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OZET

Nanopartikil sentezi i¢in ¢evre dostu ve diisiikk maliyetli yontemlere duyulan
ihtiya¢  dolayistyla  biyolojik (yesil sentez) yaklasimlara ilgi artmaktadir.
Nanopartikiillerin yesil sentezinde bitkiler, funguslar ve bakterilerin kullanildigi ¢ok
sayida ¢alismalar yapilmistirr. Her organizmanin avantaji ve dezavantaji bulunmakta
fakat, funguslar ile biyokiitle uygulamalarinin basitligi, hiicre i¢i metal emilimi ve hizli
blylmeleri ve ¢ok ¢esitli hiicre i¢i ve dig1 enzim iiretmeleri nanopartikiil biyosentezinde

onlar1 6ne ¢ikarmaktadir.

Bu ¢alismada hipersalin ortamdan izole edilen Aspergilus flavus, A. clavatus ve
A. fumigatus biyokiitleleri kullanilarak glimiis nanopartikiillerin (AgNP) biyosentez
kosullar1 Box-Behnken Deney tasarimi ile optimize edilmistir. Sentezlenen AgNP’ler
UV-vis spektroskopisi, Dinamik 151k sagilimi (DLS), Zeta potansiyeli, Transmisyon
Elektron Mikroskobu (TEM) ve X-isin1 kirinimi (XRD) kullanilarak karakterize edildi.
Antimikrobiyal aktivitesi disk difuzyon yontemi ile antoksidan aktivitesi ise DPPH ile

degerlendirilmistir.

PDI, zeta potansiyeli ve partikiil boyutu verilerine gore yapilan deney tasarimi
analizi, AgNP sentezinde en verimli kosullarin A. flavus i¢in 27°C/9pH/0,1mM,
27°C/9pH/0,5mM ve 37°C/9pH/0,3mM, A.fumigatus icin 27°C/9pH/0,1mM ve
37°C/TpH/0,5mM oldugu belirlenmistir. UV-vis spektroskopisinde yapilan dl¢iimlerde
AgNP'ler, 420nm ile 430nm arasinda karakteristik yiizey plazmon rezonansi
gostermistir. A. flavus ve A. fumigatus ile sentezlenen AgNP’ler 50-100nm arasinda
degisen, kiiresel morfolojiye sahipti. Kullanilan test organizmalar1 E. coli, S. aureus ve
C. albicans in sentezlenen Ag nanopartikiillere duyarli oldugu belirlenmistir. Yapilan
optimizasyon ve karakterizasyon sonucunda funguslarin yesil sentez ile AgNP

uretiminde potansiyel araglar olabilecegi sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Yesil sentez, Funguslar, Giimiis Nanopartikiil, Box-Behnken

Deney Tasarimi, Optimizasyon, Karakterizasyon, Biyoaktivite
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SUMMARY

There is increasing interest in biological (green synthesis) approaches due to the
need for environmentally friendly and low-cost methods for nanoparticle synthesis.
Numerous studies have been conducted using plants, fungi and bacteria in the green
synthesis of nanoparticles. Each organism has advantages and disadvantages, but the
simplicity of biomass applications with fungi, their intracellular metal absorption and
rapid growth, and the production of a wide variety of intracellular and extracellular

enzymes make them stand out in nanoparticle biosynthesis.

In this study, biosynthesis conditions of silver nanoparticles (AgNP) were
optimized by Box-Behnken Experiment design by using Aspergilus flavus, A. clavatus
and A. fumigatus biomass isolated from hypersaline medium. The synthesized AgNPs
were characterized using UV-vis spectroscopy, Dynamic light scattering (DLS), Zeta
potential, Transmission Electron Microscopy (TEM), X-ray diffraction (XRD) and. Its
antimicrobial activity and antioxidant activity were evaluated by disc diffusion method

and DPPH, respectively.

Experimental design analysis based on PDI, zeta potential and particle size data
showed that the most efficient conditions for AgNP synthesis were 27°C/9pH/0.1mM,
27°C/9pH/0.5mM, and 37°C/9pH/0.3mM for A. flavus. It was determined that
27°C/9pH/0.1mM and 37°C/7pH/0.5mM for A.fumigatus. In measurements made in
UV-vis spectroscopy, AgNPs showed characteristic surface plasmon resonance between
420nm and 430nm. AgNPs synthesized by A. flavus and A. fumigatus had spherical
morphology ranging from 50-100nm. It was determined that the used test organisms E.
coli, S. aureus and C. albicans were sensitive to the synthesized Ag nanoparticles. As a
result of the optimization and characterization, it was concluded that fungi can be

potential tools in the production of AgNP by green synthesis.

Keywords: Green synthesis, Fungi, Silver Nanoparticle, Box-Behnken

Experimental Design, Optimization, Characterization, Bioactivity
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1. GIRIS VE AMAC

Nanoteknoloji terimi, 1-100 nm boyutundaki materyallerin Gretimi ve kullanimini
ifade eder. Nanoteknoloji; fizik, kimya, biyoloji, elektronik, malzeme, uzay, endistri ve
mekanik gibi birgok alanda kullanilan disiplinler arasi bir bilimdir (Ahmed vd, 2016).

Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, nano boyutta olmalarindan dolay1
farkliliklar gosterir. Nanopartikiiller, elektron tutucu etkisi, gecici miknatishk o6zelligi,
ylzey plazmon rezonansi, kuantum boyut etkileri, elektronik yapismin boyut bagimliligi,
yiizey atomlarmnin karakterleri, yiiksek ylizey/hacim orani gibi Ozellikleri ile 6zgun
materyallerdir. Cesitli nanopartikiil (NP) tiirleri malzeme igeriklerine gore ayirt edilebilir;
organik NP’ler (lipozomlar, polimerik, miseller ve kati lipiitler), inorganik NP’ler,
biyopolimerlere (aljinat, albimin, Kitasan vb.) dayanan NP’ler gibi (Dorcheh ve Vahabi,
2016). Nanopartikuller iki genel yaklasimla tiretilir; yukaridan asagiya (top to bottom) ve
asagidan yukariya (bottom to up) olarak (Ahmed vd., 2016). Yukaridan asagiya ve
asagidan yukariya teknikler kullanilarak sentezlenen nanopartikiillere uygulanan farkli
yontemler sekil 2.4.'de 6zetlenmistir. Kimyasal yontemler fiziksel yontemlere gore yiiksek
verimlilige sahiptir ancak iiretim asamasinda toksik etkisi coktur ve iki yontemde iiretim
acisindan yiiksek maliyete sahiptir. Cevre dostu (biyosentez / yesil sentez) yontemler ise
hem diisiik maliyette hem de c¢evresel olarak daha guvenilir Gretim yontemleridir.
Nanopartikillerin biyolojik olarak sentezi kimyasal yontemlere gére daha cevre dostu ve
diisiik maliyetli olmasina ragmen heniiz endiistriyel boyutta iiretim i¢in ideal degildir

(Skiba, Vorobyova, Pivovarov ve Makarshenko, 2020).

Yesil sentez; nanopartiktllerin mikroorganizmalar (bakteri, maya, fungus, alg) ve
bitkiler ile Gretimini igeren, iiretim agsamasinda toksik etkisi olmayan, diigiik maliyetli ve
cevre dostu bir Gretimdir. Nanopartikil sentezini; bitkilerde ve mikroorganizmalarda
bulunan enzimler, proteinler, aminoasitler, polisakkaritler ve vitaminlerin rol aldig:

indirgeme mekanizmasi tizerinden gerceklesir. Mikroorganizmalar ile NP uretimi bitkilerle



8

uretime gore yiksek performans, metal iyonlarinin segici absorbsiyonu, ¢evre kosullarmin
genis aralikta kullanilabilirligi, diisiik maliyet, Kolay ulasilabilirlik, ylksek miktarda
uretilebilirlik gibi avantajlara sahiptir. Nanopartikil sentezinde biyolojik, fizyolojik ve
molekiiler  Ozelliklerinin  ¢esitliliginden  dolayr  Ozellikle  funguslar  muazzam
organizmalardir. Biyokiitle uygulamalarinin basitligi, hiicre i¢ci metal emilimi ve hizli
biliylime oranlari, kolay yayilma 6zellikleri ve ¢ok miktarda hiicre i¢i ve dis1 enzim iiretimi
ozellikleri ile funguslar yesil sentezle iiretimde tercih edilen mikroorganizmalar olmustur

(Honary, Barabadi, Gharaei-Fathabad ve Naghibi, 2013; Saravanan ve Nanda, 2010).

Metal nanopartikullerin sentezi, elektriksel, optik, manyetik ve kimyasal
ozelliklerinden dolayr 6nemlidir. Metal nanopartiklller, genis yiizey alani ve hacim
oranlarma bagh olarak dikkate deger antibakteriyel 6zelliklere sahiptir. Tim bu metal
nanopartikiller arasinda giimiis nanopartikiil, kimyasal stabilite, iyi iletkenlik, katalitik etki
ve antibakteriyel, anti-viral, antifungal gibi 6zellikleri nedeniyle nanoteknoloji alaninda
tercih edilmektedir (Ahmed vd., 2016). Mikroorganizmalar ve bitkiler kullanilarak
biyosentezlenen giimiis nanopartikiiller iizerine ¢ok fazla ¢alisma bulunmaktadir (E.
Abbasi vd., 2016; Barabadi vd., 2019; Hashmi vd, 2019; Honary vd., 2013; Saravanan ve
Nanda, 2010; Yazdi vd., 2020; Zia vd., 2017).

Bu ¢alismada, daha 6nce giimiis nanopartikiil (AgNP) sentezinde basarili oldugu
tespit edilen 3 fungal tur (Aspergillus flavus, Aspergillus clavatus, Aspergillus fumigatus)
ile Ustin Ozelliklere sahip AgNP’lerin sentezlendigi optimum kosullarin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan optimizasyon ¢alismasinda Box-Behnken
Tasarimi (Box-Behnken Design, BBD) kullanilmistir. AgNP’ler karakterize edilerek

antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri degerlendirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Nanoteknoloji

Nano °‘ciice’ anlamma gelen Yunanca kokenli bir kelimedir ve metrenin binde
birine karsilik gelir. Nanoteknoloji terimi, 1-100 nm o&lgeginde materyal iiretimi ve
kullanimmi ifade eder (Bayda vd., 2020). Fiziksel Ozelliklerdeki farkliliklar nedeniyle,
nanometrik Olcekli malzeme orijinal ozelliklerinden farkli  ozellikler  gosterir.
Nanopartikiiller, bilim, teknoloji, tip, endiistri ve ¢evre gibi hayatimizin farkli yonlerinde
genis uygulama alanina sahiptir. Farkli fiziksel ve kimyasal Ozelliklerin g¢esitliligi,
nanopartikil tiretimine diger nanomateryal sektérlerinden daha fazla dikkat ¢ekmistir
(Barabadi, 2017).

2.1.1. Tanim ve tarihcesi

Modern bir kavram olarak nanoteknoloji fikri ilk kez, Kaliforniya Teknoloji
Enstitiisii'nden (Caltech) fizik¢i Richard Feynman'im 29 Aralik 1959'da malzeme ve
cihazlarin molekiiler boyutlarda {iretilmesi iizerine yaptig1 bir konusmada 'asagida (kiigiik
boyutlarda yapilabilecek) ¢ok sey var' (There’s plenty of room at the bottom) ifadesiyle
ortaya ¢ikmistir. 1974 yilinda Norio Taniguchi ‘nanoteknoloji’ terimini; ‘Nanoteknoloji
temel olarak malzemelerin bir atom veya bir molekiil tarafindan ayrilmasi, birlestirilmesi

ve deformasyonunun islenmesinden olusur’ diyerek tanimladi ve ‘nanoteknoloji’ terimini

kullanan ilk bilim insan1 oldu (Bayda vd., 2020).

Modern bir kavram olan nanoteknolojinin kullanimi1 antik c¢aglara kadar
dayanmaktadir. M.S. 4. yiizyllda Roma’da antik cam endiistrisinde ‘Lycurgus kupasi’ nin
nanoteknoloji alaninda basarili bir sekilde kullanilmigtir. Lycurgus kupasi dikroik camdan
yapilmis dekoratif bir bardaktir. Dikroik camin 6zelligi ise, dogrudan 11k geldiginde yesil

ve camdan 151k parladiginda kirmizi-mor goérinmesidir (Seki 2.1). Camin bu 6zelligi,
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yapisinda bulunan altin-giimiis alagimli NP’lerin varligidir. Lycurgus Kupasi, en eski

sentetik nanomalzemelerden biri olarak tarihteki yerini almaktadir (Bayda vd., 2020).

Sekil 2.1 Lycurgus kupasi (Bayda vd., 2020)

9. — 17. yiizyillarda Islam diinyasida ve daha sonra Avrupa'da kullanilan 1siltili
parlak seramik sirlar1 AgNP, CuNP ve benzer diger nanopartikiilleri iceriyordu (Pradell
vd., 2007). 16. yiizyilda ise Italya’da ROnesans canak ¢omlegini olusturmak igin

nanopartikiiller kullanilmustir (Poole Jr ve Owens, 2003).

1981 yilinda atomlarin dogrudan goriintiilerini veren taramali tiinelleme (STM)
mikroskobunun kesfi ile birlikte bilim adamlar1 nanometre boyutunda c¢aligmalara
yonelmistir. 20. ylizyilda ise dogada bulunmayan nano yapilar atomsal dizeyde

tasarlanarak sentezlenmeye baslanmistir (Drexler, Peterson ve Pergamit, 1991).

1990'larin basinda, Rice Universitesi'nden Richard Smalley ve ekibi 60 karbon
(C60) atomunun simetrik bicimde siralanmasiyla elde edilen kiiresel bicimdeki "fullerene"
molekillerini gelistirmislerdir. Bu molekiil yaklagik bir nanometre biiyiikligiinde, ayni
miktardaki ¢elikten daha giiclii, plastikten daha hafif, elektrik ve 1s1 gecirgen bir yapiya
sahiptir. Yaptiklar1 bu ¢alisma ile arastirmacilar 1996 yilinda Nobel Kimya Odiilii'nii
almiglardir (Binnig, Quate ve Gerber 1986). Nanomalzemeler, daha saglam, hafif, diisiik

hata seviyesi ve dayaniklilik giicleri ile endiistride ¢i81r agan yenilikler getirmektedir. 1991
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yilinda Japonya'da yapilan bir ¢aligmada karbon nanotiipler bulunmustur ve ¢elikten 100

kat daha giiglii, agirhigi ¢eligin agirhigmin 1/6's1 kadar hafiftir (Pratt vd., 2008).

21. ylizyilin basinda nanobilim ve nanoteknoloji alanlarmna ilgi artti. Amerika
Birlesik Devletleri'nde, Feynman’in atom diizeyinde maddenin manipiilasyonu kavrama,
ulusal bilim 6nceliklerini sekillendirmede 6nemli bir rol oynadi. 21 Ocak 2000'de Baskan
Bill Clinton Caltech'te yaptig1 bir konusmada, nanoteknoloji alanindaki arastirmalarin
finanse edilmesini savundu. Ug yil sonra, Baskan George W. Bush, 21. yiizyil
Nanoteknoloji Arastirma ve Gelistirme Yasasin1i imzaladi. Mevzuat, nanoteknoloji
arastrmasint ulusal bir Oncelik haline getirdi ve Ulusal Teknoloji Girisimi'ni (NNI)

olusturdu (Bayda vd., 2020).

Son zamanlarda biyotip alaninda nanoteknolojinin potansiyeli artmakta ve
hastaliklarin teshisi ve tedavisi lizerine birgok ¢alisma yapilmaktadir (Weissig, Pettinger ve
Murdock, 2014). Bir¢cok uzman biyo-nanoteknolojiyi, nanobilimin en ilgi ¢ekici uygulama
alanlarindan biri olarak kabul etmektedir. Nanoteknoloji biyotip alaninda, tani, tedavi, ilag
dagitimi ve molekiiler goriintiileme gibi alanlarda uygulamalar1 artmaktadir. ABD’de
nanomalzemelerden {iretilmis birgok tibbi Urlin, nanofarmasotikler, rejeneratif tip icin
nanomateryaller, antibakteriyel aktiviteye sahip nanopartikiller veya nanobiocipler,
nanoelektrotlar, nanobiyosensorler piyasada kullanilmaktadir (Kinnear, Moore, Rodriguez-
Lorenzo, Rothen-Rutishauser ve Petri-Fink, 2017).

