek alinarak saf kiiltiir elde etmek igin tekrar tiiplere ekilmistir.

3.3. Siyanobakterilerin Kiiltiivasyonu

Saflastirdigimiz izolatin, azot igeren BG-11 besiyerinde gelisim gosterdigi goriilmiistiir. Bu
sebeble igerisinde BG-11 besiyeri bulunan 100 ml’lik erlenlere ekilmistir. 100 ml’lik
erlenlerde gelistirdigimiz ornekler, icerisinde BG-11 besiyeri bulunan steril edilmis 250
ml’lik erlenlere gecirilmistir. 250’ml’lik erlenlerde gelisen siyanobakteriler 10. giin
sonunda igerisinde BG-11 besiyeri bulunan steril edilmis 1000 ml’lik erlenlere
gegcirilmistir. Kiiltiirler, laboratuvar kosullarinda 22°C de, 151k altinda, BG-11 besiyeri
ortaminda (pH: 7.0) 10 giin siireyle tutulmustur (Resim 3.9). Kiiltiirlerde kontaminasyon
olup olmadigimi kontrol etmek amaciyla erlenlerden her asama Oncesi 6rnek alinarak

mikroskopta incelenmistir.

1000°’lik erlende bulunan siyanobakteri kiiltlirleri falkon tiiplere alinip sogutmali
santrifiijde 14.000 devirde 15 dk santrifiij edilerek pelet elde edilmistir. Pelet
liyofilizatérde kurutulmustur. Kurutulmus orneklerin tizerine sivi azot eklenerek porselen
bir havanda doviilmiistiir. Hiicrelerin tamamen pargalanmasi saglanmis, i¢ kat1 oraninda
su eklenerek 14.000 devirde 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant alinip liyofilize
edilmistir (Resim 3.9-14).

Resim 3.9. Siyanobakterilerin 1gikta gelisimi



Resim 3.10. Siyanobakteri kiiltiirii

Resim 3.12. Santrifiij edilmis siyanobakteri kiiltiirleri
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Sekil 3.13. Siyanobakterilerin s1v1 azotla pargalanmasi

Sekil 3.14. Liyofilize edilmis hiicre ekstrakti

3.4. Genomik DNA izolasyonu

Saf izolatlarm DNA izolasyonu, KOAC (potasyum asetat) DNA izolasyon metodu
(Bozkaya, 2012) ile gergeklestirilmistir. Siyanobakteri hiicre peletleri dncelikle ependorf
tiiplere koyulmustur. Her bir ependorf iizerine 60 pl liziz tamponu ve 50 pl lizozim
eklenmistir. Karisim 37°C de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. 20 pl N-Lauryl siilfat
(%30) eklenerek, 65°C’de 3 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ependorf tiipler buz
tizerine alinip 10 dk bekletilmistir. 200 ul KOAC (5 M) eklenip, shakerda 2 dk 100 rpm
karistirilmistir. Sogutmali santrifiijjde 10.000 g devirde 15 dk + 4°C santriflij edilmistir.
Pellet tizerine 600 pl % 70°lik soguk etanol dokiiliip sogutmali santrifiijde 13.000 g
devirde 15 dk + 4°C santrifiij edilmistir. Etanolii uzaklastirmak igin ependorflar ters
cevrilip 15-20 dk bekletilmistir. Elde edilen DNA 50 ul TE tamponunda ¢6ziiliip, - 20 °C

de saklanmustir.



33

3.5.16S rRNA’nin PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Amplifikasyonu

Amplifikasyon, molekiiler tanida genetik materyalin (RNA, DNA) kopyalarmin elde
edilmesi islemidir. Amplifikasyon, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) araciligiyla,
gerceklestirilmektedir. PZR teknigi, ¢ift sarmal DNA zincirinin yiiksek sicaklikta
cozlilmesi (denatiirasyon), primer olarak kullanilan oligoniikleotitlerin DNA’ya
baglanmas1 (primer eslesmesi) ve taq polimeraz enzimi sayesinde primerlere niikleotit
eklenmesi (primer uzamasi) islem dongiilerinin tekrarindan olusur (Mullis ve digerleri,
1986). Siyanobakteri izolatlarinin tiir tespiti i¢cin 16S rRNA gen bolgesi DNA dizileri
kullanilmaktadir. PZR ¢alismasi igin, siyanobakterilere 6zel primer dizileri seg¢ilmistir.
Forward primer olarak CYA359F (5°-GGG GAA TYT TCC GCA ATG GGd 3”) (Niibel,
Garcia-Pichel ve Muyzer, 1997) ve reverse primer olarak 23S30R (5’-CTT CGC CTC
TGT GTG CCT AGG T-3°) (Taton, Grubisic, Brambilla, Wit ve Wilmotte, 2003)
kullanilmistir. Bir izolatin PZR amplifikasyonu i¢in 25 pl  reaksiyon karigimi
kullanilmigtir. Cizelge 3.2°de verilen tiim maddeler degerlere uygun olarak ependorf tiipte
karistirildiktan sonra son hacim 24 pl olacak sekilde distile su eklenmistir. Karisim {izerine
siyanobakteri izolatindan elde edilen DNA (1 pl) eklenmistir. PZR cihazinda (Resim 3.15)
reaksiyon sartlari, Cizelge 3.3’de verildigi gibi olusturulmustur (PeQLAB PeQ STAR
Thermal Cycler).

