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Tugba CELIK?, Serpil KONEN ADIGUZEL?, Ali Osman ADIGUZELY

OZET: Giimiis nanopargaciklarinin (AgNPs) bakteriler araciligiyla ekstraseliiler sentezi ¢evre dostu ve ekonomik bir
yaklasim olmasi nedeniyle oldukga popiiler hale gelmistir. Sunulan bu ¢alismada AgNP’ler Kribbella turkmenica 16K 104’iin
kdiltiir stvis1 kullanilarak sentezlenmistir. Fiziko-kimyasal kosullarin ve kiiltiir ortami bilesenlerinin AgNP’lerin sentezi
iizerine etkileri arastirilarak optimizasyon ¢alismalart gerceklestirilmistir. Optimum kosullar altinda sentezlenen AgNP’ler
karakterize edilmistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi ile sentezlenen parcaciklarin kiiresel sekilde olduklari
belirlenmistir. Dinamik Isik Sacilimi1 (DLS) analizi ile AgNP’lerin 4-20 nm boyutlar1 arasinda homojen dagilim gosterdikleri
goriillmiis, ortalama pargacik boyutunun 6 nm ve zeta potansiyelinin ise -30.6 = 10.1 oldugu tespit edilmistir. Sentezlenen
AgNP’lerin patojen bakteriyel suslar karsisinda 6nemli diizeyde inhibe edici ve bakteriyosidal etki gosterdigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, AgNP’lerin Hep G2 hiicreleri tizerindeki genotoksik potansiyeli degerlendirilmis ve 24 saatlik maruziyette
AgNP’lerin 16 pg mL ™Y’ ye kadar dnemli bir genotoksik etkisi gézlemlenmemistir. Sunulan bu ¢alisma ile farmasétik, gida,
tekstil ve polimer endiistrileri i¢in uygun fiziksel ve biyolojik 6zelliklere sahip AgNP’lerin Kribbella taksonunda bir bakteri
tiirti araciligryla sentezi literatiire kazandirilmistir.
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Synthesis of Silver Nanoparticles by Kribbella turkmenica 16K104, Their Characterization, Antimicrobial
Properties and Genotoxic Potential

ABSTRACT: Extracellular synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) by bacteria has become very popular due to its
environmentally friendly and economical approach. In the present study, AgNPs were synthesized culture liquid of Kribbella
turkmenica 16K104. Effects of physico-chemical conditions and components of culture medium on synthesis of AgNPs were
investigated and then synthesis was optimized. AgNPs synthesized under optimum condition were characterized. Scanning
Electron Microscopy (SEM) analysis showed that the particles were spherical in shape. Dynamic Light Scattering (DLS)
analysis Indicated that AgNPs were 4-20 nm in size and showed homogeneous distribution. Average particle size and zeta
potential of AgNPs was detected to be 6 nm and -30.6 + 10.1, respectively. It was determined that the AgNPs exhibited
inhibitory and cidal activity against significant bacterial strains. In addition, genotoxic potential of the AgNPs on Hep G2
cells was assessed. Significant genotoxic effect did not observe after exposure with 0-16 pg mL™* of AgNPs for 24 h. As a
result, this is the first report on the extracellular synthesis of AgNPs with usage potential in pharmaceutical, food, textile and
polymer industries using a Kribbella species.

Keywords: Silver nanoparticles, green synthesis, Kribbella, antimicrobial activity, Hep G2, genotoxicity

Tugba CELIK, Ali Osman ADIGUZEL (Orcid ID: 0000-0002-5602-5886), Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boéliimii, Samsun, Tiirkiye

2 Serpil KONEN ADIGUZEL (Orcid ID: 0000-0002-7959-3771), Siileyman Demirel Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Isparta, Tiirkiye

*Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Ali Osman ADIGUZEL, e-mail: adiguzel.ali.osman@gmail.com

Bu ¢alisma Tugba CELIK in yiiksek lisans tezinden iiretilmistir.

3138


https://orcid.org/0000-0002-5602-5886
https://orcid.org/0000-0002-7959-3771

Tugba CELIK ve ark. 11(4): 3138-3151, 2021

Giimiis Nanoparcaciklarimin Kribbella turkmenica 16K104 Aracihgiyla Sentezi, Karakterizasyonu, Antimikrobiyal
Aktivitesinin Belirlenmesi ve Genotoksik Potansiyelinin Degerlendirilmesi

GIRIS

Nanopargaciklar boyutlar1 0.1-100 nm arasinda degisiklik gosteren atom kiimeleridir. Genis yiizey
alanina sahip olmalari, yiiksek enerjili olmalar1 ve daha az kusurlu sekilleri nedeniyle fiziksel, kimyasal,
elektronik, elektrik, mekanik, manyetik, termal, optik ve biyolojik 6zellikleri agisindan y1gin halindeki
ve mikron boyutundaki malzemelerden farklilik gostermektedirler (Hussain ve ark., 2016; Rafique ve
ark., 2016). Son yillarin en 6ne ¢ikan malzemelerinden olup miihendislik uygulamalarinda, tipta,
endiistride, kozmetikte, farmakoloji ve g¢evre biyoteknolojisinde olduk¢a yaygimn olarak
kullanilmaktadirlar (de Souza ve ark., 2019). Bunlar arasindan en yaygin kullanima sahip olanlar1 glimiis
nanoparcaciklaridir (AgNP’ler). AgNP’ler genis spektrumlu antimikrobiyal etkiye sahiptirler ve metal,
plastik, macun ve kumas gibi iiriinlere karistirilarak yeni kompozit materyallerin yapiminda
kullanilabilmektedirler.