2.1.2. Uygulama alanlan

Nanopartikiillerin ve nanomalzemelerin yeni uygulamalar: farkli alanlarda hizla
biiyiimektedir. Saglik hizmetleri, kozmetik, biyomedikal, gida ve yem sanayii, ilag-gen
dagitimi, ¢evre, saglik, mekanik, optik, kimya endiistrisi, elektronik, uzay endustrisi, enerji
bilimi gibi alanlarda ve 151k yayicilar, tek elektronlu transistorler, dogrusal olmayan optik

cihazlar ve foto-elektrokimyasal gibi uygulamalarda nanoteknoloji kullanilmaktadir
(Ahmed vd., 2016).

Giliniimiizde, nanoteknolojideki ilerlemeyle, enfeksiyonlar1 ve hastaliklar1 daha

kesin, hizl1 ve diislik yan etkilerle tespit etmek ve iyilestirmek miimkiindiir. Bu nanoyapilar
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iizerinde ilag ve teshis paketleri birlestiren ve spesifik doku ve hiicreleri hedef alan
karmasik tekniklerin gelistirilmesi ile miimkiindiir. Nanoteknoloji bazli ilaglar, sadece daha
giiclii ve kirilmaz antimikrobiyal maddeler i¢in degil, ayn1 zamanda ¢ok diisiikk dozlarda
hiicre ve dokuya yonelik ilag paketleri i¢in de insan gereksinimlerini karsilayabilir

(Dorcheh ve Vahabi, 2016; Prabhu ve Poulose, 2012b).

Spesifik dokuyu hedeflemek i¢in dagitim ajanlar1 olarak kullanilan Pt, Al, Zn, Ti,
Pa, Fe, Cd, Si ve Cu gibi bircok inorganik NP'ler vardir. Inorganik NP’ler ilag tastyici
olarak yiiksek kapasitelerinden dolay1r yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, silika
nanoseramikleri biyouyumlu yapilar1 nedeniyle tibbi ve terapdtik uygulamalar i¢in ¢ok iyi
adaylardir. Cu NP'ler, stabilizator varliginda aglomerasyon ve oksidasyonu azaltmak i¢in
kullanilan 1iyi bir secenektir ve Cu NP'ler ucuz, hazirlanmalar1 kolay ve iyi bir
antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler. Fe NP'ler, mikrobiyal enfeksiyonun hizli ve kesin
teshisi i¢in, Zn ve Cd NP’ler ise daha ¢ok optikle ilgili iiriinlerde kullanilacak kuantum
noktalarmin tiretimi i¢in kullanilir. Medikal, gida ve ilag uygulamalarinin yani sira, Au ve
Ag gibi asil metal NP'leri elektron mikroskobu, analiz, biyosensorler, elektronik, boya,
iletken kaplama, optik, elektronik katalizor ve temel arastwrmalar gibi farkli bilim
alanlarinda da kullanilmaktadir. NP bazli ilaglarin geleneksel ilaglara gore avantaji, daha
yuksek tedavi etkinligi ve daha az saglik sorunu saglamaktir. NP'lerin onkoloji,
enfeksiyon, kardiyovaskiiler, alzheimer ve okiiler patoloji gibi farkli hastaliklarin
tedavisinde etkili oldugu ispatlanmistir (Dorcheh ve Vahabi, 2016; Khabat ve Sedigheh,
2014)

Gilimiis nanopartikiiller antimikrobiyal oOzellikleri ile ©ne ¢ikmaktadir. Ayrica
antikanser, antiinflamatuvar ve yara tedavisi uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bunlarin
disginda AgNP’ler, biyosensor materyaller, kompozit fiberler, kriyojenik slperiletken
materyaller, kozmetik iirlinler ve elektronik bilesenlerde kullanilan essiz &zelliktedir.
AgNP’lerin inhibitdr ve bakterisidal etkilere sahip oldugu bilinmektedir. AgNP’ler tibbi
cihazlar, dental aletler, kemik ¢imentosu, kanser tedavisi ve gorlntiilemede de uygulanir
(Elham Abbasi vd., 2016; Khabat ve Sedigheh, 2014; Singh, Kim, Zhang ve Yang, 2016).



2.2. Nanopartikullerin Simiflandirilmasi

NP'lerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, nano 6lcekli yapilar1 nedeniyle farklilik

gosterir. Cesitli NP tiirleri malzeme icerikleriyle ayirt edilebilir.

Organik NP'ler ¢ogunlukla biyobozunurdur, diisiik toksisite oranma sahiptirler ve
biyolojik sistemlerle uyumludurlar. Bunlara 6rnek olarak, lipozomlar, miseller, kat1 lipitler
ve polimerik NP’ler verilebilir. Miseller, boyutlar1 5-100 nm araliginda olan, belirli bir
coziiciiye zit ilgileri olan iki ayr1 bdlgeden olusan, belirli konsantrasyon ve sicaklikta
amfifilik olarak meydana gelen birlesme koloitleridir ve gogiis kanseri gibi bir¢ok kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. Lipozom NP'lerin boyutar1 20-100nm arasinda degisir,
kiiresel sekillidir ve iki fosfolipit katmanindan olusur. Lipozom NP'leri, Ambisome gibi
antimikrobiyaller olarak kullanilmaktadir. Polimerik nanopartikiillerin, boyutlar1 10-1000
nm arasinda degisir ve dogal ya da sentetik yapidaki polimerler ile hazirlanir. Polimerik
NP’ler etkin maddenin partikiil i¢cinde ¢Ozlindiiriildiigli, hapsedildigi veya ylizeye adsorbe
edildigi (baglandig) matriks sistemlerdir. Dogal, polisakkarit yapida ve sentetik polimerler
kullanilarak hazirlanan polimerik NP’ler ila¢ dagitim sistemlerinde kullanilmaktadir

(Khabat ve Sedigheh, 2014).

Inorganik NP'ler, nanoteknolojide en Onemli yere sahip olan metal
nanopartikiillerden olugsmaktadir. Boyutlar1 1-100nm arasinda degismektedir. Metal
NP’lerin biyolojik yolla sentezlenmesine indirgeyici molekiiller aracilik eder. Metal NP’ler
iki yaklagimla sentezlenir; asagidan yukar1 ve yukaridan asagi olarak(Ahmed vd., 2016).
Yukaridan asagi yaklasimlara, mekanik sentez kimyasal muamele ve sicaklik/lazer
ablasyonu Ornek verilebilir. Asagidan yukari yaklagimlar ise kimyasal ¢Oktlirme, 1siyla
bozunma, aerosol piroliz ve nanoteknolojinin en Onemli yaklagimlarmdan biri olan
biyosentez drnek verilebilir (Sekil 2. 4). Aljinat, albimin veya kitosan gibi biyopolimerlere
dayanan NP'ler, sentetik polimerlere kiyasla diisiik immiinojeniklikleri nedeniyle, ilag

verme sistemi olarak insan vicudu ile daha uyumludur (Khabat ve Sedigheh, 2014).
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NP'lerin biyolojik temelli sentezi, yalnizca ekonomi ve g¢evre agisindan onemli
degildir ayrica, eczanelerde ve tibbi uygulamalarda NP'lerin biyo-uyumlulugunu etkiler.
Biyolojik olarak uyumlu bir indirgeyici molekil kullanmak ilag dagitimi amaciyla
kullanilan NP’ler i¢in ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Cunku bu indirgeyici molekiiller ilag ve
NP'ler arasinda baglayici bir rol oynamaktadir. Ayrica, bazi biyomolekiiller, sitotoksisite,
antimikrobiyal ve kontrollii ilag salimi gibi NP'lerin diger onemli 6zellikleri iizerinde

sinerjistik etkilere sahiptir (Khabat ve Sedigheh, 2014).

2.3. Metal Nanopartikuller

Son yillarda yapilan nanoteknoloji ¢calismalarinda metal nanopartikiillere olan ilgi
artmustir. Inorganik bazli metal NP’lerin biyolojik yolla sentezi 6ne ¢ikmaktadir ve hem
tibbi biyoloji alaninda hem de endiistride 6nemli yere sahiptir. Metal nanopartikiller,
antimikrobiyal, antikanser, katalitik aktivite ve optik 6zellikleri nedeniyle genis capta
arastirtlmaktadir. Metal nanopartikiillerin en O6nemli 6zelligi ise diger molekdller ile

etkilesimlerini artiran genis yiizey alani / hacim oranidir (Gahlawat ve Choudhury, 2019).

Tiim asil metal nanopartikiiller arasinda giimiis nanopartikiiliin, kimyasal stabilitesi,
iyi iletkenlik, katalitik etkisi, antibakteriyel, antiviral, antifungal gibi benzersiz 6zellikleri
nedeniyle nanoteknoloji alaninda diger biitiin metal nanopartikiillerden daha One
gecmektedir (Ahmed vd., 2016). Giimiisiin tibbi 6zellikleri 2000 yili askin stiredir
bilinmektedir. Giimiisiin en Onemli ve nanobilimde en ¢ok kullanilan 6zelligi
antimikrobiyal aktivitesi olmustur. 19. yiizyildan bu yana, glimiis bazli bilesikler bir¢ok
antimikrobiyal uygulamada kullanilmistir ve kullanilmaya devam etmektedir (Prabhu ve
Poulose, 2012a).

AgNP’ler genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumuna sahiptir ve hem gram-
pozitif (Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus vb.) hem de gram-negatif bakterileri
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa vb) dldurebilirler (Liu vd, 2012). AgNP’lerin
antibakteriyel etki mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte bununla ilgili baz1 varsayimlar
ve caligmalar yapilmigtir. AgNP’ler bakteri hiicre zarinda yapisal degisikliklere sebep

olarak bakteriyi oldiirebilir. Bunun yani sira, yapilan bir ¢aligmada elktron spin rezonans
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spektroskopisi ile AgNP’lerin bakteri hiicre zarina temas ettikten sonra serbest radikal
olusturdugu ve bu nedenle bakterinin 6ldiigii goriilmistiir (Prabhu ve Poulose, 2012a).
Diger yandan yapilan baska ¢aligmalarda ise, AgNP’lerin bir ¢ok hayati enzime tutunarak

inaktive ettigi gorilmiistiir (Matsumura, Yoshikata, Kunisaki ve Tsuchido, 2003).

AgNP’lerin en ilgi ¢ekici baska bir 6zelligi ise olaganiistii optik 6zellikleridir. Bu
ozelligi ile optik biyosensorler ve kemosensorlerde kullanilmistir. Ylzey Plasmon
rezonans etkisi kullanilarak, giimiis nanopartikiller ¢ok yiiksek bir hassasiyet kazanir ve
ylzey plazmon rezonans (SPR) etkisine bagli olarak spesifik spektrum bantlar1 olusturur

(Elham Abbasi vd., 2016).

AgNP’lerin fiziksel, kimyasal ve biyosentez yolu ile liretimi yapilabilir. Yani
AgNP’ler her iki yaklasimla da, yukarindan-asagiya ve asagidan-yukariya tiretilebilir.
Yukaridan asagiya yonteminde, Kilge metallerin mekanik olarak ogiitiilmesiyle olusan
nanomalzemelerin koloidal koruyucu ajanlarin eklenmesiyle stabilize edilmesini icerir.
Asagidan yukariya yontemler ise metallerin indirgenmesi, elektrokimyasal yontemleri

icerir (Prabhu ve Poulose, 2012a).

2.4. Nanopartikillerin Sentezlenme Yontemleri

Feynman, nanoyapilarin sentezi i¢cin farkl olasiliklar1 tanimlayan iki yaklasim
gelistirildi; yukaridan asagiya (Top to bottom) ve asagidan yukariya (Bottom to up) (Sekil
2.4) (Bayda vd., 2020).

Top to bottom = kiitle — nanopartikiil

Bottom to up = molekdil / atom — agregat — nanopartikl

Yukardan asagiya yaklasim, nano boyutta parcaciklar olusturmak icin Kkilge
malzemenin parcalanmas1 yoludur. Yukaridan asagiya yaklasim daha ¢ok hassas

mithendislik, litografi ve mikro elektronik endiistrisi gibi alanlarda kullanilmaktadir. Bu
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yaklagima; daglama, 6giitme, pliskiirtme, lazerle ablasyon, litografi, termal ayrisma 6rnek

verilebilir (Bayda vd., 2020).

Asagidan yukariya dogru yaklasimlar, atomik veya molekiiler boyuttaki yapilari
kimyasal reaksiyonlar veya biyolojik sentez ile biyiiterek partikiil olusumunun
gerceklestirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu yaklasima, yesil sentez, egirme, piroliz,
sol-gel islemleri, siiper kritik akiskan sentezi, kimyasal buhar biriktirme gibi yontemler
ornek verilebilir (Glrmen ve Ebin, 2008).

Asagidan yukariya dogru yaklasimlar daha yiiksek verimlilik ve hassasiyet
saglamaktadirlar. Kimyasal yontemler, fiziksel olanlara gore yiiksek verime sahiptir, ancak
nanoparcaciklari stabilize etmek i¢in toksik madde kullanimini i¢erdiginden dezavantajlara
sahiptir ve bu sebeplerle yiiksek Olcekli Uretim icin tercih edilmezler. Yiksek maliyet ve
toksik atik {iretimi olmaksizin biiylik Olceklerde nanomalzemelerin stirdiiriilebilir
Uretiminde ¢evre dostu iiretim yontemleri zorlu bir adim olmustur. Cevresel olarak
kimyasal yéntemlerden daha giivenli olsa da NP'lerin biyolojik sentezi endiistriyel agidan

henliz hedefine ulasmamustir (Bayda vd., 2020).

Nanopartikiillerin sentezlenme |
| yollari |
Bottom to Up | ' Top to Bottom ‘
(Asagidan yukarr) ‘ (Yukaridan agagy)

‘_ - * Mekanik sentez )
* Kimyasal / elektrokimyasal A Yesil Sentez * kimyasal
¢oktiirme muamele

L _ * Bakteri
* Buhar biriktirme (fiziksel o * Sicaklik / Lazer
kimyasal) * Bitki ablasyonu
* Atomik / molekiiler ekstrakt | * Pockertme
yosuEma _* Funguslar )

* S0l- Gel proses

* Sprey piroliz (1s1yla
bozunma)

* Lazer piroliz

,\* Aerosol piroliz

Sekil 2.2. Nanopartikiillerin sentezlenme yollar1



2.4.1. Fiziksel ve kimyasal yontemler

Fiziksel yontemler, nanopartikiillerin yukaridan asagi yaklagimi ile iiretilen
yontemledir. Bunlar dokme malzemelerin nanoboyuta pargalanmasi islemleridir. Bu
yontemler genellikle mithendislik alaninda kullanilmaktadir. Fiziksel yontemlere, mekanik
sentez, kimyasal muamele, sicaklik/lazer ablasyonu, ve puskirtme 6rnek verilebilir.
Atmosferik basingta bir tiip firmi ile buharlagma-yogunlasma teknigi kullanilarak Ag, Au
ve PbS gibi nanopartikillerin dretimi fiziksel yontemlere 6rnek verilebilir. Fiziksel
yontemlerin i¢inde lazer ablasyonu diger yontemlere kiyasla daha avantajli bir tekniktir.
Lazer ablasyonu tekniginde kimyasal reaktifler kullanilmadigr i¢in saf metal kolloidler

uretilebilir (Elham Abbasi vd., 2016).

Kimyasal yOntemler asagidan yukar1 yaklasimi ile nanopartikiil {iretilen
tekniklerdir. Bunlara, kimyasal ve elektrokimyasal ¢Oktiirme, buhar biriktirme, 1siyla
bozunma ve lazer piroliz gibi teknikleri érnek verebiliriz. Kimyasal yontemlerde en ¢ok
kullanilan teknik ise organik ya da inorganik ajanlar kullanilarak kimyasal indirgeme yolu
ile nanopartikll sentezidir. Kimyasal indirgeme yontemine érnek olarak AgNP Gretimini
verebiliriz; bunun icin genel olarak sodyum sitrat, askorbat, sodyum borohidrit, elementel
hidrojen gibi farkli indirgeme ajanlar1 kullanilir. Bu indirgeme ajanlar1 Ag® iyonlarmi
azaltr ve metalik giimiis (Ag®) olusumuna yol agar, akabinde Ag° aglomerasyona
ugrayarak AgNP’leri olusturur (EIham Abbasi vd., 2016).

2.4.2. Biyosentez (Yesil Sentez)

Yesil sentez, asagidan yukari yaklasimin, toksik olmayan, cevre dostu, diisiik
maiyetli ve canl organizmalar; bitkiler ve mikroorganizmalar (bakteriler, funguslar) ile

nanopartikil Gretimini icerir.