Cizelge 3.2. Bir 6rnegin PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan reaksiyon karigimi

Reaksiyon karisimdaki malzemeler Hacim
10X PZR tamponu 2,5 ul
Primer F 10 mM 1 ul
Primer R 10 mM 1w
BSA 10 mg/ml 2,5 u
MgCl, 25 mM 2wl
10 mM dNTP karigimi 1 ul
Taq DNA polimeraz 0,2 ul
Kalip DNA 1wl
Saf su 13,7 ul

Toplam hacim 25 ul




Cizelge 3.3. 16 S rRNA gen bolgesi PZR reaksiyon sartlari
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Reaksiyon basamagi Sicaklik Stire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyon 94°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 940 C 1 dakika

Primer Baglanmasi 60° C 1 dakika 35 }
Primer uzamasi 72°C 3 dakika

Bitis uzamasi 72°C 10 dakika 1
Soguma 25°C 1 dakika 1

Resim 3.15. PZR cihaz1 (PeQLAB PeQ STAR Thermal Cycler)
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3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Kontrolii

Izolasyon sonucunda elde edilen PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezi (Resim 3.16)
kullanilarak kontrol edilmistir. % 1°lik agaroz jel hazirlanarak jel tankina dokiilmiistiir.
Jele yiikkleme yaparken 3 mikrolitre PZR firlinli, yiikleme boyasi ile karistirilarak
kuyucuklara birakilmistir. Tk kuyucuga marker (Lambda DNA/Hindlll Marker, Thermo
Scientific) yiliklenmistir. Diger kuyucuklara PZR iiriinleri yiiklenmistir (Resim 3.17). PZR
riinleri, agaroz jelde agaroz jel elektroforez cihazinda (Resim 3.16), 100 voltta bir saat
yiritilmiistiir. Floresan 6zelliginden dolayr PZR iiriinlerini goriiniir hale getireceginden
agaroz jel, etidyum bromiirde (5 mg/ml) 10 dk bekletilmistir. Sonrasinda UV
transilliminator’de (Clear View UV Transilluminatér) kontrol edilmistir. Tez
caligmamizda kullanilan izolata ait PZR iirliniinden elde edilen bantlar, 4. ve 8.

kuyucuklarda goriilmektedir (Resim 3.17).

Resim 3.16. Agaroz jel elektroforez cihazi (PeQLAB PeQPOWER)
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Resim 3.17. PZR iirlinlerinin % 1 lik agaroz jeldeki goriintiileri

3.7. Giimiis Nanopartikiil (Ag-NP) Sentezi

Ag-NP’ler yesil sentez metoduyla sentezlenmistir (Singh ve digerleri, 2014). Gilimiis
nanopartikiil sentezi i¢in oOncelikle giimiis nitrat (AgNOs) (MA:169.87 g-mol?)
kullanilarak 10 mM, 5 mM, 1 mM, 0,1 mM’lik dort ayr1 100 ml’lik giimiis nitrat ¢6zeltisi
hazirlanmistir. Liyofilize edilmis siyanobakteri hiicre igerigi saf suda ¢oziilerek (10 mg/
ml) siyanobakteri ekstrakti hazirlanmigtir (Resim 3.18). Cizelge 3.4’de verilen reaksiyon
kosullar1 giimiis nitratin dort ayr1 ¢ozeltisi (10 mM, 5 mM, 1 mM, 0,1 mM) (Resim 19-22)
i¢in kurulmustur. Herbir behere 10 mL giimiis nitrat soliisyonu, Cizelge 3.4’de verilen
miktarlarda ekstrakt ve saf su eklenmistir. Beherler floresans 1g1k altinda ¢alkalayicida
(Stuart Orbital Shaker) 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Resim 3.23). Inkiibasyon 6ncesi
ve inkiibasyon sonrasi ¢ozeltilerin renklerini karsilastirdigimizda 24 saat floresan 1sikta
inkiibasyona birakildiktan sonra ¢ozelti renginin yesilden kahverengiye doniistiigii
gozlemlenmistir (Resim 3.23-27). Ag-NP’lerin olusum ve varligimin incelenmesi UV-vis
spektrofotometre ile yapilan Ol¢limlerle ortaya konulmustur. Sentezlenen Ag-NP’lerin
UV-vis spektroskopisinde (Thermo Scientific Genesys 10S Uv-Vis) 200-800 nm (Awwad
ve Salem, 2012) araliginda dalga boyu taramasi yapilarak absorbans degerleri
belirlenmistir. Olusan Ag-NP’ler 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek iist siv1 faz

uzaklastirilmis ve kalan kat1 kisim ii¢ kez saf su ile yikama igslemine tabi tutulmustur. Elde



edilen pelet liyofilizatorde (Labconco Freezone 6 Plus) kurutulmustur. Karakterizasyon

islemlerinde kullanilmak tizere buzdolabinda -20°C saklanmuistir.

