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Bu tez kapsaminda, toksisite genlerine sahip olmayan termofilik SGC-R bakterisinin
kiiltiir kosullar1 (NaCl’siz NB, 55°C, pH 8.5, 48 saat) ve hiicresiz kiiltiir siipernatantindan
glimiis nanopartikiillerin (AgNP’lerin) tiretimi kosullart (1 mM AgNOs, 60°C, pH 7.5, 48
saat) optimize edilerek yiiksek saflikta, monodispers ve kiiresel morfolojide AgNP’ler
biyolojik olarak sentezlenmistir. Elde edilen nanopartikiiller UV-Vis spektrofotometre,
FT-IR ve TEM analizleri ile karakterize edilmistir. AgNP’ler UV-Vis spektroskopisinde
401 nm’de belirgin bir yiizey plazmon rezonans piki gostermistir. FT-IR analizleri
AgNP’lerin stabilizasyonunu kolaylastirmis olabilecek protein icerikli veya diger organik
kalintilarin varligin1 géstermistir. TEM analizi ile 27-67 nm araliginda boyutlara sahip,
kiiresel AgNP’ler gbzlenmistir. Sentezlenen AgNP’ler, Gram-pozitif, Gram-negatif ve
fungal patojenlere kars1 giiclii antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivite sergilemis;
ozellikle Candida tiirleri ve Staphylococcus epidermidis’e karsi en diisiik minimum
inhibitér konsantrasyonlar1 (78.13 pg/mL) gozlenmistir. Ticari kimyasal AgNP’lerle
kiyaslandiginda biyolojik AgNP’ler ¢cok daha diisiik konsantrasyonlarda etkili olmus ve
yizey kaplayic1 oOzellikleri sayesinde etkinlikleri artmustir. DPPH  analizi,
nanopartikiillerin konsantrasyona bagli olarak antioksidan aktivite sergiledigini
gostermistir. Saglikli hiicrelerde diisiik toksisite, kanser hiicre hatlarinda ise segici
sitotoksik etki belirlenmistir. In vitro yara modeli ¢alismalarinda, fibroblast ve keratinosit
hiicreleri canliligini korurken, ozellikle disiik dozlarda migrasyon iizerinde etki
gostermistir. Elde edilen bulgular, SGC-R araciligiyla gerceklestirilen biyolojik sentezin
cevresel agidan uyumlu, biyogiivenli ve verimli bir yontem oldugunu ve biyomedikal
uygulamalar, kanser tedavisi ve yara bakiminda terapotik potansiyel sergileyebilecegini
ortaya koymustur.

Ocak 2026, 181 sayfa

Anahtar Kelimeler: Giimiis nanopartikiil (AgNP), Yesil sentez, Termofilik basil,
Karakterizasyon, Biyolojik aktiviteler, Yara iyilesmesi
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INVESTIGATION OF SILVER NANOPARTICLE BIOSYNTHESIS,
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Within the scope of this thesis, the culture conditions of the thermophilic SGC-R
bacterium lacking toxicity genes (NB without NaCl, 55 °C, pH 8.5, 48 h) and the
conditions for the production of silver nanoparticles (AgNPs) from the cell-free culture
supernatant (1 mM AgNO3, 60°C, pH 7.5, 48 h) were optimized, enabling the biological
synthesis of high-purity, monodisperse AgNPs with a spherical morphology. The
synthesized nanoparticles were characterized using UV-Vis spectrophotometry, FT-IR,
and TEM analyses. The AgNPs exhibited a distinct surface plasmon resonance peak at
401 nm in the UV-Vis spectrum. FT-IR analyses indicated the presence of proteinaceous
or other organic residues that may have facilitated the stabilization of the AgNPs. TEM
analysis revealed spherical AgNPs with sizes ranging from 27 to 67 nm. The synthesized
AgNPs demonstrated strong antimicrobial and antibiofilm activities against Gram-
positive, Gram-negative, and fungal pathogens; notably, the lowest minimum inhibitory
concentrations (78.13 ug/mL) were observed against Candida species and
Staphylococcus epidermidis. Compared with commercially available chemically
synthesized AgNPs, the biologically synthesized AgNPs were effective at much lower
concentrations, and their activity was enhanced due to their surface-coating properties.
DPPH analysis demonstrated that the nanoparticles exhibited concentration-dependent
antioxidant activity. Low toxicity was observed in healthy cells, while selective cytotoxic
effects were detected in cancer cell lines. In in vitro wound model studies, fibroblast and
keratinocyte cells maintained their viability, and the study showed an effect on migration,
especially at low doses. Overall, these findings demonstrate that SGC-R-mediated
biological synthesis is an environmentally compatible, biosafe, and efficient method, and
that the resulting AgNPs exhibit therapeutic potential for biomedical applications, cancer
therapy, and wound care.

January 2026, 181 pages

Key Words: Silver nanoparticle (AgNP), Green synthesis, Thermophilic bacilli,
Characterization, Biological activities, Wound healing
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1. GIRIS

“Nano” terimi, Yunanca “nanos” (ciice, kiigiik) sdzciigiinden tiiremis olup, metrenin
milyarda birine (10°m) karsilik gelmektedir. Nanopartikiiller genel olarak 1-100 nm
araligindaki boyutlarda tanimlanir, fakat bazi literatiirlerde birkag yiiz nanometreye kadar
uzanan sinirlar da kabul edilebilir (Gong vd. 2007, Makvandi vd. 2020). Nanopartikiiller,
sahip olduklar1 bu kii¢ciik boyutlar sayesinde makroskobik hallerine kiyasla farkli
fizikokimyasal 6zellikler sergilerler; 6zellikle yiizey alani/hacim oraninin artmasi, optik,
elektriksel, manyetik, katalitik ve biyolojik davranislarinda belirgin degisimlere yol agar.
Nano boyutlu metalik pargaciklar, makroskobik 6rneklerden farkli davranabilir; ¢linki
yiizey alani/hacim orani ¢ok yiiksektir, bu da yiizey reaktivitesini artirir. Bu sayede,
pargacik yiizeyine adsorbe olan kimyasal tiirler daha belirgin hale gelir, ylizey elektron
yapis1 ve termodinamik 6zellikler degisebilir. Bu avantaj, 6zellikle biyolojik sistemlerde

etkinlik kazandirabilir (Nowack vd. 2011, Kumar vd. 2018).

Nanoteknoloji; malzeme bilimi, kimya, fizik, biyoloji ve miithendislik gibi pek ¢ok
disiplinin kesisim noktasinda yer almakta ve o6zellikle tip, biyoteknoloji, enerji, cevre,
elektronik ve sensor uygulamalarinda kritik rol oynamaktadir. Yenilik¢i tibbi teshis
sistemleri, yeni nesil ila¢ dagitim sistemleri, kaplamalar, yara iyilestirme materyalleri ve
biyosensorler gibi bircok uygulamada kullanilabilen biyouyumlu nanomalzemelerin
sentezi ve tasarimi nanoteknoloji uygulamalari arasinda one ¢ikmaktadir (Ghasemzadeh

vd. 2014, Adeyemi ve Sulaiman 2015).

Giimiis, yiiksek 1s1 ve elektrik iletkenligine sahip, yumusak ve parlak bir metaldir. Sahip
oldugu 6zellikleri nedeniyle tarih boyunca tibbi uygulamalarda kullanilmistir (Firdhouse
ve Lalitha 2015, Konop vd. 2016). Ancak makroskobik giimiis mikroorganizmalara kars1
zaman zaman giiclii etki gosteremeyebilirken, nano boyutlu glimiisiin benzersiz fiziksel
ve kimyasal ozellikler gosterdigi ve bu 6zelliklerin topikal Klinik uygulamalarda makro
Olcekli formundan ¢ok daha etkili oldugu belirlenmistir (Nowack vd. 2011). Bunun
baslica nedeni, glimiis nanopartikiillerin ylizey alani/hacim oranlar1 sayesinde hedef
mikroorganizmalarin daha genis ylizey alanlarina maruz kalmasidir (Kumar vd. 2018).

Glimiis nanopartikiiller (AgNP’ler) i¢in literatiirde kolloidal glimiis, nanogiimiis, giimiis



nanoyapilar gibi ¢esitli terminolojiler de kullanilmaktadir (Makvandi vd. 2020). Glimiis
nanopartikiiller, biyomedikal, saglik, gida, sensor, kaplama, tekstil, yara ortiisii, optik ve
katalitik gibi bir¢ok alanda kullanim potansiyeli tasimaktadirlar (Mukherjee vd. 2001, Li
vd. 2010, Chernousova ve Epple 2013, Li vd. 2014). Oregin, giimiis nanopartikiiller
tekstil trlinlerinin antibakteriyel kaplamalarinda, tibbi cihaz kaplamalarinda, yara
ortiilerinde, ilag salim tasiyicilarinda, sensdr ve biyoalgilama platformlarinda yaygin
sekilde arastirilmaktadirlar (Sondi ve Salopek-Sondi 2004, Li vd. 2010, Chernousova ve
Epple 2013). Bir baska 6rnek olarak da giimiis nanopartikiiller membran kaplamalar1 ve
su filtrelerinde olmak {izere su aritimi, su dezenfeksiyonu ve ¢evresel uygulamalarda da

kullanilmaktadirlar (Zhang vd. 2016).

Glimiis nanopartikiillerin en iy1 bilinen biyolojik aktiviteleri, bakteriler lizerinde farkli
etki mekanizmalariyla gosterdikleri antimikrobiyal etkilerdir (Kumar vd. 2018).
Literatiirde 6ne ¢ikan baslica etki mekanizmalar1 arasinda; nanopartikiillerden kontrollii
bigimde salgilanan monovalent giimiis iyonlarinin (Ag") hiicre igi protein, enzim ve DNA
gibi yapilara baglanip fonksiyonlarini bozarak toksik etki gostermesi, AgNP’lerin reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini indiiklemesi ve bunun da lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi hiicre i¢i hasar yollarina yol agmasi, AgNP’lerin hiicre
duvart ya da zar bilesenlerine baglanarak yapisal biitiinliigli bozmas1 ve/veya zar
gecirgenligini degistirmesi ve bunun sonucunda hiicre iceriginin disar1 sizmasi
bilinmektedir. Ayrica AgNP’ler, bakterilerin ylizeye tutunmasini, koloni olusturmasini ve
biyofilm gelistirmesini engelleyerek direngli mikroorganizmalara kars1 etkinlik saglamasi
ve AgNP’ler veya Ag" iyonlarmin DNA  sarmali ile etkileserek
replikasyon/transkripsiyon siireglerini bozmasi ve ayni zamanda enzim aktivitelerini
inhibe etmesi gibi mekanizmalar yer almaktadir (Siddigi vd. 2018). Bu mekanizmalar
birbirleriyle sinerjik etki gosterebilirler. Boyut, sekil, kaplama ajani ve yiizey yiikii gibi
partikiil 6zellikleri bu etki mekanizmalarinin verimliligini dogrudan etkilemektedir. Daha
kiiciik boyutlu nanopartikiiller daha yiiksek ylizey alani/hacim oranina sahip oldugundan,
genellikle daha giiglii biyolojik etki gosterirler (Khan vd. 2018, Siddiqi vd. 2018).

AgNP’lerin sentezi i¢in farkli yontemler mevcuttur. Bunlar; lazer ablasyonu, ultrasonik

pargalama ve piiskiirtme gibi fiziksel sentez yontemleri, sodyum borhidriir (NaBH4) veya



sitrat benzeri indirgeme ajanlarinin kullanildigi kimyasal indirgeme ve fotokimyasal
yontemler gibi kimyasal sentez yontemleri, mikroorganizmalar, bitki dziitleri veya diger
biyomolekiiller araciligiyla biyolojik (yesil) sentez yontemleri olmak {izere ii¢ ana
yaklasimda smiflandirilmaktadirlar (Singh vd. 2018, Wang vd. 2020). Fiziksel ve
kimyasal sentez yontemleri kontrollii tiretim saglamakla beraber, genellikle yliksek enerji
gereksinimi, pahali ekipman ve toksik kimyasal ajanlara bagimli olma gibi dezavantajlar
vardir. Bu dezavantajlar biyouyumluluk, ¢evresel etki ve maliyet agilarindan 6nemli
sorunlar dogurabilmektedir. Bu nedenle, biyolojik sentez yontemleri giderek daha fazla
tercih edilir duruma gelmistir. Bu yaklasimlar cogunlukla daha ¢evre dostu, daha diisiik
toksisite riski tasiyan ve daha diisiik maliyetli segenekler sunar. Biyolojik sentez
yontemlerinde kullanilan organizmalar ya da biyomolekiiller, hem indirgeme
(rediiksiyon) hem de capping/stabilizasyon rolii iistlenebilirler ve agregasyonu onleyerek
daha fazla stabilizasyon saglarlar (Singh vd. 2018, Ramesh vd. 2015, Singh vd. 2015,
Wang vd. 2020). Giimiis nanopartikiillerin biyosentezi, bitki, mantar ve bakteri gibi ¢esitli
biyolojik sistemlerde incelenmis olup, genellikle Ag* iyonlarina karsi gelistirilen
toksisiteye kars1 direng mekanizmalariyla tanimlanmaktadir (Barros vd. 2018, Zhao vd.
2018). Ancak bitki ve mantar temelli yontemler ¢ogunlukla in vitro uygulamalarda
yayginken, bakteriyel tiretimin biyoteknolojik agidan ¢esitli avantajlar saglar; bakteriler
hizli biiyiir, kontrollii kiiltiir ortamlarinda {iretilebilir ve biyomolekiiler yollarla
nanopartikiil kontrolii saglama potansiyeli sunar (Pantidos 2014, Bao ve Lan 2019,
Dhandapani vd. 2020). Bakteriler tarafindan nanopartikiil sentezi, giimiis iyonlarinin
indirgendigi yere bagl olarak hiicre i¢i (intraseliiler) veya hiicre disi (ekstraseliiler)
gerceklesmektedir (Javaid vd. 2018). Hiicre i¢i gergeklestirilen iiretim, iiretilen
partikiillerin hiicre dis1 ortama salinmasi i¢in ilave mekanik ve kimyasal iglemler
gerektirmektedir. Bu da hiicre i¢i iiretimi, hiicre dis1 iiretim silirecine gére daha ¢ok

asamal1 ve uzun siireli hale getirmektedir (Das vd. 2014).

Fazladan asama gerektirmemesi sebebiyle kisa siirmesi ve daha ucuz olmasi1 bakimindan
avantajli olan ekstraseliiler AgNP’lerin sentezini gergeklestirebilen tiirleri barindiran bir
bakteri grubu da termofilik basillerdir. Olumsuz kosullarda spor olusturabilen bu
bakterilerin ideal gelisme sicakliklar1 50 ila 65°C arasinda degismektedir. Yiiksek

sicakliklarda tireyebilme yetenekleri sahip olduklar1 termal olarak kararli enzimler ve



cesitli makromolekiiller sayesindedir. Termofilik siiregler kararli, hizli ve maliyeti diisiik,
reaktant aktivitesini ve iirlin eldesini kolay kilan siire¢lerdir. Bu mikroorganizmalar,
temel hiicre dis1 polisakkaritler, amilaz, seliilaz, ksilanaz ve proteaz gibi ekzoenzimler ve
kanser arastirmalarinda kullanilan proteinler igerir. Bu 6zelliklerine insan basta olmak
tizere yiiksek yapili canlilarin viicudunda yasayamamalart ve patojen olmamalar1 da
eklendiginde, bu hususlar onlar1 endiistriyel ve biyoteknolojik kullanim agisindan
avantajli hale getirmektedir (Zeikus 1979, Mormile vd. 2003, Jahan vd. 2024).

Nanopartikiillerin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikler sergileyecekleri davranislari,
biyodagilimlarini, giivenilirliklerini ve etkinliklerini belirlemektedir. Bu nedenle sentezi
gerceklestirilen AgNP’lerin karakterizasyonu, fonksiyonel yonlerini ve potansiyel
kullanim  alanlarimi1  belirleyebilmek i¢in  olduk¢a elzemdir. = Nanopartikiil
karakterizasyonu, UV-Vis spektroskopisi, X-1sin1 difraktometrisi (XRD), dinamik 151k
sacilimi (DLS), Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR), X-1s1n1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS), gecirimli elektron mikroskobu (SEM), transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi c¢ok cesitli analitik
teknikler ile gergeklestirilmektedir (Zhang vd. 2016).

Yara; fiziksel, kimyasal veya cerrahi nedenlere bagli olarak doku devamliliginin
bozulmasi, dokularin kesintiye ugramasi veya tahrip olmasi olarak tanimlanmaktadir
(Chaudhari vd. 2016, Gonzalez vd. 2016). Yara iyilesmesi deri ve deri altindaki dokularda
meydana gelen, sirasiyla hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden yapilanma
asamalardan olusan karmagik ama iyi bir organzisyon gerektiren biyolojik bir siirectir.
Yaralar baslica akut veya kronik olmak tizere iki kategoride siiflandirilir. Akut yaralar,
bahsi gegen bu yara iyilesme siireglerini takip ederek 1-12 hafta i¢inde iyilesen yaralardir.
Kronik yaralar ise yaslilik, obezite, ¢esitli damar hastaliklar1 ve immiin yetmezlik gibi
patolojik sebeplerden dolayi, yara iyilesme basamaklarinin sekteye ugradigi ve
lyilesmenin tam olarak gerceklesemedigi yaralardir. Kronik yaralar enfeksiyona karsi
daha duyarlidir, pitht1 olusumu gozlenmezken, asir1 inflamasyon gelisir ve zamanla
bakteriyel kaynakli biyofilm olusumu goriilmektedir (van Neck 2012, Langer vd. 2015,
Shah vd. 2019). Giimiis ve bilesikleri antik ¢aglardan beri antibakteriyel ve terapotik

uygulamalar icin yaygin olarak kullanilmistir. Hipokrat, tilserleri tedavi etmek ve yara



iyilesmesini desteklemek amaciyla glimiis preparatlar kullanirken, giimiis nitrat (AgNO3z)
yara bakimi ve alet dezenfeksiyonu icin kullanilmistir. Dogumdan kaynaklanan
vezikovajinal fistiillerin ince giimiis tellerle dikilmesinin enfeksiyonu biiyiik Olclide
azalttigr goriilmistiir. 19’uncu yiizyilin baslarinda, yara enfeksiyonu ve yanik tedavisi
icin glimiis preparatlar gelistirilmistir. Son yillarda, antibiyotiklerin yanlis ve gerekesiz
kullanimina bagli gelisen bakteriyel direng, diinya capinda global bir sorun haline
gelmistir ve nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte glimiis ve nanoglimiise olan ilgi ve

ihtiyac giderek artmaktadir (Alexander 2009, Khan vd. 2018, Kumar vd. 2018).

Yukarida 6zetlenen bilgilerin 15181nda, tez ¢alismasi dahilinde;

e AgNP’lerin iretim Kkabiliyeti bakimindan taranmis yiiksek sicakliklarda
gelisebilen ve sporlu termofilik bir basilden dogal yollarla AgNP’lerin {iretiminin
gerceklestirilmesi,

e Termofilik basilin mikrobiyal gelisiminin ve fonksiyonel AgNP’lerin iiretiminin
optimize edilmesi,

o Sentezlenen AgNP’lerin potansiyel kullanim alanlarini ve kullanim seklini
aydinlatabilmek adina karakterizasyonunun yapilmasi,

e Karakterize edilen AgNP’lerin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve
sitotoksik etki gibi biyolojik aktivitelerinin aydinlatilmast,

e Son olarak in vitro yara modeli olusturularak elde edilen AgNP’lerin hiicre gogii

ve yara iyilesmesi lizerine etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Literatiirde, 6zellikle termofilik Anoxybacteroides cinsinden biyolojik sentez yontemiyle
giimiis nanopartikiil elde edilmesine yonelik oldukg¢a kisitli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Mevcut calismalar c¢ogunlukla Geobacillus cinsi iyelerine odaklanmistir. Tez
kapsaminda calisilan termofilik SGC-R ilk kez bu ¢aligma ile literatiire kazandirilacaktir.
Ayrica bu tez calismalart SGC-R’nin nanopartikiil iiretim potansiyelini dogrudan
etkileyen faktorlerin detayli bir optimizasyonunu ele almamaktadir. Ek olarak termofilik
bakteriler aracilifiyla sentezlenen AgNP’lerin ¢ogunlukla antimikrobiyal aktiviteleri
calisilmis olmakla birlikte, antibiyofilm aktiviteleri, antioksidan aktiviteleri, saglikli ve

kanser hiicre hatlarina kars sergiledikleri sitotoksik etkileri detayli arastirilmamstir. In
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vitro yara modeli olusturularak giimiis nanopartikiil i¢eren proliferasyon ortamlarinin,
yara iyilesmesinde biiyiikk 6nem arz eden hiicre gogiine etkisinin incelenmesi ise
termofilik bakteri kaynakli sentezlenen glimiis nanopartikiiller i¢in ilk kez bu tez
calismasi ile gerceklestirilmistir. Calisma bu acilardan bu konudaki literatlir eksigini

kapatmasinin yani sira beraberinde yeni ve 6zgiin ¢alisma konularina da 6nciilik etme

potansiyeli olusturmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Nanoteknoloji temel olarak nano boyutta materyallerin iiretilmesi ve bu materyallerin
yeni Ozellikler kazandirilmis malzeme, cihaz veya sistemlerin  gelistirilmesi
uygulamalarinda kullanilmasini konu alan disiplinler arasi bir bilim dalidir. Nano 6lgekte
malzemelerin optik, mekanik, elektriksel ve kimyasal Ozelliklerinde gozle goriiliir
farkliliklar ortaya c¢ikmaktadir (Sharma ve Kumar 2021, Joudeh ve Linke 2022).
Nanoteknoloji kavrami ilk olarak 1974 yilinda Profesor Norio Taniguchi tarafindan
olusturulmustur (Goutam vd. 2020). 1980’li yillarda taramali tiinelleme mikroskobu
(STM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi gelismis goriintiileme tekniklerinin
kesfiyle birlikte nano boyuttaki yapilar dogrudan gézlemlenebilmis ve manipiile edilebilir
hale gelmistir. Giinlimiizde nanoteknoloji; fizik, kimya, biyoloji, tip, miihendislik ve
malzeme bilimi gibi farkli disiplinlerin kesisim noktasinda yer alarak, hem temel
arastirmalarda hem de uygulamali alanlarda genis bir kullanim alanina sahiptir
(Altammar 2023). Nanoteknoloji tip ve biyolojik bilimlerde ¢ogunlukla; tibbi teshis,
biyoalgilama, saglik bakimi, ilag dagitimi, cesitli kaplamalar, tibbi cihazlar, yara
iyilesmesi dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli potansiyel uygulamalara sahip, biyouyumlu
nanomateryallerin sentezini igermektedir (Ghasemzadeh vd. 2014, Adeyemi ve Sulaiman
2015).

Nanoteknolojinin en temel unsurlar1 nanopartikiillerdir. Nanopartikiiller, genellikle 1-100
nm araliginda degisen Dboyutlardaki parcaciklar1 igeren malzemeler olarak
tanimlanmaktadir (Khan vd. 2022). Nanopartikiiller, kiigiik boyutlar1 sayesinde yiiksek
yiizey alani/hacim oranina sahiptirler ve bu durum, reaktivite, ¢ozliniirliik, optik sogurma
ve manyetik 6zellikler gibi bir¢ok fizikokimyasal 6zellige sahip olmalarini saglamaktadir
(Sharma ve Kumar 2021, Yusuf vd. 2023). Nanopartikiillerin en temel 6zellikleri; nano
Olgekte elektron hareketlerinin kisitlanmasi sonucu ortaya ¢ikan kuantum boyut etkileri,
artan yiizey alan1 neticesinde partikiillerin yilizey enerjisinin yiikselmesi sonucu artan
kimyasal reaktivite, yiiksek mekanik dayanim ve optik davranis olarak 6zgiin renk/isik

sacilimi sergileme olarak 6zetlenebilmektedir. Bu 6zellikler sayesinde nanopartikiillerin



biyomedikal uygulamalardan enerji depolama sistemlerine kadar ¢ok genis bir yelpazede
kullanim alan1 bulunmaktadir (Sharma ve Kumar 2021, Joudeh ve Linke 2022).
Nanopartikiiller; karbon temelli nanopartikiiller, metal nanopartikiiller, polimerik
nanopartikiiller, yar1 iletken nanopartikiiller, lipit temelli nanopartikiiller ve seramik
nanopartikiiller gibi farkli materyal yapilarinda, kiiresel, spiral, iicgen ve silindirik gibi
farkli sekillerde ve farkli biiyiikliiklerde olabilirler. Ayni zamanda daginik veya
aglomerat denilen yiginlar halinde bulunabilirler (Joudeh ve Linke 2022, Altammar
2023). Karbon temelli nanopartikiiller; yalnizca karbon atomundan meydana gelmis
nanopartikiillerdir. En bilinen 6rnekleri fullerenler, karbon siyahi nanopartikiiller ve
karbon kuantum noktalaridir. Elektrik iletkenligi, elektron afinitesi yliksek absorpsiyon,
optik ve termal ozellikleri sayesinde ila¢ taginimi ve biyogoriintiileme gibi alanlarda
uygulamalar1 vardir (Joudeh ve Linke 2022). Metal nanopartikiiller; yalnizca metalden
meydana gelen nanopartikiillerdir, sahip olduklar1 lokalize yiizey plazmon rezonansi
(localized surface plasmon resonance, LSPR) sayesinde belirgin elektriksel 6zellikleri
bulunmaktadir. Glimiis (Ag), altin (Au) ve bakir (Cu) nanopartikiiller gibi en belirgin
ornekleri, goriiniir 151k elektromanyetik spektrumunda genis absoprsiyon bandi gosterirler
(Khan vd. 2020, Altammar 2023). Polimerik nanopartikiiller; genellikle organik yapida
olup, polimerik ¢ekirdege adsorbe edilen veya polimerik govdenin i¢ine hapsedilen aktif
maddelere de sahip olabilirler. Yar1 iletken nanopartikiiller; hem metal hem de metal
olmayan nanopartikiillerle benzer 6zellikler tasir. Biyogdriintiileme ve kanser terapisinde
kullanilabilirler (Altammar 2023). Lipit temelli nanopartikiiller; kat1 lipit ¢ekirdegi ve
¢oziinebilir lipofilik molekiiller igeren bir matrikse sahiptir. Lipit kisimlar igerirler ve bu
yiizden biyolojik uygulamalar1 yaygindir (Khan vd. 2020, Altammar 2023). Son olarak
seramik nanopartikiiller; 6zel bir yolla 1s1l islem goriip sogutulmus inorganik ve metal
olmayan kii¢giik partikiillerdir. Polikristal, porlu, ¢ukur gibi sekillerde olabilecekleri gibi
sekilsiz de olabilirler. Cogunlukla kaplama ve batarya yapimi gibi gesitli uygulama

alanlar1 bulunur (Altammar 2023).

2.2 Giimiis Nanopartikiillerin Morfolojik Cesitliligi

Nanopartikiillerin morfolojisi, sentez yontemi ve reaksiyon kosullarma bagli olarak

onemli dl¢iide degisebilmektedir. AgNP’lerin sekil ve boyut gibi morfolojik farkliliklari,



materyallerin optik 6zellikleri, antibakteriyel etkinlik ve katalitik performans gibi
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri iizerinde belirleyici rol oynamasi nedeniyle
nanoteknoloji alaninda yogun sekilde arastirilmaktadir (EI-Seedi vd. 2019). Morfolojik
cesitlilik, AgNP’lerin kritik Ozelliklerini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle,
uygulamaya yonelik nanomalzeme tasariminda sekil ve yiizey Ozelliklerinin optimize
edilmesi, verimliligi artirmak agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Farkli morfolojilere
sahip AgNP’lerin fonksiyonel performanslar1 literatiirde karsilagtirilarak, belirli
uygulamalar i¢in ideal nanopartikiillerin secimi yapilmaktadir (Zhang vd. 2016).
AgNP’lerin sergiledigi farkli morfolojiler Sekil 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.1 Cesitli Bacillus tiirlerinin kiiltiir stipernatant1 kullanilarak gesitli sekillerde
AgNP'lerin biyolojik sentezi. (A) Kiiresel, (B) karisik popiilasyonlar (sekizgen,
cubuk, altigen ve ikosahedral), (C) yiliksek oranda dallanmis ve (D) ¢igek
benzeri sekil (Zhang vd. 2016)



Kiiresel nanopartikiiller, simetrik yapilari ve homojen ylizeyleri sayesinde en yaygin
aragtirtlan formdur. Bu yapilarin simetrik yiizey geometrisi, 0zellikle antibakteriyel
uygulamalarda yiiksek yiizey etkilesim alani saglamakta ve reaktif tiirlerin hiicre
duvariyla temasim artirmaktadir (Narayanan ve Sakthivel 2011). Ote yandan, kiibik ve
ticgen plaka gibi morfolojiler, ylizey kose ve kenarlarinin fazla olmasi nedeniyle elektron
yogunlugunun arttig1 bolgelere sahiptir. Bu durum, bu nanopartikiillerin katalitik
aktivitelerinde ve optik ozelliklerinde 6nemli iyilesmeler saglamaktadir. Kose ve kenar
bolgelerinin artmis elektron yogunlugu, adsorpsiyon ve reaktiviteyi yiikseltmekte, yiizey
topografileri ¢ok yonlii etkilesim yiizeyleri sunmaktadir. Ozellikle iiggen plaka
nanopartikiiller, yiizey kdseleri ve diiz ylizey alanlari sayesinde belirgin bir yiizey enerjisi
farkliligi tasimaktadir. Bu 6zellikler ylizey plazmon rezonanslarini (SPR) belirli dalga
boylarina yogunlastirarak daha keskin ve ayarlanabilir sinyaller vermesini saglamakta, bu
da biyosensor uygulamalarinda ve optoelektronik cihazlarda avantaj yaratmaktadir
(Zhang vd. 2016). Nanowire (nanotel) ve cubuk bigimindeki AgNP’ler ise elektron iletimi
ve genis yiizey alan1 6zellikleri sayesinde fotonik ve elektronik uygulamalarda tercih
avantajlidir. Bu morfolojiler, ¢oklu plazmon rezonans modlar1 sayesinde optik
spektrumda genis bir dalga boyu araliginda etkinlik gosterirler. Boylece 6zellikle sensor
teknolojilerinde spektral uygulamalarda ayarlanabilirlik saglarlar (EI-Seedi vd. 2019).
Hiyerarsik ve dendritik morfolojiler, daha biiyiikk mimari diizenlemeler iginde alt
birimlerin birlesmesiyle olusmaktadir ve dallanmis yapilari sayesinde genellikle artan
yiizey alani ile karakterizedir. Bu da AgNP’lerin 6zellikle ¢evresel kataliz ve su aritimi
gibi alanlarda yiiksek etkinlik gostermelerine olanak vermektedir. Bu morfolojiler,
reaktif molekiillerin erisimini artirarak katalitik reaksiyon hizlarin1 optimize eder

(Narayanan ve Sakthivel 2011).