AgNP'ler geleneksel olarak kimyasal indirgeme, gama 1sin1 radyasyonu ile indirgeme,
mikroemiilsiyon, lazer ablasyonu, otoklavlama, mikrodalga ile firinlama ve fotokimyasal rediiksiyon
gibi kimyasal ve fizikokimyasal yontemler kullanilarak tiretilmektedirler (Ahmad ve ark., 2019). Ancak,
bu geleneksel yontemlerde toksik bilesenlerin kullanimi, toksik yan-iiriin olusumu, yiiksek enerji ihtiyaci
ve yliksek isletme maliyeti gibi smirlamalar oldugu igin "yesil sentez" olarak da adlandirilan
organizmalarin ya da organizmalardan elde edilen bilesenlerin kullanildig1 sentez siireglerine olan ilgi
artmistir (Taha ve ark., 2019).

AgNP’lerin yesil sentezi okaryotik ve prokaryotik organizmalarin kullanildigi siirecler olarak
gruplandirilabilmektedir. Okaryotlar ile gerceklestirilen sentez siireglerinde indirgeyici ajan olarak
siklikla bitkilerden elde edilmis 6ziitler kullanilmaktadir (Sharma ve ark., 2019). Bitkilerin kullanildig:
sentez siiregleri sonunda elde edilen AgNP’lerin her ne kadar giiclii antimikrobiyal etkileri ve yliksek
biyolojik uyumluluklar1 goriilse de tiretim maliyetleri oldukga yiiksektir. Endemik bitkilerin toplanmasi,
kiiltire edilebilir bitkilerin gelistirilmesi i¢in gerekli ilaglama, sulama ve alan ihtiyaci giderleri
nanopartikiil sentez maliyetini 6nemli olgiide arttirmaktadir. Ayrica, bitki oziitlerinin elde edilme
siireclerinde suyun disinda c¢oziiciilerin kullanilmast ve ekstraksiyonun yiiksek sicakliklarda
gerceklestirilmesi de yiiksek maliyetlere sebep olmaktadir (Das ve Smita, 2018; Rajkumar ve ark.,
2019). Diger 0karyotlardan alglerin, mayalarin ve kiiflerin hiicre i¢i molekiillerinin ya da hiicre digina
salgiladiklar1 bilesenlerin kullanildig1 sentez siireclerine iliskin de ¢ok sayida arastirma rapor edilmistir
(Saratale ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2018; Vinoth ve ark., 2019). AgNP’lerin sentezinde bu
organizmalarin daha az kullamisli olmasindaki ana sebep ise sentezde rol alan molekiillerin
saflastirilmalarindaki ya da rekombinant DNA teknolojisiyle tiretilmelerindeki zorluktur (Khan ve ark.,
2018).

AgNP’lerin sentezinde kullanilan prokaryotlarin baginda bakteriler gelmektedir (Narayanan ve
Sakthivel, 2010). Bakteriyel sentez intraseliiler ve ekstraseliller olmak ftizere iki farkli yontemle
yapilabilmektedir (Singh ve ark., 2015). Intraseliiler sentezde uygun bir kiiltiir ortaminda gelistirilen
bakteri hiicrelerinin ozmotik olarak parcalanmasiyla agiga ¢ikan hiicre lizati indirgeyici ajan olarak
kullanilir (Adiguzel ve ark., 2018; Abdollahnia ve ark., 2020). Ekstraseliiler sentezde ise ayn1 amag i¢in
bakteriyel gelisim sonrasinda elde edilen kiiltiir sivis1 kullanilmaktadir (Igtedar ve ark., 2019; Taha ve
ark., 2019) Intraseliiler sentez maliyeti ilave bir liziz basamag gerektirdigi i¢in daha yiiksektir. Ayrica,
intraseliiler AgNP sentezi sonrasinda arta kalan hiicre atiginin bagka bir amagla kullanim olanagi
bulunmazken, ekstraseliiler sentez sonrasi kalan biyokiitlenin protein kaynagi olarak hayvan yemi ya da
bitki gelisimini tesvik etmek amaciyla organik giibre olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.
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Toprakta yaygin olarak bulunan aktinobakteriler polimerlerin par¢alanmasinda ve minerallerin
jeokimyasal doniisiimiinde basat rol oynamaktadirlar (Katsuyama, 2019). Aktinobakteriler, AgNP’lerin
sentezinde indirgeyici ve stabilize edici rol oynayan basta enzimler olmak {izere ¢ok sayida metaboliti
hiicre digina salgilama yetenegine sahiptirler (Anteneh ve Franco, 2019). Bundan dolayi, AgNP'lerin
ekstraseliiler olarak sentezinde kullanim potansiyeline sahiptirler. Literatiirde AgNP’lerin
aktinobakteriyel tiirler araciligiyla ekstraseliiler sentezine yonelik az sayida arastirma bulunmaktadir.
Bunlarin ¢ogunda ise Streptomyces taksonunda yer alan tiirler kullanilmistir (Sanjenbam ve ark., 2014;
El-Naggar ve Abdelwahed, 2014; Kumar ve ark., 2015).

Gergeklestirilen bu ¢alismada, Kribbella turkmenica 16K104 kullanilarak AgNP’lerin
ekstraseliiler sentezi, sentez kosullarinin optimizasyonu ve sentezlenen nanoparcgaciklarin
karakterizasyonu iizerine odaklanilmistir. Ayrica, sentezlenen AgNP’lerin biyolojik 6zellikleri ve
genotoksik potansiyeli belirlenmistir. Sunulan bu ¢alisma, Kribbella taksonunda smiflandirilan bir
bakteri tiirli ile AgNP’lerin sentezine iliskin bilgimiz dahilindeki ilk ¢alismadir.