Resim 3.18. Siyanobakteri ekstrakti

Cizelge 3.4. Glimiis nanopartikiil sentezi i¢in reaksiyon kosullari

10 mg/ml [ 5mg/ml | 2,5 mg/mL | 1,25 mg/mL | 0,625 0 mg/ml
imL 1mL 1mL 1mL mg/ml imL
Ekstrakt Ekstrakt | Ekstrakt Ekstrakt ImL Ekstrakt
Ekstrakt
Su 0 uL 500 pL 750 puL 875 uL 937 uL 1000 pL
Ekstrakt | 1000 uL | 500 pL 250 uL 125 uL 62,5 uL 0uL
AgNO3 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL

Resim 3.19. 5 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢6zeltisi ve siyanobakteri ekstraklari
ile hazirlanan reaksiyon karigimlari
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Resim 3.20. 1 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢o6zeltisi ve siyanobakteri
ekstraklari ile hazirlanan reaksiyon karigimlar

Resim 3.21. 10 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢06zeltisi ve siyanobakteri ekstraklar
ile hazirlanan reaksiyon karigimlari

Resim 3.22. 0,1 mM giimiis nitrat (AgNOs) ¢ozeltisi ve siyanobakteri ekstraklari
ile hazirlanan reaksiyon karigimlari
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Resim 3.23. Beherlerin 1s1k altinda inkiibasyonu

Resim 3.24. 10 mM giimiis nitrat (AgNQO3) ¢ozeltisi ve siyanobakteri ekstraklari
ile hazirlanan reaksiyon karisimlarinin inkiibasyon sonrasi goriintiisii

Resim 3.25. 1 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢0zeltisi ve siyanobakteri ekstraklari ile
hazirlanan reaksiyon karisimlarinin inkiibasyon sonrasi goriintiisii
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Resim 3.26. 5 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisi ve siyanobakteri ekstraklari ile
hazirlanan reaksiyon karigimlariin inkiibasyon sonras1 goriintiisii

Resim 3.27. 0,1 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisi ve siyanobakteri ekstraklari ile
hazirlanan reaksiyon karigimlarinin inkiibasyon sonrasi goriintiisii

3.8. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Leptolyngbya boryana NIES-2135 tiirinden sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
antimikrobiyal 6zelligini degerlendirmek amaciyla gram pozitif bakteriler (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633), gram negatif bakteriler (Escherichia
coli ATCC 2592, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve maya kiiltiirii (Candida
albicans ATCC 14053) kullanilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi (MIiK) ile yapilan ¢alismada, 18 saat dncesinden 5 ml nutrient
broth besiyeri igeren tiiplere ekimi yapilan mikroorganizmalar (Cizelge 3.5), 37°C’de bir
gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerindeki bakteri yogunlugunu
belirlemek amaciyla UV-vis spektrofotometre (Thermo Scientific Genesys 10S UV-vis) ile
600 nm (ODeoo) de Ol¢iim yapilmistir. Mikroplakanin tiim kuyucuklarina ODego= 0,1
olarak ayarlanmis bakteri kiiltiiriinden 180 ul eklenmistir. 40 mg/ml olarak hazirlanan Ag-
NP stok ¢ozeltisinden, ilk kuyucuga 20 pul  eklenmistir. Tk kuyucuktan 100 pl alinarak
sirastyla son kuyucuga kadar seri diliisyon yapildiktan sonra, mikroplakalar 37°C’de 24
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saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardan steril kiirdanla alinan
ornekler nutrient agar igeren petrilere ekilmistir. inkiibasyon sonrasinda iiremenin olmadig1

son kuyucuk MIK degeri olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Antimikrobiyal aktivite testi igin segilen mikroorganizmalar

Candida albicans ATCC 14053
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus subtilis ATCC 6633

S ESI RN

ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir Kolleksiyonu ) 12301 Parklawn Drive, Rockville, Md., USA

Resim 3.28. Mikrodiliisyon testi a) Ag-NP ¢ozeltisi b) ImM AgNOs ¢ozeltisi

3.9. Giimiis Nanopartikiillerin Antioksidan Aktivitesi

Leptolyngbya boryana NIES-2135 tiirlinden  sentezlenen Ag-NP'lerin antioksidan
aktiviteleri radikal siipiirme deneylerinden olan DPPH testi ile yapilmistir. DPPH yOntemi
antioksidan aktivite 6l¢iimiinde en ¢ok kullanilan spektrofotometrik yontemlerden biridir
(Sharma ve Bhat, 2009). 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) (25 mg/L) soliisyonu
hazirlamak i¢cin DPPH serbest radikali metanol i¢inde ¢oziildiikten sonra aliiminyum folyo
ile sarilarak 1 saat karistiricida karismasi saglanmistir. Oncelikle sekiz ependorf tiipe 100
ul saf su eklenmistir. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerden 40 mg/ml hazirlanan stok
¢ozeltisinden ilk tiipe 100 ul eklenmistir. Nanopartikiillerle saf suyun iyice karigmasi igin

tiipler iyice vortekslenmistir. 100 pl alinarak son tiipe kadar seri diliisyon yapildiktan sonra
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biitiin tiiplere 900 ul DPPH soliisyonu eklenerek karigtirilmistir. Tiipler 30 dakika karanlik
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 517 nm absorbans degerleri metanol blanke

kars1 Ol¢tilmiistiir (Sarikurkcu ve digerleri, 2009).