2.3 Giimiis Nanopartikiil Sentezi

Genel olarak nanopartikiillerin sentezinde kimyasal, fiziksel ve biyolojik (yesil)
yontemler olarak {i¢ ana yaklagim kullanilmaktadir. Farkli sentez yontemleri sonucunda
farkl1 biiyliklik ve sekillerde nanopartikiiller elde edilebilmektedir. Fiziksel yontemler
cogunlukla giimiis metalinin y1gin (bulk) formunun 6zel metodolojiler ile nano dlgege

indirilmesini ifade eden “top-down (tiimden gelim veya yukaridan asagiya)” yaklagimini
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(Uthaman vd. 2021), kimyasal ve biyolojik yontemler ise atomdan baglanarak nano 6l¢ek
partikiile gecilen “bottom-up (tlime varim veya asagidan yukariya)” yaklagimimi (Rani
vd. 2024) temel almaktadir (Kaabipour ve Hemmati 2021, Tarannum vd. 2019,
Jayaprakash vd. 2019). Tiime varim yaklasiminda ¢6ziicii madde, indirgeyici ajan ve
ihtiyag duyulursa aglomerasyonu Onlemek amaciyla polimer veya protein esasl
stabilizasyon ajanlar1 kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan kapsamli ¢alismalar ¢oziicii
tipi (iyon Onciilii), indirgeme ajani, stabilizasyon ajani ve ¢esitli sentez kosullarinin
nanopartikiil 6zelliklerini belirleyen temel faktorler oldugunu vurgulamaktadir (Uthaman
vd. 2021, Patel vd. 2023, Abdelmoneim vd. 2025). AgNO3 gibi giimiis tuzlar1 en yaygin
kullanilan ¢oziict tipleridir. Coziicii ortaminin dielektrik sabiti, iyon hareketliligini ve
dolayisiyla ¢ekirdeklesme kinetigini etkilemektedir (Abdelmoneim vd. 2025). Kimyasal
yontemlerde kullanilan NaBHy veya sitrat gibi giiclii indirgeme ajanlar ¢ekirdeklesme
hizin1 artirarak daha kiigiik partikiiller elde edilmesini saglamaktadir (Tarannum vd.
2019). Yiiksek pH ve sicaklik, indirgeme kinetigini hizlandirarak partikiil biiyiimesini
etkilemektedir. Sentezin diisiik sicaklikta ger¢eklesmesi genellikle daha kiictik partikiiller
olugmasini saglamaktadir (Lithi vd. 2025).

AgNP’lerin fiziksel ve kimyasal yollarla sentezinin pekg¢ok dezavantaji bulunmaktadir.
Literatiirlerde yer alan bir¢ok rapor, nanopartikiillerin kimyasal ve fiziksel yaklasimlarla
sentezlenmesinin yiiksek maliyetli oldugunu, enerji ve zaman kaybina yol actigini,
sicaklik ve vakum gibi zorlu kosullar gerektirdigini, sagliga zararl ve ¢evre i¢in tehdit
edici oldugunu yani ¢evre dostu olmadiklarin1 gostermektedir (Li vd. 2011, Borase vd.
2014, Iravani vd. 2014). Fiziksel sentezde biiyiik tiip firinin sicakligini ve basincim
yiikseltmek asir1 enerji tiiketimine yol agmaktadir. Sistemin, nanopartikiil sentezi dncesi
termal kararliliga ulagsmasi ve bunu siire¢ boyunca korumasi yiiksek giic kaynagi
gerektirmekte ve uzun zaman almaktadir. AgNP’lerin kimyasal sentezinde kimyasallarin
hem indirgeyici hem de kapatici ajanlar olarak yogun kullanimi, sentezlenen AgNP’lerin
kimyasal kontaminasyonuyla sonu¢lanmaktadir (Ramanathan ve Gopinath 2017). Son
yillarda siirdiiriilebilirlik ve toksisite konularina verilen Onemle birlikte toksik
kimyasallar gerektirmeyen, ekonomik ve ¢evre dostu proseslerin gelistirilmesine yonelik
ihtiya¢ giderek artmaktadir (Iravani vd. 2014, Lithi vd. 2025, Rani vd. 2024). Kimyasal

ve fiziksel yOntemlerin dezavantajlarinin iistesinden gelmek icin biyolojik sentez
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yontemleri gelistirilmistir. Farkli tiirlerdeki nanopartikiillerin biyolojik sentezi, bitkiler,
bakteriler, mantarlar, mayalar ve algler gibi biyolojik sistemlerde meydana gelen dogal
stirecleri igermektedir (Zhang vd. 2016, Khan vd. 2018). AgNP’lerin biyosentezi,
mikroorganizmalar, bitkiler ve biyolojik olarak pargalanabilen polimerler gibi dogal
indirgeyici maddeler kullanilarak giimiis iyonunun indirgenmesi olarak ifade
edilmektedir. Biyosentezde, sentezlenen biyo bazli indirgeme ve kapatma maddelerinin
kullanimi, organik ¢oziiciilerin ve kimyasal reaktiflerin dahil edilmesini engeller
(Ramanathan ve Gopinath 2017). Ayrica bir¢ok arastirma, yesil sentezde kullanilan
indirgeme ve kaplama ajanlarmin tiirti, pH, sicaklik gibi parametrelerin nanopartikiil
boyutu ve morfolojisi iizerinde 6nemli etkiler yarattigini gostermektedir. Bu nedenle
parametre optimizasyonu, istenilen boyut ve morfolojinin elde edilmesinde temel bir

gerekliliktir (Tarannum vd. 2019, Kaabipour ve Hemmati 2021).

2.3.1 Giimiis nanopartikiillerin fiziksel sentezi

Fiziksel sentez yontemlerinin, tehlikeli ve toksik kimyasal ¢oziiciiler icermemeleri ve
nanopartikiillerin dagilimiin homojenligi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Ancak fiziksel
yontemlerin ¢esitli dezavantajlar1 da vardir. Uretimin diisiik verimli olmasi, termal
kararlilik i¢cin uzun siire gerekliligi ve yiiksek enerji tiiketimi bu sentez yontemlerinin en
biiyiik engellerdir (Khan vd. 2018, Jayaprakash vd. 2019). AgNP’lerin buharlasma ve
yogunlagma yoluyla sentezi, atmosferik basingla galisan bir tiip firin gerektirmektedir. Bu
yontemde kullanilan biiyiik tiip firin, sicaklig1 uygun sekilde ayarlayarak hem buharlagma
hem de yogunlasma gerceklestirmek {izere tasarlanmistir. Ancak tiip firin oldukga genis
bir yer kaplar, ayn1 zamanda kararli bir calisma sicakligina ulasmak i¢in fazla gii¢
tilketimi ve bir 6n 1sitma siiresi gerektirmektedir. Bu yiizden bu yontem iirlin eldesi i¢in
uzun zaman ve termal kararlilik gereksinimi duyar (lravani vd. 2014, Zhang vd. 2016).
Bir diger fiziksel sentez yontemi olan lazer ablasyonu, yigin giimiis metali i¢eren bir
sollisyona lazer 1511 igeren bir islemdir (Ramanathan ve Gopinath 2017). Ablasyon
verimliligi ve Uretilen AgNP’lerin 6zellikleri, metalik hedefe carpan lazerin dalga boyu,
lazer darbelerinin siiresi (femto-, piko- ve nanosaniye diizeyinde), lazer akis1 ve hizi, etkin
stv1 ortam, ortamda siirfaktanlarin varligi veya yoklugu gibi pek ¢ok farkli parametreye

bagl olarak farklilik gostermektedir (Kim vd. 2005, Kawasaki ve Nishimura 2006).
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Diisiik lazer akisi, hedef metal parcaciklarin kaynagindan ¢ikarilmasini saglarken, lazer
akisindaki artig, olusturulan parcaciklarin boyutunun homojen olmasini saglamaktadir.
Lazer darbelerinin siiresi, partikiillerin konsantrasyonunu ve morfolojisini etkilemektedir.
Stire uzadikca konsantrasyon artmaktadir (Iravani vd. 2014, Ramanathan ve Gopinath
2017). Ark desarj yontemi, yiizey aktif maddeler ve stabilizatorler olmadan suda
AgNP’leri sentezleyen yeni bir fiziksel yontemdir. Deiyonize su igine giimiis tel
daldirilarak AgNP’ler toplanir ve kullanilan giimiis tel elektrot gorevi goriir. Eksiksiz bir
ark desarj sistemi; elektrot gérevi goren bir giimiis tel, elektrotlar1 yerinde tutmak igin bir
servo kontrol sistemi, sistemi ¢alistirmak i¢in gerekli bir gii¢ kaynagi, deiyonize su i¢eren
cam kap ve manyetik karigtiricidan olugmaktadir. Gii¢ devreden gegerken, giimiis tel

tabakas1 buharlasir ve deiyonize suda tekrar yogunlasir (Ramanathan ve Gopinath 2017).

2.3.2 Giimiis nanoprtikiillerin kimyasal sentezi

Kimyasal sentez yontemlerinin, iiretimin kolay olmasi ve {iriin veriminin yliksek olmasi
gibi avantajlart bulunmaktadir. Ancak toksik indirgeme ajanlarinin kullanimi canlilar igin
zararhdir ve g¢evre dostu bir yontem olmadigi da bilinmektedir (Zhang vd. 2016,
Tarannum vd. 2019). Organik ve inorganik indirgeme ajanlarimin kullanildigi bir yontem
olan kimyasal indirgeme (rediiksiyon), kimyasal yontemlerle AgNP’leri sentezlemenin
en yaygin yoludur. Bu yontemde organik ve inorganik indirgeyici ajanlar, kapatma
ajanlar1 veya stabilizatorler ve metal Onciileri veya glimiis tuzlari olmak iizere ii¢ ana
bilesen kullanilmaktadir (Iravani vd. 2014, Khan vd. 2018). Kimyasal indirgeme
yontemiyle, su ve organik coziiciiler icinde kolloidal dagilim sonucu kararli AgNP’ler
uretilebilmektedir. Metal katyonunun indirgenmesi sayesinde metal nanopartikiillerlar
dogrudan olusturulur (Ramanathan ve Gopinath 2017). Cozeltilerdeki Ag* iyonlarinin
indirgenmesi i¢in kullanilan en yaygin indirgeyici ajanlar, sodyum borohidrit (NaBHa4),
elementel hidrojen, sitrat (Pyatenko vd. 2007), askorbik asit (Blanco-Andujar ve Thanh
2010), hidrazin bilesikleri, poliol prosesi, Tollens reaktifi, N,N dimetilformamid (DMF)
ve polietilen glikol (PEG)-blok kopolimerleridir (Ramanathan ve Gopinath 2017, Khan
vd. 2018). Bu indirgeyicilerin varlig1 sayesinde, Ag*’nin elemental (nano) formuna (Ag°)
indirgenmesi ve ardindan sulu ve susuz ¢ozeltilerde oligomerik kiimeler halinde y1gilmasi

saglanir. Son olarak, bu oligomerik kiimelerden metalik kolloidal AgNP’ler olusturulur
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(Wiley vd. 2005, Merga vd. 2007). Nanopartikiil biiylimesini stabilize eden, pargaciklari
sedimantasyondan, aglomerasyondan ve ylizey 0zelliklerini kaybetmekten korumak igin
kullanilan yaygin stabilizatorler arasinda, alkoller, tiyoller, aminler, asidik fonksiyonel
gruplar, polivinil pirolidon (PVP), polivinil alkol, polietilen glikol, poli N-
izopropilakrilamid, poli metil metakrilat, poli metakrilik asit ve kolajen gibi polimerik
bilesikler ve ylizey aktif maddeler bulunmaktadir (Chen vd. 2013, Iravani vd. 2014,
Ramanathan ve Gopinath 2017, Khan vd. 2018). Bir diger sentez yontemi
elektrokimyasal yontemdir ve bir elektrokimyasal devreden elektron transferi ile metalik
katyonun metallere doniisiimii olarak agiklanabilir. Daldirma, darbe potansiyel siireleri
ve elektrolitik ¢ozeltilerin bilesimi gibi elektroliz parametreleri manipiile edilerek
partikiil boyutu ve yogunlugu ayarlanabilir (Iravani vd. 2014, Ramanathan ve Gopinath
2017). AgNP’ler iireten bir elektrokimyasal yontemde katot olarak titanyum ve anot
olarak platin kullanilirken, elektrolit ¢ozeltisi olarakta siklikla AgNO3 kullanilmaktadir
(Ramanathan ve Gopinath 2017). Boyut kontrollii ve monodispers AgNP’ler,
mikroemiilsiyon yontemi kullanilarak sentezlenebilir (Iravani vd. 2014). Bu yontem,
reaktantlarin birinin giimiis metal 6nciilii ve digerinin indirgeyici ajan oldugu iki karismaz
fazdan olusan bir ¢ozelti icermektedir. AgNP’lerin hazirlanmasi bu iki fazin baglangigta
uzamsal olarak ayrilmasina dayanmaktadir. Iki faz arasindaki arayiiz ve fazlar arasi
interfaz tagimanin giicii indirgeyici ajan ve glmiis Onciili arasindaki sinerjiyi
etkilemektedir. Arayiiz tagima sistemine bir kuaterner alkil-amonyum tuzu ¢oziicii olarak
aracilik etmektedir. Ara ylizeyde olusan glimilis metal kiimeler, ylizeylerinin polar
olmayan sulu ¢ozeltide bulunan stabilizatorler ile kaplanmasi yoluyla stabilize edilir ve
fazlar arasi tagtyici arayliz tarafindan organik ¢ozeltiye aktarilir. Bu yontemin en biiyiik
dezavantaji, yiiksek miktarda zararli organik ¢oziicii tiiketimi gerektirmesidir. Islem
sonrast AgNP’leri elde edebilmek i¢in biiyiik miktarlarda yiizey aktif madde ve organik
coziiciiler ¢ozeltiden ayrilarak nihai iirlinden uzaklastirilmalidir (Iravani vd. 2014,

Ramanathan ve Gopinath 2017).

2.3.3 Giimiis nanoprtikiillerin biyolojik (yesil) sentezi

Glimiis nanopartikiillerin biyolojik sentezi nanoteknoloji alaninda giderek ilgi ¢ceken bir

arastirma konusu haline gelmistir. Toksik igeriklerin aksine, metal iyonlarmmin nano
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boyutlu metallere indirgenmesi ve metal veya metal oksit nanopartikiillerin belirlenen
boyut ve morfolojilerde stabilizasyonu i¢in redoks reaktanlar1 olarak ¢ogunlukla bitki ve
mikroorganizmalarin kullanildigi, sentez sirasinda higbir toksik indirgeyici veya stabilize
edici madde gerektirmeyen dogal sentez yontemleri, ¢cevre dostudur (Tong vd. 2014,
Khan vd. 2018, Gour ve Jain 2019, Sharma ve Kumar 2021). Bu indirgenme reaksiyonu
gercek kosullarda mikroorganizmalarin yasadiklar1 habitatlarda bulunabilecek metal
iyonlarinin toksik formlarindan kendilerini koruduklar1 bir yasam stratejisi olarak
goriilebilir (Javaid vd. 2018). Cesitli bitki, mantar ve bakteriler gibi biyolojik sistemler
metalik nanopartikiilleri sentezleme yetenegi gostermekte ve nanopartikiil iretim
kabiliyeti oldugu bilinen organizmalarin skalasi her gegen giin genislemektedir (Iravani
vd. 2014, Pantidos 2014). AgNP’lerin biyolojik sentezi s6z konusu oldugunda yaygin
olarak ¢esitli mikroorganizmalar (Gaidhani vd. 2013, Singh vd. 2013) ve bitkiler
(Chopade vd. 2012, Salunke vd. 2014) kullanilmaktadir. Bitki ve mikroorganizmalarin
yani sira fitokimyasallar, amino asitler, proteinler, polisakkaritler, vitaminler ve
polifenoller gibi dogal bilesenler de nanopartikiil sentezinde kullanilmaktadir (Makvandi
vd. 2020). Biyolojik tabanli protokoller ile iiretilen nanopartikiillerin boyutlar1 ve
morfolojileri; organizma tiirleri, organizmalarin kalitsal ve genetik 6zellikleri, substrat
konsantrasyonu, pH, 151k, sicaklik, tampon ¢esiti, karistirma hizi ve stiresi dahil olmak
tizere bir¢ok kontrol edilebilir kritik parametreye bagli olarak degismektedir (Iravani vd.
2014).

2.3.3.1 Bitki kaynakl sentez (fitojenik sentez)

Son yillarda, bitkiler veya gesitli bitki o6zitleri kullanilarak metalik nanopartikiillerin
sentezi lizerine yapilan arastirmalar artmaktadir. Biyolojik giimiis nanopartikiil
tiretiminde en cok tercih edilen iiretim tiirlerinden biri bitki kaynakli biyosentezdir.
Yapraklar, kok, govde, tohum, meyve, kallus ve ¢icek gibi ¢ok ¢esitli bitki kistmlarinin,
farkli morfolojik yapilarda metal nanopartikiil sentezledigi kesfedilmistir (Velusamy vd.
2016, Sharma ve Kumar 2021). Bitki 6zleri kullanilarak sentezlenen nanopartikiillerin
sekilleri ve boyutlari, pH, sicaklik, reaksiyon siiresi, kullanilan bitki tiirleri, bitki
ekstraktinda bulunan bilesenlere, bitki ekstraktlarinin hazirlanma sekli, bitkinin ekstrakt

elde edilen kism1 ve reaksiyon ortamindaki fitokimyasallarin konsantrasyonuna baglidir
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(Quester vd. 2013, El-Seedi vd. 2019, Makvandi vd. 2020). Bitki 6zleri gesitli organik
maddeler icermektedir. Bu organik maddeler alkaloidler, flavonoidler, tanenler,
steroidler, glikozitler ve benzenoidler ile temsil edilmektedir. Bu maddeler metal veya
metal oksit nanopartikiillerin {iretimini kolaylastirmakla birlikte 6zdes olmayan ve ¢oklu
dagilimli (polidispers) partikiiller iiretilmesi sonucunu dogurmaktadir. Ayrica bitkisel

tiretimin mevsimsel degisikliklerden etkilenmesi de bir diger dezavantajdir (Singh vd.

2015, Khandel vd. 2018, Makvandi vd. 2020).

Arastirmacilar, farkli bitki 6zleri kullanarak antibakteriyel ve antikanser gibi gesitli
biyolojik aktiviteler gosteren, farkli boyut ve sekillere sahip AgNP’leri sentezlemeye
odaklanmislardir (Khan vd. 2018). AgNP’lerin bitkisel kaynakli sentezi ilk olarak tibbi
bir bitki olan Pelargonium endlicherianum Fenzl.’de tanimlanmigtir ve bu AgNP’ler
Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus suslarina karsi giiclii antibakteriyel aktivite
gostermistir (Elumalai vd. 2010, Seker Karatoprak vd. 2017). Tibbi bitkiler olan
Acalypha indica ve Garcinia mangostana’nin yaprak oziitlerini kullanarak AgNP’lerin
sentezi gerceklestirilen ¢esitli calismalar yapilmistir (Krishnaraj vd. 2010, Veerasamy vd.
2011, Beyene vd. 2017). Baska bir ¢alismada, Ocimum sanctum'un yaprak Oziitiinde
bulunan askorbik asit sayesinde, Ag* iyonlarin1t AgNP’lere indirgedigi bulunmustur. Elde
edilen AgNP’lerin S. aureus ve Escherichia coli suslarina karsi etkili oldugu
gosterilmistir (Singhal vd. 2011, Mallikarjuna vd. 2011). Cinnamomum zeylanicum’un
kabuk oOziitli kullanilarak AgNP’ler elde edilmistir (Sathishkumar vd. 2009).
Cinnamomum tamala yaprak ekstrakti ile AgNP’ler tiretilmistir (Yadav ve Khurana 2015).
Euphorbia hirta'nin yaprak 6ziitii kullanilarak AgNP’ler elde edilmistir. Bu AgNP’ler, B.
cereus ve S. aureus’a karsi etkili antibakteriyel 6zellik sergilemistir (Elumalai vd. 2010).
Tibbi bitkiler olan Azadirachta indica ve P. graveolens’den izole edilen geraniol
(C10H180) bilesiginden AgNP’ler sentezlenmis ve bu AgNP’lerin, fibrosarkom Wehi 164
kanser hiicrelerine karsi etkinligi tespit edilmistir (Safaepour vd. 2009). Aloe vera ve
Capsicum annum bitkilerinin yaprak ekstraktlarindan AgNP’lerin  sentezinin
gerceklestirildigi tespit edilmistir (Chandran vd. 2006, Li vd. 2007). Carica papaya
meyve Oziitiinden partikiil sentezi gergeklestirilmis ve sentezlenen nanopartikiillerin
coklu ilaca direncli (MDR) insan patojenlerine karsi oldukga etkili oldugu saptanmistir
(Jain vd. 2009). Pinus desiflora, Diospyros kaki, Ginko biloba, Magnolia kobus, Platanus
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orientalis bitkilerinin yaprak oziitlerine ek olarak Jatropha curcas'in tohum o6ziitleri
kullanilarak da AgNP’lerin sentezi yapilmistir (Bar vd. 2009, Begum vd. 2009, Song ve
Kim 2009, Iravani vd. 2014). Lukman ve arkadaslar1 Medicago sativa tohum oziitlerini
kullanarak AgNP’ler tiretmistir (Lukman vd., 2011). Camellia sinensis 6ziitiinde bulunan
kafein ve teofilin gibi fenolik asit tipi biyomolekiiller AgNP’lerin biyosentezi igin
indirgeyici ve stabilize edici bir ajanlar olarak kullanilmistir (Vilchis-Nestor vd. 2008).
Medicago sativa, Cymbopogon flexuosus ve P. graveolens bitki ozleri, AgNP’lerin
sentezinde yesil reaktantlar olarak sunulmaktadir (Iravani vd. 2014). Ayrica, Datura
metel bitkisinin yaprak 6ziitiinde bulunan alkaloidler, proteinler/enzimler, amino asitler,
alkollii bilesikler ve polisakkaritler indirgeyici olarak kullanilmis ve AgNP’ler
sentezlenmistir (Kesharwani vd. 2009). Suda yasayan bir bitki olan Nelumbo nucifera‘dan
elde edilen yaprak ekstraktlarinin giimiis iyonlarini indirgeyebildigi ve farkli sekil ve
boyutlarda AgNP’ler tirettigi gosterilmistir (Santhoshkumar vd. 2011). Allophylus cobbe
(Gurunathan vd. 2014), Artemisia princeps (Gurunathan vd. 2015), Typha angustifolia
(Gurunathan 2015), Moringa oleifera (Prasad ve Elumalai 2011), Eucalyptus citriodora
ve Ficus bengalensis (Ravindra vd. 2010), Cacumen platycladi (Huang vd. 2011),
Murraya koenigii (Christensen vd. 2011) ve Pinus eldarica (Iravani ve Zolfaghari 2013)

gibi bitki 6zleri ve bitkiler de nanopartikiil sentezinde kullanilmistir (Zhang vd. 2016).

2.3.3.2 Mantar kaynakh sentez

Mantarlar, ¢ok c¢esitli dogal habitatlarda yasayabilen Okaryotik organizmalardir.
Mantarlar, hizli bir sekilde biiyiimeleri ve laboratuvarda kiiltiire alinmalarinin kolay
olmas1 gibi avantajlar1 sayesinde nanoteknolojide kullanim potansiyelleri yiiksek
adaylardir (Mukherjee vd. 2001, Castro-Longoria vd. 2011, 2012, Quester vd. 2013).
Uretilen nanopartikiiller, mantarlarin iirettigi biyomolekiillerin tipi, konsantrasyonu,
inkiibasyon kosullari, kullanilan ¢ozeltiler ve reaksiyon siiresi gibi ¢esitli parametrelere
gore cesitlilik gostermektedir (Quester vd. 2013). Mantar kaynakli nanopartikiil sentezi
hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i mekanizmalara dayanmaktadir (Sekil 2.2). Hiicre ici
sentezde mantar hiicre duvar1 fonksiyonel gruplarinin sahip oldugu negatif yiik, pozitif
metal iyonlarmi ¢eker. Metal iyonlari hiicre duvarinda bulunan enzimlere veya

proteinlere baglanir. Enzimler metal iyonlarinin indirgenmesine vesile olur ve
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nanopartikiiller olugsur. Hiicre dis1 nanopartikiil sentezinde ise mantarin salgiladig

rediiktaz enzimi indirgeyici ajan olarak gorev yapar (Rahman vd. 2019, Garg vd. 2020).

hilcre dist

Membran protein

NADPH
Naftokinonlarfantrakinonlar
Hiicre digi enzimier
Sitokrom P450

x’;.i Ikincil metabolitler/proteinler/peptidier

* Biyojenik metal nanopartiktlier

Sekil 2.2 Mantar kaynakli nanopartikiill sentezinin hiicre ici/hiicre dis1 sematik
mekanizmast: (I) hiicre disi1 siireg, (II) yiizey siireci ve (III) stabilizasyon
stireci (Makvandi vd. 2020)

Mantar kaynakli glimiis nanopartikiillerin biyosenteziyle ilgili yapilan ilk ¢aligmalardan
biri, filamentli bir mantar olan Verticillium sp. tarafindan AgNP’lerin hiicre dis1 sentezidir
(Mukherjee vd. 2001, Ghorbani vd. 2011). Farkli ¢alismalar, Aspergillus fumigatus ve
Fusarium oxysporum kullanilarak AgNP’lerin hiicre dis1 olarak sentezlendigini
gostermistir (Ahmad vd. 2003, Bhainsa ve D’Souza 2006). Balaji ve arkadaslari,
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Cladosporium cladosporiodes tiirtinden hiicre dis1 olarak AgNP’ler olusturmak igin
AgNOs ¢ozeltisi kullanmigtir (Balaji vd. 2009). A. flavus, sulu ¢ozeltide AgNP’lerin
tiretimi i¢in kullanilabilmektedir (Vigneshwaran vd. 2007). Trichoderma asperellum ve
Trichoderma reesei tiirlerinin de hiicre disi olarak AgNP’ler irettigi gosterilmistir
(Vahabi vd. 2011). Phanerochaete chrysosporium da giimiis iyonlarimi indirgeyerek
AgNP’ler olusturmustur (Vigneshwaran vd. 2006). Kathiresan ve calisma arkadaslar
Penicillium fallutanum kiiltiiriiniin glimiis iyonlari ile karanlik kosullarda inkiibe edilmesi
sonucunda kiiresel AgNP’lerin iiretilebilecegini gostermistir (Kathiresan vd. 2009).
Penicillium oxalicum GRS-I hiicresel ekstrakti kullanilarak giimiis nanopartikiil sentezi
saglanmis ve antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Uretilen giimiis nanopartikiiller S.
aureus, E. coli ve Salmonella typhimurium patojenlerine karsi yapilan antibakteriyel
aktivite testlerinde etkili bulunmustur (Rose vd. 2019). AgNP’lerin mantar kaynakli
sentezi s6z konusu oldugunda Penicillium expansum HA2N ve A. terreus HA1N isimli
iki mantar tiri de kullanilmistir (Ammar ve EI-Desouky 2016). Bir calismada
Piriformospora indica mantarindan elde edilen giimiis nanopartikiiller, insan meme
karsinomu (MCF-7), insan servikal karsinomu (HeLa) ve insan karaciger hepatoseliiler
karsinomu (HepG2) olmak tizere 3 farkli kanser hiicre hatti izerinde denenmis ve giimiis
nanopartikiillerin timor aktivitesini baskiladigi tespit edilmistir (Aziz vd. 2019, Garg vd.
2020).

2.3.3.3 Alg kaynakh sentez

Algler de AgNP’lerin sentezi igin c¢alisilan mikroorganizmalar arasindadir. Metal
nanopartikiilleri tiretmek i¢in birkag alg tiirii aragtirilmistir (Quester vd. 2013, Khan vd.
2018). Alglerin hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 liretim yontemleriyle glimiis nanopartikiil
tiretebildigine dair ¢alismalar mevcuttur (Garg vd. 2020). Venkatpurwar ve Pokharkar,
suda yasayan kirmizi alglerden AgNP’lerin sentezini bildirmistir. Bu AgNP’ler 6zellikle
cesitli Gram-negatif bakterilere kars1 etkili anti-bakteriyel aktivite gostermistir
(Venkatpurwar ve Pokharkar 2011). Bazi alg tiirleri, Tetraselmis gracilis, Chaetoceros
calcitrans, Isochrysis galbana ve Chlorella salina giimiis iyonlarmin indirgenmesi
sonucu AgNP’lerin biyosentezini basartyla gerceklestirebilir (Shahverdi vd. 2007).
Spirulina platensis biyokiitlesi AgNOs varliginda hiicre dis1 kiiresel AgNP’ler
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olusturmuslardir (Govindaraju vd. 2008). Sargassum wightii Greville biyokiitlesinin
AgNP’leri sentezleyebildigi gosterilmistir (Govindaraju vd. 2009). Spirulina platensis ile
yapilan bir ¢aligmada hiicre dis1 sentez yontemiyle giimiis nanopartikiiller iiretilmistir

(Sharma vd. 2015).