Bitkiler ile nanopartikill sentezinde indirgeyici ajan olarak fitokimyasallar
(terpenoidler, flavonlar, ketonlar, aldehitler, amidler ve karboksilik asitler) kullanilir.
Bitkiler ile biyosentezi {i¢ ana asamadan olusur; indirgeyici ajanlarin se¢imi, ¢Ozicu

maddenin sec¢imi ve stabilize edici reaktiflerin secimi. Genellikle bitki 6zitd, hem bir
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indirgeyici ajan hem de stabilize edici bir ajan olarak sentez isleminde gorev alir. Metal
nanopartikillerin sentezi icin yapraklar, meyveler, saplar ve kokler gibi bitki 0zleri
kullanilmigtir. Sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonu bitkilerde biyosentezi etkileyen dnemli

faktorlerdir (Singh vd., 2016).

Altin ve glimiis nanopartikiiller ilk olarak bitkilerle biyosentezlenmistir. Acalypha
indica, Aloe barbadensis, Datura metel, Nelumbo nucifera ve Rhododedendron dauricam
gibi bitkiler AgNP iiretmek i¢in kullanilmistir. AuNP’lerin biyosentezinde ise Aloe
barbadensis Miller, Medicago sativa, Magnolia Kobus ve Pelargonium graveolens yapragi
kullanilmistir. Nikel, kobalt, ¢inko ve bakir gibi nanopartikillerin sentezi igin Brassica
juncea, Medicago sativa ve Helianthus annus gibi bitkiler kullanilmistir (Jeevanandam,
Chan ve Danquah, 2016).

Mikroorganizmalar, yuksek performans, metal iyonlarmin segici absorbsiyonu,
cevre kosullarinin genis aralikta kullanilabilirligi, kolay ulasilabilirlik, ylksek miktarda
uretilebilirlik gibi 6zelliklerinden dolay1 ‘nano fabrikalar’ olarak goriilmektedir.
Mikroorganizmalar, metal tuzlarinin rediiktaz enzimleri ile indirgenmesi sonucu metal
nanopartiliilleri olusturur. Bakteriler, funguslar ve mayalar basta olmak {izere
mikroorganizmalar hem hicre ici hem hiicre disi sentez ile metal nanopartikiilleri
uretmektedir (Singh vd., 2016).

Bakteriler, metalik iyonlar1 nanopartikiillere indirgeme konusunda kullanim
kolayligi ve yiiksek biliylime oranlari nedeniyle nanopartikiil sentezi i¢in en uygun
adaylardan biridir. Bakteriler agir metal iyonlarna karsi, hucre i¢i ayirma, disar1 akis
pompalari, metal iyon konsantrasyonundaki degisim ve hiicre dis1 ¢okeltme gibi ¢esitli
dogal savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir ve bu savunma mekanizmalari,
nanopartikiillerin sentezi i¢in bakteriler tarafindan verimli bir sekilde kullanilabilir olmas1
bir avantajdir. Bakterilerin genellikle metal nanopartikiilleri hiicre dis1 veya hiicre i¢i

mekanizmalarla sentezledikleri bilinmektedir (Gahlawat ve Choudhury, 2019).

Gilimiis nanopartikiilleri sentezleyen bakterilerin ilk kanit1, giimiis madeninden izole

edilen Pseudomonas stutzeri AG259 susu kullanilarak olusturuldu ve bu AgNP hucre igi
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rediiktaz enzimleri kullanilarak dretildi (Prabhu ve Poulose, 2012a). Agir metalle
kirlenmis topraktan izole edilen Bacillus cereus kullanilarak 24 saat icinde ortam
sicakliginda AgNP’lerin hiicre dis1 sentezi ¢alisildi. Sentezlenen AgNP'ler, yizey plazmon
rezonans Ozelligi gosterereck baska c¢alismalar i¢in Oncii olmustur. Bacillus subtilis ile
yapilan bir diger ¢alismada hiicre dis1 sentez ile altin nanopartikiiller (AuNP) tretilmistir.
Bagka bir ¢alismada ise Pseudomonas aeruginosa'nin Pd, Ag, Rh, Ni, Fe, Co, Pt ve Li
nanopartikilleri hicre ici sentezleme ile irettigi goriilmiistiir. Son raporlarda, metal
nanopartikiill sentezi igin Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Alteromonas ve
Ochrobactrum vb. gibi farkli bakteri tiirlerinin yaygin olarak kullanildig: tespit edilmistir
(Gahlawat ve Choudhury, 2019; Jeevanandam vd., 2016; Prabhu ve Poulose, 2012a).

1,5 milyona kadar tahmin edilen potansiyel fungus tiirleri arasinda yaklasik
100.000 fungus tiirii tanimlanmustir. Bu popiilasyon biyolojik, fizyolojik ve molekiiler
Ozellikler agisindan muazzam ¢esitlilik gosterir. Funguslar nanopartikullerin biyosentezi ve
Ozellikle metal nanoparikil sentezi i¢in en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalardir (Khabat
ve Sedigheh, 2014). Bakterilerle karsilastirildiginda, funguslar daha yliksek miktarlarda
nanopartikil Gretebilirler cunkl daha fazla miktarlarda protein salgilarlar. Ayrica
funguslar, biyokiitle uygulamalarinin basitligi, hiicre i¢i metal emilimi, hizli biiylime
oranlari, kolay yayilma ozellikleri ve ¢ok miktarda hiicre i¢i ve dis1 enzim fiiretimi
Ozellikleri ile biyolojik yolla nanopartikil Gretiminde tercih edilen mikroorganizmalar
olmustur (Prabhu ve Poulose, 2012a). Fusarium, Aspergillus, Verticillium ve Pencillium
gibi fungus tiirleri nanopartikiil iiretimi i¢in Gimit verici kaynaklar olmustur (Alghuthaymi,
Almoammar, Rai, Said-Galiev ve Abd-Elsalam, 2015). Funguslar ile metal nanopartikil
sentezinde muhtemel indirgeme mekanizmas1 rediiktaz enzimleri (nitrat rediiktaz, siilfat
rediiktaz gibi) ile olmaktadir (Singh vd., 2016). Ayrica funguslar diger mikroorganizmalara
gore, genis ekolojik parametrelerde (pH konsantrasyonu, sicaklik ve tuz konsantrasyonu ve
inkuibasyon suresi), daha verimli sayida ve morfolojide metal nanopartikiil iiretme

ozelligine sahiptir (Honary vd., 2013).

Mikobiyosentez i¢in {i¢ olast mekanizma calisilmaktadir bunlar; nitrat rediiktaz

etkisi, elektron mekik kinonlar1 ve her ikisi. Nitrat rediktaz etkisi, nitritin 2,3-
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diaminoftalen ile reaksiyonu ile gergeklestirilen bir ¢alisma yapildi (Durdn, Marcato,
Alves, De Souza ve Esposito, 2005; Kumar vd., 2007). Nitrat rediktazin bircok fungus
tarafindan NP olusumunu baslattig1 one stiriiliirken, bir dizi arastirmact NP'lerin hiicre dis1
sentezi i¢in nitrat rediiktazi destekledi (Alghuthaymi vd., 2015). Honary ve arkadaslari,
topraktan izole edilen Penicillium citrinum kullanarak hiicre dig1 iretim ile AgNP
sentezledi. Olusan AgNP’ler 109nm boyutunda, kiiresel ve tekdiize boyuttaydi (Honary
vd., 2013). Yapilan baska bir ¢alismada Penicillium citrinum kullanilarak AgNP'lerin
biyosentezi i¢cin optimum kosullar (pH konsantrasyonu, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve hizi,

AgNO3 miktarr) bulundu (Barabadi vd., 2019).

2.5. Mikrofunguslar

Funguslarin yaklagik 1,5 milyar yil once Okaryotlar icerisinde evrimlestigi
diistiniilmektedir ve tahmin edilen 1,5 milyon kadar fungustan, yaklasik 100.000 fungus
tiri tammmlanmistir (Hawksworth, 2001). Funguslar, ¢cok hiicreli veya tek hicreli olabilen,
klorofil tasimayan, heteretrof, ¢ogu parazit ya da saprofit olan, Okaryotik alemdir.
Bakterilerin peptidoglikan hiicre duvarlar1 aksine funguslarin hiicre duvarlar1 kitin, mannan
ve glukandan olusur ve bu Ozellikleri sayesinde mikroorganizmalar arsinda farkli ve
onemli bir yere sahiptirler. Funguslar ¢ok genis habitatlarda yasayabilirler. Baz1 fungus
tirleri sucul olup daha ¢ok tathi sularda yasar ancak bazilari ise tuzlu sularda bulunur.
Ancak funguslarin ¢ogunlugu karasal ortamlarda bulunur. Karasal funguslar, toprak ya da
Olii bitki materyalleri ilizerinde yasarlar ve organik karbonun mineralizasyonunda 6nemli
rol oynarlar. Karasal funguslarin biiyiik kismu bitkilerin parazitleridir. Hayvan parazitlerine
bakildiginda funguslar diger patojenlere gore daha azdir (Azbukina, 1985; Sigler, 1986;
Warnock, 2007).

Funguslar dogada genis dagilim gdsteren, ekosistemdeki enerji dongiilerinin genel
duzenleyicisi olarak gorev yaparlar. Funguslar biyosferde 6nemli bir rol oynar; burada
organik materyalin ayrigmasi, karbon, nitrojen, fosfor ve mineraller gibi substratlarin

biyosfere geri donemsini saglar. Funguslar1 parazit ve saprafit olarak ikiye ayirilirlar;
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saprofit funguslar 6lii organik maddelerin par¢alanmasina neden olurken, parazit funguslar

tizerinde yasadiklari canlilara zarar verirler (Rokem, 2010).

Endustride funguslar blylik ekonomik 0Oneme sahiptir. Funguslar ile dretilen
urunler benzersizdir ve genellikle bu iiriinleri iretmenin baska bir ekonomik yolu yoktur ve
boylece endiistride vazgegilmez bir yeri vardir. Funguslar, gida endiistrisinde, yararli
metabolitlerin tiretiminde ve cesitli bagka islemlerde kullanilmaktadir. Funguslar, gidalara
aroma vermek amactyla; Penicillium raquaforti rokfor peyniri Gretiminde, ekmek
yapiminda; Saccharomyces cerevisiae, bira, sarap gibi gida ve igeceklerin yapiminda ve
ilag yapiminda; antibiyotiklerde Penicillium notatum kullanilmaktadir. Funguslar
tarafindan dretilen, vitaminler, polisakkaritler, enzimler, immiinosupresif ajanlar,
hiperkolesterolemik ajanlar, pigmentler, antibiyotikler ve organik asitler dahil olmak tizere
cok ¢esitli metabolitler de endiistride kullanilmaktadir (Adrio ve Demain, 2003; Bennett,
1998; Rokem, 2010).

Funguslarin habitatlar1 ¢ok c¢esitlilik gosterir. Cogunlugu karasal ortamlarda,
toprakta veya o6lii bitki kalintilarinda yasarlar, bazilar1 insan ve hayvanlarda parazittir. Bazi
funguslar ise sucul ortamlarda ¢ogunlukla tath sularda yasarlar. Ayrica funguslar ekstrem
kosullara uyum saglayan Okaryatik canlilar olarak dikkat ¢ekmektedirler. Funguslar
ekstrem ortamlar arasinda en ¢ok termofilik ve hipertermofilk ortamlarda yasarlar. Ayni
zamanda funguslar, maden bdlgelerindeki asidik ve metal zengini sularda, alkali
ortamlarda, Ol Deniz gibi hipersalin bolgelerde, sicak ve soguk collerde, derin denizlerde
vb. ortamlarda gelisebilirler (Ramesh vd., 2021).

Hipersalin cevreler tuz konsantrasyonunun doyma nokatasina yakin ya da doyma
noktasinda oldugu ortamlardir. Bunlara; Biyilk Tuz Golii Utah, Olii Deniz Israil, Tiirkiye
de ise Tuz Goli ve Acigdol’i ornek verebiliriz. Birgok Aspergillus tlrl hipersalin
ortamlarda Ureyebilmektedir. Aspergilus diinyada yaklasik 300-350 tiirden olusan bir
fungus tarddur. Aspergillus tiirleri, nisastali yiyeceklerin, ekmek ve patates gibi, yaygin
kirleticileridir ve birgok bitki ve agac ylzeyinde de buydrler. (Ahmet, 2004). Aspergillus

tiirleri tibbi ve ticari agidan 6nemlidir ve hem birincil hem ikincil metabolitlerin Gretimi
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nedeniyle ticari dGnemi en biyuk olan fungus tiirii sayilabilir (Adams ve Timberlake, 1990;
Ahmet, 2004).

2.6. Box-Behnken Deney Tasarim

Bir yanit ylizey metodolojisi (RSM) tasarimi olan Box-Behnken, metal NP
optimizasyonunda farmasdtik alanda basariyla kullanilan bir deney tasarimidir. Bu tasarim,
iretimi etkileyen fiziksel ve kimyasal parametrelere iligkin hassas sonuclar veren kesirli bir
faktor tasarimidir. Cesitli kontrol degiskenlerinin eszamanli optimizasyonuna izin veren
cok degiskenli deneysel tasarimi, geleneksel degisken olmayan yaklagimlardan daha hizli
ve daha diislik maliyetlidir. BBD tasarimi, kritik deneysel kosullarin ii¢ seviyeli faktoriyel
tasarimma dayanan, ikinci dereceden ¢ok degiskenli bir tekniktir (Alam vd., 2017;
Barabadi vd., 2014; Khajeh, 2010; Krupa vd., 2016; Lung vd., 2018).

2.7. Sentezlenen Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Malzemeler nano boyuta indiginde Ozellikleri ¢arpict bir sekilde degismektedir.
Sentezlenen nanopartikillerin morfolojisini, boyutunu ve dagilimini, yiizey alanini

karakterize etmek icin 6zel yontemler kullanilmaktadir.

AgNP'lerin optik 6zellikleri kilge (bulk) metalinkinden farkli olmasi, onlarin UV-
Vis ile karakterize edilmesine imkani sunar. Tipik olarak, bir UV-Vis spektrumunda
maksimum absorpsiyon dalga boyu ortalama partikiil biytikligi ile iliskilidir, yar1
geniglikte tam genisligi partikiil dispersiyonu hakkinda bilgi verebilir (Liu vd., 2012).
Ucuzlugu ve kullanim kolayligindan dolayi, kaliteyi arttirmak ve AgNP'lerin varligmni
tespit etmek icin ek bir yontem olarak da tercih edilir (Leopold ve Lendl, 2003).

Giimiis nitratin ~ giimiis  nanopartikiile  indirgenmesi  ultraviyole-goruntr
spektrofotometre (Uv-vis spektrofotometre) ile tespit edilebilir. Uv-vis spektrometresi, bir
numune tarafindan emilen ve yayilan 15181 6lgmek i¢in kullanilan bir tekniktir. NP’lerin
UV-vis taramast 200-800nm araliginda yapilmaktadir. AgNP’lerde plazmon rezonansi

dikkat cekici optik o©zelliklerinden biridir. AgNP’lerin tipik olarak yuzey plazmon
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rezonanst 420-430nm bandmdadir. Bir nanopartikiil ile iligkili plazmon rezonansmnin
biiyiikliigi, tepe dalga boyu ve spektral bant genisligi, partikiiliin boyutu, sekli ve malzeme
kompozisyonuna baglidir (Joshi, Bhattacharyya ve Ali, 2008).

Nanopartikiller optik mikroskoplarla goriillemeyecek boyutlarda oldugu igin
taramal1 elektron mikroskopu (SEM), transmisyon elektron mikroskopu (TEM) ve atomik
kuvvet mikroskopu (AFM) gibi tekniklerle gorantllenebilir.  Geleneksel 151k
mikroskoplarinda 151k dalgalar1 ile numune bakilirken, SEM’de numune yiizeyi yliksek
enerjili elektron 1smniyla taranarak goriintiileme yapilir. AFM, nano boyuttaki yizey
plirtizlilliigiinii nicel olarak 6l¢gmek ve ylizey nano dokusunu polimer nanokompozitler gibi
malzeme yiizeyinde gorsellestirmek igin kullanilir. TEM, bir elektron demetinin ultra ince
bir numuneden iletildigi ve numuneden gegerken etkilesime girdigi bir mikroskopi
teknigidir. Numune yoluyla iletilen elektronlardan bir goriintii olusturulur, biiyiitiiliir ve
objektif bir mercek tarafindan odaklanir ve bir gériintiileme ekraninda goriiniir (Joshi vd.,

2008).