3.10. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

TEM élgiimleri Osmangazi Universitesi ARUM biriminde (JEOL JEM 1220 Tem Cihaz1)
gergeklestirilmistir. Ag-NP'lerin olusumu ve stabilitesi Ultraviyole ve Goriintir Isik (UV-
vis) Absorpsiyon Spektroskopi (Thermo Scientific Genesys 10S UV-vis) kullanilarak

belirlenmistir. UV-vis analizleri i¢in UV kiivet kullanilmistir (Resim 3.30).

Resim 3.29. UV-vis spektrofotometre Resim 3.30. UV kiivet
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4. BULGULAR

4.1. Leptolyngbya boryana NIES-2135 Tiiriiniin Ozellikleri

Leptolyngbya boryana NIES-2135, Amasya il smuirlari igerisinde bulunan Tersakan
Cayr’ndan (40°52'55.6"N 35°38'00.4"E) toplanan su orneklerinden izole edilmistir. 16S
rRNA ITS gen bolgesi sekans analizi, Macrogen firmasi tarafindan yapilmistir. Elde edilen
diziler BLAST yazilimi kullanilarak GenBank'tan temin edilen siyanobakteriyel dizilerle
dogrulanmistir. Sekans analizi sonucunda izole dilen tir % 99,93 benzerlik oraniyla
Leptolyngbya boryana NIES-2135 olarak tanimlanmistir. Leptolyngbya boryana NIES-
2135, 151k mikroskobunda goriintiilenmis (Resim 4.1), filamentli hiicrelere sahip oldugu

gorilmiustir.

Alem : Bacteria

Sube : Cyanobacteria

Takim : Synechococcales (Hoffmann, Komarek ve Kastovsky, 2005).

Aile : Leptolyngbyaceae (Komarek, Kastovsky, Mares ve Johansen, 2014).
Cins : Leptolyngbya (Anagnostidis ve Komrek, 1988)

Resim 4.1. (a) Leptolyngbya boryana NIES-2135 (1sik mikroskobu, 100x)
(b) Leptolyngbya boryana NIES-2135 (1s1k mikroskobu, 40x)
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4.2. Giimiis Nanopartikiillerin (Ag-NP) Ultraviyole ve Goriiniir Isik (UV-Vis)
Absorpsiyon Spektroskopi ile Karakterizasyonu

Leptolyngbya boryana NIES-2135” den elde edilen Ag-NP'lerin olusumu ve stabilitesi
ultraviyole goriiniir spektrofotometre (UV-vis) kullanilarak onaylanmigtir. Sentezlenen
Ag-NP’lerin ultraviyole goriiniir spektrofotometrede (UV-vis) (Thermo Scientific Genesys
10S Uv-Vis) 200-800 nm (Awwad ve Salem, 2012) araliginda dalga boyu taramasi
yapilarak absorbans degerleri belirlenmistir (Sekil 4.1-4). Bu aralikta ki spektrum, UV
1s18ina maruz kaldiktan sonra ¢6zeltide Ki giimiis nanopartikiillerin olusumunu teyit
etmektedir. Ag-NP’ler 400 nm-450 nm araliginda gii¢lii bir pik sergilemistir. Absorbsiyon
zirveleri glimiis nanopartikiillerin varligini gostermektedir (Aziz ve digerleri, 2017).
Benzer ¢alismalarda da nanopartikiillerin 400-450 aras1 absorbans araliginda pik yaptigi
goriilmiistir (Awwad ve Salem 2012; Patel ve digerleri, 2015; Tomer, Rahi, Neelam ve
Dadheech, 2019; Behravan ve digerleri, 2019). 10 mM giimiis nitrat konsantrasyonun
kullanildig1 sentezde, en yiiksek glimiis nanopartikiil konsantrasyonuna ulasildig:

goriilmustiir (Sekil 4.1).