2.3.3.4 Polisakkarit ve protein kaynakh sentez

Polisakaritler, AgNP’lerin sentezinde indirgeyici ajanlar ve/veya kapaklama ajanlari
olarak gorev almaktadirlar ve bu sekilde de ¢cevre dostu AgNP’ler sentezlenebilmektedir
(Iravani vd. 2014, Khan vd. 2018). Bir ¢alismada kapama maddesi olarak nisasta ve
indirgeyici madde olarak B-D-glukoz kullaniimasi ile AgNP’ler elde edilmistir
(Raveendran ve Wallen 2003). Yine baska bir ¢alismada nisasta ¢ozeltisi ve AgNOs3
kullanilarak AgNP’ler sentezlenmistir (Vigneshwaran vd. 2006). AgNP’ler, nisasta ve
glikoz igeren NaOH soliisyonu kullanilarak hazirlanabilmektedir (Tai vd. 2008, Gao vd.
2011). Benzer sekilde, nisasta kullanilarak AgNP’ler hazirlanirken, nigastayi
bozunmadan ¢6zdiigii ve yiiksek molekiiler agirliga sahip modifiye edilmemis nigasta
partikiillerinin topaklanmasini daha uzun siire Onledigi i¢in NaOH kullanilmaktadir
(Fouda vd. 2020, Dawadi vd. 2021). AgNP’lerin sentezi i¢in sodyum ve kalsiyum
aljinatlarinin kullanilabilecegini ortaya koyan ¢alismalar bulunmaktadir (Liu vd. 2009,
Saha vd. 2010). AgNP’lerin sentezi hyaluronik asit kullanilarak da gerceklestirilmistir
(Kemp vd. 2009). AgNP’lerin hazirlanmasinda karboksimetil kitosan ve N-ftaloil kitosan
(Laudenslager vd. 2008, Kibeche vd. 2015, Biao vd. 2017, Dawadi vd. 2021), seliiloz,
alkol ve aldehit gruplari (Tummalapalli vd. 2015), hidroksil propil seliilloz (Abdel-Halim
ve Al-Deyab 2011, Hussain vd. 2015), polietilen glikol (Bo vd. 2009) ve trisodyum sitrat
(Rehan vd. 2015) indirgeyici ajanlar olarak kullanilmaktadir (Khan vd. 2018).

Proteinler, nanopartikiil sentezinde inorganik kimyasallarin kullanimin1 en aza indirmek
amaciyla biyolojik indirgeyici ajanlar veya nanopartikiillerin boyut ve stabilitesini
kontrol eden kapaklama ajanlar1 olarak yer alabilmektedirler (Garcia-Hernandez vd.
2019). Bu kullanim potansiyeli, hidroksil fonksiyonel grubuna sahip tirozin, serin ve
treonin, karboksil fonksiyonel grubuna sahip asparagin ve glutamin, tiyol fonksiyonel

grubuna sahip sistein ve tioeter fonksiyonel grubuna sahip metionin gibi spesifik
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fonksiyonel gruplar barindiran amino asitlerin varligina baglanmaktadir. Bu fonksiyonel
gruplar, metal iyonlariyla reaksiyona girebilmektedir (Dwivedy vd. 2019, El-Seedi vd.
2019). Biyolojik indirgeyici ajanlar olarak proteinlerin kullanilmasinin nanopartikiillerin
boyutunun ve seklinin kontrol edilebilmesi ve ¢oziicii olarak toksik kimyasallar yerine
suyun kullanilmasi gibi 6nemli avantajlar1 bulunurken (Nasrollahzadeh vd. 2019), sentez
esnasinda yiiksek sicaklik kullaniminin kisitlanmast ve proteinlerin 3 boyutlu
konfigiirasyonlarini  olumsuz etkileyen ve performanslarini diisiren c¢evresel
degisikliklere kars1 olduk¢a duyarli olmalar1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Liu vd.
2020). Nanopartikiillerin hazirlanmasi igin ¢esitli bocek proteinleri de kullanilmistir
(Makvandi vd. 2020). Bunlardan biri ipek bocegi Bombyx mori'den ekstrakte edilen ipek
fibroinidir. Cézlinmeyen ve biyouyumlu bir protein olan ipek fibroini, yapisindaki tirozin
gibi bazi polar amino asitler dahil olmak tizere 18 tip amino asit sayesinde biyolojik
indirgeyici bir madde olarak kullanilma potansiyeli kazanmaktadir (Selvakannan vd.
2004, Fei vd. 2013, Harisha vd. 2019). Ipek bocegi kozasindan elde edilen ve pihtilasmayi
onleme, antioksidan, antibakteriyel, antiapoptozis ve sitoprotektif Ozelliklere sahip,
biyouyumlu bir protein olan serisin, AgNP’lerin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir (Khan
vd. 2018, Boonpavanitchakul vd. 2020, Makvandi vd. 2020, Muhammad Tahir vd. 2020).
Ayrica, bitki tohumlarinda bol miktarda bulunan bir protein tiirii olan zein, ilag
dagitiminda kullanilabilen, kendi kendine bir araya gelme davranigina sahip kolloidal

partikiiller iiretme kabiliyetine sahip, biyouyumlu bir proteindir (Madani ve Tarakanova
2020).

2.3.3.5 Bakteri kaynakh sentez

Diinya'da en bol bulunan mikroorganizmalar bakterilerdir ve AgNP’lerin iiretiminde
bakterilerin kullanimi olduk¢a dikkat ¢ekici bir yontem haline gelmistir. Diger
yontemlere benzer sekilde, bakteri kiiltiirlerinden AgNP’lerin hazirlanmasinda metal
onciileri veya giimiis tuzlar1 kullanilmaktadir (Khan vd. 2018, Makvandi vd. 2020).
Bakterilerde AgNP’lerin {iretimi igin ¢ogunlukla AgNO3 tuzu kullanilmaktadir. Buna ek
olarak, glimiis siilfiir (Ag2S) ve glimiis oksit (Ag20) gibi diger giimiis tuzlarini iceren
nanopartikiiller de rapor edilmistir (Dhoondia ve Chakraborty 2012, Debabov vd. 2013,
Singh vd. 2015). Uretilen nanopartikiillerin boyut ve sekli, degisen sicaklik, pH,
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inkiibasyon siiresi ve/veya metal Onciilerinin konsantrasyonu gibi parametrelerden
etkilenmektedir (Quester vd. 2013). Ekstremofiller olarak adlandirilan ve asir1 yiiksek
veya dusiik sicakliklar, asidite, alkali kosullar, tuz veya kiikiirt konsantrasyonlari gibi her
tirlii ekstrem habitatta yasayan bakteriler bu ortamlara oldukga iyi adapte olurlar ve
kolayca gelisip cogalirlar. Bazi bakteri tiirleri, metallerin toksisitesi gibi stresleri
bastirmak i¢in ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu bakterilerin, AgNP’leri
biriktirebilmesi yogun giimiis igeren bir ortamda toksik etkiden korunmalar1 ve hayatta
kalabilmeleri ile baglantilidir (Quester vd. 2013). Bakteri aracili sentez, metal

nanopartikiillerin sentezi i¢in zahmetsiz ve basit bir yaklasimdir.

Bakteriler tarafindan nanopartikiil sentezinin, giimiis iyonlarin indirgenme ortamina
bagli olarak ya hiicre i¢i (intraseliiler) ya da hiicre dis1 (ekstraseliiler) (Sekil 2.3) ve/veya
her ikisinde birden gerceklestigi bulunmustur. Hiicre i¢i AgNP’lerin sentezinde, pozitif
yiiklii metal iyonlari, elektrostatik etkilesimler yoluyla negatif yiiklii hiicre duvarinda
biriktirilmektedir. Zar proteinleri araciligiyla tasindiktan sonra nitrat rediiktaz gibi
enzimler indirgeyici ajan rolii listlenmekte ve elektron kaynagi olusturmaktadir.
Boylelikle iyonlar indirgenmekte ve metal nanopartikiilleri olusturulmaktadir. Metal
nanopartikiiller hiicre i¢inde sentezlendiginde peptitler ve proteinler dagitici ajan olarak
gorev gormektedir. Nanopartikiillerin hiicre dist sentezinde hiicre duvarindan bulunan
proteinler ve enzimler indirgeyici ajan rolii {istlenmektedir. Indirgeyici ajanlarin yardimi
ile iyonlar hiicre diginda sifir degerlikli elemental forma indirgenerek nanopartikiil
tretimi  saglanmaktadir. Metal nanopartikiiller hiicre disindayken, hiicreye ait
ekstraseliiler komponentler dagitic1 ajanlar olarak islev gormektedir (Kato ve Suzuki

2019, Bahrulolum vd. 2021, Jadoun vd. 2022).
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Sekil 2.3 Hiicre i¢i ve hiicre dis1 nanopartikiil sentezinin sematik gosterimi (Mabey vd.

2019)

Bakteriler hiicre dis1 sentez yonteminde, Ag* iyonlarmi Ag® hiicre disinda indirger ve
AgNP’lerin olusmasini saglar. Bu indirgenme isleminde bakteri hiicre duvarinda bulunan
proteinler veya enzimler, indirgeyici ajan olarak goérev yapmaktadir (Javaid vd. 2018).
Hiicre dis1 olarak {iretilen AgNP’ler, bakteri biiyiimesi i¢in kullanilan kiiltiir ortami1 ve
cesitli parametrelere bagli olarak farkli boyutlara ve altigen, kiiresel, licgen, dairesel, disk
veya kiibik gibi cesitli sekillere sahip olabilmektedir (Nanda ve Saravanan 2009, Oves
vd. 2013, Elbeshehy vd. 2015, Otari vd. 2015). AgNP’ler, kiiltiir siipernatant1 veya sulu

Hiicre Disi
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hiicre igermeyen ekstraktlar kullanilarak sentezlenmektedir. Bu AgNP’ler, tercih edilen
¢oziicli icinde yeniden ¢oziilebilen bir pelet olarak toplanir. Hiicre disi sentez yontemleri,
cOzeltiden AgNP’lerin geri kazanilmasinin kolay olmasi nedeniyle hiicre i¢i senteze gore
daha avantajlidir (Oves vd. 2013, Singh vd. 2013, Singh vd. 2015, Javaid vd. 2018).
Hiicre dis1 sentezin biyokiitle kullanarak gergeklestirilmesinde, bakteriler tarafindan dig
ortama salinan biyomollekiiller, Ag iyonlarinin AgNP’lere indirgenmesine yardimci
olmaktadir. Bu tiir sentez, hem canli (Mahdieh vd. 2012) hem de kurutulmus bakteri
biyokiitlesi (Zhang vd. 2005) kullanilarak yapilabilmektedir (Singh vd. 2015). Hiicre dis1
sentezin bir diger sekli kiiltiir stipernatant1 kullanilarak sentezdir. Bu sentez yonteminde,
bakteriler tarafindan biiyiime sirasinda salgilanan besleyici ortam bilesenleri ve organik
molekiilleri igeren siipernatant, glimiis iyonlarinin AgNP’lere indirgenmesi i¢in ideal bir
kaynaktir. Hiicre dis1 sentez son olarak hiicre icermeyen bakteri ekstraktinin (cell free
extract, CFE) kullanilmasiyla gergeklestirilebilir. Bu yontem bakteri biyokiitlesinin, 1-3
giin arasinda degisen belirli bir siire boyunca steril distile suda yeniden slispanse edilmesi,
sonras1t  santrifiij islemi ile toplanan CFE’ye glimiis tuzu eklenmesiyle
gerceklestirilmektedir. Tekrarlanan yikamalar yoluyla bakteriyel biyokiitle ve ortam
bilesenlerinin uzaklastirilmasini saglar ve nanopartikiillerin sentezi hiicreler tarafindan
aclik veya otoliz nedeniyle sulu ¢ozeltiye salinan organik biyomolekiiller araciligiyla

gergeklesir (Singh vd. 2013, Singh vd. 2015).

AgNP’lerin hiicre i¢i sentezi, zar proteinlerinin aracilik ettigi ve bakteri hiicresi iginde
giimiis iyonlarmin taginmasint kapsayan bir yontemdir (Javaid vd. 2018). Canli
bakterilerin hiicre duvarinda bulunan karboksil gruplar1 gibi fonksiyonel gruplar
elektrostatik etkilesimler yoluyla metalik iyonlar1 yakalar (Makvandi vd. 2020). Bazi
giimiise direngli bakteri hiicreleri hayatta kalma stratejisi olarak bu toksik metal iyonlarini
toksik olmayan hale getirmek i¢in hiicre duvarinda veya periplazmik boslukta biriken Ag*
iyonlarmi Ag® formuna indirgenmektedir (Singh vd. 2015, Javaid vd. 2018). Hiicre igi
sentez i¢in, giimiis tuzu iceren kiiltiir ortamina tiretici bakteri eklenir ve uygun kosullarda
inkiibe edilir. Hiicre i¢i olarak iiretilen AgNP’lerin boyutu ve sekli yine kullanilan kiiltir
ortamina ve farkli parametrelere bagli olarak degismektedir (Srivastava vd. 2013). Hiicre
ici sentez yontemi, biriken nanopartikiillerin hiicrelerden geri kazanilmasi i¢in ek adimlar

gerektirmektedir. Bu geri kazanim; ultrasonikasyon gibi fiziksel yontemlerle
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(Kalishwaralal vd. 2010), otoklavlama gibi 1s1l islem uygulanmasiyla veya tuz ve deterjan
kullanimi gibi kimyasal yontemlerle (Fesharaki vd. 2010) gergeklestirilen hiicre lizisi
sonras1 yapilmaktadir (Singh vd. 2015, Javaid vd. 2018).

Cesitli bakteri kaynakli bilesenler kullanilarak da AgNP’lerin sentezi yapilmaktadir
(Singh vd. 2015). Cesitli bakteriler, biyolojik olarak parcalanma, diisiik toksisite ve
kimyasal muadillerine gore yiliksek biyolojik uyumluluk avantajlarina sahip iyi birer
biyosiirfaktan kaynagi olabilmektedir (Satpute vd. 2010). AgNP’lerin sentezi i¢in
bakterilerden elde edilen biyosiirfaktanlarin kullanimi sentez hizini artirmakta ve ayni
zamanda stabilize edici bir ajan olarak gorev yapmaktadir (Kiran vd. 2010, Kumar vd.
2010). Bakteriyel enzimler (Deepak vd. 2011), ekzopolisakkaritler (Kanmani ve Lim
2013, Morsy vd. 2014), dogal ve repolimerize flagellalar (Gopinathan vd. 2013) ve
sporlar da (Hosseini-Abari vd. 2013) AgNP’lerin sentezlinde kullanilmaktadir (Singh vd.
2015). Metal iyonlarinin indirgenmesinin ve AgNP’lerin stabilizasyonunun enzimatik bir
islem sonucu gerceklestigi bilinmektedir. Elektron mikroskobu analizleri, AgNP’lerin
sitoplazmik hiicre zarinin yiizeyinde, sitoplazmanin i¢inde ve hiicre disinda bulunabilen
metal iyonlarinin sitoplazmik zar lizerinde ve sitoplazma iginde bulunan enzimler
tarafindan biyolojik olarak indirgenmesiyle olustugunu gostermektedir (Korbekandi vd.
2012, Iravani vd. 2014). Bakteriyel kaynakli AgNP’lerin sentezinin kesfi Klaus ve
arkadaglarinin, giimiis madeninden izole edilen bir bakteri olan P. stutzeri AG259
bakterisinin hiicre i¢i olarak AgNP’leri sentezleme yetenegini bulmasiyla gergeklesmistir
(Klaus vd. 1999). Bu kesif sonrasi ¢ok ¢esitli Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin
AgNP’lerin  sentezini gergeklestirebildigi  belirlenmeye baslanmistir.  Bakteriyel
AgNP’lerin sentezinin gerceklestirildigi gesitli galismalar Cizelge 2.1°de sunulmustur.
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Cizelge 2.1 AgNP’lerin sentezini gergeklestiren gesitli bakteriler [M: mezofil, T: termofil, I: intraseliiler, E: ekstraseliiler]

63.42

P Gram Gelisme | Gergceklestigi . Boyut

Bakteri Ismi Boyama Sicakhg Yer Sekil (nm) Kaynak
Acetobacter xylinum .
NCIM2526 Gram (-) M I Lif - Ahmed vd. 2014
Acigipacter Gram () M E Kiiresel 4-40 | Gaidhani vd. 2013, Singh vd. 2013
calcoaceticus
Acinetobacter sp. S7 Gram (-) M E Alltéﬁle)?kve 15-50 Zaki vd. 2011
Aeromonas sp. Gram (-) M Evel - 6.4 Mouxing vd. 2006, Wang vd. 2012
Anoxybacillus sp. ST7 Gram (+) T I Kiiresel 20 Gonca 2021
Arthrobacter sp. B4 Gram (+) M E Kiibik 9-72 Yumei vd. 2017
B. amyloliquefaciens Ts-1 Gram (+) M E - 10-50 Chandra ve Sreelatha 2020
Bacillus sp. Gram (+) M E - 5-15 Pugazhenthiran vd. 2009
Bacillus sp. AZ1 Gram (+) M E - 7-31 Deljou ve Goudarzi 2016
Bacillus sp. HAI4 Gram (+) M E Kiiresel 33-264 Taran vd. 2016
Bacillus sp. SBT8 Gram (+) M E Kiiresel <60 Yurtluk vd. 2018
Bacillus sp.b1 Gram (+) M E - 22.9-75.7 | Gunashova vd. 2021
B. brevis NCIM 2533 Gram (+) M E Kiiresel 41-68 Saravanan vd. 2017

Kiiresel, Babu vd. 2009, Prakash vd. 2011,
B. cereus Gram (+) M Evel Altigen 10-20 Pourali ve Yahyaei 2016
B. cereus A30 Gram (+) M E Kiiresel 24-46 Arul vd. 2017
B. endophyticus SCU-L Gram (+) M E Kiiresel 51 Gan vd. 2018
B. flexus Gram (+) M E Kiresel, 12-65 | Priyadarshini vd. 2013
Uggen

B. funiculus Gram (+) M E Kiiresel 20 Gurunathan vd. 2013
B. licheniformis Gram (+) Mve T E Kiiresel 18.69- Kalimuthu vd. 2008, Sriram vd. 2012,

Shanthi vd. 2016




Lc

Cizelge 2.1 AgNP’lerin sentezini gergeklestiren ¢esitli bakteriler [M: mezofil, T: termofil, I: intraseliiler, E: ekstraseliiler] (devam)

thermoamylovorans SAl

ce Gram Gelisme | Gergceklestigi .
Bakteri Ismi Boyama Sicaklig Yer Sekil Boyut (nm) Kaynak
B. magaterium Gram (+) M Evel Altigen, Kiibik 15-50 Zaki vd. 2011, Najitha Banu vd. 2014
B. methylotrophicus DC3 Gram (+) M E Kiiresel 10-30 Wang vd. 2016
B. pseudomycoides MT32 Gram (+) M E Kiresel 32-86 El-Saadony vd. 2019
B. pumilus Gram (+) M E Kiiresel 77-92 Elbeshehy vd. 2015, Mahmoud vd. 2016
B. stearothermophilus Gram (+) T E Kiresel 14+4 El-Batal vd. 2013
Kiiresel, Altigen, Saifuddin vd. 2009, Kannan vd. 2011,
B. subtilis Gram (+) M E Uggen, 60 Paulkumar vd. 2013, Sathiyanarayanan vd.
Polidispers 2013
B. subtilis ANR 88 Gram (+) M E Kiiresel 4-18 Rane vd. 2017
B. subilis subsp. Gram (+) M E Kiiresel 10-20 | Muthulakshmi ve Uma 2019
inagquosorum
. Subilis ssp spizizenti Gram (+) M E Kilresel 3849 | El-Saadony vd. 2018
B. safensis TEN12 Gram (+) M I Kiiresel 22.77-45.98 | Ahmed vd. 2020
L 43.52- Najitha Banu vd. 2014, Verma vd. 2018,
B. thuringiensis Gram (+) M E ) 142.97 | Khaleghi vd. 2019
Kiiresel, Altigen,
Bhargavaea indica DC1 Gram (+) M E Ucggen, Besgen, 30-100 Singh vd. 2015
Tkosahedral
Bordetella sp. Gram (-) M E - 63-90 Thomas vd. 2012
ggadyrh'mb'“m JapoNIEUM 1 Gram (1) M - Cubuk, Oval 5-50 Rasulov vd. 2016
Brevibacterium casei Gram (+) M I Kiiresel 10-50 Kalishwaralal vd. 2010
B. frigoritolerans DC2 Gram (+) M E Kiiresel 97 Singh vd. 2015
Caldibacillus Gram (+) T E Kiiresel <100 Akkaya vd. 2024
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Cizelge 2.1 AgNP’lerin sentezini gergeklestiren gesitli bakteriler [M: mezofil, T: termofil, I: intraseliiler, E: ekstraseliiler] (devam)

Bakteri Ismi B%;Zma S(i (e::lllsdr?gl Gerg$l;l:stlg1 Sekil Boyut (nm) Kaynak
Chryseobacterium artocarpi Gram (-) M - Kiiresel 49 Venil vd. 2016
Corynebacterium sp. SH09 Gram (+) M E - 10-15 Zhang vd. 2005
Deinococcus radiodurans Gram (+) M E Kiiresel 4-50 Kulkarni vd. 2015
Enterobacter aerogenes Gram (-) M E Kiiresel 25-35 Karthik ve Radha 2012
E. cloacae Gram (-) M E Kiiresel 28.5-122 | Shahverdi vd. 2007
Enterococcus faecalis Gram (+) M E - 10-80 Pourali vd. 2012
. . Gurunathan vd. 2009, Kushwaha vd. 2015,
E. coli Gram (-) M E Kiiresel 15-89.6 Mathur vd. 2018, Verma vd. 2018
E. fergusonii Gram (-) M E Kiresel, 10-20 Pourali ve Yahyaei 2016
Altigen
Exiguobacterium sp. KNU1 Gram (+) M E Kiresel 10-50 Tamboli ve Lee 2013
E. aurantiacum Gram (+) M E Kiresel 5-50 Saeed vd. 2020
Geobacillus spp. Gram (+) T E E <100 Cekuolyte vd. 2023
G. stearothermophilus Gram (+) T E Kiiresel 5-50 %igammw Fayaz vd. 2011, Ghasemi etal.
G. thermodenitrificans AZ1 Gram (+) T E Kiiresel 1.44-16.3 | Youssifvd. 2020
Geobacter sulfurreducens Gram (-) M E - - Law vd. 2008
Gluconobacter roseus Gram (-) M E - 10 Krishnaraj ve Berchmans 2013
Idiomarina sp. Gram (-) M I - 25 Seshadri vd. 2012
Facosiella oxytoca DSM Gram (-) M E Kiiresel . Baldi vd. 2016
K. pneumoniae Gram (-) M E Kiiresel 5-37 Shahverdi vd. 2007, Kalpana ve Lee 2013
Lactobacillus sp. Gram (+) M Evel - 50 Brayner vd. 2007
L. mindensis Gram (+) M E Kiiresel 2-20 Dhoondia ve Chakraborty 2012
L. lactis Gram (+) M E Kiiresel 5-50 Saravanan vd. 2017, Viorica vd. 2017
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Cizelge 2.1 AgNP’lerin sentezini gergeklestiren ¢esitli bakteriler [M: mezofil, T: termofil, I: intraseliiler, E: ekstraseliiler] (devam)

P Gram Gelisme | Gergceklestigi .
Bakteri Ismi Boyama Sicaklig Yer Sekil Boyut (nm) Kaynak
Microbacterium resistens Gram (+) M E Kiresel 10-20 Wang vd. 2016
Morganella sp. Gram (-) M E Yar Kiiresel 10-40 Parikh vd. 2011, Ramanathan vd. 2011
Nocardiopsis sp. MBRC-1 Gram (+) M E Kiiresel 45 +0.15 | Manivasagan vd. 2013
'C\')‘%Clard"’ps's vallljprmis Gram (+) M . Kiiresel 5-50 Rathod vd. 2016
ggVOSph'”QOb'“m P-THG- | Gram () M i Kiiresel 825 | Yazdani-Arazi vd. 2017
glj'%mbac"“m anthropi Gram () M | Kiiresel 35-85 | Thomas vd. 2014, Gahlawat vd. 2016
Pedicoccus pentosaceus Gram (+) M | - - Sintubin vd. 2009
Pilimelia columellifera Gram (+) M E Kiiresel 12.7-15.9 | Goliaska vd. 2016
subsp. pallida
Proteus mirabilis Gram (-) M Evel Kiresel 10-20 Samadi vd. 2009
. N . Kumar ve Mamidyala 2011, Otagsara
P. aeruginosa Gram (-) M E Kiiresel, Disk 5-25 2011, Srivastava ve Constanti 2012
P. aeruginosa BS-161R Gram (-) M E Kiiresel 13 Kumar ve Mamidyala 2010
P. aeruginosa DM1 Gram (-) M E Kiiresel 45-100 Kumari vd. 2017
P. aeruginosa SN5 Gram (-) M E - 35-60 Naik vd. 2017
Rhodococcus sp. Gram (+) M | Kiiresel 10-15 Otari vd. 2015
Sinomonas mesophila . .
MPKL 26 Gram (+) M E Kiiresel 4-50 Manikprabhu vd. 2016
%Fgosam'“a koreensis Gram (+) M E Kiiresel Singh vd. 2016
S. aureus Gram (+) M E Kiiresel 160-180 Nanda ve Saravanan 2009
S. epidermidis Gram (+) M | Kiresel, Oval, 10-80 Pourali vd. 2012, Rezvani Amin vd. 2016
Cubuk, Ucgen
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Cizelge 2.1 AgNP’lerin sentezini gergeklestiren gesitli bakteriler [M: mezofil, T: termofil, I: intraseliiler, E: ekstraseliiler] (devam)

Gram

Gelisme

Gergeklestigi

Bakteri Ismi Boyama Sicakhi Yer Sekil Boyut (nm) Kaynak
Streptacidiphilus sp. . .
CGé’lln P P Gram (+) M E Kiiresel 4-45 Railean-Plugaru vd. 2016
Streptacidiphilus . .
durhamensis HGG16n Gram (+) M E Kiiresel 8-48 Buszewski vd. 2018
Streptococcus thermophiles Gram (+) T E Kiiresel 28-122 El-Shanshoury vd. 2011
opeptomyces sp- 09 FBT Gram (+) M Kiiresel 198-595 | Saravana Kumar vd. 2015
Streptomyces sp. SS2 Gram (+) M E Kiiresel 6;'39;; Mohanta ve Behera 2014
Streptomyces kasugaensis . .
M33p8-M)1/T g Gram (+) M E Kiiresel 13.2 Wypij vd. 2017
Streptomyces glaucus Gram (+) M E Kiiresel 4-25 Tsibakhashvili vd. 2011
Streptomyces albidoflavus Gram (+) M | - 10-14 Priyadarshini vd. 2013
Streptomyces hygroscopicus Gram (+) M E Kiiresel 20-30 Sadhasivam vd. 2010
Thermoactinomyces sp. Gram (+) T E Kiiresel 20-40 Deepa vd. 2013
Ureibacillus Gram (+) T E Kiiresel 10-100 | Juibari vd. 2011
thermosphericus
Weissella oryzae DC6 Gram (+) M Evel Kiiresel 10-30 Singh vd. 2016




2.4 Bakteriyel AgNP’lerin Sentez Mekanizmalar: ve Diger Sentez Yontemlerine
Gore Avantajlan

Bakterilerin nanopartikiilleri nasil irettigini anlamak i¢in, Oncelikle bakterilerin
nanopartikiilleri neden irettigini kavramak gerekir. Bakterilerin farkli ¢evresel stres
kosullarinda hayatta kalabilmek ic¢in gelistirdikleri bazi genetik ve biyokimyasal
mekanizmalar bulunmaktadir. Giimiisiin bakteriler i¢in toksik oldugu bilinmektedir ve
Ag" iyonlarinin bakteriler izerindeki toksisitesi bu stres kosullarindan biridir (Alexander
2009, Javaid vd. 2018). Ag" elektron agisindan zengin kiikiirt hidril (tiyol dahil) ve amin
gruplar1 igeren bir dizi biyolojik makromolekiile baglanmakta ve bu proteinlerdeki sistein
kalintilarinin yan zincirlerini hedef alarak disiilfit baglarina etki ederek proteinlerin
liclinciil yapisinin ve dolayisiyla islevlerinin denatiirasyonuna yol agmaktadir
(Mijnendonckx vd. 2013). Bunun yani sira, Ag" iyonlart DNA bazlarindaki heterosiklik
aminlerle kompleks olusturarak genetik materyallerin  replikasyonunun  ve
transkripsiyonun bozulmasina neden olmaktadir (Prabhu ve Poulose 2012). Ag*
toksisitesi, bakterilerde cesitli direng mekanizmalarinin gelismesine yol agmstir. Strese
maruz kalan bakterinin bu iyonu detoksifiye etmesi veya gidermesi bakterinin hayatta
kalmasi i¢in bir gerekliliktir. Bu siire¢lerin AgNP’lerin biyoiiretimi i¢in 6nemli oldugu
diistiniilmektedir (Mabey vd. 2019). Bakterilerin AgNP’lerin sentez mekanizmalari
hakkinda yapilan galismalar Ag* iyonunun indirgenmesi ve detoksifikasyonunda NADH
ve NAD(P)H’ye bagh nitrat rediiktaz ve nitrorediiktaz A gibi nitrat1 nitrite indirgeyen
cesitli enzimlerin 6nemli role sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 2.4) (Anil Kumar vd.
2007, Shahverdi vd. 2007, Javaid vd. 2018). Nitrat rediiktaz enzimleri dimetilsiilfoksit
rediiktaz (DMSOR) enzim ailesinin bir pargasidir ve hiicresel konumlarina gore
isimlendirilirler: disimilasyon periplazmik nitrat rediiktazlar (Nap), solunum zarina bagh
nitrat rediiktazlar (Nar) ve asimilasyon sitoplazmik nitrat rediiktazlar (Nas) (Coelho vd.
2015). Enzimler nitrat1 nitrite indirgemek i¢cin NAD(P)H'den yararlanmaktadir. Bunun
icin NAD(P)H bir hidrit iyonu (H") araciligi ile rediiktazin NAD(P)H baglanma bolgesine
iki elektron vermektedir. Elektronlar nitratin bulundugu molibden aktif bolgesine (Mo
aktif bolgesi) demir-siilfiir kiimesi araciligiyla iletilmekte ve kovalent baglanma
gergeklesmektedir. Bundan sonra nitrat, H" varliginda nitrit (NO2") ve H20 olusturmak
icin rediiksiyona ugramaktadir (Coelho vd. 2015, Mabey vd. 2019).
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NADPH+ H' NADP

AgNO,
giimiis ivonu
kompleksi

biiyiime/cekirdeklenme

NADH+H* NAD- Kapatma ve
Stabilizasyon

Giimiis Nanopartikiiller

Sekil 2.4 Bakteriler tarafindan NADH bagimli nitrat rediiktaz enzimi araciligiyla giimiis
nanopartikiillerinin iiretim mekanizmasi (Javaid vd. 2018)

AgNP’lerin sentezinde kullanilan her yontemin avantaj ve dezavantajlar1 vardir.
AgNP’lerin sentezinde en yaygin yontemlerden biri olan kimyasal yontemin en biiyiik
dezavantaji, oldukga zararli organik ¢oziiciileri gerektirmesidir. Bu ¢oziiciilerin varligi,
sentezlenen nanopartikiillerin daha diistik biyouyumluluga sahip olmasina neden olmakta
ve bu da dogal uygulamalarin1 sinirlamaktadir (Park 2014, Khan vd. 2018). Fiziksel
yontemlerle sentez zararli madde gerektirmez ve bu nedenle kimyasal olarak kirlenmemis
ve saf AgNP’ler elde edilebilmektedir (Tsuji vd. 2002). Ancak fiziksel yontemde firin
tiiplerinin kullanilmasinin yiiksek enerji tiikketimi (Ge vd. 2014, Iravani vd. 2014, Wei vd.
2015), termal kararlilik i¢in daha fazla zaman ve alan (Magnusson vd. 1999, Kruis vd.
2000, Ge vd. 2014) gerektirmesi gibi dezavantajlart bulunmaktadir. Biyolojik sentez
yontemleri, fiziksel ve kimyasal sentez yontemlerine nazaran oldukga avantajhidir (Javaid
vd. 2018). AgNP’lerin biyolojik sentez kaynaklar1 arasinda bakteriler, stirdiiriilebilirligi,
biyouyumlulugu, diisiik maliyetli olmasi, stabilize edici ve indirgeyici ajanlar olarak
biyopolimerlerin kullanilmasi sayesinde toksik olmamasi, daha uzun siire daha yiiksek
stabilite gostermeleri ve endiistriye yonelik seri liretim i¢in kolaylikla kullanilabilmesi
gibi benzersiz 6zellikleri sayesinde 6ne ¢ikmaktadir (Law vd. 2008, Manti vd. 2008,
Saifuddin vd. 2009, Wei vd. 2015). Biyolojik sentez yontemleri kendi igerisinde

incelendiginde, bitkisel kaynaklar kullanilarak gerceklestirilen sentez cogunlukla kisa
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stirede tamamlanir fakat, giimiis iyonlarinin indirgenmesinde flavonoidler, terpenoidler
ve polifenoller gibi ¢oklu bilesenlerin kullanilmasi sonucu ¢ogunlukla biyolojik aktiviteyi
olumsuz etkileyen polidispers AgNP’ler iiretilebilmektedir (Chopade vd. 2012, Salunke
vd. 2014). Biyolojik sentez yontemleri arasinda yaygin olarak kullanilan bitkisel kaynakli
sentezin diger biiyiikk dezavantajlar1 ise, sentezin cografi ve mevsimsel farkliliklardan
etkilenmesi, bliylik ¢apta iiretim s6z konusu oldugunda genis tarim alanlarina ihtiyag
duyulmasi ve c¢oklu ekstraksiyon adimlar1i gerektirmesidir (Singh vd. 2013)
Nanopartikiillerin mikrobiyal sentezi bu tiir varyasyonlardan etkilenmemektedir (Salunke
vd. 2014). Cesitli arastirmalar, metalik nanopartikiillerin biyolojik {iretiminde agirlikli
olarak prokaryotlara odaklanmaktadir. Bakterilerin ekosistemdeki bolluklar1 ve ekstrem
kosullarda bile gelisebilmeleri 6ne ¢ikmalarin1 saglayan 6nemli sebepler arasindadir.
Bakterilerin tiretiminde sicaklik, pH, kiiltiir ortamu, inkiibasyon siiresi ve oksijen kosullari
gibi AgNP’lerin iiretim miktarini ve tretilen AgNP’lerin boyutunu/seklini etkileyen
parametreler kolaylikla optimize ve kontrol edilebilmektedir (Pantidos 2014).
Bakterilerin son derece hizli biiylimeleri, kolay manipiile edilebilmeleri ve kullanim
kolayliklari,  kontrolli ~ nanopartikiil ~ biiyiimesi ve  metal  iyonlarinin
biyomineralizasyonuna olanak tanimaktadir (Pantidos 2014, Bao ve Lan 2019,
Dhandapani vd. 2020).