MATERYAL VE METOT

Cahsmada Kullamilan Mikroorganizmalar

Giimiis nanopartikiillerinin sentezinde kullanilan Kribbella turkmenica 16K 104 izolati Dr. Nevzat
Sahin ve Dr. Hayrettin Saygin’dan temin edilmistir (Saygin ve ark., 2019). K. turkmenica 16K104
Uluslararasi Streptomyces Projesi Besiyeri 2°de (ISP2: 4 g L™ maya 6ziitii, 10 g L™ malt 6ziitii, 4 g L™
glukoz ve 20 g L™ agar) 30 °C’de 3 giin siire ile inkiibe edilerek gelistirilmistir. Sentezlenen
nanopargacigin antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla patojenik Acinetobacter baumannii,
Bacillus cereus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Enterococcus spp. (VRE), Klebsiella
pneumoniae, Providencia spp., Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis, Citrobacter freundii, Corynebacterium striatum, Streptococcus pneumoniae suslari
kullanilmistir. Patojen bakteri suslart Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobyoloji Ana
Bilim Dali’ndan temin edilmistir. Bu suslar Mueller Hinton Agar (MHA: 2 g L™ et inflizyonu, 17.5 g
L* kazein hidrolizati, 1.5 g L™ ¢dziinebilir nisasta ve 13.0 g L™ agar) yiizeyinde 35 °C*de 24 saat inkiibe
edilerek gelistirilmistir. Calismada kullanilan tiim bakteri suslar1 %20 oraninda (v/v) gliserol igeren
Nutrient Broth ¢dzeltisi igerisinde -20 °C’ de uzun siireli olarak saklanmistir. Calismada kullanilan tiim
besiyerlerinin pH’lar1 1 M NaOH ve 1 M HCI kullanilarak 7.2 + 0.2’ye ayarlanmistir. Besiyerlerinin
sterilizasyonu 1 atm basing altinda ve 121 °C sicaklikta Tuttnauer 3870MLV marka otoklav ile
gergeklestirilmistir.

AgNP’lerin Sentezi ve Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

ISP2 besiyeri iizerinden alinan bir 6ze dolusu K. turkmenica 16K104 MGYP besiyerinde (3 g L*
malt 6ziitii, 3 g L™ maya &ziitii, 5 g L™ pepton, 10 g L glukoz, pH 7.2 + 0.2) 30 °C’de 180 rpm
calkalamali kosullar altinda 5 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda, K. turkmenica 16K104
kiiltiirtintin 10 000 x g’de 10 dk santrifiijlenmesiyle elde edilen kiiltiir sivis1 reaksiyon karisimi ana
bileseni olarak kullanilmistir. AgNP’lerin sentezi i¢in reaksiyon ortami 49 mL kiiltiir s1visi lizerine 1 mL
AgNOs cozeltisi eklenerek hazirlanmistir. AgNO3 konsantrasyonun AgNP’lerin sentezi lizerine etkisinin
arastirtlmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda AgNO3 (0,5-3 mM) igeren reaksiyon karisimlar1 (pH 8.0) 40
°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. Sicakligin AgNP’lerin sentezi iizerine etkisinin arastirilmasi i¢in pH’s1
8.0 olan ve 2 mM AgNO:3 igeren reaksiyon karigimi farkli sicakliklarda (20-50 °C) 2 giin inkiibe
edilmistir. Son olarak, pH’nin AgNP’lerin sentezi lizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla, farkli pH’lara
sahip (pH 4-10) ve 2 MM AgNOs igeren reaksiyon karigimlar: 50 °C’de 2 giin siire ile inkiibe edilmistir.
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Uretim ve optimizasyon calismalarinda reaksiyon ortamlarinin agik sar1 renkten koyu
kahverengimsi renge donlismesi nanopartikiil olusumunu gdstermistir. Ayrica, sentezlenen
nanopartikiillerin yiizey plazmon rezonanslarini (Surface Plasmon Rezonans, SPR) gosteren pikler
reaksiyon karigimlarinin 300-800 nm dalgaboylar1 arasindaki absorpsiyon spektrumlarinin ¢izilmesi ile
gosterilmistir. Spektrumun ¢izilmesi i¢in Ol¢limler 1 nm ¢oziiniirlikte UV-Vis spektrofotometre
kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir deneyin negatif kontrolii i¢in kiiltiir sivisi yerine ultra saf su
kullantlmistir.

AgNP’lerin Sentezi I¢cin Kiiltiir Besiyerinin Optimizasyonu

K. turkmenica 16K 104’iin kiiltiive edildigi besiyerindeki bilesenlerin AgNP’lerin sentezi tizerine
etkileri arastirilmistir. Bu amagla K. turkmenica 16K 104 farkli konsantrasyonlarda pepton (0-2 g L),
maya oziitii (0-3 g L), malt 6ziitii (0-3 g L) ve glukoz (0-10 g L) iceren modifiye edilmis MGYP
besiyerlerinde 30 °C’de ve 180 rpm calkalamali kosullar altinda 5 giin siiresince inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon 250 mL’lik erlenlerde 50 mL besiyeri kullanilarak gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda,
kiiltiir stvilart santrifiigasyonla (10 000 x g, 10 dk) geri kazanildiktan sonra pH’lar1 9.0’a ayarlanmustir.
Sentez 49 mL kiiltiir stvist ve 1 mL 100 mM’lik AgNOs ile hazirlanan karisimin 50 °C’de 2 giin siire ile
karanlikta inkiibe edilmesi ile gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda reaksiyon karisimi 2 kat saf su
ile seyreltilerek 300-800 nm dalgaboylari arasindaki absorpsiyon spektrumlari ¢izilmistir.