ABSORBANS

10 M/M| =5 mg/ml 2,5 mg/m| 125 mg/m| w0625 mg/ml 0 mg/ml

350
362
374
386
398
410
422
434
446
458
470
482
494
506
518
530
542
554
566
578
590
602
614
626
638
650
662
674
686
698
710
722
734
746
758
770

DALGA BOYU (NM)

782
794

Sekil 4.1. 10 mM gilimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisiyle sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
absorbans dalga boyu grafigi



45

10 Mg/ M| emm——5 mg/m| e 2 5 mg/m| emm==1 25 mg/m| e====0,625 mg/m| =0 mg/ml

3,5

2,5

1,5

ABSORBANS

0,5 \

N O O T 0N OO T 0N WO < 0N OO
M T O ™0 O d N < 1NN O A N < 1n I~
nwmwwmwmwmn o O O O OV O ONNMNNNNDS

DALGA BOYU (NM)

350
364
378
392
406
420
434
448
462
476
490
50

518
784
798

Sekil 4.2. 5mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisiyle sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
absorbans dalga boyu grafigi
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Sekil 4.3. 1 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢0Ozeltisiyle sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
absorbans dalga boyu grafigi
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Sekil 4.4. 0,1 mM giimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisiyle sentezlenen glimiis nanopartikiillerin

absorbans dalga boyu grafigi

4.3. Giimiis Nanopartikiillerin Boyut ve Morfoloji Analizi

Leptolyngbya boryana NIES-2135’den sentezlenen giimiis nanopartikiiller Gegirimli
Elektron Mikroskopi (TEM) cihaz1 ile Osmangazi Universitesi ARUM (Merkezi Arastira
Labaratuvar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi) biriminde (JEOL JEM 1220 Tem Cihazi)

goriintiilenmistir. Sekillerinin ¢ogunlukla yuvarlak, boyut dagiliminin ise 40-200 nm

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5-4.6).
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Sekil 4.5. Leptolyngbya boryana NIES-2135 tiiriinden sentezlenen
Ag-NP'lerin TEM goriintiileri

Sekil 4.6. Leptolyngbya boryana NIES-2135 tiiriinden sentezlenen
Ag-NP'lerin TEM goriintiileri
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4.4. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Glimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zelligini degerlendirmek amaciyla gram pozitif
bakteriler (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633) ve gram
negatif bakteriler (Escherichia coli ATCC 2592, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
ve maya kiiltiirti (Candida albicans ATCC 14053) kullanilmigtir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonlart seri diliisyon yontemiyle belirlenmistir. Leptolyngbya boryana NIES-
2135 tiiriinden hazirlanan nanopartikiillerin MIK degerleri 50-250 pug /ml konsantrasyon

araliginda bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Giimiis nanopartikiillerin MIK degerleri ( ug /ml)

GRAM (-) GRAM(+) MAYA
Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa | Staphylococcus aureus Bacillus subtilis gl%?g;ii
ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 25923 ATCC 6633 ATCC 14053
Leptolyngbya
boryana
NIES.2135 50 250 100 125 62,5
AgNP
AgNO;
gozeltisi 8,45 16,9 16,9 16,9 16,9
(ImM)

*ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir Kolleksiyonu ) 12301 Parklawn Drive, Rockville, Md., USA

4.5. Guiimiis Nanopartikiillerin Antioksidan Aktivitesi

Leptolyngbya boryana NIES-2135 tiirlinden sentezlenen g@iimiis nanopartikiillerin
antioksidan aktiviteleri radikal siiplirme deneylerinden olan DPPH testi ile
degerlendirilmistir. Ultraviyole goriiniir spektrofotometre (UV-vis) kullanilarak 517
nm’de dalga boyu taramasi yapilmistir. DPPH radikal ¢6zeltisinin Ag-NP derigimine karsi
absorbans degerleri belirlenmistir. Daha sonra Ag-NP derisimine karsilik absorbans
grafigi ¢izilmistir (Sekil4.6). Maksimum inhibitor konsantrasyon (ICsp) degeri 23,64

mg/ml olarak hesaplanmistir.



0,6 &‘\
0,5 L4

E 0,4
~N ’
E \
2 0,3
©
2
202
<
0,1
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Ag-NP Derisimi (mg/ml)

Sekil 4.7. DPPH radikal ¢ozeltisinin Ag-NP derisimine kars1 absorbans degerleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, bir siyanobakteri tiirii olan Leptolyngbya boryana NIES-2135 ile yesil

sentez metoduyla giimiis nanopartikiil (Ag-NP) biyosentezlenmistir (Singh ve digerleri,

2014).

Oncelikle Amasya ili smirlar1 igerisinde yer alan Tersakan Cayi’ndan alman su
orneklerinden siyanobakteri izolat1 elde edilmistir. 16S rRNA ITS gen bdlgesi sekans
analizi sonucunda izole edilen tiiriin % 99,93 benzerlik oraniyla Leptolyngbya boryana
NIES-2135 oldugu tespit edilmistir.

Izolatin kiiltiivasyonu yapildiktan sonra, giimiis nanopartikiil sentezlemek igin sulu
ekstraklar1 hazirlanmistir. Siyanobakteri ekstraksiyonunda metanol, etanol, aseton, hekzan
gibi farkli kimyasal solventler de kullanilabilmektedir. Leptolyngbya boryana NIES-2135
ile glimiis nanopartikiil sentezinde, yesil sentez metodu kullanildigindan siyanobakteri

ekstraktsiyon asamalar1 sadece distile su ile yapilmistir.