2.5 Giimiis Nanopartikiillerin Genel Uygulama Alanlari ve Biyolojik Aktiviteleri

Glimiis nanopartikiiller, antibakteriyel ve terapotik kullanim potansiyelleri sayesinde
siklikla arastirilmaktadir. Bakterilerde geri dontisii olmayan hasarlara neden olan reaktif
oksijen tiirleri olusturma yetenegine sahip olan bu nanopartikiiller ayrica DNA veya
RNA’ya baglanmada gii¢lii bir afinite gostermektedir ve boylece mikrobiyal replikasyon
stirecine miidahale etmektedir (dos Santos vd. 2014). Sergiledikleri giiclii antibakteriyel
etkileri nedeniyle giimiis nanopartikiiller, gelecekteki antimikrobiyal ajanlar i¢in umut
verici sonuglar sunmaktadir (Zain vd. 2014). Antibakteriyel 6zelliklerinin yani sira
yiiksek cok yonliiliikleri nedeniyle antiviral, antikanser ve antifungal gibi farkli 6zellikler
sergileyerek, cesitli canli sistemlere kars1 kullanilabilmektedirler (Pantidos 2014). Giimiis
nanopartikiiller, bu giiclii biyolojik etki 6zellikleri sayesinde en yaygin olarak kullanilan
antienfeksiyon nanomalzemeler olarak bilinirler (Makvandi et al. 2020).
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2.5.1 Giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel 6zelligi

AgNP’ler sergiledikleri degerli fizikokimyasal ve antibakteriyel 6zellikleri sayesinde
tibbi ve farmasotik alanlardaki c¢alismalar basta olmak iizere biiyiik ilgi gormektedir
(Kumar vd. 2018). Giimiis ve giimiis nanopartikiillere ilgi, ¢oklu antibiyotige direngli
bakterilerin ortaya c¢ikmasi ve hastane kaynakli bakteriyel enfeksiyonlarin artan
prevalanst nedeniyle yiikselmektedir (Khan vd. 2018). Mikrobiyal enfeksiyon, doku
yenilenmesini bozmakta ve iyilesme i¢in gereken siireyi uzatmaktadir (Jamaledin vd.
2020, Zare ve Makvandi 2020), bu durum, hastalarda yogun 1stirap ve sikintiya neden
olmakta ve sosyal saglik sistemlerinden biiyiik miktarda kaynak tliketmektedir
(Makvandi vd. 2019, Moeini vd. 2020, Wang vd. 2020). Bu nedenle, yeni antimikrobiyal
Ozelliklere sahip bilesenlerin kullanilmasi oldukg¢a 6nem arz etmektedir (Makvandi vd.
2020). Gumiis, antibakteriyel oOzelliklerinden dolayr ozellikle antik caglarda
enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Fakat giimiis iyonlarinin
insanlar iizerindeki toksisitesi nedeniyle glimiisiin kullanim1 ciddi  sekilde
sinirlandirilmaktadir. Bu ylizden nanoteknoloji, giderek daha genis yiizey alani/hacim
oranlarina, bakterilere kars1 daha fazla etkinlige ve en 6nemlisi insanlar i¢in daha diisiik
toksisiteye sahip daha kiigiik giimiis nanopartikiillerin {iretimine odaklanmaktadir.
AgNP’ler bu genis ylizeyalani/hacim oranlar1 ve kristalografik yiizey yapilari nedeniyle
antibiyotiklere alternatif, potansiyel antibakteriyel ajanlar olarak degerlendirilmektedir
(Zhang vd. 2016). AgNP’lerin sergiledikleri antibakteriyel aktiviteler sentez siiregleri,
sekli, konsantrasyonu ve boyutlarina baglidir. Daha biiyiik yiizey alani/hacim oranina
sahip daha kiigiik boyutlu AgNP’ler, biiylik partikiillerden daha etkili bir antibakteriyel
aktivite gostermektedir (Khan vd. 2018). AgNP’lerin antibakteriyel ajanlar olarak
kullanimiyla ilgili ¢esitli mekanizmalarin sematik gosterimi Sekil 2.5’te sunulmustur.
Glimiis nanopartikiiller tipik olarak membran boyunca elektrostatik akisi engellemekte ve
bu da bakterilerin membraninin bozulmasina neden olmaktadir (Makvandi vd. 2020).
Glimiis nanopartikiiller bir bakteri hiicresinden yaklasik 250 kat daha kiiciik oldugu i¢in,
nanopartikiiller bakteri hiicre duvarma yapismakta ve bu da hiicre membran
potansiyelinin kararsizlagsmasina, hiicrede ATP seviyelerinin diigmesine ve hiicresel
siirecin engellenmesi sonucu hiicre Oliimiiniin gerceklesmesine yol ag¢maktadir

(Shrivastava vd. 2007, Li vd. 2010, Makvandi vd. 2020). Cesitli arastirmalar, AgNP’lerin
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bakteri hiicre duvarinda “cukur” veya “bosluk” olusturarak buralarda biriktigini, bu
birikimin bakteri hiicre zarinin ve hiicre duvariin gegirgenligini bozdugunu ve sonunda
bakterisidal aktiviteyi indiikledigini gostermektedir (Sondi ve Salopek-Sondi 2004, Li vd.
2010). AgNP’lerin bakteri hiicrelerinde sitotoksisiteyi tetikleyen serbest radikallerin
(ROS ve reaktif nitrojen tiirleri) olusumuna yol agcan redoks reaksiyonlarina katilarak bu
siirece yardimci olan genlerin ekspresyonunu artirdigi ve bdylece mantar ve bakteri
oliimiine yol agtig1 bilinmektedir (Geethalakshmi ve Sarada 2013, Khan vd. 2018).
Ayrica, oksitlenmis glutatyon, membran bozulmasina yol agarak lipid
peroksidasyonunun artmasima ve bdylece hiicresel bilesenlerin sizmasina neden
olabilmektedir (Piao vd. 2011). Son olarak, AgNP’ler DNA’da bulunan kiikiirt ve fosfor
gruplarina baglanarak DNA'nin ¢oziilmesine neden olabilmekte ve bu da transkripsiyonel

ve translasyonel bozulmaya yol agarak hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (Khan vd. 2018).
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Yapilan bir calismada, deneysel kemik dokusu miihendisligi i¢in gelistirilen enjekte
edilebilir bir antienfeksiyon iskelesine antibakteriyel aktivite kazandirmak amaciyla misir
puskiilii 6zii araciligiyla AgNP’lerin sentezi gergeklestirilmistir (Makvandi vd. 2020). Bir
calismada, AgNP’lerin S. pyogenes, S. enterica, S. aureus ve E. faecalis’e kars1 6nemli
Olciide etkili oldugu gosterilmistir (Devi ve Joshi 2012). Shameli ve arkadaslari, disk
difiizyon yontemini kullanarak S. aureus ve S. typhimurium bakterilerine Kkarsi
AgNP’lerin boyuta dayali antibakteriyel potansiyelini bildirmistir. AgNP’lerin oldukga
etkili oldugu ve her iki susun da 6nemli 6l¢iide inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur.
AgNP’lerin antibakteriyel potansiyelinin, nanopartikiillerin boyutuna bagli oldugu,
kiigiik partikiillerin biiyiik partikiillere kiyasla daha fazla bir temas ylizey alanina sahip
oldugu igin daha yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (Shameli vd. 2012). Benzer
sekilde, 20 nm'den kiigiik bir boyuta sahip AgNP’ler E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ve
Micrococcus luteus’a karsi antibakteriyel oOzellikler sergilemistir (Gade vd. 2010,
Raheman vd. 2011). Baska bir ¢alismada, kiiresel sekle sahip ve boyutlart 5 ila 30 nm
arasinda degisen AgNP’lerin B.cereus, Shigella spp., P. aeruginosa, S. aureus, K.
pneumoniae ve E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivitesi gosterilmistir (Rajkuberan vd.
2015). K. pneumoniae’nin kiiltiir siipernatanlarindan biyolojik olarak sentezlenen
AgNP’lerle yapilan bir ¢alismada, penisilin G, amoksisilin, eritromisin, klindamisin ve
vankomisin gibi ¢esitli antibiyotiklerin S. aureus ve E. coli’ye karsi etkinliklerinin
AgNP’lerin varliginda arttigi rapor edilmistir (Shahverdi vd. 2007). S. aureus’un kiiltiir
stipernatanlar1 kullanilarak biyolojik olarak iiretilen AgNP’ler, metisiline direncli S.
aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, S. typhi ve K. pneumoniae’ye karsi onemli
antimikrobiyal aktivite gostermistir (Nanda ve Saravanan 2009). Biyolojik sentez
yontemiyle elde edilen AgNP’lerin S. aureus, E. coli, S. typhi, M. luteus ve P.
aeruginosa’ya karst inhibisyon zonlart olusturdugu rapor edilmistir (Elangovan vd.
2015). Gurunathan ve arkadaslar1 AgNP’lerin 6nemli patojenik bakteriler olan P.
aeruginosa, Shigella flexneri, S. aureus ve S. pneumoniae’ye karsi antibakteriyel ve

antibiyofilm aktivitesinin oldugunu bildirmistir (Gurunathan vd. 2014).

AgNP’ler antimikrobiyal 6zellikleri sebebiyle 6zellikle tip alaninda, 6zellikle antibiyotik
tedavisine yanit vermeyen ¢oklu ilaca direngli mikroorganizmalara karsi, sert ve yumusak

doku enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilmaktadir (Makvandi vd. 2020). Buna ek
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olarak antiinflamatuar yapilarinin da son derece faydali olabilecegi bilinmektedir (Khan
vd. 2018). Cesitli ¢alismalar, giimiis nanopartikiillerin giiglii bir antiinflamatuar etki
sergiledigini (Tian vd. 2007, Nadworny vd. 2008) ve yara iyilesmesini hizlandirdigini
gostermektedir (Wright vd. 2002, Huang vd. 2007). Gergeklestirilen ¢alismalar, giimiis
nanopartikiillerin  varliginda yara iyilesmesinin hizlanmasinin, lokal matriks
metalloproteinaz aktivitesinin azalmasi ve yara i¢indeki notrofil apoptozunun artmasi
sonucu olustugunu gostermektedir (Khan vd. 2018). Cogu yara, farkli patojenik
mikroorganizmalarin biiyiimesiyle enfekte olmaktadir. S. aureus ve P. aeruginosa
fakiiltatif aerobikler grubuna giren ve gecikmis yara iyilesmesinin baslica nedenleri
olarak kabul edilen patojenlerdir (Bowler vd. 2001). Bakteriyel AgNP’lerin benzersiz
fizikokimyasal 6zellikleri, glimiisiin etkinlik oranini artirmaya yardime1 olur ve AgNP’ler
emdirilmis yara Ortii malzemeleri hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif patojenik
mikroorganizmalarin biiylimesini engellemektedir (Madhumathi vd. 2010, Prabhu ve
Poulose 2012). Kremler ve merhemler gibi giimiis bazli yara pansuman malzemeleri ve
biyomedikal {iriinler, farkli mikroorganizmalara karsi etkili antibakteriyel aktiviteleri
nedeniyle halihazirda ticari olarak ilgi gormektedir (Kumar vd. 2018). Nanokristal giimiis
yara Ortiiler1 bir siiredir ticari olarak mevcuttur ve yaniklar dahil olmak {iizere toksik
epidermal nekroliz (Asz vd. 2006), Stevens-Johnson sendromu (Yang vd. 2007), kronik
iilser (Sibbald vd. 2007) ve pemfigus (Yang vd. 2007) gibi ¢esitli yaralarin tedavisi i¢in
klinik olarak kullanilmaktadir (Chen vd. 2006, Huang vd. 2007, Vlachou vd. 2007). Bir
caligmada, yara iyilestirme uygulamalari i¢in antienfeksiyon kompozitleri olarak glimiis
nanopartikiillerin gomiildiigii termosensitif hidrojeller kullanilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla biyokompozitin yara kapanmasini hizlandirdigr bildirilmistir (Makvandi vd.
2019). Kurkumin gibi diger dogal bilesikler de altin ve giimiis nanopartikiillerin
biyosentezi i¢in kullanilmistir (Nambiar vd. 2018, Lyu vd. 2020). Glimiis nanopartikiiller
kaynayan sulu kurkumin ¢ozeltisinde sentezlenmis ve yara iyilestirme uygulamalarinda
kullanilmak tizere bakteriyel seliiloza gomiilmiistiir. Kurkumin hidrofobik bir madde
oldugundan ve suda iyi ¢oziilmediginden, siklodekstrinlerde mikrokapsiillenmistir
(Gupta vd. 2020). Bakteriyel seliiloz, bakteriler tarafindan sentezlenen ve biyolojik olarak
parcalanabilen dogal bir seliilozdur. Yiiksek safligi, toksik olmamasi ve {istiin fiziksel-
mekanik ozellikleri nedeniyle antibakteriyel tedavide ilgi ¢ekmektedir. Bakteriyel

seliiloz/polianilin aerojelleri, polianilinin yerinde polimerizasyonu yoluyla farkli
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miktarlarda glimiis nanopargaciklar ile yiiklenmistir. Olusturulan aerojel, E. coli ve S.
aureus’a karsi Oonemli antibakteriyel aktivite sergilemistir. Polianilin ve bakteriyel
seliilozun AgNP’ler ile entegrasyonu, iiglii nanokompozitin hidrofilikligini azaltmakta,
bu da bakteriyel seliilozun yiizeyinde hiicre tutunmasinin azalmasiyla sonuglanmaktadir

(Hosseini vd. 2020, Makvandi vd. 2020).

2.5.2 Giimiis nanopartikiillerin antifungal 6zelligi

Ozellikle bagigikligi  baskilanmis hastalarda, mantar enfeksiyonlarma siklikla
rastlanmaktadir. Mantar kaynakli enfeksiyonlarin iistesinden gelmek zor bir siirectir,
clinkii sinirli sayida antifungal ila¢ mevcuttur (Kim vd. 2008). Bu yiizden, biyouyumlu,
toksik olmayan ve ¢evre dostu iceriklerin gelistirilmesine kars1 biiyiik bir ihtiya¢ vardir.
Bu noktada AgNP’lerin mantarlarin neden oldugu ¢esitli hastaliklara karsi antifungal
ajanlar olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Zhang vd. 2016). AgNP’ler mantarlarin
membran biitiinliglinii bozarak veya normal tomurcuklanma siirecini engelleyerek hiicre

oliimiinii gergeklestirmektedir (Khan vd. 2018).

AgNP’lerin Candida tropikalis, C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis ve
Trichophyton mentagrophytes gibi tiirlere kars1 potansiyel aktiviteleri gosterilmistir (Kim
vd. 2008). Benzer sekilde, Velluti ve arkadaslari, AgNP’lerin C. tropikalis, C. albicans
ATCC 10231, Cryptococcus neoformans ATCC 32264, Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763, A. fumigatus ATCC 26934, A. flavus ATCC 9170, A. niger ATCC 9029, T.
rubrum, T. mentagrophytes ATCC 997 ve Microsporum gypseum tiirlerine karsi etkili
oldugunu bulmustur (Velluti vd. 2014). Bir baska ¢alismada, biyolojik olarak sentezlenen
AgNP’lerin Pleospora herbarum, Phoma glomerata, Fusarium semitectum, Trichoderma
spp. ve C. albicans’a kars1 etkilerine ek olarak AgNP’lerin flukonazol ile baglantili olarak
sinerjistik etkileri bildirilmistir (Gajbhiye vd. 2009). Jo ve arkadaslari, iki bitki patojeni
mantari olan Magnaporthe grisea ve Bipolaris sorokiniana’ya karst giimiis
nanopartikiillerin antifungal potansiyelini gostermistir. AgNP’lerin ftalazin, tiazolidin,
hidrazid, pirazolo, tetrazolo ve piridazin tiirevleri gibi ¢esitli heterosiklik bilesiklerle
kombinasyonlar1 sonucunda C. albicans ve A. flavus’a kars1 fungisidal potansiyele sahip

oldugu bulunmustur (Jo vd. 2009). Biyolojik ydntemlerle sentezlenen AgNP’ler,
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Alternaria alternata, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina fazeolina, Rhizoctonia
solani, Botrytis cinerea ve Curvularia lunata dahil olmak iizere gesitli fitopatojenik
mantarlara kars1 antifungal aktivite sergilemistir (Krishnaraj vd. 2012, Monteiro vd.
2012). Benzer sekilde, Bacillus tiirleri tarafindan sentezlenen AgNP’ler, bitkiler igin
patojenik bir mantar olan Fusarium oxysporum’a karst giiclii antifungal aktivite
sergilemistir (Gopinath ve Velusamy 2013). AgNP’ler sadece insan ve bitki patojenik
mantarlarina karst degil, aym1 zamanda agar ortaminda kiiltiirii yapilan Penicillium
brevicompactum, A. fumigatus, Cladosporium cladosporoides, Chaetomium globosum,
Stachybotrys chartarum ve Mortierella alpin gibi mantar tiirlerine karsi da inhibe edici

etkiler géstermistir (Ogar vd. 2015).

2.5.3 Giimiis nanopartikiillerin antiviral 6zelligi

Viral hastaliklarin diinya capinda oldukc¢a yaygin olmasindan kaynakli olarak dogal
antiviral ajanlarin gelistirilmesi 6nem ve ihtiyag arz etmektedir (Zhang vd. 2016).
AgNP’ler bakterisidal potansiyelleri nedeniyle halihazirda antimikrobiyal ajanlar olarak
biiyiik ilgi goriirken, AgNP’ler dahil ¢esitli metal nanopartikiillerin yeni antiviral ajanlar
olarak kullanilabilmeleri arastirilmaktadir (Khan vd. 2018). Biyolojik olarak sentezlenen
AgNP’lerin boyutuna ve zeta potansiyeline bagli olarak, herpes simpleks viriisii (HSV)
tip 1 ve 2 ve insan parainfluenza viriisii tip 3’te canliligi inhibe ederek enfeksiyonu
azaltma potansiyeli sergiledigi gosterilmistir (Gaikwad vd. 2013). Bir bagka c¢alismada,
AgNP’lerin, insan immiin yetmezlik viriisiine (HIV) ve hepatit B viriisiine (HBV) kars1
etkili inhibitor aktiviteleri caligilmistir (Xiang vd. 2011). Bu baglamda AgNP’lerin viral
replikasyonun erken bir asamasinda anti-HIV aktivitesini gosteren bir calisma
gerceklestirilmistir. Polivinil pirolidon (PVP) kapli AgNP’lerin, hiicre baglantili HIV-1
ve hiicresiz HIV-1 izolatlarmin bulagini engelledigi bulunmustur (Lara vd. 2010).
AgNP’lerin antiviral etkisini arastiran bir ¢alismadan elde edilen veriler HIV-1'in hem
makrofaj (M)-tropik hem de T-lenfosit (T)-tropik suslarinin AgNP’lerle kapli poliiiretan
prezervatife (PUC) karst olduk¢a duyarli oldugunu gostermistir (Mohammed Fayaz vd.
2012). Tannik asitin aracilik ettigi AgNP’lerin sentezi sonucu, c¢esitli boyutlarda
sentezlenen AgNP’lerin HSV-2 enfektivitesini azalttigi, virlis baglanmasini,

penetrasyonunu ve yayilmasini engelledigi gosterilmistir (Orlowski vd. 2014). Vero
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hiicrelerinin AgNP’lerin sitotoksik olmayan konsantrasyonlar1 ile gergeklestirilen
tedavisinin, Peste des petits ruminant virilisiiniin (PPRV) replikasyonunu 6nemli 6l¢iide
inhibe ettigi bulunmustur. Bahsi gecen viral replikasyonu onlenme mekanizmalari,
AgNP’lerin sitotoksik olmayan virion yiizeyi ve virion gekirdegi ile etkilesiminden
kaynaklanmaktadir (Khandelwal vd. 2014). Fasulye Saris1t Mozaik Viriisiinde (BYMYV)
24 saat siiren AgNP’lerin tedavisinin, virlis konsantrasyonunu, enfeksiyon yiizdesini ve
hastalik siddetini azalttigi rapor edilmistir (Elbeshehy vd. 2015). Viral enfeksiyon
esnasinda, virlis once konakgi hiicre ile temas eder ve ardindan yasamsal materyalini
baglanma ve fiizyon yoluyla hiicrelere aktarir. Mekanizma tam olarak anlagilmamasina
ragmen, AgNP’lerin hiicrelerde viral yiizey glikoproteinleri ile etkilesime girerek
miidahale ettigi diisiiniilmektedir. Ayrica, AgNP’lerin HIV-1’in yasam dongiisii
asamalarini da engelledigi rapor edilmistir. Bu olaym arkasindaki mekanizma,
AgNP’lerin fonksiyonel HIV-1 proteinlerini bloke etmesine, kiikiirt ve fosforlu genetik
materyal gruplarina dogrudan baglanarak ters transkripsiyon oranlarini azaltmasina

dayanmaktadir (Khan vd. 2018).

2.5.4 Giimiis nanopartikiillerin antikanser 6zelligi

Farkli sekil ve boyutlardaki AgNP’lerin, farkli dozlarda ve farkli hiicrelere
uygulandiginda elde edilen sonuglarin olduk¢a degisken oldugunu kanitlayan pek cok
calisma mevcuttur (Khan vd. 2018). AgNP’lerin yiizey kimyasi, boyut, boyut dagilimi,
sekil, partikiil morfolojisi, partikiil bilesimi, kaplama/kapaklama ajanlari, aglomerasyon,
coziinme hizi, ¢ozeltideki partikiil reaktivitesi, iyon saliniminin etkinligi, hiicre tipi ve
sentez icin kullanilan indirgeyici ajanlar gibi fiziksel ve kimyasal oOzellikleri
sergileyecekleri sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in ¢ok 6nemli faktorlerdir (Carlson vd.
2008, Zhang vd. 2011, Sriram vd. 2012, Gliga vd. 2014). AgNP’lerin ylizey yiikleri
hiicrelerdeki toksisite etkisini belirleyebilmektedir. AgNP’lerin ¢oklu dokulardaki
dagilimi1 goz oniline alindiginda, ¢alismalar hiicre tiplerinin AgNP’lere verilen yanitlari
etkileyebilecegini ortaya koymaktadir (Zhang vd. 2016). Giintimiizde farkli kanser tiirleri
tizerinde bircok kemoterapdtik ajanin kullaniliyor olmasina ragmen, kemoterapdtik
ajanlarin yan etkileri oldukga fazladir (Thorley ve Tetley 2013). Bu nedenle sistemik yan

etkilerden kacinmak icin farkli teknolojilerin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir. Bir¢cok
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arastirmact, timor hiicrelerini hedefleyebilecek formiilasyonlar olusturmak igin alternatif
bir arag¢ olarak nanomalzemelerin gelistirmesi ve kullanilmasiyla ilgilenmektedir (Zhang
vd. 2016). AgNP’ler antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri nedeniyle siklikla
calisiimakla  birlikte, dogal sentez yontemleriyle sentezlenen AgNP’lerin
genotoksisitesini ve sitotoksisitesini degerlendiren g¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir
(Khan vd. 2018, Husain vd. 2023). AgNP’lerin antikanser potansiyeli hakkinda mevcut
literatiir, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunun AgNP’lerin kanser hiicreleri ile
etkilesiminin bir sonucu oldugunu géstermektedir. Cok sayida ¢alisma, hiicrelerin i¢inde
ROS olusumuna bagli olarak AgNP’lerin ve AuNP’lerin kanser hiicreleri lizerindeki
antitimor aktivitesini 6ne siirmektedir (Franco-Molina vd. 2010, Zhang vd. 2013). Dogal
sentez yontemi olan biyosentez ile sentezlenen AgNP’lerin ROS olusumu yoluyla DNA,
proteinler ve cesitli hiicresel organellerle etkilesime girdigini ve tiimor hiicrelerinde
nekroz ve apoptozu indiikledigini rapor etmistir (Duran vd. 2010). Calismalarin tiimi,
AgNP’lerin ROS fiiretimi, laktat dehidrojenaz sizintisinin artmasi, apoptoz ve otofaji
genlerinin diizenlenmesi, endoplazmik retikulum stresi, mitokondriyal islev bozuklugu,
kaspazlarin aktivasyonu ve DNA hasar1 gibi cesitli islemlere katilarak hiicre 6limiinii
indiikleyebilecegini gostermektedir (Zhang vd. 2016). AgNP’lerin sitotoksisite ve
genotoksisitesinin AgNP’lerin sentezlenme asamasindaki parametrelere bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Yiizey kimyasi, AgNP’lerin hedef timdr hiicreleriyle olan etkilesimini
etkileyen parametrelerden biridir. AgNP’lerin tiimor bolgesini  spesifik  olarak
hedefleyebilmeleri i¢in ylizey yiiklerinin negatif veya notr olmas: gerekmektedir. Ek
olarak, pargacik boyutlar1 da spesifik tiimor bolgesini hedeflemede ¢ok Onemli bir

faktordiir (Zhang vd. 2016, Gurunathan vd. 2019).

Bu kapsamda AshaRani ve arkadaslar1 insan akciger fibroblast hiicresi olan IMR-90 ve
insan beyin kanseri hiicreleri U251 kullanarak nanoparcacik kaynakli etkilerin hiicresel
ve molekiiler mekanizmalarint arastirmistir. AgNP’lerin yiizeylerinde hiicre ici
faktorlerin islevini etkileyebilecek sitozolik proteinleri adsorbe edebildiklerini ve boylece
gen ekspresyonunu ve proinflamatuar sitokinleri diizenleyebildiklerini bulmuslardir
(AshaRani vd. 2012). Vitex negundo ve Sesbania grandiflora’nin yaprak ekstrelerinden
sentezlenen AgNP’lerin, insan kolon kanseri hiicre hatt1 olan HCT-15 ve insan meme

kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7’ye kars1 antiproliferatif etkiler gdsterdigi, DNA sentezini
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azalttig1 ve apoptozu indiikledigi bulunmustur. Benzer sekilde, S. grandiflora’dan elde
edilen AgNP’lerin de tiimdr hiicrelerinde sitotoksisite, oksidatif stres ve apoptoza neden
oldugu rapor edilmistir (Jeyaraj vd. 2013, Prabhu vd. 2013). Bir baska calismada,
AgNP’lerin ROS olusumu yoluyla insan epidermoid larenks Hep-2 hiicre hattinda
hiicresel hasara neden oldugu gosterilmistir (Jacob vd. 2012). Dogal sentez yontemleri
kullanilarak bakteriyel ve mantar ekstraktlarindan biyolojik olarak iiretilen AgNP’lerin,
insan meme kanseri MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde antikanser 6zellik sergiledikleri
gosterilmistir (Gurunathan vd. 2013). Benzer sekilde, E. fergusoni’den sentezlenen
AgNP’ler, insan meme kanseri hiicresi olan MCF-7 hiicrelerine karsi doza bagh
sitotoksisite sergilemistir (Gurunathan vd. 2013). Yine bir calismada, Moringa olifera’nin
kok kabugu ekstresinden elde edilen AgNP’lerin HeLa hiicrelerinde ROS iiretimi yoluyla
apoptozu indiikledigi raporlanmistir (Vasanth vd. 2014). Bunlarin yani sira, AgNO3 ve
AgNP’lerin sirastyla H-ras SRP7 hiicrelerinde ve rahim agzi kanserinde sitotoksik,
antiproliferatif ve apoptotik 6zellik i¢in gii¢lii potansiyellere sahip oldugu gosterilmistir
(Kaplan vd. 2016, Pandurangan vd. 2016). Kanser hiicrelerine karsi AgNP’lerin
denendigi bir ¢alisma, AgNP’lerin apoptoz indiiksiyonu yoluyla HepG2 hiicrelerinin
biiylimesini etkili bir sekilde inhibe ettigini gdstermistir (Guo vd. 2015).