AgNP’lerin Karakterizasyonu

Karakterizasyon calismalar1 i¢in AgNP’ler 13 000 x g’de 20 dk santrifiijlenerek ¢okeltilmis ve
ultra saf su ile 3 kere yikandiktan sonra karakterizasyon caligmalari i¢in hacminin 2 kati1 kadar saf su
icerisinde +4 °C’de saklanmustir. Sekil ve boyut analizi i¢in, AgNP’ler 2 mm?’lik lam parcalari iizerinde
kurutulduktan sonra altinla kaplanarak Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir.
Nanoparcaciklarin elemental analizi ise Enerji Dagilim Spektrometresi (EDS) ile gerceklestirilmistir.
Boyut dagilimlar1 Dinamik Isik Sac¢ilimi (DLS) ile ylizey yiikleri ise zeta potansiyeli dl¢timil ile
belirlenmistir.

Antimikrobiyal Aktivite Calismalar: I¢in As1 Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite calismalarinda mililitresinde yaklastk 1.5 x 10® bakteri bulunan
slispansiyonlar a1 olarak kullanilmistir. As1 siispansiyonu; MHB besiyerinde gelistirilen bakterilerin
santrifiigasyonla (10 000 x ¢, 10 dk) c¢oktiiriilmesinden sonra %0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde (fizyolojik
tuzlu su, FTS) seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Bu siispansiyonlar her ¢alisma i¢in taze olarak hazirlanmig
ve 30 dk i¢inde kullanilmistir. Bakteri sayilar1 MacFarland standartlar1 kullanilarak hesaplanmistir.

Disk Difiizyon Yontemi

As1 stlispansiyonlarindan 100 pL alinarak MHA besiyeri yiizeyine yayildiktan sonra steril test
diskleri (6 mm) besiyerlerinin ylizeylerine yerlestirilmistir. Sonrasinda, diskler {izerine saf su ile
hazirlanmis 32, 64 ve 128 ug mL™lik AgNP kolloyidal ¢ozeltilerinden 15°er pL emdirilmistir.
Besiyerleri 37 °C’de 2 giin siiresince inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda, test diskleri etrafinda
inhibisyon zon olusumu gozlemlenmistir. Negatif kontrol i¢in disk iizerine 15’er puL saf su emdirilmistir.

Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon (MIK) ve Minimum Bakteriyosidal Konsantrasyon (MBC)
Degerlerinin Belirlenmesi

Sentezlenen AgNP’lerin patojenlere karsi MIK degerlerinin belirlenmesi i¢in mikrodiliisyon
teknigi kullamlmistir. AgNP’lerin MHB besiyeri ile hazirlanan 0.5-512 pg mL™lik ikiser kath seri
diliisyonlarinin herbirinden 150°ser uL mikrotitrasyon kuyucuklarina aktarilmis ve tlizerlerine 147’ser
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uL MHB besiyeri ilave edilmistir. Daha sonra, her bir kuyucuga mililitresinde yaklasik 5 x 10 hiicre
bulunan bakteri siispansiyonundan 3 pL eklenerek plakalar 24 saat boyunca 37 °C’de bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda, mikrotitrasyon kuyucuklarinda bakteriyel gelisimin gézlemlenmedigi en diisiik
AgNP konsantrasyonu MIK degeri olarak saptanmistir. MBC degerinin bulunmasi i¢in bakterilerin
gelisim gosteremedigi kuyucuklardan 10’ar pL ¢ekilerek MHA yiizeyine damlatilmis ve besiyerleri 37
°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra koloni olusumu gozlemlenmistir. Bakteriyosidal etki gosteren en
diisiik AgNP konsantrasyonu MBC degeri olarak degerlendirilmistir. Calismalar her bir bakteri i¢in 3
tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Negatif kontrol olarak AgNP’siz besiyeri kullanilmistir.

AgNP’lerin Genotoksisite Potansiyelinin Arastirilmasi

Bu calismada nanopartikiiliin genotoksisite potansiyelinin degerlendirilmesinde model hiicre
olarak Hep G2 hiicre hatti secilmistir. Hep G2 hiicre hatt1 c¢esitli ajanlarin sitotoksisite ve
genotoksisitesinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hep G2 hiicreleri; % 10 dana
serumu, % 1 penisilin — streptomisin i¢eren Eagle’s Minimum Essential mediumda 37 °C’de % 5 CO2
iceren atmosferde ¢ogaltilmistir. Hiicreler %80-95 konfluent oldugunda, fosfat tamponu ile iki kez
yikanmig ve tripsin-EDTA kullanilarak hiicreler kaldirilmistir. Hiicre canliligi ve sayisi Cedex Smart
Slide kullanilarak belirlenmistir. Istenen sayida hiicre 24 kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat boyunca
hiicrelerin ~ tutunmas1  saglanmistir. 24 saat sonunda hiicreler AgNP’lerinin  belirlenen
konsantrasyonlarina 24 saat boyunca maruz birakilmistir. Deneyler {i¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit kullanilmistir.

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen komet testi, bazi kiigiik degisiklikler uygulanarak
gercgeklestirilmistir. Glimiis nanoparcaciklarinin belirlenen konsantrasyonlarina 24 saatlik maruziyetini
takiben, hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmigtir. Tripan mavisi kullanilarak hiicre canlilig
belirlenmistir. Sonrasinda hiicreler diisiik erime noktali agarla karistirilmis ve daha 6nce normal erime
noktali agarla kaplanmis lamlara yayilmistir. Lamelle kapatilan lamlar 20 dakika boyunca 4 °C’de
bekletilmistir. 20 dakika sonunda lameller nazik¢e kaldirilmis ve lamlar 1 saat boyunca soguk lizis
solisyonunda bekletilmistir. Lizis asamasi ve bundan sonraki basamaklarin hepsi DNA hasarimi
onlemek i¢in karanlik ortamda gerceklestirilmistir. Lizis isleminden sonra lamlar, elektroforez
soliisyonunda 20 dakika bekletildikten sonra 300 mA, 25 V, 20 dakika yiiriitme islemi
gergeklestirilmistir. Elektroforez isleminden sonra lamlar nétralize edilmistir. Hava ile kurutulan lamlar
etidyum bromid (10 pg mL™?) ile isaretlenmis ve floresan mikroskop kullanilarak hiicrelerdeki DNA
hasar1 kuyruk uzunluguna gore degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