Calismamizda, Leptolyngbya boryana NIES-2135 sulu ekstraklarindan, 25°C'de ve 1s1k
alinda 24 saat boyunca calkalayict inkiibatorde (100 rpm) gilimiis nanopartikiil
sentezlenmistir (Singh ve digerleri, 2014). Farkli calismalarda da 1s1k altinda
gergeklestirilen inkiibasyon sonucu nanopartikiil olustugu rapor edilmistir (Shivaji ve
digerleri, 2011, Devi ve digerleri, 2016). Singh ve arkadaslarinin c¢alismasinda,
nanopartikiil sentezlenmek i¢in hazirlanan ekstraklar, 25°C'de fakat karanlikta 72 saat

boyunca inkiibe edilmistir (Singh ve digerleri, 2014).

Biyolojik sentezde, nanopartikiiller hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak lizere iki yontemle
sentezlenebilmektedir. Leptolyngbya boryana NIES-2135’nin sulu extraktlari kullanilarak
yapilan ¢alismada hiicre dis1 sentez yontemi kullanilmistir. Genellikle, Ag-NP olusumunun
birincil tespiti c¢iplak gozle yapilmaktadir. Calismamizda, AgNO3’iin  Ag-NP’ye
indirgenme siireci, 24 saatin sonunda renkte yesilden koyu kahverengiye dogru bir
degisiklik ile karakterize edilmistir. Cozeltide ki bu kahverengi gorlinlim, glimiis
nanopartikiil olusumunun agik bir gostergesidir. Renk degisikligi, olusan nanopartikiillerin

yiizey plazmonlarinin titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Mulvaney, 1966). Hiicre ici
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sentez yontemi, biriken nanopartikiilleri hiicrelerden kurtarmak icin ek adimlar
gerektirdiginden daha az tercih edilmektedir (Klaus ve digerleri, 1999; Oves ve digerleri,
2013; Singh ve digerleri, 2013; Singh, 2015). Hiicre dis1 sentezin reaksiyon hizi da hiicre
ici sentezine kiyasla ¢ok daha hizli ger¢eklesmektedir. Lengke ve arkadaglari, hiicre igi
sentezle Plectonema boryanum UTEX 485 kullanarak 28 giin inkiibasyon sonucunda
giimiis nanopartikiil sentezlemiglerdir (Lengke ve digerleri, 2007). Calismamizda, glimiis

nanopartikiil olusumu 24 saat sonunda ger¢eklesmistir.

Leptolyngbya boryana NIES-2135 ile sentezledigimiz =~ Ag-NP’lerin, UV-vis
spektroskopisinde (Thermo Scientific Genesys 10S UV-vis) 200-800 nm (Awwad ve
Salem, 2012) araliginda dalga boyu taramasi yapilarak absorbans degerleri belirlenmistir.
Glimiis nanopartikiillerin absorpsiyon spektrumu 400-450 nm'de giiclii bir pik
sergilemistir. Benzer calismalarda da nanopartikiillerin 400-450 nm aras1 absorbans
araliginda pik yaptigi goriilmiistiir (Awwad ve Salem, 2012, Patel ve digerleri, 2015,
Tomer ve digerleri, 2019, Behravan ve digerleri, 2019). Bu sonu¢ da Ag-NP’lerin

basariyla sentezlendigini gostermistir.

Calismamizda, elde edilen giimiis nanopartikiillerin morfolojisini belirlemek i¢in gegirimli
elektron mikroskobu (JEOL JEM 1220 TEM Cihazi) kullanilmistir. Boyut dagiliminin

40-200 nm, sekillerinin ise cogunlukla yuvarlak oldugu belirlenmistir.

Literatiir taramast yapildiginda farkli siyanobakteri tiirlerinin farkli boyutlarda
nanopartikiil sentezledigi goriilmiistiir. Husain ve arkadaslar1 (2015), cesitli siyanobakteri
tiirleri kullanarak giimiis nanopartikiil sentezlemiglerdir. Gloeocapsa gelatinosa NCCU-
430°’den 88 nm, Microchaete sp. NCCU-342’dan ise 40 nm ¢apinda nanopartikiil

sentezlendigi bildirilmistir (Husain ve digerleri, 2015).

Farkli siyanobakteri suslarindan elde edilen nanopartikiillerin boyutlarinin yani sira
sekilleri de farklilik gostermektedir. Siyanobakteri suslarindan;

- Arthrospira indica (PCC7940), Arthrospira indica (SAE-85), Arthrospira indica
(SOSA-4), Chroococcus (NCCU-207 ), Gloeocapsa gelatinosa (NCCU430), Lyngbya
(NCCU-102), Oscillatoria sp. (NCCU-369), Plectonema sp. (NCCU-204), Spirulina
(NCCU-479), Spirulina (NCCU-482), Spirulina platensis (NCCUSS5), Synechocystis
(NCCU-370), Anabaena ambigua (NCCU-1), Anabaena variabilis (NCCU-441), Aulosira
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fertilissma (NCCU-443), Microchaete sp. (NCCU-342), Nostoc muscorum (NCCU-442),
Scytonema sp. (NCCU-1269, Tolypothrix tenuis (NCCU-1229 ve Westiellopsis prolifica
(NCCU-331) kiiresel,

- Arthrospira maxima SAE-49- 88, Arthrospira platensis NEERI ve Hapalosiphon
fontinalis (NCCU-3399) iiggen,

- Spirulina (NCCU-483) ve Cylindrospermum stagnale (NCCU) ise besgen

- Spirulina (NCCU-477) ve Calothrix brevissema (NCCU-65), Spirulina CFTRI,
altigen,

- Phormidium sp (NCCU-1049) kiibik Ag-NP {iretmistir (Husain ve digerleri, 2015).