Dinamik 151k sagilimi1 (DLS), tipik olarak nano dlgekli molekdllerin ve partikillerin
boyutunu 6lgmek icin invazif olmayan tekniktir. DLS, kolloidal ¢tzeltiden gegirilen bir
lazerden sagilan 15181 Olger. DLS ile yapilan Olgiimde, ¢ozeltideki pargacigin biiyiikligii
hakkinda bilgi edinilebilir. DLS, seyreltik ¢6zelti icerisindeki NP’lerden sagilan 1s181n
siddetinin ve degisiminin Ol¢iilmesidir. Sagilan 15181in siddetindeki degisim, pargacigin
hareketine, biiyiikliigiine, ortamin vizkozitesine, sicakliga ve tuzluluk gibi faktorlere
baghdir. AgNP’lerin DLS analizi igin ¢ozlcl saf sudur. Bu ¢dziici i¢inde yizen ya da
askida kalan NP’ler ol¢iilmektedir. DLS ile NP’lerin polidispersite indekleri (PDI)’de
belirlenir. PDI, NP’lerin molekil agirligi dagiliminin yaygmlhigmm bir él¢ustddr. PDI, tek
dispersiyonlu partikaller i¢in 0,01 degerinden 0,5-0,7 degerlerine kadar degisen partikiil
boyutu dagilim genisligini agiklar ve 0,7'nin iizerindeki degerler, dnemli 6lgiide genis
boyut dagilimina sahip Ornekleri ifade eder. DLS analizi nanopartikillerin karakterize
edilmesinde 6nemli bir tekniktir (Barabadi vd., 2019; Joshi vd., 2008; Mehmet, 2018).

Zeta potansiyeli olctimleri, elektrostatik stabilizasyon nedeniyle bir nanopartikil

sisteminin stabilitesini degerlendirebilir. Zeta potensiyeli, NP yizeyindeki elektrik
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yikiiniin Olgiisiidir ve kolloidal NP’lerin yiik kararliliginin miktarin1 belirtir. Zeta
potansiyeli pargacik kararliligi hakkinda bilgi saglar, AgNP’ler i¢cin +30 mV'den yuksek
veya -30mV'den diisiik zeta potansiyeli, dagilimin elektrostatik olarak kararli oldugunu,
sifir zeta potansiyelinin ise dagilimin kararsiz oldugunu gosterir. Ayrica, zeta potansiyeli
blyik Olctide pH ve dagilmis pargaciklarin elektrolit konsantrasyonuna baglidir (Barabadi
vd., 2019; Mehmet, 2018).

X 1smn1 kirinimi (XRD) NP’lerin mikro ve kristal yapilar: ile kimyasal bilesimleri
hakkinda ayrntil1 bilgi veren ¢ok yonlii ve tahribatsiz bir yontemdir. XRD, tek basina veya
polimer, sivi ya da biyomalzeme gibi farkli matrislerin i¢inde dagilmis nanopartikiillerin
analizinde kullanilabilir. Ayrica diisiik kristallige sahip karbon materyallerin nano yapilari
da analiz edilebilir. XRD bir toplu analiz cihazidir ve basta toz formu olmak iizere

nanomalzemelerin karakterizasyonu i¢in kullanilabilecek bir yontemdir (Ersoz vd., 2018).

Fourier Déniisiimlii Kizi1l Otesi Spektroskopi (FTIR), NP olusum siirecinde metal
NP’lerin indirgenmesinde gorev alan fonksiyonel gruplarmn yapisal ve kompozisyonel
bilgilerinin elde edilmesi teknigidir. Genel prensibi, kizilotesi 1518 bir dipol momente
sahip madde ile etkilesmesi sonucu yapisi i¢erisindeki baglarin titresim hareketinden yola

c¢ikarak fonksiyonel gruplarin incelenmesidir (Mehmet, 2018).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizmalar

Nanopartikil Ureticisi Fungal Kilttirler

Fungal kiiltiirler Eskisehir Osmangazi Universitesi Biyoloji Boliimii Endiistriyel
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvart fungal kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bu
izolatlar lisansiistii tez calismalar1 kapsaminda Izmir Camalti Tuzlasindan (hipersalin
cevrelerden) izole edilmis olup laboratuvarimizda muhafaza edilmektedir. Bu ¢alismada
kullanilan fungal kiiltiirler; ‘Halotolerant-halofilik funguslar kullanilarak — glimiis
nanopartikiil biyosentezi ve biyoaktivitelerinin belirlenmesi (561483)’ tez calismasinda

glimiis nanopartikiil sentezi i¢in se¢ilen izolatlardir.

» Aspergillus flavus (CT 11.17)
» Aspergillus clavatus (CT 5.4)
» Aspergillus fumigatus (CT 9.13)

Bu kulttrler gliserol cozeltisinde -80 °C’de muhafaza edilmektedir. Kiiltiirler
kullanilacag1 zaman, PDA besiyerine 3 nokta ekim yapilip 27°C de 7 giin inkiibasyona

brrakilarak aktiflenmistir.

Antimikrobiyal aktivite deneyinde kullanilan test organizmalari,

» Escherichia coli (Gram-negatif / ATTC 25922)
» Staphylococcus aureus (Gram-pozitif / ATCC 29213)
» Candida albicans (maya / ATCC 90028).

Bu organizmalar MHA ve SDA plaklarinda aktiflendikten sonra kullanilmustir.



3.1.2. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler
Besiyerleri:
Besiyeri 1: Potato Dextrose Agar (PDA)

Patates fuzyonu 49
Dekstroz 20g
Agar 159
Distile Su 1000ml

121 C°’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Besiyeri 2: Malt Glikoz Yeast Pepton (MGYP)

Malt Ekstrakt 39
Yeast Ekstrakt 39
Peptit Digest (Pepton) 5¢
Dekstroz (Glukoz) 10g
Distile Su 1000ml

121 C°’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Besiyeri 3: Mueller-Hinton Agar (MHA)

Enzimatik par¢alanmis hayvan dokusu 29

Kazein hidrolizat 17,59
Nisasta 1,59
Agar 139
Distile Su 1000ml

121 C°’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.



Besiyeri 4: Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Pepton 10g
Dekstroz 409
Agar 159
Distile Su 1000ml

121 C°’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
Cozeltiler:
Cozelti 1: %0,2°lik Tween 80 ¢ozeltisi (spor siispansyonu)
Tween 80 200 pl
Saf Su 100ml
121 C°°de 15 dakika otoklavda sterilize edilir.
Cozelti 2: DPPH (2,2 difenil 1 pikrilhidrazil)
250 ml metanole 5 mg DPPH eklenerek 30dk karanlikta bekletilerek hazirlanmustir.
Cozelti 3: Btil Hidroksi Toluen (BHT)
1 ml etanol ile 0,5 mg BHT karistirilarak hazirlanmistir.

Cozelti 4: Askorbik Asit Konsantrasyonlari

Iki farkli konsantrasyonda; 0,1 ve 0,7 mg/ml (askorbik asit/etanol) askorbik asit

kullanilmstir.



3.1.3. NP Karakterizasyonunda Kullamlan Cihazlar

Cizelge 3. 1. Calismada kullanlan cihazlar, kullanim amaci ve bulundugu birim

Kullanilan Cihaz | Marka/Model | Kullanim Amaci Bulundugu Birim
Otoklav Hirayama Sterilizasyon ESOGU Endustriyel
HG-80 Mikrobiyoloji
(Japonya) Laboratuvari
Ultraviyole Perkin Elmer | AgNOs’in AgNP’lere ESOGU Biyoloji Bolumii
Gorunar (Ingiltere) indirgenmesi teyit edildi. Biyoteknoloji
Spektroskopi (UV- Laboratuvari
VIS Spektroskopy)
Dinamik Isik Malvern AgNP’lerin pargacik boyutu | ESOGU Kimya Bolumii
Sacilim ALV/CGS-3 | ve Poli dipersite indeksi Polimer Arastirma
Spektrometresi (Ingiltere) (PDI) ‘nin belirlenmesi. Laboratuvari
(DLS)

Zetasizer (Zeta

Malvern Nano

AgNP’lerin elektrostatik

ESOGU Kimya Bolimii

Potansiyel Cihaz1) | ZS90(ingiltere) | stabilizasyonunun Polimer Arastirma
belirlenmesi. Laboratuvari

Gecirmli Elektron | Hitachi AgNP’lerin boyutu ve ESOGU Merkezi

Mikroskopu (TEM) |HT7800 TEM | morfolojik analizi. Arastirma Laboratuvari /
(Japonya) ARUM

X-Ism1 Panalytical AgNP’lerin kristal yapisnin | ESOGU Merkezi

Difraktometresi Empyrean belirlenmesi ve kimyasal Arastirma Laboratuvari /

(XRD) (Ingiltere) analizi. ARUM




3.2. Yontem

3.2.1. Fungal biyokutle Gretimi

Fungal biyokdtle uretimi i¢cin 200ml MGYP (Besiyeri 2) besiyeri igeren 500ml’lik
erlenler kullanilmustir. Her erlen aktif kulttr ylzeyinden %0,02’lik tween 80 ile toplanan
sporlar ile inokiile edilmistir. Esit miktarda inokulum ilave edilen erlenler daha sonra

140rpm’e ayarl calkalayicida 27°C’de 96 saat inkiibe edilmistir.

Olusan biyokiitle filtre kagidi ile siiziiliip 3 defa steril saf su ile yikandiktan sonra
filtre kagidi i¢inde sikilarak fazla suyu alimmistir. 250ml’lik erlenlere 10g biyokiitle +
100ml steril saf su eklenerek 27°C de 140rpm de 48 saat boyunca galkalanmustir.
Inkiibasyon sonunda yine filtre kagid ile siizme yapilip biyokiitle uzaklastiriimistir. Elde
edilen filtrat AgNP sentezinde kullanilmistir.

3.2.2. Glimiis nanopartikiil sentezlenmesi

AgNP sentezi 250ml’lik erlenlerde 25’er ml filtrat ve belirlenen miktarlarda AgNOs3
bir araya getirilerek 24 saat belirlenen sicakliklarda inkiibasyona birakilarak
gercgeklestirilmistir. Cozeltinin (filtrat) baslangic pH konsantrasyonu 1IN HCL ve 1N
NaOH ile ayarlanmustir. Inkiibasyon siresi bitiminde ¢ozeltiler UV-Vis Spektrometrede
200 ila 800 nm bandinda tarama yapilmis ve 420-430nm arasinda olusan pikler AgNP

varligimi isaret etmistir.



N - Kiiltirlerin Aktiflenmesi (MEA besiyerinde)

* MGYP Besiyerine spor inokulasyonu ve 27°C 140rpm 96 saat
inkiibasyon

AN

* Biyokiitlenin siiziilerek yikanmasi
* Yikanan biyokiitle + steril saf su /27°C 140rpm 48saat

NA . Stizme (filtrat alinir)

/| * NP sentezi optimizasyonu ve parametreleri (Sicaklik, pH, AgNO;)
24 saat / BBD tasarim

« NANOPARTIKUL

] . Karakterizasyon / Uv-Vis, DLS, Zeta Potansiyeli, TEM, FTIR,
XRD

Sekil 3.1. Nanopartikiil sentez basamaklari, optimizasyon, karakterizasyon

3.3. Box-Behnken Deney Tasarim ile Optimizasyon

NP Uretiminde optimum parameteleri belirlemek icin Box-Behnken deney (BBD)
tasarimi ve bu istatiksel analiz i¢in Minitab 7 programi kullanilmistir (Barabadi vd., 2019).
BBD tasarimi kismi faktoriyel dizaynlar1 igermeyen tam ya da bagimsiz bir karesel
dizayndir. BBD tasariminda optimize edilecek faktorler en az 3 diizeyli olmalidir

(Degirmencioglu ve Yazgi, 2006).

AgNOs konsantrasyonu, pH ve sicaklik olmak iizere ti¢ faktoriin AgNP sentezine
etkisi incelenmek tizere her bir degisken i¢in ii¢ diizey belirlenmistir (Cizelge 3.2). BBD
tasarimi ile belirlenen kombinasyonlar ise Cizelge 3.3’de verilmistir. 15 deney seti ayni
anda kurularak AgNP sentezi ger¢eklestirilmis ve her bir deney icin DLS ve Zeta
potansiyeli degerleri yanit (response) olarak alinarak analiz edilmistir. Ug tekrarli yapilan

deneylerin yanit degerlerinin ortalamasi alinarak kullanilmistir.



Cizelge 3. 2. Denemeler igin segilen degiskenlerin diizeyleri

Diizey AgNO3(mM)(X3) pH (X2) Sicaklik(°C)(X1)
1 0,1(-1) 5(-1) 17 (-1)
2 0,3(0) 7(0) 27(0)
3 0,5(+1) 9(+1) 37(+1)

Cizelge 3. 3. Secilen degiskenlerin Box-Benkhen deney tasarimmda belirlenen

kombinasyonlar1
Deney sayisi AgNO3z(mM) pH Sicaklik(°C)
1 0 -1 -1
2 0 -1 +1
3 0 +1 -1
4 0 +1 +1
5 -1 0 -1
6 -1 0 +1
7 +1 0 -1
8 +1 0 +1
9 -1 -1 0
10 -1 +1 0
11 +1 -1 0
12 +1 +1 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

3.4. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

UV-Vis spektrofotometrede, sivi ortamda olusan AgNP’lerin 200 ila 800 nm dalga
boyu araliginda spektrumunu belirlemek i¢in absorbans degerleri dl¢lilmiistiir. AgNP’lerin
420-430 nm dalga boyu araliginda verdigi spektrum bandi incelenmistir. Olgiimler oda
sicakliginda UV-VIS (Perkin Elmer) cihazi ile yapilmustir.

AgNP'lerin ortalama parcacik boyutu ve polidispersite indeksi (PDI), bir ¢oklu
sacilma teknigi olan dinamik 151k sagilim (DLS) teknigi kullanilarak belirlenmistir.
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Deiyonize suda seyreltilen AgNP’lerin DLS calismalar1 25°C de Malvern ALV/CGS-3

(Ingiltere) cihazinda dlgiilmiistiir.

Zeta potansiyeli ile AgNPlerin elektrostatik stabilizasyonlar1 belirlenmistir;
parcaciklar arasindaki itme-cekme kevveti ve toplam elektrostatik yiik degerlerinin bir
Olgtimiidiir. Zeta potansiyel ¢alismalar1 3 tekrarli sekilde 25°C de Malvern Nano ZS90

(Ingiltere) cihazi kullanilarak 6lgiilmiistiir.

Biyolojik yolla sentezlenen AgNP'lerin TEM mikrograflar1 igin 100 kV hizlanma
voltajinda ¢alisan bir Hitachi TEM HT 7800 kullanildi. Numuneler karbon kapli bakir
1zgara iizerine damlatildi ve kurutuldu. Ultra ince kesitler (60 nm kalinlikta) Leica Ultracut
ultramikrotom ile kesilmistir. Ornekler TEM altinda analiz edildi (Oztiirk, Giirsu, ve Dag,
2020).

XRD ile AgNP’lerin kristal yapilar1 ve toz kirmim desen analizi yapilmustir.
Orneklerin toz X-1sm1 kirinimi (XRD) deseni, bir gonyometre algilama cihaz1 (45-kV anot
ve 40-mA filament akimi) ile donatilmis Panalytical Emperian difraktometre ile
karakterize edildi. 0,1542 nm dalga boyuna sahip nikel filtreli Cu Ka radyasyonu érneklere
enine yonde yonlendirilmistir. Gonyometrenin tarama hizi, 0.01°'lik bir adim boyutu ile
0.133°/s idi. X-1gmlarmi 26 10-90° araliginda kirindi. Perkin Elmer Spectrum Two ile
Diamond ATR teknigi ile 4 cm-1 ¢ozunirlikte FT-IR spektrumlar1 4000 cm-1 ile 450 cm-

1 araliginda toplanmaistir.

3.5. AgNP’lerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi

Karakterizasyon sonucunda segilen kosullarda biyosentezlenen AgNP’lerin

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri.

AgNP’lerin antioksidan aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH)
kullanilarak belirlenmistir. Yontem modifiye edilerek kullanilmistir ve standart olarak

askorbik asit ve butil hidroksi toliien (BHT) kullanilmistir (Ariduru ve Arabaci, 2013).