2.5.5 Giimiis nanopartikiillerin antiprotozoal 6zelligi

Protozoal vektor kaynakli hastaliklar, gelismis {ilkelerdeki en yaygin ve Onemli
enfeksiyonlardir (Kamareddine 2012). WHO'ya gore, Leishmaniasis en bulasici altinci
hastaliktir. Leishmaniasis, 1.5 milyon kutan6z leishmaniasis vakasi ile diinya genelinde
en yaygin tropikal enfeksiyonlardan biridir (Marr vd. 2012, Nadhman vd. 2014). Diinya
capinda yillik bir milyondan fazla sitma kaynakli 6liim yasanmaktadir (Kamareddine
2012). Arastirmacilar, bu tip protozoal hastaliklari kontrol edebilmek igin yenilikgi
yaklagimlar kesfetmeye ¢alismaktadir. Bu hususta AgNP’ler de degerlendirilmis ve umut
verici potansiyellere sahip olduklar bildirilmistir (Khan vd. 2018).

Fusarium oxysporum kullanilarak AgNP’ler sentezlenen bir galismada AgNP’lerin
Leishmania amazonensis promastigotlarma karsi hem in vitro hem de in vivo

potansiyelleri gosterilmistir. Ayrica ¢aligmada biyolojik ve kimyasal olarak sentezlenen
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AgNP’ler karsilastirilmis ve elde edilen sonuglar, biyosentezlenmis AgNP’lerin daha
aktif oldugunu gostermistir (Rossi-Bergmann vd. 2012). Baska bir ¢alismada, Cassia
occidentalis tarafindan biyolojik olarak sentezlenen AgNP’lerin yiiksek antimalaryal
potansiyeli rapor edilmistir. AgNP’ler, klorokine duyarli ve direngli Plasmodium
falciparum ve sitma vektorii Anopheles stephensi’ye karst antiprotozoal etkiler
sergilemistir (Ajitha vd. 2015).

2.5.6 Giimiis nanopartikiillerin antiinflamatuar o6zelligi

Enflamasyon, proinflamatuar sitokinlerin artan f{retimi, bagisiklik sisteminin
aktivasyonu, prostaglandinlerin ve tamamlayici faktorler, interlokin-1 (IL-1), TNF-a ve
TGF-B gibi kemotaktik maddelerin salinmasi ile desteklenen, doku tarafindan yabanci
maddelere karsit erken bir immiinolojik yanittir (Witte vd. 1997, Eming vd. 2007).
Inflamatuar etkinin iistesinden gelmek icin etkili antiinflamatuar ajanlar bulunmasi
gerekmektedir. AgNP’ler son zamanlarda antiinflamatuar ajanlar olarak 6nemli bir rol

oynamaktadir (Zhang vd. 2016).

Bhol ve Schechter sicandaki antiinflamatuar aktiviteyi bildirmistir. AgNP’lerle tedavi
edilen fareler, doza bagli olarak meydana gelen hizli iyilesme sergilemistir. Ek olarak,
AgNP’ler onemli antimikrobiyal Ozellikler, yara iltihabinda azalma ve fibrojenik
sitokinlerin modiilasyonunu gostermistir (Bhol ve Schechter 2007, Tian vd 2007). Wong
ve arkadaglari, hem in vitro hem de in vivo modellerde kullandiklart AgNP’lerin
antiinflamatuar 6zelliklerini arastirmis ve AgNP’lerin inflamatuar belirteclerin miktarini
azalttigin1 bulmuslardir. Bu da AgNP’lerin yara iyilesmesinin erken evrelerindeki
inflamatuar1 baskilayabilecegini diisiindiirmistiir (Wong vd. 2007). Bir baska ¢aligsmada,
AgNP’ler ile tedavinin inflamatuar hiicrelerde apoptozu onemli Olclide artirdigi ve

proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini azalttig1 gosterilmistir (Nadworny vd. 2010).
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2.6 Giimiis Nanopartikiillerin Medikal Kullanimlari

Farkli patojenik bakterilerin neden oldugu ¢esitli bulasici hastaliklar ve artan antibiyotik
direnci sebebiyle, bir¢ok ilag sirketi ve arastirmaci, gelismis antibakteriyel aktiviteye ve
azaltilmis yan etkilere sahip yeni malzemeler bulmak icin ¢caligmaktadir. Antibiyotikler,
direngli mikroorganizma tiirlerinin gelismesi nedeniyle etkinliklerini kaybetmektedir
(Gong vd. 2007, Khan vd. 2018). Nano 6l¢ekli malzemeler 6zellikle AgNP’ler, yiiksek
ylizey alani/hacim orani, farkli fiziksel ve kimyasal Ozellikleri nedeniyle yeni

antimikrobiyal ajanlar olarak biiyiik ilgi gormektedir (Butler vd. 2015, Zhang vd. 2016).

Nanopartikiillerin sentezlenme sekli ile potansiyel kullanimlar1 birbiriyle baglantilidir
(Pantidos 2014). Nanopartikiil sentezinde kimyasal teknikler, diisiik maliyetli ve yiiksek
hacimli olarak kabul edilmeleri sebebiyle en yaygin kullanilan tekniktir. Fakat toksik
¢oziiclilerin kullanildig1 bir yéntem olan kimyasal sentez ile iiretilen nanopartikiillerin,
bu ¢oziiciilerden ve kimyasallardan kaynaklanan kontaminasyon sebebiyle biyomedikal
uygulamalarda kullanim potansiyelleri oldukga sinirlidir (Li vd. 2011). Dogal ortamlarda
gelisen organizmalar, miikemmel terapdtik potansiyele sahip biyouyumlu nanopartikiiller
tiretmektedirler (Mohanpuria vd. 2008). Bitki ozleri veya mikroorganizmalarla
sentezlenen nanopartikiiller, sentez sirasinda ikincil metabolitlerin dahil edilmesi
nedeniyle terapotik ajanlar olarak oldukga degerlidir. Biyosentezlenmis AgNP’ler,
biyouyumluluklari, yenilenebilirlikleri ve organik solvent icermeyen igeriklere sahip
olmalart nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in ideal bir secenek olusturmaktadirlar.
Bu nanopartikiillerin antimikrobiyal terapi, yumusak ve sert doku miihendisligi dahil
rejeneratif tip uygulamalar1 vurgulanmaktadir (Sekil 2.6) (Giri vd. 2019, Makvandi vd.
2019, Zheng vd. 2019, Makvandi vd. 2020).

AgNP’lerin son derece giiclii genis spektrumlu antibakteriyel (Manikandan vd. 2015, Sre
vd. 2015), antifungal (Malachova vd. 2011), antiviral (Mohammed Fayaz vd. 2012),
antiprotozoal (Adhikari vd. 2013) ve antikatalitik (Bindhu ve Umadevi 2015) 6zellikleri,
bandajlar, kateterler, kanla temas eden implantlar, kardiyovaskiiler implantlar, antiseptik
puskiirtiiciiler, endodontik dolgu malzemeleri, ¢esitli discilik aletleri, kontakt lenslere ek

olarak kanser tedavisinde ve tibbi goriintillemede dahil pek ¢ok biyomedikal iiriiniin
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gelistirilmesinde degerlendirilmektedirler (Kumar vd. 2018, Ledn vd. 2019, Makvandi
vd. 2020). Kanser; kemoterapi, hormon tedavisi, cerrahi operasyonlar, radyasyon,
bagisiklik tedavisi ve hedefe yonelik tedavi dahil ¢esitli yontemlerle tedavi edilmektedir
(Zhang vd. 2016). Kanserde metastaz ve antikanser ajanlara karsi direncin gelismesi
onkologlar ve klinisyenler i¢in biiyiikk zorluklar dogurmakta, ancak bu problem
giinlimiizde nano 6l¢ekli materyaller, 6zellikle AgNP’ler ile agilabilmektedir (Elangovan
vd. 2015).
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Sekil 2.6 AgNP'lerin rejeneratif tip uygulamalari1 (Makvandi vd. 2020)

2.6.1 Giimiis nanopartikiillerin kardiyovaskiiler malzemelerde kullanimi

Kalpteki antitrombojenik ve antibakteriyel aktiviteleri artirmak amaciyla AgNP’ler ve
elmas benzeri karbon yiizey kaplamali kalp kapakgiklari tasarlanmaktadir (Deb vd. 2015).

Partikiil igerikli, cok katmanli filmler olusturulmakta ve bunlarin antibakteriyel, mekanik
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ve hemodinamik 6zellikleri in vitro olarak kardiyovaskiiler implantlarda kullanilmak

tizere arastirilmaktadir (Ge vd. 2014).

2.6.2 Giimiis nanopartikiillerin cerrahi kateterlerde kullanimi

Kateterler, idrar veya diger atik iirlinlerin viicuttan atilmasi i¢in insan viicuduna
yerlestirilen esnek uzun tiiplerdir. T1p alaninda kullanilan en yaygin kateter tiirleri santral
venoz kateterler ve beyin cerrahisi kateterleridir. AGNP’ler, yaray1 ¢evreleyen bakteriyel
aktivitenin 6nlenmesi ve ameliyattan kaynaklanan enfeksiyonun 6nlenmesi amaciyla yara

yiizeyiyle direkt temasta olan kateterlerde kullanilmaktadir (Namasivayam vd. 2013).

2.6.3 Giimiis nanopartikiillerin sert doku miihendisliginde kullanim

Kemik dokusu miihendisliginde hiicrelerin islevsel bir dokuya doniismesi i¢in 3 boyutlu,
birbirine bagl bir yap1 saglayan iskeleler kullanilmaktadir. 3 boyutlu iskeleler, kabul
edilebilir mekanik biitiinliige sahip ve biyolojik olarak parcalanabilir olmakla birlikte,
toksik olmamali ve doku rejenerasyonu i¢in optimal bir mikro ¢evre saglamalidir
(Makvandi vd. 2020, Zhou vd. 2020). Hiicre biiyiimesini yonlendirmek i¢in 3 boyutlu bir
mimariye sahip olmali ve bu mimari besinlerin ve oksijenin birbirine bagh gézenekli
yaptya niifuz etmesine izin vermelidir. Bu gozenekli yap1 hiicrelerin baglanmasini, gog
etmesini, gogalmasini ve farklilagsmasini da saglamaktadir (Lim vd. 2017). Kemik dokusu
mihendisligi iskeleleri, kemik greftleri ve kemik implantlar1 yapiminda metal
nanopartikiillerin antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklerinden yararlanilmaktadir (Sekil

2.7) (Makvandi vd. 2020).
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Sekil 2.7 Hiicrelerin islevsel bir dokuya dontismesi i¢in 3 boyutlu bir yap1 saglayan ideal
bir iskelenin sematik gdsterimi (Makvandi vd. 2020)

Kemik dokusu miihendisligi i¢in gelistirilen enjekte edilebilir bir antienfeksiyon
iskelesine antibakteriyel aktivite kazandirmak amaciyla, misir piiskiilii 6zii kullanilarak
sentezlenen AgNP’lerin uygulandigi bir calisma bulunmaktadir. Biyolojik olarak
sentezlenen AgNP’ler antibakteriyel aktivite ve diisiik sitotoksisite sergilemistir
(Makvandi vd. 2020). Hidroksiapatit (HAP), dogal kemigin ana mineral bileseni olan
karbonatli apatitin bir analogudur. Hidroksiapatit doku miihendisligi uygulamalarinda
yap1 iskelelerine siklikla dahil edilmektedir (Yao vd. 2017, Hidouri vd. 2019). Kontrol
edilebilir boyut ve sekilde farkli hidroksiapatit nanoyapilari tiretilmistir (Mohandes ve
Salavati-Niasari 2014). Uretilen farkli hidroksiapatitler, yapilara antibakteriyel ve
antifungal aktivite gibi ek 6zellikleri dahil etmek ve performanslarini artirmak i¢in metal
nanopartikiillerle modifiye edilmistir (Mohandes ve Salavati-Niasari 2014, Makvandi vd.
2018). Ornegin, nanopartikiil katkili hidroksiapatit, kemik doku miihendisligi i¢in
deneysel yap1 iskeleleri olarak gelistirilmistir (Das vd. 2018, Makvandi vd. 2020). Baska
bir caligmada, ylizey modifikasyonu yoluyla hidroksiapatitin yapismasini iyilestirmek
icin hidroksiapatit yiizeyine AgNP’ler eklenmistir. Nanopartikiiller i¢in indirgeyici ve
stabilizator olarak polidopamin kullanilmistir (Das vd. 2018). AgNP’ler, osteojenik

farklilasmay1 ve mezenkimal kok hiicrelerin cogalmasini iyilestirmistir ve boylece kemik
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kirig iyilesmesini desteklemistir (Hu vd. 2019). Opuntia kaktiisii kaynak olarak
kullanilarak sentezlenen AgNP’lerle kemik dokusu miihendisligi i¢in HAP/AgNP
kompozitleri tiretilmistir (Lozoya-Rodrfguez vd. 2017).

2.6.4 Giimiis nanopartikiillerin yumusak doku miihendisliginde kullanim

Enfeksiyon, doku miihendisliginde karsilasilan ¢6ziillmemis bir problemdir. Mikrobiyal
enfeksiyon, doku yenilenmesini bozarak iyilesme i¢in gereken siireyi uzatmaktadir
(Jamaledin vd. 2020, Zare ve Makvandi 2020). Bu sorun, hastalarda yogun 1stirap ve
sikinttya neden olurken, sosyal saglik sisteminden de biiylik miktarda kaynak tiiketmeye
neden olmaktadir (Makvandi vd. 2019, Moeini vd. 2020, Wang vd. 2020). Biyolojik
olarak sentezlenen AgNP’ler, gii¢lii antibakteriyel, antifungal ve antiviral 6zelliklerine ek
olarak biyouyumlu olmalar1 ve gelismis doku rejenerasyonu yeteneklerinden dolayi
yumusak doku miihendisliginde agik ara en yaygin olarak kullanilan antienfeksiyon
nanopartikiillerdir (Leén vd. 2019, Makvandi vd. 2020). Mikrobiyal patojenlerle,
ozellikle antibiyotik tedavisine yanit vermeyen c¢oklu ila¢ diren¢li mikroorganizmalarla
miicadele eden bu yapilar olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Nanopartikiil bazli tedavilerin
yara iyilesmesinde genis bir uygulama alan1 vardir ve nanopartikiillerin yara
lyilesmesinde uygulanmasi iki farkli tedavi stratejisinden biriyle ger¢eklestirilmektedir;
bunlardan ilkinde AgNP’lerin sahip oldugu ozellikler kremler, merhemler ve yara
pansuman malzemeleri gibi nanopartikiil bazli biyomedikal yara iriinleri igeriklerine
katilarak yarayr iyilestirmek icin kullanilirken, ikinci stratejide ise nanopartikiil,
farmasotik olarak aktif bilesikleri yara bolgesine iletmek i¢in bir tasiyict molekiil olarak

kullanilmaktadir (Sekil 2.8) (Kalashnikova vd. 2015, Kumar vd. 2018).
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Sekil 2.8 AgNP igeren 1siya duyarli hidrojellerin yara iyilestirme uygulamalart igin
jellestirilmesi ve yara kapanmasini géstermek i¢in in vitro hiicre gogii deneyi
(Makvandi vd.2020)

Bircok dejeneratif hastalik, serbest radikallerin zararh etkileriyle iligkilidir. Bu hastaliklar
arasinda inflamatuar eklem hastaligl, senil demans, goz bozuklugu, kardiyovaskiiler
hastaliklar, Alzheimer ve Parkinson en yaygin goriilenlerdir. Ayrica oksidatif stres
yaniklar, toksik epidermal nekroliz ve pemfigus gibi klinik cilt yaralarindaki iyilegsme
hizin1 azaltmaktadir (Ramanathan ve Gopinath 2017, Makvandi vd. 2020). Oksidatif
stresi etkisiz hale getirmek i¢in insan viicudu, hiicreleri reaktif oksijen tiirlerinin zararl
etkilerine karst koruyan antioksidanlara gereksinim duyar. Antioksidanlar, iyilesme

stirecini hizlandirmak ve s6z konusu hastaliklar ¢ok fazla ilerlemeden Once serbest
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radikalleri etkisiz hale getirmek i¢in olduk¢a onemlidir. Biyolojik yontemler ile dogal
olarak iiretilen AgNP’ler yiiksek antioksidan 6zellikler sergileyebilmektedir (Dhandapani
vd. 2020, Shah vd. 2020). Yara iyilesmesi, doku biitiinliigiiniin geri kazanilmasinda
vaskiiler ve immiin hiicreler arasindaki koordinasyonu igeren inflamatuar siirecin 6nemli
bir yonidiir (Manikandan vd. 2019, Tahvilian vd. 2019). Makrofajlar, nekrotik dokulari
ve enfeksiyona sebep olan bakterileri ortadan kaldiran en 6nemli inflamatuar hiicrelerdir.
Bu hiicreler, fibroblastlarin yara bolgesine goc¢iinii uyarmak igin sitokinler ve kemotaktik
faktorler salarak onarim siirecine katkida bulunmaktadir (Zangeneh vd. 2019). Genel
olarak, bitki O6zleri veya mikroorganizmalar kullanilarak dogal yollarla hazirlanan
AgNP’ler, serbest radikalleri etkili bir sekilde yok eder ve yumusak dokular i¢in kimyasal
ve sentetik iceriklere kiyasla ¢ok daha az toksiktir. Bu rekabet avantaji, yara iyilesmesini
onemli Olgiide iyilestiren ve enfeksiyon bolgesindeki iltihabi azaltan antibakteriyel,
antiinflamatuar ve/veya antioksidan materyallerin varligina baglanmaktadir (Koh ve

DiPietro 2011, Zhaleh vd. 2019, Das ve Thatoi 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri ve hiicre hatlari

Tez siirecinde yiiriitiilen ¢calismalarda kullanilan tiim bakteriler Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii, Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari  Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Tez dahilinde glimiis nanopartkiil iireticisi olarak
kullanilan SGC-R susuna ait cins ve tiir adlandirmasi dahil tam tiir tanimi, 16S rRNA ve
genom dizilemesi, karakterizasyon i¢in gerekli biitiin biyokimyasal ve kemotaksonomik
analizler mevcut literatiirde bulunmasimna karsilik, doktora tez calismasinin ileride
detaylandirilarak patent basvurusu yapilmasi planlandigindan tezde kullanilan bu
termofilik bakterinin tiirti ve referans kodu paylasilmamistir. Ayrica SGC-R’nin
AgNP’leri iyi sekilde irettikleri ise daha onceki arastirmalarimiz neticesinde ortaya

¢ikarilmig ve bu sebeple doktora tezi calismasina dahil edilmistir (Yalcinoz vd. 2025).

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda saglikli hiicre hatlar1 kapsaminda HDF (insan dermal
fibroblasti, PCS-201-012), HaCaT (6liimsiizlestirilmis insan keratinositi, Cytion 300493)
ve L.929 (fare fibroblasti, CCL-1) kullanilmigtir. Saglikli hiicre hatlarinin kullanildig: tim
caligmalar pasaj 3-6 arasinda gerceklestirilmistir. Kanser hiicre hatlar1 kapsaminda ise
MCF7 (insan meme bezi karsinomu hiicre hatti, HTB-22), HT-29 (Kolorektal
adenokarsinom hiicre hatti, HTB-38) ve A549 (adenokarsinom insan alveolar bazal epitel
hiicre hatti, CCL-185) kullanilmistir. Kanser hiicre hatlarinin kullanildig: tiim ¢aligmalar
ise pasaj 7-9 arasinda gergeklestirilmistir. Tiim hiicre hatlarinin mikoplazma testleri

gergeklestirilmis ve negatif ¢ikmistir.

3.1.2 Besiyerleri

Tez kapsaminda kullanilan besiyeri igerikleri ve hazirlanma bilgileri Cizelge 3.1-3.8

arasinda sunulmustur.
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Cizelge 3.1 Triptik Soy Agar besiyeri igerigi

Triptik Soy Agar g/L Kimyasal Marka ve Kodlar:
Kazein pepton 179 Merck 105458

Soya pepton 30

(D+) Glukoz monohidrat 250

Potasyum fosfat dibazik (K:HPO4) | 259

Sodyum kloriir (NaCl) 59

Agar 3049

Distile su 1000 mL

pH=73+0.2

Icerik 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.2 Triptik Soy Broth besiyeri icerigi

Triptik Soy Broth g/L Kimyasal Marka ve Kodlari
Kazein pepton 17 g Merck 105459

Soya pepton 30

(D+) Glukoz monohidrat 2590

K2HPO4 259

NaCl 50

Distile su 1000 mL

pH=73+0.2

Icerik 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.3 Nutrient Broth besiyeri igerigi

Nutrient Broth g/L Kimyasal Marka ve Kodlari
Meat pepton 5¢g Merck 03856

Meat extract 39

Distile su 1000 mL

pH=7.0+0.2

Icerik 121°C°de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.4 Mueller-Hinton Agar besiyeri icerigi

Mueller-Hinton Agar g/L Kimyasal Marka ve Kodlari
Beef extract 29 Merck 103872

Kazein hidrolizat 17549

Nisasta 159

Agar 179

Distile su 1000 mL

pH=74+0.2

Icerik 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.
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Cizelge 3.5 Mueller-Hinton Broth besiyeri igerigi

Mueller-Hinton Broth g/L Kimyasal Marka ve Kodlar:
Beef extract 29 Merck 110293

Kazein hidrolizat 1759

Nisasta 159

Distile su 1000 mL

pH=74+0.2

Icerik 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.6 Luria-Bertani Broth besiyeri igerigi

Luria-Bertani Broth g/L Kimyasal Marka ve Kodlar:
Kazein pepton 29 Merck 110285

Kazein hidrolizat 1759

Nisasta 159

Distile su 1000 mL

pH=7.0+0.2

Icerik 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.7 Brain Heart Infusion Broth besiyeri igerigi

Brain Heart Infusion Broth | g/L Kimyasal Marka ve Kodlar:
Beef extract 29 Merck 110493

Kazein hidrolizat 1759

Nisasta 15¢9

Distile su 1000 mL

pH=7.4+0.2

Icerik 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.8 Sabouraud Dextrose Broth besiyeri igerigi

Sabouraud Dextrose Broth | g/L Kimyasal Marka ve Kodlari
Kazein pepton 5¢g Merck 146366

Meat pepton 50

Dextrose 2049

Distile su 1000 mL

pH=5.6+0.2

Icerik 121°C’de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.3 Cozeltiler ve Kkitler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal ¢ozeltiler ve kitlerin bilgileri Cizelge 3.9-3.20

arasinda sunulmustur.
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Cizelge 3.9 DNA saflastirma ve PCR bilesenleri

DNA Saflastirma ve PCR Bilesenleri Kimyasal Marka ve Kodlar1

Thermo Scientific K0512
Thermo Scientific EP0402
NEB N3231L

Genomic DNA Purification Kit
Taq DNA Polimeraz

100 bp DNA Ladder

Cizelge 3.10 Agaroz jel igerigi

Agaroz Jel %1.5 (W/v) Kimyasal Marka ve Kodlari
Agaroz 159 Sigma A9539
IX TAE 100 mL Thermo Scientific B49

Cizelge 3.11 100 mM AgNOs3 ¢ozeltisi igerigi

100 mM AgNOs 20 mL (w/v) Kimyasal Marka ve Kodlari
AgNOs3 0.34¢g Merck 101512
Distile su 20 mL

gegirilerek steril edilmistir.

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 pum por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)

Cizelge 3.12 Serum fizyolojik ¢6zeltisi igerigi

Serum Fizyolojik g/L Kimyasal Marka ve Kodlar:
NaCl 8590 Merck 1.06404

Distile su 1000 mL

Icerik 121°C°de 15 dakika siiresince otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3.13 1 N NaOH ¢ozelt

1s1 igerigi

1 N NaOH Cozeltisi g/L Kimyasal Marka ve Kodlar1
NaOH 40 ¢ Merck 106469
Distile su 1000 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gegirilerek steril edilmistir. pH ayarlarini yapmak i¢in kullanilmistir.

Cizelge 3.14 1 N HCI ¢ozeltisi igerigi
1 N HCI Cozeltisi mL (v/v) Kimyasal Marka ve Kodlari
HCI (%37°1ik) 82.6 mL Merck 1003172500
Distile su 917.4 mL

Icerik hazirlandiktan sonra 0,22 um por ¢apli membran filtreden (Sartorius, Fransa)
gecirilerek steril edilmistir. pH ayarlarin1 yapmak i¢in kullanilmistir.
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Cizelge 3.15 Kristal viyole ¢ozeltisi i¢erigi

Kristal Viyole Cozeltisi %0.1 (W/v)

Kimyasal Marka ve Kodlar1

Kristal viyole 0.1¢g
Distile su 100 mL

Merck CO775

Cizelge 3.16 Metanol ¢ozeltisi icerigi

Metanol Cozeltisi %0095 (V/v) Kimyasal Marka ve Kodlari
Metanol 95 mL Merck 1.01408
Distile su 5mL

Cizelge 3.17 Etanol:Aseton ¢ozeltisi igerigi

Etanol:Aseton Cozeltisi | 70:30 (v/v) Kimyasal Marka ve Kodlari
Saf etanol 70 mL Merck 100983
" /L Merck 1.00013

Cizelge 3.18 %70’lik etanol ¢ozeltisi igerigi

%70°lik Etanol Cozeltisi | 100 mL (v/v)

Kimyasal Marka ve Kodlar

Saf etanol 70 mL
Distile su 30 mL

Merck 100983

Cizelge 3.19 0.1 mM 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ¢ozeltisi igerigi

0.1 mM DPPH Cozeltisi | 100 mL (w/v) Kimyasal Marka ve Kodlari
DPPH 0.004 g Sigma D9132
Metanol 100 mL Merck 1.01408

Cizelge 3.20 Hiicre kiiltiirii bilesenleri

Hiicre Kiiltiirii Bilesenleri

Kimyasal Marka ve Kodlar

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-High
Glucose (DMEM-HG)

Fetal s1g1r serumu (FBS)
Penisilin/Streptomisin

L-glutamin

Tripsin/EDTA

Dimetil Siilfoksit (DMSO)
3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
Izopropanol

Capricorn DMEM-HA CP 40-1309
Biological Industries 04-001-1A
Capricorn PS-B

Capricorn GLN-B

Gibco 25200056

PanReac Applichem A3672

Thermo Scientific M6494
Merck 109634
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3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri Kiiltiiriiniin 6n aktiflestirme islemleri

AgNP’lerin iireticisi olan SGC-R’nin tiim tiir tanimlar1 ve gelisim kosullar1 belirlenmis
olup, 6n aktiflestirilmesi i¢in, -80°C’de gliserol stoklarinda bulunan sus 6ncelikle Tryptic
Soy Agar (TSA) besiyerinde 55°C’de 18-24 saat siiresince gelistirilmistir (Karaca 2018).
Bu asamada, kati kiiltiirde bakterinin saflig1 kontrol edilmistir. Bu kiiltiirden 5 mL’lik
standart Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerine 2 McFarland standartina uygun olacak
sekilde yogun bir bulaniklikta inokiile edildikten sonra sus, 55°C’de 15 saat ¢calkalamali
kosullarda (170 rpm/dk) gelistirilmistir (Coleri 2007). Bu o6n aktiflestirme isleminin
sonunda hazir olan kiiltiir, AgNP’lerin {iretimi i¢in hazirlanacak besiyerlerine inokiile
edilmistir. Bu iki adimli inokiilasyon islemlerinin, kiiltiir koleksiyonumuzdaki termofilik
basil kiiltiirlerinin “logaritmik fazda” maksimum hiicre yogunluguna ulasabilmeleri i¢in

etkili oldugu daha onceki ¢aligmalarimizla saptanmistir (Kilic vd. 2017).

3.2.2 SGC-R’de istenmeyen olasi toksisite genlerinin varh@imin veya noksanhginin
PCR reaksiyonlar ile tayini ve in silico analiz ile azot metabolizmasinin
anotasyonu

Tez kapsaminda gerceklestirilen caligmalarda AgNP’lerin iireticisi olarak kullanilan
termofilik basilin, yara iyilesmesi basta olmak tizere 6zellikle ¢esitli medikal alanlarda
kullanim potansiyeli ac¢isindan olduk¢a 6nemli olan, istenmeyen toksin genlerini igerip
icermedigini belirlemek adina PCR calismalar1 yiiriitiilmiistiir. Gergeklestirilen PCR
caligmalar1 neticesinde SGC-R, Hemolizin BL A-B-C-D (hbl A-B-C-D) (Guinebretie re
vd. 2002, Ouoba vd. 2008), Sitotoksin K (CK) (Ouoba vd. 2008), Hemolitik olmayan
enterotoksin A-B-C (Nhe A-B-C) (Ouoba vd. 2008), Diyare enterotoksin (bceT)
(Guinebretie re vd. 2002), Emetik toksin (EM1) (Ouoba vd. 2008) ve Cereulide emetik
toksin sentetaz (Cesl) (Ehling-Schulz vd. 2005) toksisite genlerinin varligi veya
noksanlig1 yoniinden taranmistir. Bu 11 farkli toksin genlerine spesifik olarak kullanilan
primerler Cizelge 3.21°de sunulmustur. PCR ¢alismalarinda kalip DNA olarak termofilik

basilin genomik DNA’s1 kullamilmustir. {lgili genleri igerdigi bilinen bakterilerin
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DNA’lar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. PCR reaksiyonu i¢in Thermo Scientific
Taq polimeraz seti kullanilmis, reaksiyon kosullar1 igin {ireticinin tavsiye ettigi kosullar
uygulanmistir. Elde edilen PCR iiriinleri % 1.5 oraninda agaroz igeren jellerde, 100 voltta

50 dk siiresince yuritilmistiir.