Leptolyngbya boryana NIES-2135’in  sulu ekstraklarindan sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin antioksidan aktiviteleri radikal siiplirme deneylerinden olan DPPH testi
ile degerlendirilmistir. Ultraviyole goriiniir spektrofotometre (UV-vis) kullanilarak 517
nm de dalga boyu taramasi yapilmistir. DPPH radikal ¢ozeltisinin Ag-NP derigimine karsi
absorbans degerleri belirlenmistir. Maksimum inhibitdr konsantrasyon (IC50) degeri,

23,64 mg/ml olarak hesaplanmaistir.

Literatiir taramas1 yapildiginda, biyolojik molekiiller kullanilarak elde edilmis glimiis
nanopartikiillerin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi pek ¢ok calismada bildirilmistir.
Bir alg tiirii olan Ecklonia cava’dan 43 nm boyutunda kiiresel giimiis nanopartikiiller
sentezlenmistir. Nanopartikiillerin, IC50 degeri 198 pg/mL olarak belirlenmistir.
Azhadirachta indica’dan elde edilen ekstraktindan elde edilen giimiis nanopartikiillerin
IC50 degeri 250 pg/ml oldugu bildirilmistir (Lalitha, Subbaiya ve Ponmurugan, 2013).
Alternanthera sessilis bitkisinden giimiis nanopartikiil sentezlenmistir. Nanopartikiillerin
antioksidan aktivitesi DPPH radikali sliplirme aktivitesi ile belirlenmis, IC50 degeri 300.6
pg/ml olarak belirlenmistir (Niraimathi, Sudha, Lavanya ve Brindha, 2013). Bu degerlerle
kiyaslandiginda, Leptolyngbya boryana  NIES-2135 ile sentezlenen  glimiis

nanopartikiillerin orta seviyede bir antioksidan 6zelligi oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda, Leptolyngbya boryana NIES-2135 tirinden sentezlenen glimiis
nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zelligini degerlendirmek amaciyla gram pozitif
bakteriler (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633), gram
negatif bakteriler (Escherichia coli ATCC 2592, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
ve maya kiiltiiri (Candida albicans ATCC 14053) kullanilmistir. Minimum inhibitor
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konsantrasyon (MIK) degerleri, Escherichia coli ATCC 25922 i¢in 50 ug/ml, Candida
albicans ATCC 14053 igin 62,5 pg/ml, Staphylococcus aureus ATCC 25923 igin 100
ug/ml, Bacillus subtilis ATCC 6633 igin 125 pg/ml, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 i¢in 250 pg/ml olarak belirlenmistir. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin,
kullanilan gram pozitif, gram negatif bakteriler ve mayalarin biiylimesini inhibe ettigi
goriilmistiir. Diger mikroorganizmalarla karsilastirildiginda, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853’da glimiis nanopartikiillerinin inhibe edici etkisi daha hafif oldugu
goriilmiistir. MIK sonuglari, giimiis nanopartikiillerin gram pozitif bakterilerden,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerinde Bacillus subtilis ATCC 6633’¢ gore daha
etkili antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Giimiis nanopartikiillerin,
gram negatif bakterilerden Escherichia coli ATCC 2592 iizerinde, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 gére daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica MiK sonuglari, elde
ettigimiz giimiis nanopartikiillerin Candida albicans ATCC 14053 iizerinde de gii¢lii bir
antimikrobiyal aktivitesi oldugunu gostermistir. Sentezledigimiz giimiis nanopartikiillerin,
calismada kullanilan gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler ve mayaya kiyasla
Escherichia coli ATCC 2592 iizerinde en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit

edilmisgtir.

Morsy ve arkadaslari, Nostoc commune’den elde ettikleri hiicre dis1 polisakkaritlerden
15-54 nm ¢apinda giimiis nanopartikiiller sentezlemislerdir. Elde ettikleri nanopartikiillerin
Escherichia coli'ye kars1 minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK) degeri 12 pg/ml olarak
belirlenmistir (Morsy, Nafady, Abd-Alla ve Elhady, 2014).

Baska bir arastirmada, giimiis nitrat ¢ozeltisinden giimiis nanopartikiillerin hiicre dis1
biyosentezi i¢in mantar tiirii olan Guignardia mangiferae (Bios PTK 4) kullanimi
bildirilmistir. 5-30 nm ¢apinda glimiis nanopartikiiller sentezlenmistir. G. mangiferae'den
sentezlenen gilimilis nanopartikiillerin kayda deger antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildirilmistir. P. mirabilis, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve S. aureus'a MiK degeri 3.12
ug/ml, E. coli, S. epidermidis ve B. subtilis i¢in MIK degeri 6.25 ug/ml olarak bulunurken,
E. faecalis'e kars1 12.5 pg/ml oldugu kanitlanmistir (Balakumaran ve digerleri, 2015).