AgNP Sentezi I¢in Reaksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

AgNP’lerin sentezi reaksiyon karigiminin agik sari renkten koyu kahverengiye doniisiimiiyle
kalitatif olarak, UV-Vis spektofotometrik analizlerle ise kantitatif olarak takip edilebilmektedir.
AgNP’lerin sentezi reaksiyon karisiminin spektral analizi sonucunda 400-450 nm arasinda belirgin bir
yiizey plazmon pikinin agiga ¢ikmasina sebep olmaktadir. Daha dnce gerceklestirilen birgok aragtirmada
reaksiyon karisiminda artan nanoparcacik miktarina paralel olarak ylizey plazmon pikine ait tepe noktasi
optik yogunlugunun (OD) arttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, bu pikin keskinligi sentezlenen
parcaciklarin boyut dagiliminin goérece homojenligini gostermektedir. Bundan dolayr AgNO3
konsantrasyonu, sicaklik ve pH nin K. turkmenica 16K 104 kiiltiir sivist ile AgNP’lerin sentezi iizerine
etkileri yiizey plazmon pikinin varligi, siddeti ve genisligi temel alinarak degerlendirilmistir. Sentez
sonrasi reaksiyon karisimlarinin 300-800 nm dalgaboylar1 arasindaki absorbsiyon spektrumlart Sekil
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1’de gosterilmistir. Negatif kontrollerin higbirinde AgNP’lerin senteziyle iligkili bir renk degisimi
meydana gelmemekle birlikte absorbsiyon spektrumlarinda herhangi bir yilizey plazmon pikine
rastlanmamistir. Reaksiyon karisimindaki AgNOs konsantrasyonunun 0.5 mM’dan 2 mM’a
arttirtlmasiyla sentezlenen AgNP’lere ait yiizey plazmon piki tepe noktalarinin optik yogunlugunda
onemli bir artig kaydedilmistir. Fakat AgNOz konsantrasyonunun daha fazla arttirilmasi yiizey plazmon
piki tepe noktasina ait optik yogunluk degerinde 6nemli bir artis meydana getirmemistir. Ayrica, AgNOs3
konsantrasyonunun 2 mM’dan 2.5 mM ve 3 mM’a yiikseltilmesi neticesinde pik tepe noktasinin 416
nm’den 438 nm’ye kaydigi ve piklerin genisledigi gozlemlenmistir. Bu durum; sentezlenen
nanopartikiillerin boyutlarinda artis, homojenitesinde ise azalma oldugu seklinde yorumlandigi i¢in
optimum AgNOj3 konsantrasyonu 2 mM olarak belirlenmistir. inkiibasyon sicakliginin 40 °C’nin altina
diisiiriilmesi nanopargacik sentezinde 6énemli oranda azalmaya sebep olmustur. Ayrica, bu sicakliklarda
yiizey plazmon piklerinin genisledigi de gézlemlenmistir. Sentez siirecinin 50 °C’de gerceklesmesiyle
nanoparcaciklarin yiizey plazmon pikine ait tepe noktasinin optik yogunlugunda artis gézlemlenmistir.
Diger sicakliklarla karsilastirildiginda, 50 °C’de sentezlenen AgNP’lere ait ylizey plazmon pikinin daha
keskin oldugu da tespit edilmistir. Reaksiyon karisimindaki kiltiir sivisinin pH’s1 6’ya ayarlandiginda
AgNP’lerin sentezi gergeklestirilememistir. AgNP’lerin sentez yogunlugunun pH 7 ve pH 8’de benzer
seviyelerde oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, pH 9 ve pH 10’ da AgNP’lerin sentezinde 6nemli
bir artig tespit edilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde AgNP’lerin sentezi i¢in en uygun
AgNO3 konsantrasyonunun 2 mM oldugu, sicaklik ve pH derecelerinin ise sirasiyla 50 °C ve pH 10
olduguna karar kilinmigtir.
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Sekil 1. Farkli AgNOj; konsantrasyonunda (a), farkli sicakliklarda (b) ve farkli pH’larda (¢) sentezlenen AgNP’lerin 300-800
nm dalgaboylari arasindaki absorbsiyon spektrumlari

Streptomyces albogriseolus (Samundeeswari ve ark., 2012), Streptomyces sp. LK3 (Karthik ve
ark., 2014), Pilimelia columellifera (Golinska ve ark., 2016), Nocardiopsis valliformis (Rathod ve ark.,
2016) ve Streptomyces sp. NH28 (Sktadanowski ve ark., 2016) gibi aktinobakterilerle gergeklestirilen
calismalarda AgNP’lerin ekstraseliiler sentezi i¢in reaksiyon ortamima 1 mM AgNOs ilave edilmistir.
Calismalar neticesinde, yiizey plazmon piki tepe notalarmin 420-423 nm araliklarinda oldugu ve bu
piklere ait maksimum absorpsiyonun ise 0.2-1 OD (optik yogunluk) oldugu rapor edilmistir.
Streptacidiphilus sp. CGG11n’1n kiiltiir sivisi ile gergeklestirilen sentez ¢aligmasinda ise baslangigtaki
AgNO3 konsantrasyonu 1.5 mM’a ayarlanmis ve 27 °C’de 7 giinliik inkiibasyon sonunda sentezlenen
AgNP’lere ait ylizey plazmon piki tepe noktasinin 420-430 nm arasinda ve OD degerinin yaklasik 1.2
oldugu bildirilmistir (Railean-Plugaru ve ark., 2016). Sundugumuz bu ¢alismada, reaksiyon kosullarinin
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optimizasyonu neticesinde tepe noktasi 405 nm ve OD’si 2.89 olan ylizey plazmon piki elde edilmistir.
Bu durum, reaksiyon kosullar1 optimizasyonunun 6nemini ortaya koymaktadir.