Cizelge 3.21 Toksisite genlerine spesifik primerler

Primer
Ad1

hblA/F | GTGCAGATGTTGATGCCGAT
hblA/R | ATGCCACTGCGTGGACATAT
hblB/F | AAGCAATGGAATACAATGGG Guinebretiere vd.
hblB/R | AATATGTCCCAGTACACCCG 2002
hbIC/F | AATGGTCATCGGAACTCTAT
hbIC/R | CTCGCTGTTCTGCTGTTAAT
hbiID /F | AATCAAGAGCTGTCACGAAT
hbiD/R | CACCAATTGACCATGCTAAT
NheA/F | TACGCTAAGGAGGGGCA
NheA/R | GTTTTTATTGCTTCATCGGCT
NheB/F | CTATCAGCACTTATGGCAG
NheB/R | ACTCCTAGCGGTGTTCC
NheC/F | CGGTAGTGATTGCTGGG
NheC/R | CAGCATTCGTACTTGCCAA
bceT1F | CGTATCGGTCGTTCACTCGG Guinebretiere vd.
bceT3R | GTTGATTTTCCGTAGCCTGGG 2002

CK-F ACAGATATCGGKCAAAATGC

CK-R | TCCAACCCAGTTWSCAGTTCD

EMIF | GACAAGAGAAATTTCTACGAGCAAGTACAAT
EMIR | GCAGCCTTCCAATTACTCCTTCTGCCACAGT
CeslF | GGTGACACATTATCATATAAGGTG Ehling-Schulz vd.
CeslR | GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA 2005

Dizi Kaynak

QOuoba vd. 2008

QOuoba vd. 2008

QOuoba vd. 2008

QOuoba vd. 2008

Ouoba vd. 2008

Ouoba vd. 2008

QOuoba vd. 2008

QOuoba vd. 2008

AgNP’lerin sentezi, nitrat1 nitrite indirgeyen NADH bagimli rediiktaz, nitrat rediiktaz ve
nitrorediiktaz A gibi ¢esitli enzimlerle iliskilendirilmektedir. FElektron transfer
bilesenlerinin ve rediiktaza sahip diger peptit/proteinlerin Ag* indirgeme ve AgNP’lerin
iiretiminde rol oynayabilecegi 6ne siiriilmektedir (Anil Kumar vd. 2007, Shahverdi vd.

2007, Saifuddin vd. 2009).
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Bahsi gecen bu enzimler, nitrati nitrite indirgemek icin NADPH kullanmaktadir.
NADPH, rediiktazin NADPH baglanma bdlgesine bir hidrit iyonuyla iki elektron verir.
Elektronlar, demir-kiikiirt kiimesi aracilifiyla nitratin bulundugu aktif molibden
bolgesine aktarilir. Nitrat daha sonra H* varliginda nitrit ve H2O’ya indirgenir (Coelho ve
Romao 2015, Mabey vd. 2019). Bu siireglerde rol alan nitrat rediiktaz enzimleri, hiicresel
konumlaria gore isimlendirilmistir: disimilasyon periplazmik nitrat rediiktazlar1 (Nap),
solunum membran iligkili nitrat rediiktazlar1 (Nar) ve asimilasyon sitoplazmik nitrat
rediiktazlar1 (Nas) (Coelho ve Romao 2015). Tez kapsaminda AgNP’lerin iireticisi olarak
kullanilan SGC-R bakterisine ait tiim genom dizi bilgisi halihazirda NBCI veri tabaninda
bulunmaktadir. Ilgili GenBank aksesyon numarasi kullanilarak SGC-R’nin azot
metabolik yollar1 Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi’nden (KEGG) ¢ikarilmistir.
Bu sekilde, nitrat rediiktaz enzim yollarimin varlhigr kanitlanabilmistir. KEGG yollar1

BlastKOALA kullanilarak belirlenmistir (Anonymous 2025).

3.2.3 Termofilik basilin farkh kosullarda mikrobiyal gelisimi

Termofilik SGC-R’nin mikrobiyal gelisimi i¢in gerekli optimal besiyeri igeriginin,
pH’smin, inkiibasyon sicakliginin ve inkiibasyon siiresinin tespit edilebilmesi
hedeflenmistir. Bu baglamda, besiyerinin tuz ihtiva edip etmemesinin mikrobiyal {ireme
tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla sodyum kloriir (NaCl) igeren (%0.5) ve
icermeyen 2 farkli TSB besiyeri, pH etkisinin belirlenmesi i¢in 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5 olmak lizere 10 farkli pH, inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi icin
50°C, 55°C, 60°C ve 65°C olarak 4 farkl sicaklik ve inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
adina 18, 24 ve 48 saat olarak 3 farkli inkiibasyon siiresi sinanmistir. Bahsi gegen
parametrelerin denenmesi sonucunda kiiltiir ortamlar1 Ultraviyole-goriiniir bolge
spektroskopisinde (UV-Vis) 660 nm dalga boyunda okutularak mikrobiyal tireme

yogunluklar1 belirlenmistir.
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3.2.4 Giimiis nitrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve siipernatant aracihigiyla hiicre dis1
AgNP’lerin eldesi

Biyolojik AgNP’lerin eldesi amaciyla kullanilan AgNO3 ¢ozeltisinin bakteri kiiltiriinden
elde edilen siipernatanta eklenecek olan son konsantrasyonu oncelikle literatiir verileri
151g1inda 1 mM olarak belirlenmistir (Juibari vd. 2011). AgNO3 ¢6zeltisi 100 mM ana stok
olarak, her kullanimdan 6nce taze hazirlanmis ve 0.2 pm por ¢apli membran filtre ile
steril edilerek kullanima hazir hale getirilmistir. 100 mM ana stok, 20 mL distile su
icerisine 0.34 g AgNOs eklenerek ve oda sicakliginda karistirilarak hazirlanmistir.

AgNOs3 hazirlik islemleri karanlik ortamda gerceklestirilmistir.

AgNP’lerin hazirlanmas1 amaciyla, 5 mL TSB igerisinde 48 saat gelistirilen aktif
termofilik bakteri kiiltiirii, 15.000 rpm’de, 4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek st faz
alinmistir. Alinan siipernatant 0.45 pm por ¢apl filtreden gecirilerek AgNP’lerin
tiretimine hazirlanmistir. AgNP’lerin eldesi i¢in, taze olarak hazirlanan 100 mM AgNO3
ana stok c¢ozeltisinden son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde elde edilen bu hiicresiz
siipernatanta ilave edilmstir. AgNO3 ¢o6zeltisi eklenen siipernatant, 55°C’de 48 saat
calkalamal1 kosullarda (120 rpm/dk) inkiibe edilmistir (Juibari vd. 2011, Cekuolyte vd.
2024). Inkiibasyon sonunda 16.000 rpm’de, 4°C’de 15 dakika santrifiij gergeklestirilerek
olusan AgNP’ler ¢oktiiriilmustiir. Santrifiij sonunda iist faz ayrilarak distile su ile yikama
sonrasi ¢oken AgNP’ler oda kosullarinda kurumaya birakilmistir. Kuruyan AgNP’lerin
peletleri 250 uL distile su eklenerek ¢oziilmiistiir. AgNP’leri igeren koloidal soliisyonlar,
UV-Vis spektroskopisinde 400 ila 450 nm arasinda absorpsiyon piki gostermektedir
(Yang 2021). Bu nedenle, nihai soliisyon, UV-Vis spektroskopisinde 350-500 nm’de
taranmig, olusacak absorpsiyon piklerine gore glimiis nanopartikiil varligr tespit

edilmistir.

3.2.5 AgNP’lerin iiretiminin ve etkinliginin 4 adimh verim tayini

AgNP’lerin {iretimini igeren optimizasyon c¢alismalar1 esnasinda, denenen her
parametreden sonra elde edilen AgNP’ler 4 adimli bir teyit yontemine tabi tutulmustur.

Bu adimlar; (1) AgNOs ¢ozeltisi eklenen siipernatantin inkiibasyonu sonucu saridan
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kahverengiye donen renk degisimi tespit edilmistir. Daha sonra (2) santrifiij ile ¢oktiirtilen
AgNP’lerin peletleri tartilarak kiiltlirin mL’si basina diisen AgNP’lerin peletlerinin
miktar1 belirlenmistir. Bunu takiben, distile su ile ¢oziilen AgNP’ler, (3) UV-Vis
spektroskopisinde 350-500 nm arasinda taranmis ve bu tarama sonucunda 400 ila 450 nm
arasinda absorpsiyon piki verip vermedikleri belirlenmistir. Son adimda ise, (4) Gram-
negatif P. aeruginosa ATCC 27853 ve Gram-pozitif S. aureus ATCC 29213 segilerek,
farkli parametreler kullanilarak elde edilen AgNP’lerin bu patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivite taramasi gercgeklestirilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi igin aktif patojen kiiltiirleriyle 5 mL serum fizyolojik (SF) igerisinde 0.5
McFarland standardina uygun siispansiyonlar hazirlanmigtir. Hazirlanan patojen
stispansiyonlart TSA igeren petrilere yayilarak petriler kurutulmustur. Distile su ile
¢oziilen AgNP’lerden 10 pL alinarak petrilere yayilmis olan patojenlerin iizerine damla ekim
yapilmistir. Petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek siire sonunda zon caplart “mm”
cinsinden Ol¢iilmiistiir (CLSI 2016, Venegas vd. 2018, Garibo vd. 2020). Boylelikle
biyolojik olarak en etkili AgNP’lerin hangi parametre sonucu elde edildigi

belirlenebilmistir.

3.2.6 AgNP’lerin iiretiminin mikrobiyal gelisim diizeyinde optimizasyonu

AgNP’lerin tiretiminin verimini artirmak amactyla dncelikle AgNP’lerin iireticisi olarak
kullanilan SGC-R’nin mikrobiyal tireme kosullart optimize edilmistir. Bu kapsamda ilk
olarak besiyerinin tuz ihtiva edip etmemesi ve ardindan Boliim 3.2.1°de anlatilan ve
termofilik basil kiiltiirlerinin maksimum hiicre yogunluguna ulasabilmeleri icin etkili
oldugu bilinen 6n aktiflestirme isleminin siiresi ve 6n aktiflestirme sonrasi gerceklesecek
inokiilasyon miktar1 belirlenmistir. Ek olarak besiyeri pH’s1 ve inkiibasyon sicaklig1 gibi
parametreler sinanmistir. 5 mL hacimlerde gelistirilen kiiltiirlerden Boliim 3.2.4°te
anlatildig1 sekilde hiicresiz siipernatant kullanilarak AgNP’ler elde edilmistir. Denenen
her farkli parametre neticesinde kiiltiirlerin 660 nanometrede optik yogunluklar1 dl¢iilerek
bakterinin mikrobiyal gelisimi degerlendirilmistir. Ayrica farkli kosullardan elde edilen
AgNP’ler Boliim 3.2.5’te anlatilan adimlara tabi tutulmustur ve bdylece AgNP’lerin
verimi ve biyolojik etkinlik acisindan en iyi gelisim kosullariin belirlenmesi

hedeflenmistir. AgNP’lerin verimi hesaplanirken; farkli parametreler denenmeden 6nce
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elde edilen yani ilk AgNP’lerin agirlig1 (mg), denenen farkli parametreler neticesinde elde
edilen yani son AgNP’lerin agirligi (mg)’na boliiniir. Bu sekilde bir verim katsayis1 elde

edilmektedir.

3.2.6.1 Besiyerinin tuz ihtiva edip etmemesinin mikrobiyal gelisim ve AgNP’lerin
iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi

AgNP’lerin iiretiminin mikrobiyal iireme diizeyinde optimizasyonu kapsaminda ilk
olarak besiyerinin tuz ihtiva edip etmemesinin etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Bunun i¢in TSA besiyerinde 55°C’de 18-24 saat siiresince gelistirilen kiiltiirden 5 mL’lik
TSB besiyerine absorbansi 0.4-0.6 olacak bulaniklikta inokiile edildikten 55°C’de 15 saat
siireyle calkalamali kosullarda (170 rpm/dk) gelistirilmistir. Besiyeri tuz igeriginin
belirlenebilmesi i¢in 6n aktiflestirmesi gerceklestirilen 6rnekten 5 mL’lik Tuzlu TSB
(%0.5 NaCl) ve 5 mL’lik Tuzsuz TSB (%0 NacCl) besiyerlerine %4 oraninda inokiilasyon
gerceklestirilmistir. Kiiltlir ortamlar1 55°C’de 48 saat siireyle calkalamali kosullarda (120
rpm/dk) inkiibe edilmistir. inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicresiz siipernatant ve bu
siipernatantlar aracilifiyla AgNP’lerin eldesi Bolim 3.2.4’te anlatildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Hiicresiz siipernatantlara son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde
gerceklestirilen AgNOs3 ilavesi sonrast 55°C’de 48 saat calkalamali kosullarda (120
rpm/dk) inkiibasyon gergeklestirilmistir. 16.000 rpm’de 15 dakika santrifiij ile olusan
AgNP’ler ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonunda oda sicakliginda kurutulan AgNP’ler 250
uL distile su eklenerek ¢oziilmiis ve UV-Vis spektroskopisinde 350-500 nm arasinda

gerceklestirilen taramalar sonucu bir kiyaslama yapilmistir.

3.2.6.2 On aktiflestirme siiresi ve inokiilasyon miktarinin belirlenmesi

Termofilik basilin kiiltiire alinmadan 6nce tabi tutulacagi 6n aktiflestirme siiresi, bu 6n
aktivasyon sonrast gergeklestirilecek inokiilasyon miktar1 ve inkiibasyon siiresi
belirlenmistir. On aktiflestirme siiresinin belirlenebilmesi adma TSA besiyerinde
55°C’de 18-24 saat siiresince gelistirilen kiiltiirden 5 mL’lik TSB besiyerine absorbansi
0.4-0.6 olacak bulaniklikta inokiile edildikten sonra 55°C’de 6 ve 15 saat olmak tizere iki

farkls siireyle calkalamali kosullarda (170 rpm/dk) gelistirilmistir. Inokiilasyon miktarmin
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belirlenebilmesi adina hem 6 saat hem de 15 saat olarak 6n aktiflestirmesi gerceklestirilen
orneklerden onceki agsamada belirlenmis olan 5 mL’lik besiyerlerine %1, %2, %3 ve %4
oranlarda inokiilasyonlar gergeklestirilmistir. Hazirlanan 6rnekler 55°C’de 24 saat ve 48
saat siireyle yine ¢alkalamali kosullarda (120 rpm/dk) inkiibe edilmistir. Boylelikle 6n
aktiflestirme siiresi ve inokiilasyon miktarinin yani sira inkiibasyon siiresinin de
sinanmasi  hedeflenmistir. inkiibasyon siirelerinin sonunda kiiltiirlerin UV-Vis
spektroskopisinde 660 nm’de optik yogunluklart oOlgiilmistiir. Ardindan hiicresiz
slipernatant ve bu siipernatantlar araciligiyla AgNP’lerin eldesi Boliim 3.2.4’te anlatildig:
sekilde gergeklestirilmistir. Farkli parametreler sonucu elde edilen AgNP’ler oda
sicakliginda kurutulduktan sonra agirliklar1 belirlenmis 250 pL distile su eklenerek

¢Oziilmiis ve Boliim 3.2.5’te anlatilan adimlara tabi tutulmustur.

3.2.6.3 Besiyeri pH’simin mikrobiyal gelisim ve AgNP’lerin iiretimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Bir 6nceki asamada belirlenen 6n aktiflestirme siiresi ve inokiilasyon miktar1 kullanilarak
deney kurulmustur. Boliim 3.2.3’te anlatilan ¢alisma neticesinde pH aralig1 daraltilarak,
SGC-R’nin gelistirilecegi 5 mL’lik TSB besiyerinin pH’s1 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 ve
10.0 olmak tizere yedi farkli pH degerine ayarlanmistir. Farkli pH degerlerine ayarlanmis
besiyerlerindeki kiiltlirler 55°C’de ¢alkalamali kosullarda (120 rpm/dk) 48 saat inkiibe
edilmistir. UV-Vis spektroskopisinde 660 nm’de kiiltiirlerin optik yogunluklari dl¢iilerek
bakterinin mikrobiyal gelisimi belirlenmistir. Bolim 3.2.4’te anlatildigi sekilde
AgNP’lerin eldesi gergeklestirilmis ve AgNP’ler Bolim 3.2.5’te anlatilan adimlara tabi

tutulduktan sonra ideal besiyeri pH’s1 secilmistir.

3.2.6.4 Belirlenen pH’larda Kiiltiirsiiz bos besiyerlerinin  AgNP’leri iiretme
olasiliginin belirlenmesi

Gergeklestirilen ¢aligmalarda kiiltlir igermeyen bos besiyerlerine de AgNO3 eklenerek
kontrol ol¢iimleri yapilmistir. Bu Olgiimler esnasinda TSB besiyerinde pH:8.0 ve
sonrasinda yer alan daha yiiksek pH degerlerinde kontrol o6rneklerinin UV-Vis

spektroskopisinde 400 ila 450 nm arasinda absorpsiyon piki verdigi gozlenmistir.
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AgNP’lerin iiretimini dogrulayan bu dalga boylarinda bos besiyerinin de absorpsiyon piki
vermesi istenen bir durum degildir. TSB besiyerinin igerigi (Kazein pepton, 17 g/L; Soya
pepton, 3 g/L; KoHPOs, 2.5 g/L; Glukoz, 2.5 g/L; NaCl, 5 g/L) incelendiginde, bu
durumun TSB igeriginde yer alan bitkisel soya peptondan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.
Bu sebeple alternatif besiyeri olarak bitkisel igerik bulundurmayan Nutrient Broth (NB)
(Et pepton, 5 g/L; Et oziitii, 3 g/L) besiyeri secilerek denenmistir. iki farkli icerigi
karsilastirabilmek amaciyla daha 6nceki adimlarda anlatildig1 sekilde mikrobiyal tireme

takibi ve AgNP’lerin iiretimi de gerceklestirilmistir.

3.2.6.5 Inkiibasyon sicakhginin mikrobiyal gelisim ve AgNP’lerin iiretimi iizerine
etkisinin belirlenmesi

Son parametre olarak inkiibasyon sicakliginin mikrobiyal gelisim ve AgNP’lerin iiretimi
tizerine etkileri arastirllmistir. Daha Onceki asamalarda belirlenen besiyeri, ©6n
aktiflestirme ve pH kosullar1 kullanilarak kurulan kiiltiir 50°C, 55°C, 60°C ve 65°C olarak
dort farkli sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 UV-Vis spektroskopisinde
660 nm’de kiiltiirlerin optik yogunluklar1 Olciilerek bakterinin mikrobiyal gelisimi
belirlenmistir. Boliim 3.2.4°te anlatildig1 sekilde AgNP’lerin eldesi gergeklestirilmistir ve
AgNP’ler Boliim 3.2.5’te anlatilan adimlara tabi tutularak ideal besiyeri pH’s1 se¢ilmistir.

3.2.7 Termofilik basilin biiyiime egrisinin ve AgNP’lerin 48 saatlik zamana bagh
iiretiminin ortaya ¢ikarilmasi

Daha onceki asamalarda gerceklestirilen tiim optimizasyon caligsmalari neticesinde
belirlenen nihai kosullar ile kurulan kiiltiir kosullarinda 48 saat siiresince 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 8, 12, 15, 18, 24 ve 48. saatlerde alinan numuneler ¢alisilmistir. AGNP’lerin tireticisi
olan SGC-R o6ncelikle TSA besiyerinde 55°C’de 18-24 saat stiresince gelistirilmistir. Bu
kiiltiirden 5 mL NB besiyerine absorbansi 0.4-0.6 olacak bulaniklikta inokiile edildikten
sonra ideal on aktiflestirme kosullarinda gelistirilmistir. On aktiflestirmenin
tamamlanmasinin ardindan yine Onceki c¢aligmalar kapsaminda belirlenen ideal pH
degerine ayarlanan 550 mL’lik NB besiyerine inokiile edilmistir. Kiiltiir optimizasyon

calismalari sonucu secilen inkiibasyon sicakliginda ve siirede ¢alkalamali kogullarda (120
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rpm/dk) inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirden yukarida aciklanan 13 farkli zaman
araliginda 3 adet 5’er ml’lik numuneler alinmistir. Bu numuneler ile hem 660 nm’deki
bakteri absorbansi Ol¢iimii hem de seri dillisyonlar yapilarak koloni sayimi
gerceklestirilmistir. Ilgili saatlerde alinan numunelerin UV-Vis spektroskopisinde 660
nm dalga boyunda okutulmasiyla elde edilen optik yogunluklar ve gergeklestirilen
sayimlarin sonuglari ile SGC-R i¢in bir biiylime egrisi olusturulmustur. 13 farkli zaman
araliginda alinan bakteri kiiltiirii, 15.000 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek tist
faz alinmis ve 500 mL hacimli, 0.45 um por ¢apli vakumlu filtrasyon sistemlerinden
(Nest, 343103) gegirilmistir. Bu elde edilen hiicresiz stipernatant AgNP’lerin eldesinde
kullanilmistir. Bu kapsamda elde edilen hiicresiz siipernatanta son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde AgNOs cozeltisi eklenmigtir. AgNO3z ¢ozeltisi eklenen siipernatant,
AgNP’lerin eldesi icin 55°C’de 48 saat calkalamali kosullarda (120 rpm/dk) inkiibe
edilmistir. 48 saat sonunda 16.000 rpm’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edilerek olusan
AgNP’ler c¢oktiirilmiistiir. Elde edilen AgNP’lerin pelet miktar1 belirlenmis ve
AgNP’lerin peletleri 1 mL distile su eklenerek ¢oziilmiistiir. AgNP’leri igeren koloidal
soliisyonlar, UV-Vis spektroskopisinde 350 ila 500 nm arasinda taranarak absorpsiyon

pikleri tespit edilmistir.

3.2.8 AgNP’lerin iiretiminin siipernatant diizeyinde optimizasyonu

“Termofilik basilin bitylime egrisinin ve AgNP’lerin 48 saatlik zamana bagli {iretiminin
ortaya c¢ikarilmas1” tamamlandiktan sonra 48. saat sonucu kalan 300 mL’lik tiim kiiltiir
15.000 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek iist faz alinmis ve boylelikle
AgNP’lerin eldesinde kullanilacak olan hiicresiz siipernatant elde edilmistir. Elde edilen
siipernatant 0.45 um por ¢apli filtreden gegirilerek steril tiiplere esit hacimlerde boliinmiis
ve slipernatant optimizasyonu kapsamindaki tiim g¢aligmalarda kullanilmak {izere -
20°C’de saklanmistir. Boylelikle optimizasyon ¢aligmalarinin ayni1 deney diizeneginden

elde edilen hiicresiz siipernatantlar kullanilarak gerceklestirilmesi hedeflenmistir.
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3.2.8.1 Siipernatant pH’sinin AgNP’lerin iiretimi iizerine etkisi

Enzimatik olarak isleyen reaksiyonlar, pH kosullarindaki degisikliklere karsi oldukca
hassastir (Mabey vd. 2019). Tez ¢alismasi kapsaminda hiicresiz kiiltiir siipernatantindan
AgNP’lerin eldesi asamasinda ilk olarak farkli stipernatant pH’larinin etkisi incelenmistir.
5 mL hiicresiz kiiltiir siipernatantlarinin pH’lar1 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, ve 9.0 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra 0.45 um por c¢apl filtreden gecirilerek steril edilmistir. Bu asamadan
sonra siipernatantlara son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde AgNOs ¢ozeltisi
eklenmistir. AgNP’lerin eldesi igin 55°C’de 48 saat ¢alkalamali kosullarda (120 rpm/dk)
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda siipernatantlardan Boliim 3.2.4’te anlatildif
sekilde AgNP’lerin eldesi gerceklestirilmis ve elde edilen AgNP’ler Boliim 3.2.5°te
anlatilan adimlara tabi tutularak AgNP’lerin verimi biyolojik etkinligi bakimindan en

ideal stipernatant pH’s1 belirlenmistir.

3.2.8.2 AgNOs3 konsantrasyonunun AgNP’lerin iiretimi iizerine etkisi

AgNOg, bakteriyel AgNP’lerin iretimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir giimiis tuzu
kaynagidir. Bunun baslica nedeni, diger glimiis tuzlarina kiyasla sudaki ¢oziintlirliigliniin
daha yiiksek olmasidir (Mabey vd. 2019). AgNOs konsantrasyonunun degismesinin
AgNP’lerin iiretimi iizerine etkilerinin arastirildigi cesitli calismalar mevcuttur (Juibari
vd. 2011, Rajora vd. 2016, Chandra ve Sreelatha 2020). pH’s1 belirlenen ideal degerde
ayarlanan hiicresiz kiiltiir siipernatantlarina son konsantrasyonlari 1 mM (0.001 M), 1.5
mM (0.0015 M), 1.75 (0.00175 M) ve 2 mM (0.002 M) olarak ayarlanan 4 farkli AgNOs3
cozeltisi eklenerek 55°C’de 48 saat calkalamali kosullarda (120 rpm/dk) inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda siipernatantlardan Boliim 3.2.4’te anlatildign sekilde
AgNP’lerin eldesi gergeklestirilmis ve Boliim 3.2.5°te agiklanan adimlarla AgNP’lerin

verimi ve biyolojik etkinligi bakimindan en ideal AgNO3z konsantrasyonu saptanmuistir.

3.2.8.3 Inkiibasyon sicakh@imin AgNP’lerin iiretimi iizerine etkisi

Sicaklik, biyokimyasal reaksiyonlari, enzim aktivitesini, gen ve protein

ekspresyonundaki fizyolojik degisiklikleri etkileyen kritik bir parametredir. Cogu

65



biyokimyasal reaksiyonda oldugu gibi, hiicresiz kiiltiir siipernatantindan AgNP’lerin
eldesi s6z konusu oldugunda da sicakligin 6nemli bir etkisi vardir (Mabey vd. 2019). Bu
baglamda ideal pH’daki hiicresiz siipernatantlara ideal konsantrasyonda AgNOs3 ¢ozeltisi
eklendikten sonra test tlipleri 50°C, 55°C, 60°C ve 65°C olmak iizere 4 farkli sicaklikta
48 saat boyunca c¢alkalamali kosullarda (120 rpm/dk) inkiibe edilmistir. Daha sonra
Boliim 3.2.4’te anlatildig: sekilde AgNP’lerin eldesi gerceklestirilmis ve Boliim 3.2.5°te

anlatilan adimlar uygulanarak en ideal inkiibasyon sicaklig1 belirlenmistir.

3.2.8.4 Inkiibasyon siiresinin AgNP’lerin iiretimi iizerine etkisi

Inkiibasyon siiresinin AgNP’lerin iiretimi {izerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, ideal
pH’da ayarlanan hiicresiz siipernatanta belirlenen ideal konsantrasyonda AgNO3 ¢ozeltisi
eklenerek saptanmis optimal sicaklikta 24, 48 ve 72 saat boyunca ¢alkalamali kosullarda
(120 rpm/dk) inkiibe edilmistir. Bolim 3.2.4’te anlatildig1 sekilde AgNP’lerin eldesi
gerceklestirilmis ve Bolim 3.2.5°teki adimlarla en ideal inkiibasyon siiresi tespit

edilmistir.

3.2.9 Laboratuvar ol¢eginde (lab-scale) AgNP’lerin iiretimi

Bu asamada SGC-R’nin lab-scale {iretimi i¢in, belirlenmis optimal gelisim kosullarinda
hazirlanan kiiltiiriin 10 mL’den 500 mL’ye kadar dl¢eklendirilmesi yapilmistir. Kiiltiir
gelisimi 10, 50 ve 100 mL olarak laboratuvar tiipii ve erlenlerinde nihai olarak da 500 mL
olarak laboratuvar reaktoriinde gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan reaktdr,
modifiye edilmis Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) reaktédriidiir. 500 mL
besiyeri iceren reaktor otoklavlandiktan sonra igerisine daha onceki adimlar sonucu
belirlenen kosullarda inokiilasyon gergeklestirilmistir. 10, 50 ve 100 mL hacimlerde
besiyeri iceren reaktor inkiibatorde kaymaz zemin iizerine sabitlenerek dinamik

kosullarda inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Farkli hacimlerdeki kiiltiirlerden elde edilen hiicresiz siipernatantlar ile yine daha once
gerceklestirilen optimizasyon ¢aligmalar1 neticesinde karar verilen kosullarda AgNP’ler

sentezlenmistir. Artan Uretim hacimlerindeki AgNP’lerin {iretim kapasitesini
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gozlemlemek amaciyla, scale-up yapilan her kosuldan elde edilen AgNP’ler UV-Vis
spektroskopisinde 350 ila 500 nm arasinda taranmis ve AgNP’lerin peletlerinin 6lgtimleri
yapilmistir. Ek olarak biiylik hacimde {iretim sonucu daha once anlatildig1 sekilde elde
edilen AgNP’ler Boliim 3.2.10°da yer alan “Uretilen AgNP’lerin karakterizasyonu” ve
Béliim 3.2.11°de yer alan “Uretilen AgNP’lerin biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi”

basliklarindaki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.

3.2.10 Uretilen AgNP’lerin karakterizasyonu

Nanopartikiillerin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikler, onlarin davranislari, biyo-
dagilimi, giivenilirligi ve etkinligi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle sentezi
gerceklestirilen AgNP’lerin karakterizasyonu, fonksiyonel yonlerini belirleyebilmek i¢in
elzemdir (Zhang vd. 2016). Tez kapsaminda, ideal kosullarda sentezi gergeklestirilip,
Boliim 3.2.4’te anlatildig: sekilde tiretilen AgNP’lerin yapisal karakterizasyonlari uygun
spektral analizler olan UV-Vis spektroskopisi, Fourier Dontisimli Kiziltesi
spektroskopisi (FT-IR) ve Transmission Elektron Mikroskobu (TEM) yontemleriyle
ortaya ¢ikarilmustir (Yang 2021, Vijayakumar vd. 2023).

3.2.10.1 UV-Vis spektroskopisi

AgNP’leri igeren koloidal soliisyonlar, UV-Vis spektroskopisi sonucunda 400 ila 450 nm
arasinda absorpsiyon piki gostermektedir (Yang 2021, Cekuolyte vd. 2023). Hazirlanan
ve distile su ile siispanse edilen AgNP’ler UV-Vis spektroskopisinde (nQuant, BioTek
Inc., Winooski, VT, ABD) 350-500 nm dalga boyu araliginda ve 1 nm ¢oziiniirliikte
analiz edilerek absorpsiyon pikleri tespit edilmistir. Analiz esnasinda blank (kor tiip)

olarak distile su kullanilmistir.