Salari ve arkadaslari, bir makroalg tiirii olan Spirogyra varians’dan 35 nm c¢apinda giimiis
nanopartikiil sentezlemislerdir. Nanopartikiillerin patojenik bakterilere (S. aureus, B.

cereus, S.typhimurium, E. coli, L. monocytogenes, P.aeruginosa, Klebsiella) kars
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antimikrobiyal etkisi degerlendirilmistir. Giimiis nanopartikiillerin MiK degerleri E.coli ve
B.cereus i¢in 250 pg/ml, diger patojen test bakterileri i¢in 500 pg/ml olarak belirlenmistir
(Salari ve digerleri, 2016).

Zada ve arkadaslari, Leptolyngbya JSC-1 6ziitlerini kullanarak 12-50 nm ¢apinda glimiis
nanopartikiil sentezlemistir. Biyosentezlenmis Ag-NP'lerin antibakteriyel aktivitelerini
degerlendirmek amaciyla E. coli ve S. aureus bakterileri kullanilmistir. MIK degerinin her

iki bakteri i¢in 25 pg/ml oldugu bildirilmistir (Zada ve digerleri, 2018).

Bu sonuglar, giimilis nanopartikiillerin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesinin
ekstraktin elde edildigi tiire, ekstrakt icerisindeki biyomolekiillere, giimiis

nanopartikiillerin sekli ve boyutuna goére degistigini gostermistir.

Yesil sentez metoduyla glimiis nanopartikiillerin iiretiminde ¢evre ve insan sagligi i¢in risk
olusturabilecek toksik kimyasal madde kullanilmamaktadir. Nanopartikiillerin yesil
sentezinde indirgeyici ajan olarak biyolojik molekiiller kullanilmaktadir. Biyomolekiiller
sadece glimiis nitrat1 azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda olusan nanoparcaciklart da kaplar.
Eger biyomolekiillerin kendi antimikrobiyal aktivitesi varsa sinerjik bir etkisi olur ve elde
edilen nanopartikiiliin de antimikrobiyal ve antioksidan etkinligi artar. Kimyasal sentezle
iretilen nanopartikiillerde ise indirgeyici ve stabilizator olarak kullanilan toksik
maddelerin bir kismi partikiil iizerinde kalir. Bu durum, kimyasal sentezle elde edilen

nanopartikiillerin biyolojik uygulamalarda kullanimin1 kisitlamaktadir.

Buna ilave olarak siyanobakterilerin, biiyiik olgekli ve pahali olmayan sivi kiltiir
ortamlarinda kisa siirede {lireme yetenegine sahip olmasi, kolayca kiiltiivasyonunun
yapilabilmesi, nanopartikiil biyosentezinde kullanilan bitki ekstraklarina gore avantajli

tarafidir.

Ozetle ¢alisma kapsaminda diisiik maliyetli ve ¢evre dostu bir ydntemle, antimikrobiyal ve
antioksidan Ozellige sahip, biyolojik uygulamalarda kullanilabilen giimiis nanopartikiil

sentezlenmistir.
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6. ONERILER

Nanopartikiillerin boyut, stabilite, sekil ve aktivite gibi 6zellikleri iiretim yontemine
baghidir. Ileride yapilacak c¢alismalarda farkli sucul ortamlardan alinan o6rneklerden
siyanobakteriler izole edildikten sonra bu izolatlardan farkli reaksiyon kosullarinda giimiis
nanopartikiil sentezlenebilir. Elde edilen nanopartikiillerin sekil ve boyutlarina gore

antimikrobiyal ve antioksidan etkileri karsilastirilabilir.
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KIMYASAL ADI FIRMA KOD

Na2COs Riedel-de Haen 13418
K2HPO4 MERCK A0289501208
Fe(NH4)2(SO4)2.6H20 CODEX 344007
CaCl2.2H20 SIGMA-ALDRICH 12022-1KG
Trishydroxymethly SIGMA-ALDRICH 252859-500G
Edta SIGMA E5134-500G
Nutrient agar MERCK VM737743618
Nutrient broth MERCK VM737743618
Silver nitrate SIGMA-ALDRICH 100894969
H3BO3 KIMETSAN 10043-35-3
Trisma base SIGMA-ALDRICK 1001356498
Sucrose Park Scientific Limited | P715A

NaCl MERCK K41653304 049
NaNO3 MERCK 1115314
MnCl2.4H20 MERCK 2644217
ZnS04.7H20 MERCK A0229883201
NazMO4 Riedel-de Haen 31439
CuS045H0 SIGMA-ALDRICH 12849
Agarose SIGMA-ALDRICH A9539-100G
N-Lauroylsarcosine sodium salt | SIGMA L9150-100G
Citric acid monohydrate Park Scientific Limited | P9412
2,2-Diphenyl-1-pichydrazyl SIGMA-ALDRICH D9132-1G
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