100ul AgNP igeren Orneklerin iizerine DPPH’in metanoldeki ¢ozeltisinden
(5mg/250ml) 2,9ml ilave edilmistir. Orneklere DPPH eklendikten sonra oda sicakliginda
ve karanlik ortamda 30dk bekletilmis ve 517nm ‘de absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. Orneklerin

absorbans degerleri kontrole gore degerlendirilmistir.

Serbest radikal giderim aktivitesi hesaplanmasi;

L L R Kontrol absorbsiyonu — Ornegin absorbsiyonu
DPPH giderim aktivitesi (% inhibisyon) = Kontrol absorbsiyonu x 100

(Ariduru ve Arabaci, 2013).

AgNP'lerin Antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi icin agar kuyucuk diflizyon
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde Mdiller Hinton Agar (MHA) ve Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA) ile hazirlanan petrilere Mcfarland standartatina gore 24 saatlik ekim yapilan
test organizmalar1; Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Candida albicans yayma
yontemi ile ekimi yapilmistir ve petrilere kuyucuklar agilip bu kuyucuklara
biyosentezlenen AgNP'ler konulup ve 24 saat 37 °C'ta inkiibe edildikten sonra zon ¢aplar1
OlcUlmiistiir. Petrilere ekimler iki paralel olacak sekilde yapilmistir. Pozitif kontrol icin iki

antibiyotik, flukonazol ve ampisilin, negatif kontrol i¢in ise filtrat kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Giimiis Nanopartikullerin Sentezlenmesi

Aspergillus flavus, A. fumigatus ve A. clavatus fungal biyokdtlelerinden elde edilen
cozeltiler kullanilarak glimiis nanopartikiillerinin sentezini etkileyen ii¢ degiskenin BBD
tasarimi ile optimizasyonu calisilmistir. Ardindan sentezlenen AGNP’ler karakterize
edilmistir.  Glinlimiize kadar biyolojik yolla AgNP sentezinde cesitli gruplarma ait
organizmalar kullanilmistir (Daghoglu ve Oztiirk, 2019; Singh, Kim, Zhang, ve Yang,
2016; Suja, Senthil, Anu Priya, Shiny Preethi, ve Renu, 2016; Sulaiman, Hussien, ve
Saleem, 2015). AgNP sentezinde kullanilan fungus tiirleri daha ¢ok Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium cinslerine ait tirlerdir (Alani, Moo-Young, ve Anderson, 2012;
Jain, Bhargava, Majumdar, Tarafdar, ve Panwar, 2011; Saravanan ve Nanda, 2010;
Shahzad et al., 2019; Sulaiman, Hussien, ve Saleem, 2015).

AgNP sentezi birka¢ asamadan olusmaktadir (Sekil 3.1). Bu asamalardan filtrata
AgNO:3 ilavesinin yapildig: siireg tstiin ozelliklere sahip AgNP’lerin sentezi igin optimum
kosullarin saglanmasi gereken asamadir. Bu nedenle BBD ile optimizasyon bu asamaya
uygulanmistir. Literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalarda da ayni1 asama optimizasyon i¢in
tercih edildigi goriilmektedir (Barabadi vd., 2019; Barabadi vd., 2014; Camas, Celik,
Camas, ve Ozalp, 2019; Degirmencioglu ve Yazgi, 2006; Khajeh, 2010; Priya vd., 2020)

4.2. BBD ve Optimizasyon

Funguslar metal NP {iretiminde ¢ok dnemli bir yere sahiptirler. AgNP’ler, katalitik
etkisi, optik ve antimikrobiyal gibi 6zelliklerinden dolay1 endiistride en ¢ok tercih edilen
metal NP’lerdir. AgNP biyosentezinde kolay uygulanabilirliginden dolay1 funguslar 6n

plana ¢ikmaktadir. AgNP’lerin mikobiyosentezi hiicre i¢i ya da hiicre dis1 liretim ile
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yapilmaktadir. AgNP'ler, hiicre i¢i yolda mikrobiyal hiicre yoluyla tiretilirken, hiicre dis1
yolda enzimatik prosediirlerle iiretilir. AgNP {iretiminde nitrat rediiktaz mekanizmasiyla

sentez dikkat cekmektedir.

Funguslar AgNP tiretiminde her ne kadar yetenekli olsa da bu NP’lerin endiistride
kullanilabilmesi i¢in optimize edilmeleri gerekir. AgNP’lerin verimliligi, sekil, boyut ve
sayllarma bagl olarak degisir. Bu faktorleri, sicaklik, pH, AgNOs konsantrasyonu,
kullanilan enzim miktar1 ve inkiibasyon siiresi gibi parametreler dnemli Olciide etkiler.
AgNP dretimi optimizasyonunda bu parametreleri incelemek icin geleneksel optimizasyon
yontemleri yetersiz kalmaktadir ¢iinkii, geleneksel optimizasyon yontemlerinde faktorler
arasi etkilesim goz ardi edilmektedir. Bu nedenle, optimum sentez kosullar1 tizerinde
faktorlerin etkisi toplu olarak incelenmelidir. Yanit ylizey metodolojisi (RSM), faktorlerin
etkisinin ve faktorler arasi etkilesiminin etkili bir sekilde optimizasyonunu saglayan
istatiksel bir modelleme teknigidir. RSM NP {iretiminde ve optimizasyonunda, zaman ve
maliyeti diistirmekte ve ayn1 zamanda endiistri agisindan daha kesin sonuglar vermektedir.
Bir RSM tasarimi1 olan Box-Behnken, metal NP optimizasyonunda farmasotik alanda
basariyla kullanilan bir deney tasarimidir (Almeida vd., 2019; Barabadi vd., 2019; Camas,
Celik, Camas ve Ozalp, 2019; Krupa, Abigail, Santhosh, Grace ve Vimala, 2016).

Gilimiis Nanopartikiil sentezlenen reaksiyonlarda 6rneklerde kahverengi ve tonlar1
renk degisimi olarak goriilmiistiir. Renk degisimi, glimiis nanopartikiillerinin yiizey

plazmon rezonansi (SPR) 6zelliginden dolay1 goriilmektedir (Honary vd., 2013).

AgNP'lerin hazirlanmas1 BBD'ye gore tasarlanmig 15 deney yapilarak incelenmistir
(Cizelge 3.2). Deneyler, ii¢ ayr1 degiskenin degerlerinin farkli kombinasyonlar1 ile
gergeklestirildi; sicaklik (17°C / 27°C / 37°C), pH konsantrasyonu (5 / 7 / 9) ve AgNOs
(0,1mM / 0,3mM / 0,5mM) miktarlar.
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Sekil 4. 2. Aspergillus flavus ile AgNP sentezi sonucunda olusan renk degisimi
(1;17°C/9pH/0,3mM,  2;27°C/9pH/0,1mM, 3;27°C/9pH/0,5mM, 4;27°C/7pH/0,3mM,
5;37°C/9pH/0,3mM, 6;37°C/7pH/0,5mM)

Sekil 4. 2. Aspergillus clavatus ile AgNP sentezi sonucunda olusan renk degisimi
(1;27°C/7pH/0,5mM,  2;27°C/9pH/0,1mM,  3;27°C/9pH/0,5mM,  4;17°C/9pH/0,3mM,
5;37°C/7pH/0,5mM, 6;37°C/9pH/0,3mM)
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Sekil 4.3. Aspergillus fumigatus ile AgNP sentezi sonucunda olusan renk degisimi
(1;17°C/9pH/0,3mM,  2;27°C/9pH/0,1mM,  3;27°C/9pH/0,5mM,  4;37°C/9pH/0,3mM,
5;37°C/7pH/0,5mM)

4.2.2. Aspergillus flavus aracihgiyla AgNP sentezinin BBD ile optimizasyonu

A. flavus ile sentezlenen AgNP'lerin, sentezlenme asamasini etkileyen 3 degiskenli
3 faktoriin optimizasyonu BBD'ye gdre 15 deney yapilarak incelenmistir. Bu 3 faktorin
optimizasyonu sentezlenen AgNP’nin morfolojik 6zelliklerini etkilemektedir. BBD’de
yanit olarak, AgNP’lerin zeta potansiyeli, polidispersite indeksi ve partikill boyutuna
bakilmistir. Bu yanitlar en verimli morfiloji ve boyutta AgNP sentezini belirlemektedir.
Cizelge 4.1, deney kosullarini ve sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli, DLS ve partikiil

boyutu sonuglarini vermektedir.
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Cizelge 4. 1. Box-Behnken tasarimina gore yapilan 15 deney ve sonuglar1 (X1, X2 ve X3
sirastyla sicaklik, pH ve AQNO3 miktar1).

Deney X1 X2 X3 ZetaPotansiel DLS/PDI  Partikil boyutu

(mV) (nm)

1 27 5 0,5 0 0 0

2 27 7 0,3 -22,4 0,448 122

3 17 7 0,1 0 0 0

4 17 5 0,3 0 0 0

5 37 7 0,1 0 0 0

6 27 7 0,3 -22,6 0,445 122

7 27 7 0,3 -22,5 0,449 122

8 17 7 0,5 0 0 0

9 27 5 0,1 0 0 0

10 27 9 0,1 -25,9 0,426 70

11 27 9 0,5 -31,8 0,464 68

12 37 9 0,3 -30,2 0,420 72

13 17 9 0,3 3,86 0,359 122

14 37 5 0,3 0 0 0

15 37 7 0,5 -24,4 0,372 110

Sekil 4.4 biyosentezlenen AgNP’lerin ortalama ¢ap boyutu iizerine degiskenlerin
etkisini tepki yiizey ve kontur grafigi ile gostermektedir. Her bir tepki ylizeyi grafiginin ve
kontur grafiginin koselerindeki ve merkezindeki noktalar, deneysel tasarim noktalarini

temsil etmektedir.

A.flavus ile biyosentezlenen AgNP’lerin sentez asamasinda sicaklik ve pH’in
birbirini etkilemeyen degiskenler oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4 a, b). Sicaklik ve
AgNO3z miktarinm etkisi incelendiginde ise 17°C’nin ve 0,1 mM AgNO3z miktarmin
iizerinde her kosulda AgNP iiretimini gostermektedir (Sekil 4.4 c, d). AgNOs miktarinin
yaklagik 0,3 mM ve 0,4 mM, pH’mn ise 7 ve 8 araliginda, ortalama cap boyutunun
100nm’nin iizerinde oldugu goriilmektedir. Diisiik AQNO3 miktar1 ve yiiksek pH’da verimli
boyutta liretim goriilmektedir. En iyi pH 1 ise 9 oldugunu gostermektedir (Sekil 4.4 e, f)



15

(@) Surface Plot of Size/nm vs X2: X1 (b) Contour Plot of Size/nm vs X1; X2

(c) Surface Plot of Size/nm vs X3; X1 (d) Contour Plot of Size/nm vs X1; X3

0,1 0,2 03 0.4 0,5
X3

(e) Surface Plot of Size/nm vs X3; X2 (f) Contour Plot of Size/nm vs X2; X3

0,1 02 03 04 0,5
X3

Sekil 4. 3. A. flavus ile AgNP sentezine ait tepki yiizey grafigi (a, c, e) ve kontur grafigi (b,
d, f), Sicaklik (X1) ve pH (X2) (a, b) / Sicaklik (X1) ve AgNOs miktar1 (X3) (c, d) / pH
(X2) ve AgNOz miktarmimn (X3) (e, ) AgNP’lerin ortalama ¢ap boyutunun iizerindeki

etkisi

BBD’ye gore 3 dizeyli 3 faktorin ortalama ¢ap boyutu Uzerine etkileri igin
regresyon denklemi; (X1; sicaklik, X2; pH, X3; AgNO3 miktar1) Ortalama ¢ap boyutu = -
896 +22,7X1 +154,4X2 +519 X3 -0,403 X1*X1 - 8,31 X2*X2 -1356 X3*X3 -
0,625 X1*X2 + 13,75 X1*X3 - 1,3 X2*X3
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Bu denklem sonucunda negatif ¢arpanli degiskenlerin ortalama ¢ap boyutunu

arttirdigini, pozitif carpanli degiskenlerin ise azalttigini1 gdstermektedir.

Cizelge 4. 2. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin ortalama ¢ap boyutu tzerine

kodlanmis katsayilar

Kosul Coef SE Coef T-Degeri P-Degeri VIF
Constant 122,0 18,5 6,58 0,001

X1 7,5 11,4 0,66 0,538 1,00
X2 41,5 11,4 3,65 0,015 1,00
X3 13,5 11,4 1,19 0,288 1,00
X1*X1 -40,3 16,7 -2,41 0,061 1,01
X2*X2 -33,2 16,7 -1,99 0,103 1,01
X3*X3 -54,3 16,7 -3,24 0,023 1,01
X1*X2 -12,5 16,1 -0,78 0,472 1,00
X1*X3 27,5 16,1 1,71 0,148 1,00
X2*X3 -0,5 16,1 -0,03 0,976 1,00

Cizelge 4.2°de P degeri 0,05’ten kiiciik olan degiskenler istatistiksel olarak anlamli
degiskenlerdir aksi durum ise istatistiksel olarak etkisiz sayilir. P degeri, maksimum kabul
edilebilir hata diizeyini gostermektedir. Unli bir istatistikci olan Fisher tarafindan bu
hatanin maksimum kabul edilebilir diizeyi 0,05 olarak onerilmis ve kabul goérmiistiir

(Barabadi, 2019)

Cizelge 4. 3. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin ortalama cap boyutu tzerine

R? ve diizeltilmis R? degerleri

S R-sq R-sq (adj)

32,1248 87,95 % 66,26 %

A. flavus ile AgNP sentezinde 3 faktoriin etkisi partikiil boyutu analizi sonuglarna
gore regresyon denklemi deneyin %88’ini agiklamaktadir. R2 degeri ile Diizeltilmis R?
arasindaki uzakligin fazla olmasi deneyin anlamli olmadigina isaret etmektedir (Cizelge

4.3).
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Cizelge 4. 4. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin ortalama ¢ap boyutu lizerine

varyans analizi

Kaynak DF Adj SS Adj MS F-Degeri P-Degeri
Model 9 37659,7 4184,4 4,05 0,069
Hata 5 5160,0 1032,0

Toplam 14 42819,7

Faktorlerin ortalama ¢ap boyutu lizerine etkileri i¢in deney tasarimin verdigi
regresyon denklemi varyans analizine gore anlamsiz bulunmustur (p>0,05) (Cizelge 4.4).

Sekil 4.5 a ve b’de sicklik ve pH, A.flavus ile iiretilen AgNP’lerin PDI degeri
iizerindeki etkisini tepki yiizey grafigi (a) ve kontur grafigi (b) ile gosterilmistir. Deney
tasarimin verdigi grafikler, pH’in artmasi ve sicakligin diismesi ya da diisiik pH ve yuksek
sicaklik, monodispersiteyi olumlu yonde etkilemektedir. Sicaklik ve AgNOs miktarinin
birbirini etkileyen faktorler olmadigr goriilmekte ve diisiik AgNO3 miktarinin PDI degeri
iizerinde olumlu etkisi vardir dolayisiyla diisiik AgNO3 konsantrasyonlarinda ve ortalama
sicakliklarda iyi monodispersite gorilmistiir (Sekil 4.5 ¢, d). AgNOz miktar1 ve pH
birbirini ters orantili etkilemektedir. Yiiksek AgNO3 varliginda ve diisilk pH’da ya da
diisik AgNOs miktar1 ve yiliksek pH’da monodispersitesi daha iyi AgNP sentezi
goriilmiistiir (Sekil 4.5 e, f).