3.210.2 FT-IR

FT-IR yontemi ile nanopartikiil ylizeyinde yer alan organik ve inorganik bilesiklerin

kimyasal bilesenleri tespit edilebilmektedir. AgNP’ler gibi yapilarin iizerine kovalent
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olarak baglanmis fonksiyonel molekiillerin veya katalitik islem sirasinda enzim ve
substrat arasinda meydana gelen etkilesimlerin dogrulanmasi gibi ¢alismalar i¢in de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Baudot vd. 2010, Vijayakumar vd. 2023). Hiicresiz kiiltiir
siipernatantindan  sentezlenen AgNP’lerin  600-4000 cm™ spektral araligindaki
transmisyon spektrumlarini (%) kaydetmek icin bir FT-IR spektrofotometresi (IRAffinity
1; Shimadzu IRTracer 100, Kyoto, Japonya) kullanilmistir. Birinci tiirev spektrumlari,
bagil emilim yogunlugunu incelemek i¢in, ikinci tiirev spektrumlart emilim
maksimumlarini belirlemek i¢in kullanilmistir. Kurutulmus AgNP’lerin toz ornekleri, 4
cm? ¢oziiniirliikte ortam kosullarinda 100 kez taranmis ve ardindan ortalama sonuglar
islenmistir. Spektrumlar 2 cm™’lik adimlarla ayristirilmis ve 1868 ayr1 veri noktas: elde
edilmistir. Pik tanimlama ve rafine etme, iiretici tarafindan saglanan IR Solutions Control

yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.10.3 TEM

TEM analizi, 80 kV’da ¢alisan ve bir Emsis Veleta kamera ile donatilmis JEOL 100 CXII
mikroskopu ile gerceklestirilmistir (Lin vd. 2014). TEM o6lctimleri igin, toz AgNP’ler
Formvar film (EMS FCF300-Cu) ile kaplanmis bir bakir 1zgaraya biriktirilmistir.
Biriktirme, yeterli dagilimi saglamak i¢cin 5 pL nanopartikiil slispansiyonunun
karistirildigt  ve sonikasyona tabi tutuldugu ¢oziicli yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kolloid daha sonra oda sicakliginda kurutulan bir 1zgaraya
yerlestirilmistir (Sayah vd. 2011). AgNP’lerin ortalama gozenek boyutlari Image J (NIH,
ABD) programi kullanilarak TEM goériintiilerinden belirlenmistir.

3.2.11 Uretilen AgNP’lerin biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi

AgNP’ler ¢ok ¢esitli biyolojik 6zellikler sergileyebilmektedir. Tez ¢aligsmasi kapsaminda
hiicre gbcli ve yara kapanmasi iizerine etkilerinin incelenmesi amaglanan AgNP’lerin
0zellikle medikal kullanimi i¢in oldukca 6nemli olan biyolojik etkileri incelenmistir. Bu
kapsamda AgNP’lerin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) yontemiyle
antimikrobiyal aktivitesi, antibiyofilm, antioksidan aktivitelerine ek olarak cesitli saglikli

ve kanser hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkisine bakilmistir.
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3.2.11.1 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) yontemiyle antimikrobiyal
aktivite analizleri

MIK, denenen materyalin goriiniir mikrobiyal iiremeyi tamamen engelleyen en diisiik
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Elde edilen AgNP’lerin MiK degerleri, Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (CLSI) 2016 kilavuzlarina gore belirlenmistir (CLSI
2016). AgNP’lerin antimikrobiyal etkinliginde, ¢ok ¢esitli Gram-negatif ve Gram-pozitif
mikroorganizmanin yani sira dkaryotik iki mikroorganizma da taranmaistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda AgNP’lerin P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, E. coli
0157:H7 ATCC 35150, S. enterica subsp. enterica ATCC 13311, A. baumannii ATCC
19606, K. pneumoniae ATCC 13883, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213,
Metisilin-direngli S. aureus ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 35984, E. faecium NJ-1
(WHO-3), E. faecalis ATCC 29212, S. mutans ATCC 25175, Listeria monocytogenes
NCTC 5348, C. albicans ATCC 10231 ve C. parasilosis ATCC 22019 patojenleri iizerine

antimikrobiyal etkinligi belirlenmistir.

AgNP’lerin minimum inhibe edici konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla
mikrodiliisyon teknigi gerceklestirilmistir. Distile su kullanilarak steril kosullar altinda
AgNP’lerin seri diliisyonlar1 hazirlanmigtir. AgNP’lerin 2500-9.77 pg/mL aralifinda yar1
yartya seyrelterek hazirlanan farkli konsantrasyonlar1 96 kuyulu mikrotitre plakalarda
denenmistir. Taranmasi kararlagtirlan 16 patojen Mueller Hinton Agar (MHA)
besiyerinde 37°C’de 18-24 saat gelistirildikten sonra steril SF kullanilarak yogunluk
ayarlamalar1  yapilmistir. 96 kuyulu mikrotitre plakalardaki kuyulara ilgili
konsantrasyonlardaki AgNP’ler, Mueller Hinton Broth (MHB) besiyeri ve 0.5 McFarland
standardi1 esas alinarak hazirlandiktan sonra 1/10 oraninda seyreltilen patojen kiiltiirii
ilave edilmistir. Patojenlerin deney esnasinda iiredigini gdstermek amaciyla MHB
besiyeri ve patojen eklenen pozitif kontrol ve deney esnasinda kontaminasyon olmadigini
gostermek amaciyla yalnizca MHB besiyeri eklenen negatif kontrol kuyular
olusturulmustur (CLSI 2016, Garibo vd. 2020, Wasilewska vd. 2023). Bunun yani sira
ticari olarak satin alinmis olan, kimyasal sentez ile iiretilmis 28-48 nm (Nanografi, SKU:
NGO4EOQ105), 48-78 nm (SKU: NG04EO0103) ve 100 nm (SKU: NG04EO0112)
olmak tizere 3 farkli boyuttaki AgNP’ler de deneye kontrol grubu olarak dahil edilmistir.
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Burada tez kapsaminda iiretilen biyolojik AgNP’ler ile ticari olarak satilan kimyasal
AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitesinin karsilastirilmasi hedeflenmistir. Deney 3 paralel
olarak kurulmustur. Mikrotitre plakalar 37°C’de 15 saat siiresince inkiibe edildikten sonra
her bir patojen igin iiremenin ger¢eklesmedigi en diisiik partikiil konsantrasyonlart MiK
degeri olarak belirlenmistir. Patojen liremesinin olmadig1 belirlenen kuyulardan MHA
besiyeri igeren petrilere damlatma yapilarak tiremenin olmadigi ikinci bir adimla da teyit

edilmistir.

3.2.11.2 Antibiyofilm aktivite analizleri

AgNP’lerin antibiyofilm etkinligi, yine gesitli Gram-negatif, Gram-pozitif ve dkaryotik
mikroorganizmaya karst taranmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda AgNP’lerin P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, A. baumannii ATCC 19606, S. aureus
ATCC 25923, Metisilin-direngli S. aureus ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 35984, E.
faecium 26 NJ-1 (WHO-3), E. faecalis ATCC 29212, S. mutans ATCC 25175, C.
albicans ATCC 10231 ve C. parasilosis ATCC 22019 patojenleri iizerine antibiyofilm

etkinligi belirlenmistir.

AgNP’lerin antibiyofilm aktivitesini belirlemek icin kristal viyole boyama teknigi
kullanilmistir. AGQNP’lerin konsantrasyonlar1 2500-2.44 pg/mL arasina ayarlanmistir ve
96 kuyulu mikrotitre plakalarinda gergeklestirilen deneyde kuyulara toplam 135 pL
nanopartikiil ve besiyeri eklenmistir. Bahsi gegen biyofilm {ireticisi patojenlerin her biri
icin biyofilm iiretimi ger¢eklestirdikleri bilinen farkli besiyerleri kullanilmistir (Cizelge
3.22). Son olarak kuyulara 0.5 McFarland standardina gore ayarlandiktan sonra 1/10
oraninda seyreltilen patojen kiiltiirleri 15 pL olarak eklenmistir. Deney kuyularina ek
olarak, patojenlerin deney esnasinda biyofilm iirettigini gostermek amaciyla besiyeri ve
patojen eklenen pozitif kontrol ve deney esnasinda kontaminasyon olmadigini gdstermek
amaciyla yalmizca besiyeri eklenen negatif kontrol kuyular1 olusturulmustur. Cizelge
3.20°de sunulan ilgili sicaklik ve siirelerde inkiibasyondan sonra, yapismayan hiicreleri
uzaklastirmak i¢in plakalar steril SF ile yikanmistir. Kuyulara 200 uL %95 metanol
eklenerek fiksasyon i¢in oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra

kuyulara %0.1 oraninda hazirlanmis olan kristal viyole soliisyonu eklenmis ve yine oda
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sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresinden sonra, tutunmayan boyay1
uzaklagtirmak i¢in plakalar distile su ile yikanmistir. Olusan biyofilm yapilarina tutunan
boyayr ¢6zmek i¢in 200 pl etanol:aseton (70:30) uygulanarak plakalar UV-Vis
spektroskopisinde 595 nm dalga boyunda okutulmustur (Karaca 2018, Singh vd. 2021).
Biyofilm miktarindaki azalma asagidaki formiille hesaplanmistir (3.1). [B: Bos (biyofilm
yok, AgNP’ler yok, sadece ortam), C: Kontrol (biyofilm mevcut, AgNP’ler yok) ve T:

Numune (biyofilm mevcut, AgNP’ler mevcut) i¢in dlgiilen optik yogunluk degeri].

“Azalma (%) = [(C - B) - (T - B)] / (C - B) x 100" (3.1)

Cizelge 3.22 Patojenlerin biyofilm iiretiminde kullanilan kosullar

. i Inkiibasyon
Patojen Besiyeri Sicaklig
S. aureus ATCC 25923 standart TSB + %2.5 NaCl + 37¢:
Metisilin-direncli S. aureus ATCC 43300 | %60.5 glukoz
S. epidermidis ATCC 35984 1/10 diliie standart TSB 37°C
. standart Brain Heart Infusion o

E. faecium [(NJ-1) (WHO-3)] Broth (BHI) 37°C
E. faecalis ATCC 29212 standart BHI 37°C
S. mutans ATCC 25175 standart TSB + %1 siikroz 37°C
P. aeruginosa ATCC 27853 standart TSB + %0.5 glukoz 37°C

: tuzsuz Luria-Bertani Broth (LB) o
E. coli ATCC 25922 + %0.5 maya 6ziitii + %1 tripton 28°C
A. baumannii ATCC 19606 1/10 diliie standart LB 37°C
C. albicans ATCC 10231 Sabouraud Dextrose Broth 3790
C. parasilosis ATCC 22019 (SDB) + %1 glukoz

3.2.11.3 Antioksidan aktivite analizleri

AgNP’lerin antioksidan aktivitesi DPPH yontemi kullanilarak belirlenmistir (Blois
1958). Bu yontem, kararli serbest radikal DPPH’in elektron veya hidrojen atomlar1 veren
antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar tarafindan giderilmesi ile
karakteristik mor rengin siddetine bagli olarak spektrofotometrik olarak belirlenmesi

esasina dayanmaktadir.
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AgNP’lerin konsantrasyonlar1 2500-4.88 pg/mL arasina ayarlanmis ve 96 kuyulu
mikrotitre plakalarinda gergeklestirilen deneyde kuyulara metanol ile 0.1 mM
konsantrasyonda hazirlanan DPPH ¢ozeltisinden 150 pL ve etanol ile bahsi gecgen
konsantrasyonlardaki AgNP’lerin ¢6zeltilerinden 50 uL eklenmistir. Deney kuyularina
ek olarak antioksidan aktivite gosterdigi bilinen gallik asit igeren kuyular pozitif kontrol
ve AgNP’leri icermeyen, yalnizca DPPH c¢ozeltisi i¢eren kuyular negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Kuyulara igerikler dagitildiktan sonra plakalar oda sicakliginda ve karanlik
kosullarda 30 dakika bekletilmistir.  Stirenin  bitiminde plakalar UV-Vis
spektroskopisinde 517 nm dalga boyunda okutulmustur. Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan AgNP’lerin antioksidan aktivitesi (RTA (radikal toplama aktivitesi)) asagida
verilen formiilden yararlanarak belirlenmistir (3.2). [Axontrol: Negatif kontrol grubunun

optik yogunlugu, Asmek: numunenin optik yogunluk degeri].

“RTA (%) = [(Akontrol - Aémek) /Akontrol] x 1007 (32)

3.2.11.4 Saghkh hiicre hatlarina kars sitotoksisite analizleri

Sentezlenen AgNP’lerin hiicre canliligi tizerindeki etkisi MTT testi (Mosmann 1983,
Wallin ve Arscott 1998) ile arastirilmistir. Sitotoksisite ¢alismasinda HDF, HaCaT ve
L929 saglikl1 hiicre hatlar1 kullanilmgtir.

Hiicreler uygun kosullar altinda (%5 CO2, 37°C > %90 nem) gelistirildikten sonra,
enzimatik olarak tripsin-EDTA ile kaldirilmis ve hiicre siispansiyonu santrifiij edilmistir
(1000 rpm, 5 dk). Daha sonra kuyulara, 3x10* hiicre/cm? olacak sekilde hiicreler ekilmis
ve %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin iceren DMEM-HG besiyerinde
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin iizerine 1500-1.95
png/mL arasinda farkli konsantrasyonlara ayarlanan AgNP’ler eklenmistir. Ek olarak tez
kapsaminda biyolojik olarak tretilen AgNP’leri, kimyasal yontemlerle iiretilen
AgNP’lerle karsilagtirmak amaciyla 28-48 nm, 48-78 nm ve 100 nm boyutlarinda ii¢
farkli ticari kimyasal nanopartikiil caligmaya eklenmistir. Ayrica, sadece hiicre ve
DMEM-HG igeren kuyular negatif kontrol, %5 DMSO igeren kuyular pozitif kontrol

olarak kullanilmistir. Daha sonra 96 kuyulu plakalar 48 saat inkiibe edilmistir. Siire
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sonunda, kuyulardaki kiltiir ortam1 gekilerek MTT soliisyonu (5 mg/mL, PBS’de, pH:
7.4) eklenmistir ve 3 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. 3 saatin sonunda, MTT
soliisyonu ¢ekilmis ve 0.04 M HCI igeren izopropanol eklenmistir. Plakalar, UV-Vis
spektroskopisinde referans olarak 690 nm kullanilarak 570 nm dalga boyunda
okutulmustur (Devanesan ve AlSalhi 2021, Karakegili vd. 2022). Hiicre canliligi, negatif
kontrol degerine kiyasla asagida verilen formiile gore hesaplanmistir (3.3). [ODs7oe:

numunenin optik yogunluk degeri, ODs7on: negatif kontrol grubunun optik yogunlugu].

“Canllik (%) = (ODs70e / ODs7op) X 1007 (3.3)

Elde edilen % canlilik degerlerine gore, yari-maksimum inhibitor konsantrasyonu (1Cso)

degerleri GraphPad Prism 9.2.0 yazilimi ile hesaplanmustir.

3.2.11.5 Kanser hiicre hatlarina kars sitotoksisite analizleri

AgNP’lerin kanser hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi yine MTT testi ile Boliim
3.2.11.4’te anlatildig1 sekilde arastirilmistir. Kanser hiicre hatlar1 olarak MCF-7, HT-29
ve A549 kullanilmistir. EK olarak 6zellikle solid tiimérlerin tedavisinde kullanilan, yaygin
ve etkili bir kemoterapi ilact olan 5-Fluorourasil (5-FU) deneylere dahil edilerek,

AgNP’lerin etkilerinin bu kemoterapi ilacinin etkileriyle karsilastiriimast hedeflenmistir.

3.2.12 Invitro yara modeli ve yara kapanma analizi (scratch assay)

Farkli dozlarda AgNP’leri igeren proliferasyon ortamlarinin, yara iyilesmesinde biiyiik
Oonem arz eden hiicre gogiine (migrasyonu) etkisinin belirlenebilmesi i¢in ¢aligsmalar
yiirtitiilmistir. AgNP’lerin HDF ve HaCaT hiicre gogii lizerine olan etkileri yara iyilesme
deneyi yapilarak belirlenmistir (Liang vd. 2007, Fronza vd. 2009, Gan vd. 2019).
AgNP’lerin hiicre gogii ile hiicreler lizerindeki yaray1 kapatma etkisine bakmak amaciyla
hiicreler, 48 kuyulu hiicre kiiltiir plakalarina Bolim 3.2.11.4°te gergeklestirilen
sitotoksisiste ¢alismalariyla ayni1 oranda (3x10* hiicre/cm?) ekilerek 37°C’de %5 COx ile

24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler istenilen yogunluga ulastifinda steril pipet
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ucu kullanilarak kuyucuklara dogrusal bir ¢izik atilmis ve yapay bir yara bolgesi
olusturulmustur. Daha sonra biitiin kuyucuklar, mekanik etki ile kaldirilan hiicrelerin ve
hiicresel kalintilarin uzaklastirilmas1 amaciyla PBS ile 2 kez yikanmistir. Ardindan ¢izik
olusturulmus kuyulara Bolim 3.2.11.4°te gerceklestirilen sitotoksisiste c¢alismalari
neticesinde ilgili hiicre hatt1 i¢in belirlenen ICsp, 1Cs0/2 Ve 1Cs0/4 konsantrasyonlarinda
AgNP’ler iceren besiyeri eklenmistir. Negatif kontrol grubu olarak yine ¢izik
olusturulmus kuyulardaki hiicrelerin {izerine yalnizca besiyeri eklenmistir. HDF ve
HaCaT hiicrelerinin bosluga dogru hareketi 24 ve 48. saatlerde inverted mikroskop
kullanilarak incelenmistir. Yara alaninin iki kenar1 arasinda kalan mesafe ImageJ yazilimi
kullanilarak analiz edilmis ve yara kapanma yiizdeleri asagida verilen formiile (3.4) gore
hesaplanmistir (Buachan vd. 2014). [A: Yaranin 0. saatteki genisligi, B: Yaranin belirli
saatteki genisligi]

“Yara Kapanmasi (%) = [(A - B) x 100] / A” (3.4)

3.2.13 istatistiksel analiz

Tez ¢aligmasindan elde edilen tiim veriler, iliskili standart sapmalarla birlikte ortalama
degerler olarak sunulmustur. Coklu karsilagtirmalar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim istatistiksel
analizler GraphPad yazilimi (siirim 9.2.0, Boston, MA, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 SGC-R’de Olas1 Toksisite Genlerinin Varhginin veya Noksanhgmin PCR
Reaksiyonlar1 Sonuclar: ve In Silico Azot Metabolizmas1 Tahmini

Termofilik SGC-R’nin genomik DNA’s1 kullanilarak hbl A-B-C-D, CK, Nhe A-B-C,
bceT, EM1 ve Cesl toksisite genlerinin varligi veya noksanligi taranmistir. Bahsi gecen
11 gen igin spesifik olan primerlerle gergeklestirilen PCR ¢alismalarina ait sonuglar Sekil
4.1’de sunulmustur. Elde dilen PCR sonuglarina gére SGC-R’nin test edilen 11 toksisite

geni agisindan da noksan oldugu bulunmustur.

SGC-R’de in silico azot metabolizmasinin varligini belirlemek igin yiiriitiilen ¢aligmanin
sonuglar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Bakterinin ilgili metabolik yolda sahip oldugu
proteinler/genler kirmizi ile gosterilmisti. KEGG analizi, SGC-R’nin azot
metabolizmasinda tam disimilasyon ve asimilasyon nitrat indirgeme, denitrifikasyon,
azot fiksasyonu, nitrifikasyon ve anammoks yollarini ortaya koymustur. Elde edilen
sonuglara gore SGC-R; disimilasyon periplazmik nitrat rediiktaz olan NapAB, solunum
zartyla iligkili nitrat rediiktazlar1 olan NarGHI ve NarB ve asimilasyon i¢in sitoplazmik
nitrat rediiktaz olan NasAB enzimlerine sahiptir. AgNOs3 substratindan 6nemli miktarda
biyolojik glimiis nanopartikiil iiretme kabiliyeti, bu azot metabolizmasi ile ilgili gen

setlerinin varlig1 ile agiklanabilmistir.
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Sekil 4.1 Toksin genlerine ait PCR ¢alismasin agaroz jel elektroforez goriintiileri

(a) NheA (565 bp), NheB (755 bp) ve NheD (769 bp) toksin genlerini (PK NheA: E. coli 0157:H7, PK
NheB-C: B. cereus), (b) hblA (319 bp), hbID (429 bp) ve hblC (749 bp) toksin genlerini (PK: B. subtilis
subsp. subtilis), (c) EM1 (635 bp) toksin genini (PK: B. subtilis subsp. subtilis), (d) hbIB (2684 bp) toksin
genini (PK: E. coli 0157:H7), (e) CK (809 bp) toksin genini (PK: E. coli 0157:H7), (f) Cesl (1271 bp)
toksin genini (PK: B. subtilis subsp. subtilis) ve (g) bceT (661 bp) toksin genini (PK:E. arabatum)
icermedigini ispatlayan PCR ¢aligmasinin agaroz jel elektroforez goriintiileri
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Sekil 4.2 SGC-R’ye ait azot metabolizmasi yolagi [1.13.12.16: nitronat monooksigenaz, 1.7.7.1: ferredoksin-nitrit rediiktaz, 3.5.5.1: nitrilaz,
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4.2 SGC-R’nin Farkh Kosullarda Mikrobiyal Gelisim Sonuclari

Tez kapsaminda, mikrotitrasyon plaka kuyularinda 3’er paralel olarak gerceklestirilen
calismalar neticesinde AgNP’lerin tireticisi olan SGC-R’nin mikrobiyal gelisim kosullari
belirlenmistir. Denenen farkli gelisim parametreleri neticesinde kiiltiir ortamlarmin UV-
Vis spektroskopisinde 660 nm dalga boyunda okutulan mikrobiyal {ireme

yogunluklariin karsilastirilmasi sonucu ideal parametreler belirlenmistir.

[lk olarak SGC-R’nin mikrobiyal gelisimi, TSB besiyerinin standart icerigine (%0.5 NaCl
katkili) ve NaCl katkisiz igerigine gore belirlenmistir. Besiyeri tuz igeriginin yani sira,
besiyeri pH’s1 (5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5), sicaklik (50°C, 55°C, 60°C
ve 65°C) ve inkiibasyon siiresi (18 saat, 24 saat ve 48 saat) gibi temel cevresel faktorlerin
de SGC-R’nin mikrobiyal gelisimi tizerine olan etkileri aragtirtlmigtir. SGC-R’nin NaCl
iceren ve icermeyen TSB Dbesiyelerindeki, farkli pH’lardaki, farkli inkiibasyon
sicakliklarindaki ve farkli inkiibasyon siireleri sonunda 660 nm dalga boyundaki
yogunluklar1 Sekil 4.3’te verilmistir. SGC-R’nin hem tuzlu TSB hem de tuzsuz TSB
besiyerlerinde en iyi gelisim gosterdigi sicakliklar 55°C olarak belirlenmistir. 24 ve 48
saat araliklarinda inkiibasyon siirelerinin mikrobiyal gelisim i¢in ¢ok daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Denenen farkli pH degerleri incelendiginde c¢ogunlukla dikkate deger
farkliliklar olmadigi saptanmis ve bir sonraki adim olan AgNP’lerin {iretiminin
mikrobiyal iireme diizeyinde optimizasyonunda, AgNP’lerin iiretimi i¢in oldukga kritik
bir parametre olan pH’nin bu genis aralikta denenmesine karar verilmistir. Yine
besiyerinin tuz ihtiva edip etmemesinin de AgNP’lerin iiretiminde etkili olabilecegi

diisiiniildiiglinden bir sonraki adimda iki kosulun da denenmesi uygun bulunmustur.
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Sekil 4.3 SGC-R’nin farkli tuz orani, pH, sicaklik ve siirelerde ODsgo 6l¢iim sonuglari (One-Way ANOVA, Tukey Testi, p<0.05)



4.3 AgNP’lerin Uretiminin Mikrobiyal Gelisim Diizeyinde Optimizasyon Sonuclar

Bu asamada SGC-R’nin mikrobiyal gelisim kosullarinin optimizasyon c¢alismalari
AgNP’lerin iiretim kapasitesi bakimindan degerlendirilmistir. Calismalarin tamami 3’er
paralel olarak gergeklestirilmistir. Bu boliimde denenen tiim farkli parametreler
neticesinde elde edilen AgNP’ler Boliim 3.2.5’te anlatilan 4 adimli tayine tabi tutularak

en ideal kiiltiir kosullar1 secilmistir.

Ilk olarak bakterinin gelistirilecegi besiyerinin tuz ihtiva edip etmemesinin ve 6n
aktiflestirme siiresi, inokiilasyon miktar1 ve inkiibasyon siiresinin AgNP’lerin iiretim
kapasitesi tizerine etkileri smanmistir. Tuzlu TSB ve tuzsuz TSB’de gelistirilen
kiiltiirlerden elde edilen siipernatantlara son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde AgNO3
eklenerek 55°C’de 48 saat siiresince inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda tayin
adimlarindan olan UV-Vis spektroskopisinde 400-450 nm arasinda elde edilen piklere ait
OD degerleri ve AgNP’lerin pelet agirliklarina ait sonuglar Sekil 4.4a’da verilmistir. Yine
tayin adimlarindan olan saridan kahverengiye renk degisimi ve P. aeruginosa ATCC
27853 ile S. aureus ATCC 29213 patojenlerine karsi gergeklestirilen antimikrobiyal
aktivite taramasi sonuglarma ek olarak 660 nm’de oOlgiilen kiiltiir yogunlugu ve
AgNP’lerin pelet miktarlar1 kullanilarak hesaplanan AgNP’lerin verim katsayisi
sonuclar1 Cizelge 4.1°’de sunulmustur. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde kiiltiir
yogunlugunda kayda deger bir fark olmamakla birlikte, tuz ihtiva eden besiyerinde
gelistirilen kiiltiirden elde edilen nanopartikiillerin 400 ila 450 nm arasinda daha diisiik
absorpsiyon piki vermesi ve elde edile AgNP’lerin pelet miktarlarinin (mg) oldukca
diisiik olmas1 bu kosulda AgNP’lerin iiretiminin bagarili olmadigini géstermistir. Paralel
olarak saridan kahverengiye renk degisiminin de yine Tuzlu TSB besiyerinde ¢ok diisiik
oldugu goézlenmistir. Bu sebeple, AgNP’lerin iiretim c¢aligmalarina tuzsuz besiyeri ile

devam edilmesine karar verilmistir.

Besiyeri tuz oranina karar verilmesini takiben gerceklestirilen 6 saat-15 saat olmak {lizere
iki farkli 6n aktiflestirme siiresi, AgNP’lerin {liretiminin ger¢eklestirilecegi besiyerine
uygulanacak olan %1, %2, %3, %4 oranlarinda dort farkli inokiilasyon miktart ve son

olarak 24 saat, 48 saat olmak iizere iki farkli inkiibasyon siiresinin sinandigi bir
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optimizasyon calismast gergeklestrilmistir. Sonucglar Sekil 4.4b’de ve Cizelge 4.1°de
paylasiimistir. AgNP’lerin 400 ila 450 nm arasinda dlgiilen absorpsiyon pikleri ve pelet
miktarlar1 degerlendirildiginde 15 saat 6n aktiflestirme, %1 inokiilasyon miktar1 ve 48
saat inkiibasyon kosullarindan en yiiksek sonuclarin elde edildigi goriilmektedir.
AgNP’ler i¢in karakteristik olan 400-450 nm arasinda pike sahip olan ve saridan
kahverengiye renk degisiminin en iyi gozlemlendigi kosullarla antimikrobiyal aktivite
tayini yapilmis ve elde edilen zon ¢aplar1 incelendiginde de yine en iyi zonlar1 15 saat 6n
aktiflestirme, %1 inokiilasyon miktar1 ve 48 saat inkiibasyon kosullarinda firetilen
AgNP’lerde saptandigindan, bundan sonraki ¢alismalarda bu parametrelerin

uygulanmasina karar verilmistir.

@)

OD3IA0500
ApNFP ()

M6 NaC'l

3
Z
b2

@ P NaCl

Bestyer Tue lgeni csavert Tuv Sgeri

b)

OD340300

Sekil 4.4 Farkl kiiltiir parametreleri neticesinde elde edilen AgNP’lerin OD340-500 6l¢iim
sonuclar1 ve kuru agirliklari. (a) besiyerinin tuz icerigi ve (b) 6n aktiflestirme
siiresi ve inokiilasyon miktari
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Cizelge 4.1 SGC-R’nin besiyeri tuz miktari, 6n aktiflestirme siiresi ve inokiilasyon
miktart kosullarinin optimizasyonu sonucu mikrobiyal gelisimi ve elde
edilen AgNP’lerin bu patojenlere kars1 antimikrobiyal aktivite taramasi

Optimizasyon
parametreleri

ODsso

Renk
degisimi

P.
aeruginosa
ATCC
27853 (mm)

S. aureus
ATCC
29213 (mm)

AgNP’lerin
ortalama
peletleri

(mg)

AgNP’lerin
verim
katsayis1**

NaC

1 konsantrasyonu (55°C, pH

7.3, 48 saat, 120 rpm)

%0.5 NaCl

0.249

+

10 mm

10 mm

9

1.0

%00 NaCl

0.231

+++

9 mm

10 mm

16

1.8

On Aktiflestirme Siiresi ve Inokiilasyon Miktar1 (Tuzsuz TSB, pH 7.3, 55°C, 170 rpm)
15 saat 6n
aktiflestirme,
%3
inokiilasyon,
24 saat
inkiibasyon
15 saat 6n
aktiflestirme,
%4
inokiilasyon,
24 saat
inkiibasyon
15 saat 6n
aktiflestirme,
%1
inokiilasyon,
48 saat
inkiibasyon
15 saat 6n
aktiflestirme,
%2
inokiilasyon,
48 saat
inkiibasyon
*: seffaf zon,
**: Verim katsayis1 = Ik AgNP’lerin agirhigi (mg)/Son AgNP’lerin agirligi (mg)
+: renk degisimi zayif
++: renk degisimi orta diizey
+++: renk degisimi giigli

0.231 +++ 10 mm 10 mm 13 1.4

0.249 ++ 9mm 10 mm 16 1.8

0.345 +++ 11 mm 11 mm 22 2.4

0.303 ++ - - 12 1.3

AgNP’lerin liretimi i¢in bakterinin gelistirilecegi besiyerinin tuz igerigi ve deney kurulum
kosullarina karar verilmesini takiben, optimizasyon calismalar1 kapsaminda besiyeri
pH’sinin, dogrudan blank olarak kullanilan besiyerinin ve inkiibasyon sicakliginin
belirlenmesi amaglanmigtir. 15 saat on aktiflestirme ve %1 oraninda inokiilasyonlari
gergeklestirilen ornekler 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 ve 10.0 olmak iizere
on farkli pH degerine sahip tuzsuz besiyerlerinde 48 saat siireyle gelistirildikten sonra
daha 6nce anlatildig1 sekilde AgNP’ler elde edilmistir (Sekil 4.7a). Elde edilen yapilardan

400-450 nm arasinda pike sahip olmayanlar elendikten sonra antimikrobiyal aktivite
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taramalar1 gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2). AgNP’lerin iiretim sonuglarina bakildiginda;
pH’st 5.0, 5.5, 6.0 ve 6.5 olan besiyerlerinde gelistirilen kiiltlirlerin hiicresiz
siipernatantlari ile AgNP’ler liretilememistir. AgNP’lerin tiretimi pH 7.0 ve daha yiiksek
pH degerlerinde gerceklesmektedir. AgNP’lerin pelet miktarlari, AgNP’lerin OD
degerleri ve patojenlere karst sergiledikleri antimikrobiyal etkinlikler g6z Oniinde
bulunduruldugunda pH 8.5 kosullarinin en iyi sonuglara sahip oldugu goriilmekle birlikte,
pH 7.5 ve 8.0 kosullarinin da yine bir sonraki asama olan besiyeri se¢iminde

degerlendirilmesine karar verilmistir.