AgNP’lerin Sentezi I¢cin Kiiltiir Besiyerinin Optimizasyonu

Biyolojik yollarla sentezlenen nanopargaciklarin ticari olarak kullanilabilmesinde ve kimyasal
yontemlerle sentezlenen muadilleri ile rekabet edebilmesindeki kritik etmenlerden biri maliyetleridir.
Bu nedenle bakterinin gelistirildigi kiiltiir ortam1 bilesenlerinin AgNP’lerin sentezi {izerine etkileri yiizey
plazmon pikinin siddeti ve genigligi temelinde arastirilmig ve sentez maliyeti azaltilmigtir (Sekil 2). Buna
gore, pepton yogunlugunun 2.5 g L™ ’den 2 ve 1.5 g L ye diisiiriilmesiyle nanoparcaciklarin sentezinde
onemli seviyede artis kaydedilmistir. Peptonun daha diisiik konsantrasyonlarinda ise nanopargaciklarin
sentezinde azalma gozlemlenmistir. Besiyerindeki maya 0ziitii konsantrasyonunun azaltilmasi ise
nanopargaciklarin sentezini nemli oranda azaltmistir. Malt 6ziitii konsantrasyonu 1.5 g L™¥’nin iizerine
cikarildiginda ya da altina diistiriildiigiinde nanopargaciklarin sentezinde azalma goriilmiistiir. Ayrica,
besiyerinde bulunan glukoz konsantrasyonunun AgNP’lerin sentezi iizerine etkisi aragtirilmig ve en
uygun konsantrasyonun 4 g L7 oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, nanopartikiil sentezinde
kullanilmak {izere K. turkmenica 16K104’nin kiiltiivasyonu igin besiyerinde bulunmasi gereken
optimum pepton, maya dziitii, malt 6ziitii ve glukoz konsantrasyonun sirastyla2 g L%, 3g L%, 1.5g L™
ve 4 g L olmas: gerektigi tespit edilmistir. Béylece, daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere
AgNP’ler optimum kosullar altinda sentezlenmistir. Bu kosullarda sentezlenen AgNP’ler i¢in tepe
noktas1 403 nm’de olan giiclii ve keskin bir yiizey plazmon piki belirlenmistir.
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Sekil 2. K. turkmenica 16K104 ‘nin kiiltiive eildigi besiyerinde farkli konsantrasyonlarda pepton (a), maya 6ziitii (b), malt
oziitii (c) ve glukoz (d) varliginda sentezlenen AgNP’lerin 300-800 nm dalgaboylari arasindaki absorbsiyon spektrumlari

AgNP’lerin Karakterizasyonu

Optimum kosullar altinda sentezlenen AgNP’lerin SEM goriintiileri Sekil 3a’da gosterilmistir.
AgNP’lerin 50000 biiylitme ile alinan SEM mikrografina gore kiiresel sekilde olduklar1 ve boyutlarinin
ise 5-50 nm arasinda degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde; Sinomonas mesophila MPKL
2 (Manikprabhu ve ark., 2016), Halomonas sp. (Abdollahnia ve ark., 2020), Pseudomonas sp. THG-
LS1.4 (Singh ve ark., 2018), Sporosarcina koreensis DC4 (Singh ve ark., 2016), ve Enterobacter cloacae
(Ashraf ve ark., 2019) araciligiyla ekstraseliiler olarak sentezlenen AgNP’lerin 50 nm’den daha kiigiik
olduklar1 belirtilmistir. Bununla birlikte; baz1 arastirmacilar ise Bacillus subtilis (Altinsoy ve ark., 2019),
Bacillus mojavensis BTCB15 (Igtedar ve ark., 2019) ve Bacillus brevis (Saravanan ve ark., 2018) ile
tiretilen AgNP’lerin ise 50 nm’den biiyiik olduklarini rapor etmislerdir.

SEM ile goriintiilenen AgNP’lerin varligi EDS analizi sonucunda tespit edilen giiclii glimiis sinyali
ile teyit edilmistir (Sekil 3b). Ayrica, kaplamadan kaynakli altina (Au), analiz yapilan zeminin cam
olmasindan kaynakli silisyuma (Si), reaksiyon karisimindaki organik bilesiklerin nanopartikiil
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ylizeyinde stabilize edici ajan olarak bulunmasindan kaynakli olarak da azot (N), oksijen (O) ve kiikiirte
(S) ait sinyaller de gozlemlenmistir.

Sekil 3. Optimum kosullarda sentezlenen AgNP’lerin SEM mikrografi (a) ve elemental analiz sonuglarim gésteren EDS
grafigi (b)