BBD’ye gore 3 diizeyli 3 faktoriin DLS sonuglari iizerine etkileri i¢in regresyon
denklemi; (X1; sicaklik, X2; pH, X3; AgNO3 miktar1) DLS/PDI = -2,475 + 0,0844 X1 +
0,311 X2 + 1,52 X3 - 0,001835 X1*X1 - 0,01674 X2*X2 - 4,280 X3*X3 + 0,00089
X1*X2 + 0,0465 X1*X3 + 0,0037 X2*X3

Bu denklem sonucunda negatif ¢arpanli degiskenler, DLS sonucunu yiikselttigini,

pozitif ¢arpanli degiskenler ise diistirdiigiinii gdstermektedir.
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Cizelge 4. 5. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin DLS analizi (zerine

etkilerinin kodlanmis katsayilar

Kosul Coef SE Coef T-Degeri P-Degeri VIF
Constant 0,4477 0,0435 10,29 0,000

X1 0,0554 0,0266 2,08 0,092 1,00
X2 0,2034 0,0266 7,64 0,001 1,00
X3 0,0473 0,0266 1,77 0,136 1,00
X1*X1 -0,1835 0,0392 -4,68 0,005 1,01
X2*X2 -0,0670 0,0392 -1,71 0,148 1,01
X3*X3 -0,1712 0,0392 -4,37 0,007 1,01
X1*X2 0,0178 0,0377 0,47 0,657 1,00
X1*X3 0,0930 0,0377 2,47 0,057 1,00

X2*X3 0,0015 0,0377 0,04 0,970 1,00
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(@) Surface Plot of DLS/PDI vs X2; X1 (b) Contour Plot of DLS/PDI vs X1; X2
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)] Surface Plot of DLS/PDI vs X3; X1 (d) Contour Plot of DLS/PDI vs X1; X3
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Sekil 4.5. A. flavus ile AgNP sentezine ait tepki yiizey grafigi (a, c, e) ve kontur grafigi (b,
d, f), Sicaklik (X1) ve pH (X2) (a, b) / Sicaklik (X1) ve AgNOs miktar1 (X3) (c, d) / pH
(X2) ve AgNO3 miktarmin (X3) (e, f) AgNP’lerin DLS sonuglari tizerindeki etkisi
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Cizelge 4. 6. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin DLS analizi (zerine

etkilerinin R? ve diizeltilmis R? degerleri

S R-sq R-sq (adj)

0,0753398 95,70 % 87,96 %

A. flavus ile AgNP sentezinde 3 faktoriin etkisi DLS analizi sonuglarina gore

regresyon denklemi deneyin %95’ini a¢iklamaktadir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4. 7. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin DLS analizi (zerine

etkilerinin Varyans analizi

Kaynak DF Adj SS Adj MS F-degeri P-degeri
Model 9 0,631554 0,070173 12,36 0,006
Hata 5 0,028380 0,005676

Toplam 14 0,659934

Cizelge 4.7°de verilen varyans analizi P degeri 0,05’ten kii¢iik oldugundan dolay1
istatiksel olarak anlamli bir denklem elde edilmistir. Ayrica, biiyiik Fisher-istatistik degeri
(12,36), elde edilen modelin istatistiksel 6nemini gostermistir (Muralidhar, Chirumamila,
Marchant ve Nigam, 2001).

Sekil 4.6 biyosentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli iizerine degiskenlerin
etkisini tepki ylizey ve kontur grafigi ile gostermektedir. pH 8’in iizerinde ve 28°C
sicakligin lizerindeki degerlerde yiizey yiikiiniin kararl oldugunu gostermistir (Sekil 4.6 a,
b). Bu da bize pH’1n ve sicakligin dogru orantili birbirini etkiledigini géstermistir. Sicaklik
ve AgNO3z miktarmin birbirini ters orantili olarak etkiledigi goriilmektedir. Yiiksek sicaklik
ve disik AgNOs varliginda AgNP’lerin ylizey yiikii dagilimmimn kararli oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.6 ¢ ve d). Yiksek pH konsatrasyonu ve ortalama AgNOsz varligi
zeta potansyelini olumlu yonde etkilemis ve yilizey yiikii dagiliminin kararli oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.6 e, f).
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(b) Contour Plot of ZetaPotansiel/mV vs X1; X2
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Sekil 4. 6. A. flavus ile AgNP sentezine ait tepki yiizey grafigi (a, c, e) ve kontur grafigi (b,
d, f), Sicaklik (X1) ve pH (X2) (a, b) / Sicaklik (X1) ve AgNOs miktar1 (X3) (c, d) / pH
(X2) ve AgNO3 miktarmin (X3) (e, f) AgNP’lerin zeta potansiyeli Gzerindeki etkisi

BBD’ye gore 3 duzeyli 3 faktoriin zeta potansiyeli Uzerine etkileri icin regresyon
denklemi; (X1; sicaklik, X2; pH konsantrasyonu, X3; AgNO3 miktar1) ZetaPotansiel/mV
= 71,2-3,38 X1-59 X2 +25,0X3 +0,1212 X1*X1 + 0,949 X2*X2 + 107,0 X3*X3-
0,426 X1*X2- 3,05 X1*X3- 3,69 X2*X3
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Bu denklem sonucunda negatif carpanli degiskenlerin, zeta potansiyelini

arttirdigini, pozitif carpanli degiskenlerin ise azalttigini1 gdstermektedir.

Cizelge 4. 8. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin zeta potansiyeli (izerine

etkilerinin kodlanmis katsayilar

Kosul Coef SE Coef T-Degeri P-Degeri VIF
Constant -22,50 3,44 -6,54 0,001

X1 -7,31 2,11 -3,47 0,018 1,00
X2 -10,50 2,11 -4,99 0,004 1,00
X3 -3,79 2,11 -1,80 0,132 1,00
X1*X1 12,12 3,10 3,91 0,011 1,01
X2*X2 3,79 3,10 1,22 0,275 1,01
X3*X3 4,28 3,10 1,38 0,226 1,01
X1*X2 -8,52 2,98 -2,86 0,035 1,00
X1*X3 -6,10 2,98 -2,05 0,096 1,00
X2*X3 -1,48 2,98 -0,50 0,641 1,00

Cizelge 4.8°de P degeri 0,05°ten kiiclik olan degiskenler istatistiksel olarak anlamli

degiskenlerdir digerleri ise istatiksel olarak etkisiz sayilir.

Cizelge 4. 9. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin zeta potansiyeli Gizerine

etkilerinin R? ve diizeltilmis R? degerleri

S R-sq R-sq (adj)

5,95646 93,33 % 81,32 %

Regresyon denklemi deneyin %93 iinii agikliyor. Diizeltilmis R? degerimiz %81 dir
ve R? degerine ¢okta uzak degildir bu da deneyin anlamli oldugunu gostermektedir

(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4. 10. A. flavus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin zeta potansiyeli lizerine

etkilerinin varyans analizi

Kaynak DF Adj SS Adj MS F-Degeri P-Degeri
Model 9 2482,06 275,785 7,77 0,018
Hata 5 177,40 35,479

Toplam 14 2659,46

Deney tasarirmmnin verdigi varyans analizi deneyin istatiksel olarak anlamli

oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.10). Ayrica, biiyiik Fisher-istatistik degeri (7,77), elde

edilen modelin istatistiksel onemini gostermistir (Muralidhar vd., 2001).

4.2.3. Aspergillus clavatus aracihigiyla AgNP sentezinin BBD ile optimizasyonu

A. clavatus ile AgNP sentezinde, DLS ve zeta potansiyel sonuglar1 olusan NP’lerin

uygun boyutlarda olmadig1 ve yiizey yiikii stabilitesinin dengesiz oldugu gdstermistir

(Cizelge 4.11). Bu nedenle degerlendirmeye alinmamustir.

Cizelge 4. 11. Box-Behnken tasarimina gore yapilan 15 deney ve sonuglar1 (X1, X2 ve X3

sirasiyla sicaklik, pH ve AgNOz miktari)

Deney X1 X2 X3 ZetaPotansiyeli DLS/PDI  Partikil boyutu
(mV) (nm)
1 27 5 0,5 0 0 0
2 27 7 0,3 0 0 0
3 17 7 0,1 0 0 0
4 17 5 0,3 0 0 0
5 37 7 0,1 0 0 0
6 27 7 0,3 0 0 0
7 27 7 0,3 0 0 0
8 17 7 0,5 -28,6 0,472 370
9 27 5 0,1 0 0 0
10 27 9 0,1 -0,8 0,488 78
11 27 9 0,5 -0,7 0,391 298
12 37 9 0,3 -1,7 0,471 146
13 17 9 0,3 -0,19 0,405 138
14 37 5 0,3 0 0 0
15 37 7 0,5 -19,5 0,435 120
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4.2.4. A. fumigatus aracihigiyla AgNP sentezinin BBD ile optimizasyonu

A. fumigatus ile AgNP'lerin sentezlenmesi asamasinda etkili olan sicaklik, pH ve
AgNO3 konsantrasyonunun (3 faktér 3 diizey) optimizasyonu BBD'ye gore 15 deney
yapilarak incelenmistir. Bu 3 faktor sentezlenen AgNP’lerin morfolojisini ve partikiil
boyutunu etkilemektedir. BBD’de yanit olarak, sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli,
polidispersite indeksi ve partikiil boyutu belirlenmistir. Deney kosullar1 ve yanitlara iligkin

degerler cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4. 12. Box-Behnken tasarimina gore yapilan 15 deney ve sonuglar1 (X1, X2 ve X3
sirastyla sicaklik, pH ve AgNO3 miktarr).

Deney X1 X2 X3 ZetaPotansiel DLS/PDI Partikil boyutu
(mV) (nm)
1 27 5 0,5 0 0 0
2 27 7 0,3 0 0 0
3 17 7 0,1 0 0 0
4 17 5 0,3 0 0 0
5 37 7 0,1 0 0 0
6 27 7 0,3 0 0 0
7 27 7 0,3 0 0 0
8 17 7 0,5 0 0 0
9 27 5 0,1 0 0 0
10 27 9 0,1 -31,4 0,204 94
11 27 9 0,5 -30,4 0,494 168
12 37 9 0,3 -7,6 0,419 110
13 17 9 0,3 -25,6 0,35 126
14 37 5 0,3 0 0 0
15 37 7 0,5 -29,9 0,246 74

Sekil 4.12 biyosentezlenen AgNP’lerin ortalama ¢ap boyutu iizerine degiskenlerin
etkisini tepki ylizey ve kontur grafigi ile gdstermektedir. Her bir tepki yiizeyi grafiginin ve
kontur grafiginin koselerindeki ve merkezindeki noktalar, deneysel tasarim noktalarini

temsil etmektedir.
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(a) Surface Plot of Size / nm vs X2; X1 (b) Contour Plot of Size / nm vs X2; X1
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Sekil 4. 7. A. fumigatus ile AgNP sentezine ait tepki yiizey grafigi (a, c, ¢) ve kontur grafigi
(b, d, 1), Sicaklik (X1) ve pH (X2) (a, b) / Sicaklik (X1) ve AgNO3 miktar1 (X3) (c, d) / pH
(X2) ve AgNO3 miktarmin (X3) (e, ) AgNP’lerin ortalama ¢ap Uzerindeki etkisi

A.fumigatus ile sentezlenen AgNP’lerin, sicaklik ve pH’in ortalama ¢ap boyutunun
etkisine bakildiginda birbirini dogru orantili olarak etkiledigini gostermektedir (Sekil 4.7 a,
b). Sicaklik ve AgNOs miktarinin ise birbirini etkileyecek bir etkisi olmadig:
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goriilmektedir (Sekil4.7 ¢, d). pH in yaklasik 7,5 — 9 araliginda her AgNOs miktarinda
AgNP sentezini olumlu yonde etkilemektedir (Sekil 4.7 e, f).

BBD’ye gore 3 diizeyli 3 faktoriin ortalama c¢ap boyutu iizerine etkileri i¢in
regresyon denklemi; (X1; sicaklik, X2; pH, X3; AgNO3 miktar1) Ortalama ¢ap boyutu =
590 - 3,89 X1 - 162,9 X2 - 669 X3 + 0,0600 X1*X1 + 13,25 X2*X2 + 312 X3*X3 - 0,200
X1*X2 + 9,25 X1*X3 + 46,3 X2*X3

Bu denklem sonucunda negatif carpanli degiskenlerin ortalama cap boyutunu

arttirdigini, pozitif ¢arpanl degiskenlerin ise azalttigini géstermektedir.

Cizelge 4. 13. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin ortalama ¢ap boyutu

uzerine etkilerinin Kodlanmis katsayilar

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant -0,00 8,55 -0,00 1,000

X1 7,25 5,24 1,38 0,225 1,00
X2 62,25 5,24 11,89 0,000 1,00
X3 18,50 5,24 3,53 0,017 1,00
X1*X1 6,00 7,71 0,78 0,472 1,01
X2*X2 53,00 7,71 6,88 0,001 1,01
X3*X3 12,50 7,71 1,62 0,166 1,01
X1*X2 -4,00 7,41 -0,54 0,612 1,00
X1*X3 18,50 7,41 2,50 0,055 1,00
X2*X3 18,50 7,41 2,50 0,055 1,00

Cizelge 4.13’de P degeri 0,05’ten kiiclik olan degiskenler istatistiksel olarak

anlamli degiskenlerdir aksi durum ise istatiksel olarak etkisiz sayilir.

Cizelge 4. 14. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin ortalama cap boyutu

tizerine etkilerinin R? ve diizeltilmis R? degerleri

S R-sq R-sq (adj)

14,8122 97,75% 93,69 %
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Regresyon denklemi deneyin %97°sini agikliyor. Diizeltilmis R? degeri %93’tr ve

R? degerine yakin olmasmdan dolay1 deneyin anlamli oldugunu gostermektedir (Cizelge

4.14).

Cizelge 4. 15. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktdrlerin ortalama ¢ap boyutu

uzerine etkilerinin varyans analizi

Kaynak DF Adj SS Adj MS F-Degeri P-Degeri
Model 9 47602,7 5289,2 24,11 0,001
Hata 5 1097,0 219,4

Toplam 14 48699,7

Cizelge 4.15’de verilen varyans analizi sonucunda P degeri 0,05’ten kiigiik

oldugundan dolayi istatiksel olarak anlamli bir denklem elde edilmistir.

Sekil 4.8 biyosentezlenen AgNP’lerin PDI degeri lizerine degiskenlerin etkisini
tepki ylizey ve kontur grafigi ile gostermektedir. A.fumigatus ile sentezlenen AgNP’lerin
monodispersitesi Uzerinde sicaklik ve pH birbirini etkilemeyen parametreler oldugunu
goriilmektedir (Sekil 4.8 a, b). AgNP’lerin 27°C’nin altindaki sicakliklarda 1yi
monodispersiteye sahip olmadigi goriilmektedir (Sekil 4.8 ¢, d). pH ve AgNO3z miktarmin
sentezlenen AgNP’lerin PDI degeri Uzerindeki etkileri ters orantilidir. Yiiksek pH diisiik
AgNO3z miktar1 ya da tam tersi durumlarda iyi monodispersiteye sahip AgNP
sentezlenebilecegi goriilmektedir (Sekil 4.8 e, f).
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(a) Surface Plot of DLS / PDI vs X2; X1 (b) Contour Plot of DLS / PDI vs X2; X1
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Sekil 4. 8. A. fumigatus ile AgNP sentezine ait tepki yiizey grafigi (a, c, ¢) ve kontur
grafigi (b, d, f), Sicaklik (X1) ve pH (X2) (a, b) / Sicaklik (X1) ve AgNO3 miktar1 (X3) (c,
d) / pH (X2) ve AgNO3 miktarinin (X3) (e, f) AgNP’lerin PDI degeri lizerindeki etkisi

BBD’ye gore 3 diizeyli 3 faktoriin DLS sonuglar1 iizerine etkileri ig¢in regresyon

denklemi; (X1; sicaklik, X2; pH konsantrasyonu, X3; AgNO3 miktar1) DLS/PDI = 2,152 -
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0,0327 X1 - 0,5202 X2 - 2,092 X3 + 0,000396 X1*X1 + 0,03816 X2*X2 + 0,547 X3*X3
+0,000863 X1*X2 + 0,03075 X1*X3 + 0,1813 X2*X3

Bu denklem sonucunda negatif carpanli degiskenlerin ortalama ¢ap boyutunu

arttirdigini, pozitif carpanli degiskenlerin ise azalttigini1 gdstermektedir.

Cizelge 4. 16. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin DLS analizi tizerine

etkilerinin kodlanmis katsayilar

Kosul Coef SE Coef T-Degeri P-Degeri VIF
Sabit 0,0000 0,0179 0,00 1,000

X1 0,0394 0,0109 3,60 0,016 1,00
X2 0,1834 0,0109 16,76 0,000 1,00
X3 0,0670 0,0109 6,12 0,002 1,00
X1*X1 0,0396 0,0161 2,46 0,057 1,01
X2*X2 0,1526 0,0161 9,48 0,000 1,01
X3*X3 0,0219 0,0161 1,36 0,232 1,01
X1*X2 0,0173 0,0155 1,11 0,316 1,00
X1*X3 0,0615 0,0155 3,97 0,011 1,00
X2*X3 0,0725 0,0155 4,69 0,005 1,00

Cizelge 4.16’te P degeri 0,05°ten kiiciik olan degiskenler istatistiksel olarak anlamli

degiskenlerdir aksi durum ise istatiksel olarak etkisiz sayilir.