Sentezlenen AgNP’lerin boyut dagilimlart DLS ile arastirilarak Sekil 4a’da gosterilmistir. Analiz
sonucunda hesaplanan 0.311°lik polidispersite indisi (PDI < 0.5) AgNP’lerin boyut dagiliminin homojen
oldugunu gdostermistir. Nanopartikiillerin endiistriyel uygulamalarda kullanilabilmesi i¢in ¢ozelti
igerisindeki boyut dagiliminin olduk¢a dar sinirlar iginde olmasi arzu edilmektedir. DLS analizi
neticesinde sentezlenen AgNP’lerin arzu edildigi gibi 4-20 nm boyutlar1 arasinda dagilim gosterdigi
belirlenmistir. Literatiir arastirmasi neticesinde, sentezlenen AgNP’lerin boyut dagiliminin Bacillus
FUMI1 (Bahrami-Teimoori ve ark., 2019), Streptomyces griseoplanus SAI-25 (Vijayabharathi ve ark.,
2018), Pseudomonas deceptionensis DC5 (Jo ve ark., 2016), Streptomyces rochei MHM13 (Abd-Elnaby
ve ark., 2016.), Stenotrophomonas maltophilia (Oves ve ark., 2013) ve Sporosarcina koreensis DC4
(Singh ve ark., 2016) ile sentezlenen AgNP’lere gore daha dar sinirlar igerisinde oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, ortalama pargacik blyiikliigi 6 nm olarak hesaplanmistir. Farkli aktinobakteriyel tiirler
araciligiyla sentezlenen AgNP’lerle karsilastirildiginda, K. turkmenica 16K104 ile sentezlenen
AgNP’lerin ortama boyutlarinin daha kiiciik oldugu goriilmektedir (Otari ve ark., 2012).

Nanopargaciklarin karakterizasyonunda onemli diger bir parametre ise sahip olduklar1 zeta
potansiyelleridir. Zeta potansiyeli 0 mV ve 0 mV’ye yakin olan pargaciklarin kararhliklar diisiik oldugu
icin topaklanma ve sedimentasyon egilimindedirler (Yazici ve ark., 2018; Budama-Kiling, 2019). Fakat
kolloyidal bir ¢6zelti dnemli Sl¢iide pozitif (> +30 mV) veya negatif (< -30 mV) zeta potansiyeline
sahipse birbirlerini itecekleri i¢in daha iyi dagilim gosterirler. K. turkmenica 16K104 araciligiyla
sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyeli -30.6 = 10.1 olarak tespit edilmistir (Sekil 4b). Anasane ve ark.
(2016) filogenetik olarak Pilimelia columellifera ile oldukga yakin iligkili olan aktinobakteriyel bir izolat
araciligiyla sentezledikleri AgNP’lerin zeta potansiyelini -18,6 mV olarak 6l¢gmiislerdir. Mohanta ve
Behera (2014). Streptomyces sp. SS2 ile sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyelini ise -17,7 + 5.30 mV
olarak tespit etmislerdir.
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Sekil 4. DLS analizi sonucunda K. turkmenica 16K104 araciligiyla sentezlenen AgNP’lerin boyut
dagilimin1 (a) ve zeta potansiyelini (b) gosteren grafikler

AgNP’lerin Disk Difiizyon Teknigi ile Bakteriler Uzerine Etkilerinin Taranmasi

Sentezlenen AgNP’lerin patojen bakteri suslarina karsi antibakteriyal etkisi kolay ve hizli bir
yontem olan disk difiizyon testi ile kalitatif olarak belirlenmistir. Calisma neticesinde, AgNP’lerin A.
baumannii, B. cereus, E. cloacae, E. coli, Enterococcus spp. (VRE), K. pneumoniae, Providencia spp.,
M. morganii, P. aeruginosa, S. epidermidis, C. freundii, C. striatum ve S. pneumoniae {izerine
antibakteriyal etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bunun yanisira, nanopargaciklarin filtreden besiyerine
diifiizyon oranlarinin yetersiz olmasindan dolay1 konsantrasyon artigina paralel olarak zon ¢apinda artis
gozlemlenememistir. Patojen bakteri suslarin gelistirildigi besiyerlerine yerlestirilmis nanoparcaciklarin
emdirildigi filtrelerin etrafinda gozlemlenen inhibisyon zonlar1 Sekil 5°de gdsterilmistir.

Sekil 5. K. turkmenica 16K104 aracilifiyla sentezlenen AgNP’lerin patojenlere karsi antibakteriyal etkilerini gdsteren
inhibisyon zonlar

AgNP’lerin Bakterilere Karst MiK ve MBC Degerleri

K. turkmenica 16K104 araciligiyla sentezlenen AgNP’lerin test edilen patojen bakteri suslarina
karst MiK ve MBC degerleri Cizelge 1°de gosterilmistir. AgNP’ler en yiiksek inhibe edici etkiyi 0.25
ng/mL’lik MIK degeri ile E. coli iizerine gosterirken en diisiik etkiyi 4 pg mL™*’lik MIK degeri ile M.
morganii ve Providencia spp. lizerine gostermislerdir. En yiiksek bakteriyosidal etkiyi ise P. aeruginosa
ve S. aureus karsisinda sergilemislerdir. Bununla birlikte, E. cloacae ve C. freundii i¢in MBC degerleri
32 ng mL? olarak gozlemlenirken C. striatum, Providencia spp. ve S. pneumoniag i¢in MBC degerinin
caligilan araliklarin {izerinde oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde aktinobakteriler araciligiyla sentezlenmis AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitelerinin

belirlenmesine yonelik disk diflizyon yontemiyle gerceklestirilen fazla sayida aragtirma mevcuttur
(Hemmati ve ark., 2019; Dhanaraj ve ark., 2020; G6l ve ark., 2020) Fakat aktinobakteriler araciligiyla
sentezlenmis AgNP’lerin MIC ve MBC degerlerinin rapor edildigi ¢cok az sayida ¢aligma bulunmaktadir.
Buszewski ve arkadaslarinin (2018) gergeklestirdigi ¢alismada Streptacidiphilus durhamensis
araciligiyla sentezlenen AgNP’lerin MIK degerlerinin S. aureus, E. coli ve K. pneumoniae, B. subtilis’e
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kars1 6.25 ng mL? iken P. aeruginosa’ya karsi ise 25 pg mL™ oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bu
bakterilere karst MBC degerlerinin ise 50-100 pg mL™? arasinda oldugu belirlenmistir (Buszewski ve
ark., 2018). Baska bir ¢alismada Radhod ve arkadaslar1 (2016) Nocardiopsis valliformis OT1 araciligiyla
sentezledikleri AgNP’lerin B. subtilis, E. coli ve P. aeruginosa’ya karst MIK degerlerini 60 pg mL*
olarak bulmuslardir. Ayn1 ¢alismada S. aureus ve K. pneumoniae’ya karst MiK degerlerinin 30 pg mL
! ve 70 pg mL? oldugunu da rapor etmislerdir. Wypij ve arkadaslar1 (2018) Streptomyces calidiresistens
IF11 kullanarak sentezledikleri AgNP’lerin E.coli ve B. subtilis’e kars1 MIK degerlerini 96 pg mL*
olarak belirlemislerdir. Railean-Plugaru ve arkadaslarinin (2016) gergeklestirdikleri calismada ise
Streptacidiphilus sp. CGG1 1n aracili sentezlenen AgNP’lerin B. subtilis, E. coli ve P. aeruginosa’a karsi
MIK ve MBC degerleri sirasiyla 6,25 pg/mL ve 50 pug/mL olarak bulunmustur. K. turkmenica 16K104
ile sentezlenen AgNP’lerin antibakteriyal etkinliginin aktinobakteriler araciligiyla sentezlenen diger
AgNP’lerle kiyaslandiginda oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Goriilen giiglii antibakteriyal etkinin
sentezlenen AgNP’lerin muadillerinden daha kiicik boyutlarda olmasindan kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Ciinkii nanopartikiillerin boyutlar kiiciildiikge etki ettigi ylizey alan1 artmaktadir.
Ayrica, yesil sentez yoluyla elde edilen nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zelliklerinin indirgeyici ve
stabilize edici ajanlarin farkliligina bagli olarak sentezlendikleri kaynaga gore degismekte oldugu bu
calisma ile bir kez daha agikga goriilmiistiir (Singh ve ark., 2015).

Cizelge 1. K. turkmenica 16K 104 araciligiyla sentezlenen AgNP’lerin test edilen bakterilere karst MIK ve MBC degerleri

Bacteria MIK (ug mL™?) MBC (ug mL™?)
A. baumannii 2 16
B. cereus 0.5 2
C. striatum 0.5 -
E. cloacae 0.5 32
E. coli 0.25 8
K. pneumoniae 1 8
Enterococcus spp. (VRE) 1 8
M. morganii 4 16
Providencia spp. 4 -
P. aeruginosa 1 1
S. aureus 1 1
S. epidermidis 1 8
S. pneumoniae 1 -
C. freundii 1 32

AgNP’lerin Genotoksik Potansiyelleri

DNA hasariin degerlendirilmesi i¢in kuyruk uzunluklar1 Tip 0: Hasars1z hiicre (kuyruksuz hiicre),
Tip I: Az hasarli hiicre, Tip II: Diisiik hasarli, Tip III: Orta hasarli ve Tip IV: Yiiksek hasarli (Uzun ve
daginik kuyruk) olmak {izere gruplandirilmistir (Sekil 6). Genotoksisite degerlendirmesinde genetik
hasar indeksi (GHI) verilmistir. GHI ise asagida verilen esitlikte gosterildigi gibi hesaplanmistir.

GHI= [(% Tip0Ox0)+ (% Tiplx1)+ (% Tip2x2)+ (% Tip3x3)+ (% Tip4dx4)]/100

"l €l

Sekil 6. Hep G2 hiicrelerinin K. turkmenica 16K 104 aracilifiyla sentezlenen AgNP’lere maruziyeti sonucu olusan kuyruk
tiplerinin floresan mikroskop goriintiileri. a) Tip 0, b) Tip 1,¢) Tip 2,d) Tip3 vee) Tip 4
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Testin duyarliliginin belirlenmesi i¢in hiicreler H.O2’ye maruz birakilmistir. Maruziyet sonrasinda
GHI degerinde negatif kontrole (0.67 + 0.02) kiyasla onemli bir artig (1.87 £ 0.4) gozlemlenmistir.
Hiicrelerin 0.25, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 ug mL™* yogunluklarinda AgNP’lere maruziyeti sonucunda GHI indeksi
strastyla yaklasik 0.69 + 0.02, 0.71 £ 0.01, 0.74 = 0.01, 0.78 = 0.02, 0.80 + 0.03 ve 0.92 + 0.03 olarak
hesaplanmustir.  Istatistiki olarak degerlendirildiginde GHI degerlerinde &nemli bir artig
gdzlemlenmemistir. Diger taraftan, hiicreler 16 ve 32 ug mL™ yogunluklarinda AgNP’lere maruz
birakildiginda negatif kontrole kiyasla GHI indeksinde dnemli bir artis oldugu gézlemlenmistir.

SONUC

Gergeklestirilen ¢calisma gergevesince glimiis nanopargaciklarinin sentezi yenilenebilir bir kaynak
olan K. turkmenica 16K104 bakterisi kullanilarak diisiik maliyetli ve kolay bir yontemle basari ile
gerceklestirilmistir. Sentez sirasinda toksik kimyasallara ve yiiksek sicaklik gibi sert ortam kosullarina
ihtiya¢ duyulmamasi sunulan yontemin giimiis nanopargaciklarinin hem ¢evre dostu hem de giivenli
sekilde biiytik 6lcekli iiretimi i¢in kullanilabilme potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Gorece kiiciik
boyutlarda olmalar1 ve homojen dagilim gdstermeleri sentezlenen giimiis nanopacaciklarin endiistriyel
uygulamalarda kullanim olanagini arttirmaktadir. Ayrica sentezlenen nanoparcaciklarin B. cereus, E.
coli, K. pneumoniae, Enterococcus spp. (VRE), P. aeruginosa, S. aureus ve S. epidermidis’ e karsi
giivenli sekilde inhibe edici ve dldiiriicii ajan olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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