Cizelge 4. 17. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin DLS analizi Gzerine

etkilerinin R? ve diizeltilmis R? degerleri

S R-sq R-sq (adj)

0,0309459 98,93% 97,01 %

Regresyon denklemi deneyin %98’ini agikliyor. Diizeltilmis R? degeri %97°dir ve

R? degerine ¢ok yakimdir. Bu nedenle denklemin saglikli oldugunu sdylenebilir.
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Cizelge 4. 18. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin DLS analizi tizerine

etkilerinin varyans analizi

Kaynak DF Adj SS Adj MS F-Degeri P-Degeri
Model 9 0,443816 0,049313 51,49 0,000
Hata 5 0,004788 0,000958

Toplam 14 0,448604

Cizelge 4.18’de verilen varyans analizi sonucunda P degeri 0,05’ten kiigiik

oldugundan dolayi istatiksel olarak anlamli bir denklem elde edilmistir.

Sickligin ve pH’in, A.fumigatus ile sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli
iizerindeki etkisine bakildiginda birbirini ters orantili etkiledigi, yliksek sicaklik diisiik
pH’da ya da tam tersi durumlarda yiizey yiikiiniin kararh oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9 a,
b). Sicaklik ve AgNO3 miktarnin birbirini etkilemeyen parametreler oldugu gériilmektedir
(Sekil 4.9 c, d). Yiiksek pH’da ve 0,1 mM’n {lizerinde AgNO3 miktarinda yiizey yiikiiniin
kararl oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9 e, f).
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Sekil 4. 4. A. fumigatus ile AgNP sentezine ait tepki yiizey grafigi (a, c, e) ve kontur grafigi
(b, d, f), Sicaklik (X1) ve pH (X2) (a, b) / Sicaklik (X1) ve AgNO3 miktar1 (X3) (c, d) / pH

(X2) ve AgNO3 miktarmin (X3) (e, f) AgNP’lerin zeta potansiyeli Gzerindeki etkisi

BBD’ye gore 3 dizeyli 3 faktoriin zeta potansiyeli Uzerine etkileri icin regresyon

denklemi; (X1; sicaklik, X2; pH konsantrasyonu, X3; AgNO3 miktar1) Zeta potansiyeli/
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mV =-52,8 - 0,51 X1 + 16,3 X2 + 188 X3 - 0,0016 X1*X1 - 2,03 X2*X2 - 183 X3*X3 +
0,225 X1*X2 - 3,74 X1*X3 + 0,6 X2*X3

Bu denklem sonucunda negatif carpanli degiskenlerin ortalama ¢ap boyutunu

arttirdigini, pozitif carpanli degiskenlerin ise azalttigini1 gdstermektedir.

Cizelge 4. 19. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin zeta potansiyeli

uzerine etkilerinin kodlanmis katsayilar

Kosul Coef SE Coef T-Degeri P-Degeri VIF
Constant 0,00 5,82 0,00 1,000

X1 -1,49 3,57 -0,42 0,694 1,00
X2 -11,87 3,57 -3,33 0,021 1,00
X3 -3,61 3,57 -1,01 0,357 1,00
X1*X1 -0,16 5,25 -0,03 0,976 1,01
X2*X2 -8,14 5,25 -1,55 0,182 1,01
X3*X3 -7,31 5,25 -1,39 0,222 1,01
X1*X2 4,50 5,04 0,89 0,413 1,00
X1*X3 -1,47 5,04 -1,48 0,198 1,00
X2*X3 0,25 5,04 0,05 0,962 1,00

Cizelge 4.19°de P degeri 0,05’ten kiiciik olan degiskenler istatistiksel olarak

anlaml degiskenlerdir aksi durum ise istatiksel olarak etkisiz sayilir.

Cizelge 4. 20. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin zeta potansiyeli

tizerine etkilerinin R? ve diizeltilmis R? degerleri

S R-sq R-sq (adj)

10,0839 79,48% 42,54 %

Regresyon denklemi deneyin %79°unu agikliyor. Diizeltilmis R? degeri %42’dir
(Cizelge 4.20)
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Cizelge 4. 21. A. fumigatus ile AgNP sentezini etkileyen faktorlerin zeta potansiyeli

uzerine etkilerinin varyans analizi

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 1968,85 218,76 2,15 0,206
Error 5 508,40 169,47

Total 14 2477,25

Cizelge 4.21°de verilen varyans analizi sonucunda P degeri 0,05’ten biiyiik oldugundan

dolayi istatiksel olarak anlamli olmayan bir denklem elde edilmistir.

Optimizasyon ¢alismast sonucunda AgNP sentezinde pH 7,0 ile 9,0 arasi inkiibasyon
sicakhigr 27°C-37°C aras1 ve AgNOs konsantrasyonunun ise 0,1 ile 0,5 mM araliginda
basarili sonuglar elde edilmistir. Sicaklik ile pH arasinda ters orantili bir etkilesim oldugu,

AgNO3 miktarmin ise diger faktorlerle etkilesmedigi sonucuna varilmstir.

Yapilan bir c¢aligmaya gore, istatistiksel optimizasyon ile, nitrat rediktaz
aktivitesine sahip Penicillium oxalicum GRS-1'in ham hucresel igerigi kullanilarak 7,2 pH,
1,975 mM AgNOs konsantrasyonu ve 86 saatte 136 ppm ile maksimum AgNP dretimine
ulasildig1 bildirilmistir (Rose, Soni, Rishi, ve Soni, 2019). Krupa ve ark. yaptig1 ¢calismada
ise AgNP biyosentezi i¢in 5 deniz bakterisi kullanilmis ve 7 pH, 45°C ve 72 saat

inkiibasyon siiresi sonunda en verimli AgNP tiretimi kaydedilmistir (Krupa, 2016).

4.3. AgNP’lerin UV-Vis Spektrumu ile Karakterizasyonu

Her bir fungus ile yapilan caligmada filtrata AgNOs ilavesi ve inklbasyon
sonrasinda filtratlarda AgNP varligt Uv-Vis spektrometresiyle 200-800 nm araliginda
tarama sonucu tespit edilmistir. Ozellikle optimizasyon ¢aligmalar1 gibi ¢ok sayida drnekte
AgNP varliginin belirlenmesinde bu yontem oldukg¢a kullanigl ve giivenilir bir yontemdir.
Her bir fungus i¢in ayri1 uygulanan BBD kapsaminda 15 deneye ait filtratlarda AgNP

varligt Uv-Vis spektrumu ile elde edilen absorbansa gore belirlenmis daha sonra diger
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karakterizasyon yontemleri uygulanmistir. Bir baska deyisle, UV-Vis spektrumunda AgNP

tespit edilmeyen ornekler elenerek calismaya devam edilmistir.

AgNP'ler ylizey plazmon uyarilmalarindan dolay1 absorpsiyon pikinde degisim
gosterirler ve bu nedenle UV-vis spektroskopisi AgNP'lerin yapisal karakterizasyonunda
yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir. AgNP’lerin en 6nemli 6zelligi olan yiizey plazmon
absorpsiyon bantlar1 350-450 nm bolgesinde Ozellikle 400 nm civarinda goriilmektedir.
AgNP varligi 200-800 nm bolgesinde tarama yapilarak belirlenmistir. Ylzey plazmon
rezirveleri 420-430 nm bandinda kaydedilen ¢ozeltilerde AgNP varligindan s6z edilmistir

(Saravanan ve Nanda, 2010).

4.3.1. A. flavus ile sentezlenen AgNP’lerin UV-Vis spektrum karakterizasonu

A. flavus ile yapilan ¢alismada 15 deneyden 6 tanesinde ¢iplak goz ile renk degisimi
goriilmistdr (Sekil 4.1). Uv-vis spektrumlaria gore 3 ¢ozeltinin ylzey plazmon rezonans
zirveleri 416-430 nm bandinda gézlemlenmistir. Bu ii¢ ¢6zeltinin AgNP sentez kosullar1
27°C/9pH/0,1mM AgNOs3, 27°C/9pH/0,5mM AgNOs ve 37°C/9pH/0,3mM AgNOs’dir.
Srirasiyla 416nm, 422nm, 430nm bandinda spektrumlar kaydedilmistir (Sekil 4.10-12). Bu
spektrumlar AgNP’ler i¢in karakteristik ylizey plazmon rezonans bandlaridir ve AgNP
varhigin1 gostermektedir (Honary vd., 2013).

Vidya ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada A.flavus ile biyosentezlenen
AgNP’lerin maksimum ylizey plazmon zievesi 434 nm'de kaydedilmistir (Vidya ve
Subramani, 2017). Bagka bir ¢alismada ise yine A. flavus ile biyosentezlenen AgNP’ler

420 nm'de giimiis yiizey plazmon rezonans bandi1 gosterdi (Sulaiman, Hussien, ve Saleem,

2015).
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Sekil 4.10. A. flavus ile 27°C / 9 pH / 0,AmM AgNOs kosullarinda gegeklesen AgNP

sentezine iliskin UV-Vis spektrumu.
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Sekil 4.11. A. flavus ile 27°C / 9 pH / 0,5 mM AgNO3 kosullarinda geceklesen AgNP

sentezine iliskin UV-Vis spektrumu
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Sekil 4.12. A.flavus ile 37°C / 9 pH / 0,3 mM AgNO3 kosullarinda gegeklesen AgNP

sentezine iliskin UV-Vis spektrumu

4.3. A. fumigatus ile sentezlenen AgNP’lerin UV-Vis Karakterizasonu

A. fumigatus ile yapilan AgNP sentezi deneylerinin besinde (Sekil 4.2) renk
degisimi goriilmistur. Bu 5 ¢ozeltiden yalnizca 2 ¢ozeltide AgNP varhigini isaret eden
spektrumlar gézlenmistir. Uv-vis spektrumlarina gore bu ¢ozeltilerde yiizey plazmon
rezonans zirveleri 430-438 nm bandinda gézlemlenmistir. Sirasiyla 37°C/7pH/0,5mM ve
27°C/9pH/0,1mM kosullarnin AgNP sentezini destekledigi anlasilmaktadir (Sekil 4.13,
4.14).

Yapilan bir ¢alismada A.fumigatus ile biyosentezlenen AgNP’lein, maksimum
absorbansin 420 nm'de meydana geldigi UV-Vis spektroskopisi ile dogrulandi (Alani,
Moo-Young, ve Anderson, 2012).
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Sekil 4.13. A. fumigatus ile 27°C / 9 pH / 0,1 mM AgNO3 kosullarinda gegeklesen AgNP

sentezine iliskin UV-Vis spektrumu.
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Sekil 4.14. A. fumigatus ile 37°C / 7 pH / 0,5 mM AgNO3 kosullarinda geceklesen AgNP

sentezine iliskin UV-Vis spektrumu.
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4.4. AgNP’lerin Zeta Potansiyeli DLS Karakterizasyonu

Her bir fungus i¢in uygulanan BBD kapsaminda 15 deneye ait Uv-Vis spektrumu
ile AgNP wvarligi saptanan 5 Ornegin (Sekil 4.10-4.14) icerdigi AgNP’lerin

karakterizasyonuna zeta potansiyeli ve DLS analizleriyle devam edilmistir.

Zeta potansiyeli ile AgNP’lerin toplam elektrostatik yiik degerleri 6lgtilmektedir.
Zeta potansiyeli, +30mV'den ylksek veya -30mV'den diisiikk ise dagilimin elektrostatik
olarak kararli oldugu, sifir ve sifira yakin zeta potansiyeli ise dagilimin kararsiz oldugu
anlamma gelmektedir (Barabadi vd., 2019). Bu calismada A. flavus ile sentezlenen
AgNP’lerin zeta potansiyeli en iyi olan kosullar; 27°C/ 9 pH/ 0,5 mM, 37°C/ 9 pH/ 0,3 mM
ve 27°C/ 9 pH/ 0,1 mM ve sirasiyla zeta potansiyelleri; -31,8 mV, -30,2 mV ve -25,9 mV
olarak belirlenmistir (Sekil 4.15-4.17).

A. fumigatus ile sentezlenen AgNP’ler i¢in ise zeta potansiyeli en iyi iki kosulda
belirlenmistir; 27°C/ 9 pH/ 0,1 mM ve 37°C/ 7 pH/ 0,5 mM, zeta potansiyelleri sirasiyla -
31,4mV ve -29.9mV olarak kaydedilmistir (Sekil 4.18, 4.19). Her iki tlrde de zeta
potansiyeli sonuglari -30mV’a yakin olmasi kararli sistemler oldugunu gostermektedir
(Barabadi vd., 2019). Barabadi ve arkadaslarmnin yaptigi bir c¢alismada Penicillium
citrinum araciligiyla biyosentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli -23mV bulunmustur ve -

30mV a yakim oldugu igin kararl kabul edilmistir (Barabadi vd., 2019).

Zeta Potential Distribution

Total Counts

B ! L . . .

— AN

-100 ] 100 200

Apparent Zeta Potential (m\V)

Record 2: A1,2 1

Sekil 4.15. A. flavus 27°C/9pH/0,1mM AgNOs kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin zeta
potansiyel grafigi
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.16. A. flavus 27°C/ 9 pH/ 0,5 mM AgNOs kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin

zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.17. A. flavus 37°C/ 9 pH/0,3 mM AgNO:s kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin zeta

potansiyel grafigi
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.18. A. fumigatus 27°C/9 pH /0,1 mM AgNO3 kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin

zeta potansiyel grafigi
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Sekil 4.19. A. fumigatus 37°C/ 7 pH /0,5 mM AgNOs kosullarda sentezlenen AgNP’lerin

zeta potansiyel grafigi

DLS olgiimleri ile pargacik boyutu dagilimi ve polidispersite indeksi (PDI)
degerleri belirlenmistir. PDI, tek dispersiyonlu partikiller icin 0,01 degerinden 0,5-0,7
degerlerine kadar degisen partikiil boyutu dagilim genisligini agiklar ve 0,7'nin Uzerindeki
degerler, onemli dl¢lide genis boyut dagilimina sahip ¢oklu dagilmis Orneklerde gordltr

(Barabadi vd., 2019). Bu calismada A. flavus ile sentezlenen AgNP’lerin en iyi sonug



41

verdigi parametreler; 27°C/9pH/0,5mM, 37°C/9pH/0,3mM ve 27°C/9pH/0,1mM ve
sirastyla PDI degerleri, 0,464 / 0,420 / 0,426, parcacik boyutlari; 68nm, 72nm, 70nm
olarak belirlenmistir (Sekil 4.20 - 4. 22). Kaydedilen bu PDI degerleri iyi monodispersiteyi
ve oldukca iyi tanimlanmis AgNP boyutlarini1 gdstermektedir. Olgiim kosullarmnin farkls
olmasindan dolay1 boyut analizi agisindan TEM ile DLS 6lgtimleri arasinda farkliliklar
gorulebilmektedir. A. fumigatus ile sentezlenen AgNP’lerin DLS sonuglar1 ise;
27°C/9pH/0,1mM ve 37°C/7pH/0,5mM kosullarinda sirasiyla PDI degerleri, 0,204 ve
0,246, pargacik boyutlar1 ise, 94 nm ve 74 nm olarak kaydedilmistir. Bu PDI sonuglar1 da
bize AgNP’lerin 1yi monodispersiteye sahip oldugunu ve partikiil boyutu dagiliminin 1yi

oldugunu gostermektedir (Sekil 4.23 ve 4. 24).

1E5  0.0000 0001 001 0.1 1 0 100 1E3
Radius [nm] (Mumber Wieight, linearized)

1E5 0.0001 0001 0.01 0.1 | 100
Fadius [nm] (Mumber Wizight, linearzed)




Sekil 4.21. A.flavus, 27°C / 9pH / 0,5mM AgNO3 kosullarinda partikiil boyutu dagilimi

1E5 0000 oopt 0. 0.1 1 10 100 1E3
Radius [nm] (Mumber Wizight, linearzed)

Sekil 4.22. A.flavus, 37°C / 9pH / 0,3mM igin DLS analizi

1E5 0000 o001 0 0.1 1 0 100 1E2 =

Fadiu= [nm] (Humber WMizight, linearized)

Sekil 4.23. A.fumigatus, 27°C / 9pH / 0,1mM icin DLS analizi
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1E5 0000t oopt 0. oA 1 0 100 1E?

Radius [nm] (Mumber Wizight, linearzed)

Sekil 4.24. A.fumigatus, 37°C / 7pH / 0,5mM igin DLS analizi

4.5. AgNP’lerin TEM ile Karakterizasyonu

TEM ile yapilan analiz sonucu AgNP’lerin boyut ve morfolojileri belirlenmistir. A.
flavus ve A. fumigatus ile tiretilen AgNP’lerin boyutlar1 sirasiyla, 20nm-45nm ve 10nm-
30nm arasinda olup her ikisinde de nanopartikiillerin kiresel morfolojiye sahip oldugu

gorilmiistir.

A. flavus ile yapilan bir ¢alismada biyosentezlenen AgNP’lerin morfolojileri
TEM’de incelenmis ve sonug¢ olarak AgNP’lerin boyutunun 10-35 nm araliginda tek tip
kiiresel sekilli olduklar1 kaydedilmistir (Jain, Bhargava, Majumdar, Tarafdar, ve Panwar,
2011). Vidya ve Subramani’nin 2017’de A. flavus ile yaptigi bir g¢alismada ise
biyosentezlenen AgNP’lerin boyutlar1 10-40 nm arasinda kiiresel sekilli olarak
gorilmiistir (Vidya ve Subramani, 2017). A. fumigatus ile yapilan bir c¢aligmada
AgNP’lerin kiiresel boyutta ve 3-20 nm araliginda oldugu kaydedilmistir (Sarsar, Selwal,
ve Selwal, 2016). Alani ve arkadaslarinin yaptigi bir g¢aligmada ise A. fumigatus ile
biyosentezlenen AgNP’lerin yaklasik %50'si 25 nm, %30'u 35 nm'de, %10'u 15 nm'de ve
%10'a 45 nm olarak 4 farkli boyutta goriintiilenmistir (Alani, Moo-Young, ve Anderson,
2012).



Sekil 4.25. A.flavus ile sentezlenen AgNP’lerin (27°C/9pH/0,1mM) TEM analizi

Sekil 4.26. A.flavus ile sentezlenen AgNP’lerin (27°C/9pH/0,5mM) TEM analizi
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Sekil 4.28. A.fumigatus ile sentezlenen AgNP’lerin (27°C/9pH/0,1mM) TEM analizi
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Sekil 4.29. A.fumigatus ile sentezlenen AgNP’lerin (37°C/7pH/0,5mM) TEM analizi

4.6. AgNP’lerin XRD ile Karakterizasyonu

Incelenen 5 drnekteki NP’lerin X-1s1n1 kirinim deseni Sekil 30-34'de verilmistir. A.
flavus 37°C/ 9pH/ 0,3mM AgNO3 kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin XRD deseninde
digerlerinde farkli [hkl] degerleri dikkati cekmektedir (Sekil 4.32).

A. flavus ile 27°C/ 9pH/ 0,lmM AgNOs (Al-2) kosullarinda sentezlenen
AgNP’lerin XRD deseninde bazi karakteristik pikler 38,057 [111], 44,278 [200], 64,411
[220], 77,357 [311]ve 81,457 [222] gbzlendi. Elde edilen piklerin literatirdeki 6nceki
caligmalarla uyumlu oldugu gézlendi. Ayrica gozlenen giimiis pikleri Ag Kristallerinin
kiibik yapida oldugunu isaret etmektedir. Giimiisiin [hkl] degerleri Sekil 4.30°da

verilmektedir.
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Sekil 4.30. A. flavus 27°C/ 9pH/ 0,imM AgNO3 kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin
XRD deseni

A. flavus ile 27°C/ 9pH/ 0,5mM AgNOz (Al1-3) kosullarinda sentezlenen
AgNP’lerin XRD deseninde de gorulen karakteristik pikler 37,981 [111], 44,142 [200],
64,200 [220], 77,088 [311]ve 81,208 [222] literatiirdeki 6nceki galismalarla uyumlu olup
gbzlenen giimiis pikleri kiibik yapidaydi. Giimiisiin [hkl] degerleri Sekil 4.31°de

verilmektedir.
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Sekil 4.31. A. flavus 27°C/ 9pH/ 0,5mM AgNOs kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin XRD

deseni

A. flavus ile AgNP sentezinin basarili oldugu i¢iincli kombinasyonu 27°C/ 9pH/
0,5mM AgNOs (Al-5) kosullarin1 kapsamaktadir. Bu kosullarda sentezlenen AgNP’lerin
XRD deseninde de gortlen karakteristik piklerin [hkl] degerlerinin farkli oldugu dikkati
cekmektedir (swrasiyla 38,039 [111], 44,210 [002], 64,305 [022], 77,223 [113]ve 81,352
[222]). Gozlenen giimiis pikleri kristal yapmin kuibik oldugunu isaret etmektedir.

Yapilan bir ¢alismada A. flavus tarafindan sentezlenen biyosentezlenmis giimiis
nanoyapinin XRD modeli AgNP'lerin yapisinin yiiz merkezli kiibik oldugunu gosterdi ve
spektrumlarin giimis i¢in [200], [220] ve [311] diizlemlerine karsilik geldigi kaydedildi
(Sulaiman, 2015).

Sekil 4.32. A. flavus 37°C/ 9pH/ 0,3mM AgNO3z kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin
XRD deseni

A. fumigatus ile 27°C/ 9pH/ 0,ImM AgNOs (A3-2) kosullarinda sentezlenen
AgNP’lerin XRD deseninde olusan karakteristik pikler, A. flavus ile ayn1 kosullarda

sentezlenen AgNP’lerin gosterdigi kiwrinim desenleri ile ayni oldugu goriilmektedir

(sirastyla 38,101 [111], 44,600 [200], 64,678 [220], 77,549 [311]ve 81,505 [222]). Elde
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edilen piklerin literatiirdeki 6nceki ¢alismalarla uyumlu oldugu gozlendi. Ayrica gozlenen
giimiis pikleri kiibik yapiyr isaret etmektedir. Glimiisiin [hkl] degerleri Sekil 4.33’de

gorulmektedir.
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Sekil 4.33. A. fumigatus 27°C/ 9pH/ 0,1mM AgNO3 kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin
XRD deseni

A. fumigatus ile 37°C/ 7pH/ 0,5mM AgNO;s; (A3-5) kosullarinda sentezlenen
AgNP’lerin XRD deseninde olusan karakteristik pikler, A. fumigatus ile 27°C/ 9pH/
0,1mM AgNO3 kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin gosterdigi kirmim desenleri ile ayni
oldugu goriilmektedir (swrastyla 38,101 [111], 44,600 [200], 64,678 [220], 77,549 [311]ve
81,505 [222]). Elde edilen piklerin literatiirdeki Onceki c¢alismalarla uyumlu oldugu
gozlendi. Ayrica goézlenen giimiis pikleri kristal yapmsinin kibik olduguna isaret

etmektedir.
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Sekil 4.34. A. fumigatus 37°C/ 7pH/ 0,5mM AgNO3 kosullarinda sentezlenen AgNP’lerin

XRD deseni
Cizelge 4. 22. Sentezlenen AgNP’lerin XRD toz kirmim desenine iliskin veriler

A. flavus A. fumigatus
Kosullar | A1-2 Al-3 Al-5 A3-2 A3-5
Pikler | 27°C/ 9pH/ | (27°C/  9pH/ | (37°C/  9pH/ | (27°C/  9pH/ | (37°C/  TpH/
20[1[hKI] 0,1mM AgNOs3 | 0,5mM AgNOs; | 0,3mM AgNOs3; | 0,dmM AgNOs3) | 0,5mM AgNOs)
1 38,057 [111] | 37,981 [111] | 38,039 [111] | 38,101 [111] | 38,101 [111]
2 44,278 [200] | 44,142 [200] | 44,210 [002] | 44,600 [200] | 44,600 [200]
3 64,411 [220] | 64,200 [220] | 64,305 [022] | 64,678 [220] | 64,678 [220]
4 77,357 [311] | 77,088 [311] | 77,223 [113] | 77,549 [311] | 77,549 [311]
5 81,457 [222] | 81,208 [222] | 81,352 [222] | 81,505 [222] | 81,505 [222]

Cizelge 4.22°de daha iyi fark edildigi gibi AQNOs konsantrasyonunun degismesi

kristal yapisinda ve morfolojisinde 6nemli bir degisiklige neden olmamaktadir. AgNP

sentez stirecinde olusan NP’lerin kristal yapilarini1 gosteren 20 [°] piklerin pozisyonu ayni

iken Al-5 kosullarinda kristal yapisinin yani [hkl] degerinin farklilik gosterdigi dikkati

cekmektedir. Bu durum NP’lerin kristal yapisini etkileyen sicaklik, pH ve substrat

konsantrasyonunun birbiriyle etkilestigi bir diizeyde oldugunu diisiindiirmektedir.




o1

Iki farkli fungal tiiriin kullanildigi ve BBD ile belirlenen kosullarda sentezlenen
AgNP’lerin XRD toz kirinim desenleri, Ag* iyonlarinin fungal kiiltiirler aracihigiyla Ag®’a

indirgenmesiyle AgNP’lerin sentezlendigini gostermektedir.

Basaravaja vd., (2008), Fusarium semitectum fungal kilturind kullanarak giimiis
nitrat ¢ozeltisinden giimiis AgNP’lerin ektraselliiler sentezi iizerine yaptiklar1 ¢alismada,
sentezlenen AgNP’leri XRD ile incelemislerdir. AgNP’lerin kristal yapisina iligkin 20 [°]
pozisyonuna karsilik gelen [hkl] degerlerini [111], [200], [220] ve [311] olarak
bildirmislerdir (Cizelge 4.22).

Rose vd., (2019), Penicillium oxalicum GRS-1'in hiicresel igerigini kullanilarak
sentezledigi AgNP’leri X-151m1 kirinimi ile karakterize etmistir. XRD grafigi, yuzey
merkezli kibik (FCC) sekilli kristallerin kirmimlarin1 9, 11, 21, 22, 27, 32, 38 ve 46
pozisyonlarinda keskin pikler olarak tanimlamislardir. A. flavus ve A. fumigatus ile yapilan
sentezde ise AgNP lere ait kristal yapilarin pikleri sadece 38 pozisyonu ile benzerlik

gostermektedir (Cizelge 4.22).

4.7. AgNP’lerin Antimikrobiyal ve Antioksidan Aktiviteleri

AgNP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Candida albicans test organizmalar1 kullanilarak, agar kuyucuk diflizyon yontemi ile
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak E. coli ve S. aureus i¢in ampisilin kullanilmistir ve bu
suslarin ampisiline karsi olduk¢a duyarli oldugu gorilmiistir, C. albicans icin ise

flukonazol kullanilmustir.

Karakterizasyon sonucunda iki tiirden segilen kosullarda iiretilen AgNP’lerin E.
coli, S. aureus ve C. albicans organizmalari tizerine etkisi zon ¢ap1 (mm) cinsinden Cizelge
4.8.1°de verilmistir. E. coli, S. aureus ve C. albicans organizmalarmm A. fumigatus ile
27°C/9pH/0,1mM’da sentezlenen AgNP disinda diger kosullarda sentezlenen AgNP’lere

kars1 oldukca duyarl oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4. 23. Biyosentezlenen AgNP’lerin agar kuyucuk yontemi ile belirlenen inhibisyon

zon ¢aplar1 (mm)

A. flavus A. fumigatus
Test organizmalar1
Al-2 Al-3 Al-5 A3-2 A3-5 Amp/Flu
E. coli ATCC 25922 17 18 17 - 18 30/-
S. aureus ATCC 29213 27 30 25 - 21 28/-
C. albicans ATCC 90028 16 18 17 - 13 -/-

Al-2 (A. flavus 27°C/9pH/0,1mM); A1-3 (A. flavus 27°C/ 9 pH/ 0,5 mM); Al1-5 (A. flavus 37°C/ 9 pH/ 0,3 mM);
A3-2 (A. fumigatus 27°C/ 9 pH/ 0,1 mM); A3-5 (A. fumigatus 37°C/ 7 pH/ 0,5 mM); Amp: Ampisilin; Flu:
Flukonazol

Sekil 4.35. Biyosentezlenen AgNP’lerin E.coli tizerindeki duyarliligi (Al (A.flavus filtrat),
Al-2 (Aflavus 27°C/9pH/0,1mM), Al-3 (A.flavus 27°C/9pH/0,5mM), Al-5 (A.flavus
37°C/9pH/0,3mM), A3 (A.fumigatus filtrat), A3-2 (A.fumigatus 27°C/9pH/0,1mM), A3-5

(A.fumigatus 37°C/7pH/0,5mM), Amp (Ampisilin))
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Sekil 4.36. Biyosentezlenen AgNP’lerin S.aureus tizerindeki duyarlihigi (Al (A.flavus
filtrat), Al-2 (Aflavus 27°C/9pH/0,1mM), A1-3 (A.flavus 27°C/9pH/0,5mM), Al-5
(A.flavus  37°C/9pH/0,3mM), A3 (A.fumigatus filtrat), A3-2  (A.fumigatus
27°C/9pH/0,1mM), A3-5 (A.fumigatus 37°C/7pH/0,5mM), Amp (Ampisilin))

Sekil 4.37. Biyosentezlenen AgNP’lerin C.albicans iizerindeki duyarliligr (Al (A.flavus
filtrat), Al-2 (A.flavus 27°C/9pH/0,1mM), A1-3 (A.flavus 27°C/9pH/0,5mM), Al-5
(Afflavus  37°C/9pH/0,3mM), A3 (A.fumigatus filtrat), A3-2 (A.fumigatus
27°C/9pH/0,1mM), A3-5 (A.fumigatus 37°C/7pH/0,5mM), Flu. (Flukonazol))
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada daha 6nce AgNP taramasi yapilan tiirlerden; A. flavus, A. fumigatus
ve A. clavatus i¢in optmizasyon ve karakterizasyon c¢alismasi yapilmistir. A. clavatus, zeta
potansiyeli ve DLS analizleri sonucunda yiizey yikiiniin kararsiz olmasi ve
monodispersitesinin  diisiik olmasindan dolay1r c¢alismanin ileriki safhalarinda yer
almamaktadir. A. flavus ve A. fumigatus ile biyosentezlenen AgNP’lerin sentez kosullari,
pH, sicaklik ve AgNO3 miktar1 agisindan optmize edilmistir. Optimizasyon ¢aligmasi i¢in
ikiden fazla faktor ve diizeyde kullanilan BBD ile her bir tur igin 15 kombinasyon
tasarlanmistir. BBD den elde edilen veriler dogrultusunda her bir faktoriin tek basina etkisi

ile faktorlerin birbiriyle etkilesimi incelenmistir.

BBD uygulanarak sentezlenen AgNP iceren orneklerin ylizey plazmon rezonans
bandlar1 A. flavus ile sentezde 416 nm — 430 nm de, A. fumigatus ile sentezde 438 nm ve
430 nm de pikler tespit edilmistir. Bu spektrumlar AgNP’ler i¢in karakteristik yiizey

plazmon rezonans pikleridir ve AgNP varligin1 gostermektedir.

Sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli -31,8mV ile -259mV arasinda
degismistir. Her iki tlirde de zeta potansiyeli sonuglari -30mV’a yakin olmasi onlarin

kararli sistemler oldugunu gostermektedir.

TEM goruntulerine gére A.flavus ve A.fumigatus ile tiretilen AgNP’lerin boyutlari
sirastyla, 20nm-45nm ve 10nm-30nm arasinda olup morfolojileri kiiresel olarak
goriilmiistiir. Morfolojilerinin homojen olmas1 katalitik aktivitelerini olumlu ydnde

etkilemektedir ve endistride tercih edilen bir 6zelliktir.

Iki farkl fungal tiiriin kullanildig1 ve BBD ile belirlenen kosullarda sentezlenen
AgNP’lerin XRD toz kirinim desenleri, metal iyonlarmm fungal kiiltlirler araciligiyla

indirgenerek AgNP’lerin sentezlendigini géstermektedir.
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AgNP’ler etkili antimikrobiyal ajanlar olarak bilinmektedir. Bu ¢aligmada en etKkili
antimikrobiyal aktivite A. fumigatus ile 37°C / 7pH / 0,5mM kosullarda sentezi yapilan
AgNP’de gozlemlenmistir.

Bu calismalar dogrultusunda biyosentezlenen AgNP’lerin sentez kosullarinin
optimize edilmesi sonucu endistriyel boyuta tasinabilecegi ve biyouyumlu NP’lerin
uretilebilecegi diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda, liretimin yesil sentez ile yapilmasit hem

maliyeti diisirmesi hem de ¢evre dostu liretim olmasi agisidan 6nem kazanmaktadir.
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