Bu deneyde pH degerleri 7.5, 8.0 ve 8.5 olarak ayarlanmis tuzsuz TSB ve tuzsuz NB
besiyerleri analiz edilmistir. Bu besiyerleri, dnceki asamalarda belirlenen kosullarda
bakteri inokiilasyonu yapilmis ve bakteri inokiilasyonu yapilmamis bos besiyerleri olarak
iki gruba ayrilmistir. Bakteri inokiilasyonu igeren ve igermeyen her iki gruba da son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde AgNOs eklenerek 55°C sicaklikta calkalamali
kosullarda (120 rpm/dk) 48 saat siiresince inkiibe edilmistir. 48 saat sonunda inokiilasyon
yapilmamis TSB besiyerinde saridan kahverengi rengine doniisiin yiiksek oldugu ve UV-
Vis spektroskopisinde AgNP’ler i¢in karakteristik aralik olan 400-450 nm arasinda pozitif
pik verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.5). NB besiyerinde renk degisimi gézlenmemis ve UV-
Vis spektroskopisinde AgNP’lerin araliginin disinda kalan 390 nm’de farkli bir pik
verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.6).

well SMP02 (B2)

0.600

0.500

oo

0400

0.300

0.200

340 360 380 400 420 440 460 480 200
wavelength (nim)

Peak OD = 0.673 at 403 nm

Sekil 4.5 Kiiltiir icermeyen ve AgNOs ile muamele edilen pH 8.5 degerine sahip TSB
besiyerinin UV-Vis spektroskopisinde 350-500 nm arasinda tarama sonucu
(Yiizey Plazmon Rezonans Piki OD: 0.673)
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Sekil 4.6 Kiiltiir icermeyen ve AgNOz3 ile muamele edilen pH 8.5 degerine sahip NB
besiyerinin UV-Vis spektroskopisinde 350-500 nm arasinda tarama sonucu
(Yiizey Plazmon Rezonans Piki OD: 0.108)

TSB ve NB besiyerlerinde gelistirilen kiiltiir siipernatantlarindan elde edilen AgNP’lere
ait sonuglar Sekil 4.7b ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Sonuclar incelendiginde, AgNP’lerin
pelet miktarlarinin ve 6zellikle patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitenin en yliksek
oldugu kosulun NB besiyeri ve pH 8.5 oldugu saptanmistir. AgNP’lerin OD degerleri
bazi kosullardan diisiik olmasina ragmen tezin nihai amaci biyolojik olarak etkin

AgNP’ler tiretmek oldugu icin bu kosul secilmistir.

Son olarak 50°C, 55°C, 60°C ve 65°C olmak tizere dort farkli inkiibasyon sicakligi
sianarak, mikrobiyal gelisim kosullarinin AgNP’lerin {iretim kapasitesi bakimindan
optimizasyonu tamamlanmistir. 15 saat ©On aktiflestirmeleri ve %]l oraninda
inokiilasyonlar1 gerceklestirilen 6rnekler pH 8.5 degerine sahip tuzsuz NB besiyerinde,
50°C, 55°C, 60°C ve 65°C sicakliklarda 48 saat siireyle gelistirildikten sonra kiiltiirlerin
hiicresiz siipernatantlarindan elde edilen AgNP’lere ait sonuclar Sekil 4.7¢’de ve Cizelge
4.2’de sunulmustur. AgNP’lerin OD Ol¢limleri, pelet miktarlar1 ve 6zellikle sergiledigi

antimikrobiyal aktivite bakimindan en ideal kosul 55°C olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4.7 Farkl kiiltiir parametreleri neticesinde elde edilen AgNP’lerin OD340-500 6l¢iim
sonuclar1 ve kuru agirliklari. (a) besiyeri pH’s1, (b) besiyeri ve (c) inkiibasyon
sicakligt
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Cizelge 4.2 SGC-R’nin besiyeri pH’s1, AgNP’lerin iiretiminde kullanilacak besiyeri
icerigi ve inkiibasyon sicakligt kosullarinin optimizasyonu sonucu
mikrobiyal gelisimi ve elde edilen AgNP’lerin bu patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivite taramasi

. AgNP’lerin s
Optimizasyon Renk P.aeruginosa | S.aureus ortalama AgNP_lerm
arametreleri ODso degisimi ATCC 27853 ATCC eletleri verim
P 819 (mm) 29213 (mm) P (mg) katsayis1**

pH (Tuzsuz TSB, 15 saat on aktiflestirme, %1 inokiilasyon, 55°C, 120 rpm, 48 saat)

pH 7.0 0.257 ++ 13 mm* 11 mm 14 1.6
pH 7.5 0.282 +++ 11 mm* 11 mm 17 1.9
pH 8.0 0.268 +++ 11 mm* 11 mm 16 1.8
pH 8.5 0.237 +++ 11 mm* 11 mm 21 2.3
pH 9.0 0.261 +++ 6 mm* 11 mm 16 1.8
pH 9.5 0.047 ++ 10 mm* 4 mm 16 1.8
pH 10.0 0.043 + - - 10 1.1

Besiyeri ve pH (15 saat 6n aktiflestirme, %1 inokiilasyon, 55°C, 120 rpm, 48 saat)
pH 7.5 - Tuzsuz

*
TSB 0.200 ++ 8 mm 9 mm 13 14
PHBO-Tuzsuz | 4160 | 444 8 mm* 10 mm 11 12
TSB
pH 8.5 - Tuzsuz *
TSB 0.061 +++ 11 mm 9 mm 12 1.3
&';7'5 TTUZSUZ G991 | e 9 mm ; 12 13
&';8'0 STUZSUZ G915 | e 9 mm* 10 mm* 13 14
RI|_B| 8.5- Tuzsuz 0.112 4 11 mm* 16 mm* 13 1.4

Sicaklik (Tuzsuz NB, 15 saat 6n aktiflestirme, %1 inokiilasyon, pH 8.5, 120 rpm, 48 saat)

50°C 0.121 +++ 5mm 4 mm 19 2.1
55°C 0.112 +++ 11 mm* 9 mm 23 2.6
60°C 0.085 ++ 2 mm* - 6 0.7
65°C 0.061 + 2 mm* - 6 0.7

*: seffaf zon,

*%: Verim katsayis1 = [k AgNP’lerin agirlig1 (mg)/Son AgNP’lerin agirlig1 (mg)
+: renk degisimi zay1f

++: renk degisimi orta diizey

+++: renk degisimi gii¢lii
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4.4 SGC-R’nin Biiyiime Egrisi ve AgNP’lerin 48 Saatlik Zamana Bagh Uretimi

Tamamlanan tiim optimizasyon galismalar1 neticesinde belirlenen nihai kosullar ile 48
saat siiresince gelistirilen kiiltiirden O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 15, 18, 24 ve 48. saatlerde
numuneler alinarak c¢aligmalar gergeklestirilmistir. SGC-R oncelikle TSA besiyerinde
55°C’de 18-24 saat siiresince gelistirilmistir. Bu kiiltirden NB besiyerine OD 0.4-0.6
bulaniklikta olacak sekilde inokiile edildikten sonra Onceki calismalar neticesinde
belirlenen 6n aktiflestirme siiresi olan 15 saat boyunca 55°C’de ¢alkalamali kosullarda
(120 rpm/dk) gelistirilmistir. On aktiflestirmenin tamamlanmasmin ardindan yine
belirlenen deger olan pH 8.5 degerine ayarlanan NB besiyerine %1 oraninda inokiile
edilmistir. Kiiltiir optimizasyon caligsmalar1 sonucu secilen inkiibasyon sicaklifinda

(55°C) 48 saat galkalamali kosullarda (120 rpm/dk) inkiibasyona birakilmustir.

Kiiltiirden belirtilen 13 farkli zaman araliginda 3 adet 5’er ml’lik numuneler alinmstir.
Bu numuneler ile hem UV-Vis spektroskopisinde 660 nm’deki bakteri absorbansi 6l¢timii
hem de seri diliisyonlar yapilarak koloni sayim1 gergeklestirilmistir. Sayim islemleri logio
tabanina ¢evrilerek mL basina diisen koloni olusturan birim (kob/mL) dikkate alinarak
hesaplanmistir. Ilgili saatlerde alinan numunelerin 660 nm dalga boyunda okutulmasiyla
elde edilen optik yogunluklar ve gergeklestirilen koloni sayimlarinin sonuglari ile bir
biliylime egrisi olugturulmustur. Olusturulan biiyiime egrisi Sekil 4.8a’da sunulmustur.
Bakterinin mikrobiyal gelisimi incelendiginde; 0-3 saat arasinda lag fazi (gecikme fazi)
oldugu anlasilmaktadir. Bu faz aktif boéliinmenin heniiz baglamadigi bunun yerine
biiylime ve boliinme i¢in gerekli enzimlerin iiretildigi ve yeni ortam kosullarina uyum
saglamak i¢in metabolik faaliyetlerin gergeklestigi fazdir (Madigan vd. 2017, Willey vd.
2023). Grafige bakildiginda hem koloni sayisinin hem de ODsgo degerinin oldukea diisiik
ve genellikle sabit oldugu goriilmektedir. 3-18 saat arasi log fazi (eksponansiyel veya
iistel faz) olarak tespit edilmistir. Bu fazda, bakteriler aktif bir sekilde boliinmekte ve
logaritmik bir sekilde cogalmaktadir. Yani bu faz, hiicrelerin bdliinme hizinin
maksimumda oldugu ve istel biiylimenin gergeklestigi donemdir (Madigan vd. 2017,
Willey vd. 2023). Grafikte de goriildiigii iizere bu saat araliginda koloni sayiminda ve
beraberinde ODsgo degerinde belirgin bir artis olmaktadir. Yani hiicreler bu fazda aktif

olarak ¢cogalmaktadir. 18-24 saat arasi duragan faz olarak kabul edilebilir. Duragan faz,
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hiicre boliinme hiz1 ile 6liim hizinin birbirine esit oldugu asamadir. Ortamdaki besin
maddeleri tiikenirken, atik maddeler birikmektedir. Toplam hiicre sayis1 en yiiksek degere
ulasir ve biiylik dlgiide sabit kalir. Ayn1 zamanda mikrobiyal stres yanitlariin, ikincil
metabolit liretimlerinin ve sporiilasyon gibi biyolojik siireclerin gerceklestigi faz duragan
fazdir (Madigan vd. 2017, Willey vd. 2023). Grafikten de anlasildigi tizere, 18. saatten
sonra koloni sayisinda ve ODego degerinde kayda deger bir artis olmamaktadir. 24-48 saat
arasi 0liim fazidir. Bu fazda hiicre 61iim hizi hiicre boliinme hizindan daha yiiksektir. Bu
fazda hiicreler artik cogalamaz ve canli niifus azalir (Madigan vd. 2017, Willey vd. 2023).
Grafik incelendiginde de canli hiicre sayisindaki azalma c¢ok net bir sekilde

goriilmektedir.

Mikrobiyal iireme evrelerinin tespiti gerceklestirildikten sonra kalan numunelerin
hiicresiz siipernatantlar1 kullanilarak Boliim 3.2.4°te anlatildig1 sekilde AgNP’lerin elde
edilmistir. Elde edilen AgNP’lerin pelet miktarlart belirlenmis ve AgNP’lerin peletleri
distile su eklenerek ¢Oziilmistiir. AgNP’leri iceren koloidal soliisyonlar, UV-Vis
spektroskopisinde 350 ila 500 nm arasinda taranarak absorpsiyon pikleri tespit edilmistir.
AgNP’lerin OD degerleri ve pelet miktarlarinin yer aldig: grafik Sekil 4.8b’de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde hem OD degerinin hem de pelet miktarinin 12. saatten itibaren

arttig1 ve 48. saatte en yliksek seviyeye ulastigi gozlenmistir.
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4.5 AgNP’lerin Uretiminin Siipernatant Diizeyinde Optimizasyon Sonuclar

AgNP’lerin {iretiminin mikrobiyal gelisim diizeyinde optimizasyonu asamasinda
belirlenmis olan optimal kiiltiir kosullarinda gelistirilen SGC-R’nin NB besiyerindeki
hiicresiz siipernatanti bu asamada AgNP’lerin iiretiminin siipernatant diizeyinde optimize
edilmesi amaciyla kullanilmistir. Bu amagla sirasiyla AgNO3 konsantrasyonu (1.0, 1.5,
1.75 ve 2.0 mM), siipernatant pH’s1 (7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0), inkiibasyon sicakligi (50°C,
55°C, 60°C ve 65°C) ve inkiibasyon siiresi (24, 48 ve 72 saat) parametrelerinin
optimizasyonu c¢aligilmistir. Denenen tiim farkli parametreler neticesinde elde edilen
AgNP’ler Bolim 3.2.5’te anlatilan 4 adimli tayine tabi tutularak en ideal siipernatant

kosullar1 se¢ilmistir.

Ideal AgNO3 konsantrasyonunu belirlemek igin, taze olarak hazirlanan 100 mM AgNOs
ana stok ¢ozeltisinden son konsantrasyon 1 mM (0.001 M), 1.5 mM (0.0015 M), 1.75
(0.00175 M) ve 2 mM (0.002 M) olacak sekilde hiicresiz slipernatantlara ilave edilmistir.
AgNOs3 cozeltisi eklenen siipernatantlar, 55°C’de 48 saat calkalamali kosullarda (120
rpm/dk) inkiibe edilmistir. Elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.9a) slipernatanta eklenen
AgNOs konsantrasyonu arttikca AgNP’lerin OD degerlerinin artmasina karsin, dl¢iilen
AgNP’lerin pelet miktarlarinin azaldigi goriilmiistir. Ag*’in indirgenmesi Ag’nin
detoksifikasyon yontemidir fakat sistem doygunluga ulastiginda indirgeme devam
etmemekte ve biriken Ag* hiicreler tizerinde toksik etkiler yaratabilmektedir. Her zaman
yiiksek AgNOs konsantrasyonlarinin daha fazla iiretime yol agmadigi goriilmekte ve
bunun enzim doygunlugundan kaynaklandigi disiiniilmektedir (Parikh vd. 2008,
Gurunathan vd. 2009, Sharma vd. 2010, Singh vd. 2013). Antimikrobiyal aktivite sonucu
olusan zonlar incelendiginde (Cizelge 4.3), AgNOs konsantrasyonu arttik¢a olusan zon
caplarininda artti1 goriilmustiir. Fakat indirgeyici tuz miktariin fazla olmasinin saglikli
hiicreler tizerinde de toksisiteye sebep olma riski oldugundan bundan sonraki

caligmalarda eklenecek son konsantrasyonun 1 mM olmasina karar verilmistir.

Hiicresiz siipernatantlarin pH’lar1 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 olmak {izere bes farkli pH
degerine ayarlandiktan sonra son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde AgNO3s eklenerek

48 saat siireyle inkiibe edilmistir. 350-500 nm araliginda OD okumalar1 gergeklestirilerek
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AgNP’lerin taramas1 ve AgNP’lerin pelet miktarlar1 belirlenmistir (Sekil 4.9b). Sonuglara
bakildiginda AgNP’lerin iiretiminin en yiikksek oldugu pH degerinin 7.5 oldugu
saptanmustir. Nihai karar1 vermek adina antimikrobiyal aktivite yapilmis ve bu ¢alismaya
ait sonuglar Cizelge 4.3’te sunulmustur. Iki farkl1 patojene kars1 olusturduklari zonlar goz
oniinde bulunduruldugunda yine pH 7.5 degerinin en iyi sonucu verdigine karar
verilmistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda siipernatant pH degeri 7.5 olarak ayarlanarak

devam edilmistir.

Hiicresiz siipernatant pH’s1 7.5 olarak ayarlandiktan ve siipernatanta son konsantrasyonu
1 mM olacak sekilde AgNOs ¢ozeltisi eklendikten sonra 50°C, 55°C, 60°C ve 65°C olmak
tizere 4 farkl sicaklikta AgNP’lerin eldesi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
4.9¢ ve Cizelge 4.3’te sunulmustur. AgNP’lerin {iretim sonuglar1 degerlendirildiginde;
50°C’de inkiibe edilen siipernatantin AgNP’ler iiretmedigi belirlenmistir. AgNP’ler icin
karakteristik OD araligi olan 400 ila 450 nm arasinda pik vermemistir. Sekil 4.9¢ ve
Cizelge 4.3’te AgNP’lerin iiretimi bakimindan pozitif olan sonuglar sunulmustur. Hem
AgNP’lerin OD 6l¢iimlerinin hem de pelet miktarinin 60°C inkiibasyon sonrasit daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Patojenlere kars1 olusturduklari zonlar incelendiginde yine

en etkili kosulun 60°C inkiibasyon oldugu goriilmiistiir.

Hiicresiz siipernatant pH’s1 7.5 olarak ayarlanip, siipernatanta son konsantrasyonu 1 mM
(0.001 M) olacak sekilde AgNO3 ¢ozeltisi eklendikten sonra 60°C sicaklikta 24, 48 ve 72
saatlik stirelerle inkiibasyon gerceklestirilmistir. Elde edilen OD degerleri ve pelet
miktarlarina bakildiginda 24 saatlik 6rneklerde sonuglar ¢ok diisiik, 48 ve 72 saatlik
orneklerin sonuglari ise yiiksektir (Sekil 4.9d). Fakat antimikrobiyal aktivite sonuglari
incelendiginde zon ¢aplarinin 48 saatlik 6rneklerde daha iyi oldugu, 72 saat inkiibasyonun

biyolojik aktiviteyi diisiirdigii anlagilmaktadir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.9 Denenen farkli slipernatant parametreleri neticesinde elde edilen AgNP’lerin
OD340-500 6l¢tim sonuglar1 ve kuru agirliklari. (a) AgNO3 konsantrasyonu, (b)
siipernatant pH’s1, (¢) inkiibasyon sicakligi ve (d) inkiibasyon siiresi
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Cizelge 4.3 SGC-R’den elde edilen siipernatant kosullarinin optimizasyonu sonucu elde
edilen AgNP’lerin belirlenen patojenlere karst antimikrobiyal aktivite

taramasi
Optimizasyon | Renk | L rBUORE | 2 henis | onatama | verim
parametreleri degisimi (mm) (mm) peletleri (mg) katsayis1**
AgNO; konsantrasyonu (55°C, pH 8.5, 48 saat, 120 rpm)
1mM ++ 6 mm* 5 mm* 12 1.0
1.5mM ++ 7 mm* 5 mm* 10 0.8
1.75mM +++ 7 mm* 7 mm* 10 0.8
2mM +++ 10 mm* 10 mm* 9 0.8
pH (ImM AgNOs, 55°C, 48 saat, 120 rpm)
pH 7.0 +++ 8 mm* 7 mm* 16 1.3
pH 7.5 +++ 8 mm* 8 mm* 17 1.4
pH 8.0 +++ 8 mm* 7 mm 15 1.3
pH 8.5 ++ 9 mm* 3 mm 14 1.2
pH 9.0 + 8 mm* - 11 0.9
Sicaklik (ImM AgNOs, pH 7.5, 48 saat, 120 rpm)
55°C +++ 9 mm* 9 mm* 14 1.2
60°C +++ 8 mm* 10 mm* 17 1.4
65°C ++ 7 mm* 5 mm* 11 0.9
Inkiibasyon siiresi (ImM AgNO3, 60°C, pH 7.5, 120 rpm)
24 saat g 7 mm* 9 mm* 10 0.8
48 saat +++ 8 mm* 10 mm* 17 1.4
72 saat +++ 6 mm* 7mm 16 1.3

*. seffaf zon,

#%: Verim katsayist = [lk AgNP’lerin agirlig1 (mg)/Son AgNP’lerin agirligi (mg)

+: renk degisimi zay1f

++: renk degisimi orta diizey
+++: renk degisimi giigli

4.6 Laboratuvar Olgeginde (Lab-Scale) AgNP’lerin Uretimi

Tezin bu asamasinda SGC-R’nin lab-scale tiretimi belirlenen optimal gelisim kosullarinda
(15 saat on aktiflestirme, %1 inokiilasyon, Tuzsuz NB, pH 8.5, 55°C, 48 saat
inkiibasyon) hazirlanan kiltirin 10 mL’den 500 mL’ye kadar o&lgeklendirilen
hacimlerinde gergeklestirilmistir. Artan tretim hacimlerindeki AgNP’lerin iiretim
kapasitesini gozlemlemek amaciyla farkli hacimlerdeki kiiltiirlerden elde edilen hiicresiz
siipernatantlar ile yine daha dnce gerceklestirilen optimizasyon ¢alismalar1 neticesinde
karar verilen kosullar kullanilarak (1 mM AgNOs, pH 7.5, 60°C, 48 saat inkiibasyon)
AgNP’ler sentezlenmistir. 10 mL’den 500 mL’ye kadar gergeklestirilen 6l¢eklendirme

calismasina ait deney goriintiileri Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10 (a) Sirasiyla 10, 50, 100 ve 500 mL olarak gelistirilen kiiltiir ve (b) 48 saatlik
kiiltiiriin hiicresiz siipernatantindan elde edilen SGC-R’ye ait AgNP’ler

Lab-scale gerceklestirilen tiretim neticesinde Oncelikle 0. ve 48. saatlerde farkli
hacimlerdeki kiiltiir ortamlarinin 660 nm dalga boyunda kiiltiir yogunlugu dlgiilerek
hacim biiylitmenin bakteri gelisimi iizerine etkileri belirlenmistir. 0. ve 48. saatlerdeki
kiiltiir yogunlugunun 6lgtim sonuglar1 Sekil 4.11a’da verilmistir. 660 nm dalga boyunda
elde edilen kiiltiir yogunluklarina bakildiginda; 10 mL besiyerinde gelisen kiiltiirde 7.3
kat artis olurken, 50 mL besiyerinde gelisen kiiltiirde 7.9 kat artig, 100 mL besiyerinde
gelisen kiiltiirde 8.9 kat artis ve 500 mL besiyerinde gelisen kiiltiirde 9.4 kat artis
olmustur. Bu durum o6lgek biiylitmenin kiiltiir yogunlugunun oramini artirdigini

gostermistir.
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Yine 0. ve 48. saatlerde farkli hacimlerdeki kiiltiir ortamlarindan koloni sayimi
gerceklestirilmistir. Sayim sonuglart Sekil 4.11b’de verilmistir. 10, 50, 100 ve 500 mL
hacimlerde gelistirilen kiiltiirtin 0. ve 48. saatlerde gergeklestirilen koloni sayimi
sonucunda; 10 mL besiyerinde gelisen kiiltiirde 1.4, 50 mL besiyerinde gelisen kiiltiirde
1.5, 100 mL besiyerinde gelisen kiiltiirde 1.5 ve 500 mL besiyerinde gelisen kiiltiirde 1.6
kat artis olmustur. Kiiltiir yogunluguyla paralel sekilde koloni sayimi da kiiltiir hacmi

arttikca daha yiiksek oranda artmistir.

48. saat sonunda farkli hacimlerdeki kiiltiir ortamlar1 santrifiij edilerek hiicresiz
stipernatant elde edilmistir. Elde edilen hiicresiz siipernatantlardan AgNP’lerin
biyosentezi gerceklestirilmis ve olusan AgNP’lerin yas ve kuru agirliklart belirlenmistir.
AgNP’lerin agirliklarina ait sonuglar Sekil 4.11c’de sunulmustur. Bir 6nceki ¢aligma olan
slipernatant optimizasyonu calismasinin sonunda, tiim ideal kosullarin belirlenmesi
neticesinde 5 mL’lik hiicresiz kiiltiir sipernatantiyla iiretilen AgNP’lerin kuru agirlig: 17
mg olarak Olglilmistiir. Bu sonug ilk AgNP’lerin verimi olarak kabul edilerek,
Olceklendirme calismast neticesinde farkli hacimlerden elde edilen AgNP’lerin kuru
agirliklart ile bir verim katsayis1 hesabi gerceklestirilmistir [Verim katsayist = Ilk
AgNP’lerin verimi (mg)/Son AgNP’lerin verimi (mg)]. Bu durumda 10 mL kiiltiirden
elde edilen AgNP’lerin kuru agirliginda 1.1, 50 mL kiiltiirden elde edilen AgNP’lerin
kuru agirliginda 3.7, 100 mL kiiltiirden elde edilen AgNP’lerin kuru agirhiginda 6.6 ve
500 mL kiiltiirden elde edilen AgNP’lerin kuru agirhginda 11.5 kat artig olmustur.
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Sekil 4.11 (a) 10, 50, 100 ve 500 mL olarak dlgeklendirilmesi yapilan kiiltiirlerin 0. ve
48. saatlerde 660 nm dalga boyunda elde edilen Kkiiltiir yogunluklari, (b)
kiiltiirlerin 0. ve 48. saatlerde elde edilen koloni sayimlari ve (c) kiiltiirlerin
hiicresiz siipernatantlarindan elde edilen AgNP’lerin yas ve kuru agirliklar
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4.7 Uretilen AgNP’lerin Karakterizasyonu

4.7.1 UV-Vis spektroskopisi

Biiyiik hacimde (500 mL) gergeklestirilen iiretim neticesinde elde edilen ve gelecek
caligmalarda kullanilmak tizere kurutulmus halde muhafa edilen AgNP’ler distile su ile
coziilerek kolloidal bir ¢ozelti elde edilmistir. UV-Vis spektroskopisinde 350-500 nm
dalga boyu araliginda ve 1 nm ¢oziiniirliikkte gerceklestirilen tarama grafigi Sekil 4.12°de
sunulmustur. Giimiis nanopartikiiller igin karakteristik emilim araligina (400-450 nm)
giren 401 nm'de net bir ylizey plazmon rezonansi zirvesi gozlenmistir. EK olarak, zirvenin
keskinligi ve ikincil zirvelerin yoklugu, nanopartikiillerin muhtemelen kiiresel,
monodispers ve kiimelenmemis oldugunu gostermektedir. Bu da sentezlenen AgNP’lerin

kararliligini ve tekdiizeligini desteklemektedir (De Leersnyder vd. 2019).

1.100
1.000
0.900
0.800
0.700

oo

0.600
0.500
0.400

340 350 3580 400 420 440 460 480 500
Wavelength (nm)

Peak OD =1.072 at 401 nm
Sekil 4.12 SGC-R’nin AgNP’lerinin UV-Vis spektroskopisinde 340-500 nm arasinda

gercgeklestirilen tarama sonucu (401 nm’de 6lciilen Yiizey Plazmon Rezonans
Piki OD: 1.072 ve seyreltme faktorii: 4 (OD: 4.288))

4.7.2 FT-IR

Sentezlenen AgNP’lerin FT-IR spektrumu, yaklasik 3735, 3649, 2365, 1653 ve 1507 cm’
*de belirgin emilim bantlar1 gostermistir (Sekil 4.13). Yaklasik 3735 ve 3649 cm™’deki

pikler, O—H ve N-H gerilme titresimlerinin karakteristigi olan yiiksek dalga sayisi
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bolgesindedir ve numunede hidroksil ve/veya amin gruplarinin varligini géstermektedir
(Mondal vd. 2020). 2365 cm™*de gézlemlenen daha zay1f bir bant, genellikle numunedeki
fonksiyonel bir gruptan ziyade, spektrometrede emilen atmosferik CO2’ye (O=C=0

asimetrik gerilme) atfedilir (Socrates 2004).

Parmak izi bélgesinde, 1653 cm™’deki giiclii bir emilim, peptit baglarinin C=0O
gerilmesine (amid I band) isaret eder. 1507 cm™’deki tepe noktasi, C-N gerilmesiyle
birlesen N—H biikiilmesine (amid II bandi) karsilik gelir. Bu iki bant, amid I ve II,
proteinli malzemelerin karakteristigi olup, proteinlerden veya peptitlerden gelen amid
baglarinmn  varligmi gosterir. Ozetle, FT-IR sonuglari, AgNP’lerde bulunan
biyomolekiillerle iliskili olmasi muhtemel olan O—H/N-H (hidroksil veya amin) ve amid

(peptit) titresimleriyle tutarli fonksiyonel gruplari ortaya koymaktadir (Mondal vd. 2020).

A

Wavenumbers [on

Sekil 4.13 SGC-R AgNP’lerinin FT-IR spektrumlari

4.7.3 TEM

Sentezlenen AgNP’lerin morfolojik analizi TEM ile ger¢eklestirilmis olup sonuglarin
gortintiileri Sekil 4.14’te gosterilmistir. AgNP’lerin boyut analizleri ImageJ programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. TEM goriintlisii AgNP’lerin kiiresel bir sekle sahip
oldugunu gostermektedir. Tiim AgNP’lerin pargacik boyutlar1 26.67 ile 66.67 nm
arasindadir. TEM analizinin sonuglarina dayanarak OriginLab programiyla histogram
grafigi olusturulmustur (Sekil 4.15). Grafikte goriilebilecegi lizere nanopartikiillerin
ortalama parcacik boyutlar1 44.86 nm + 1.72 olarak Ol¢iilmiis ve parcacik boyutlarinin

standart sapmasi 8.77 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.14 SGC-R AgNP’lerinin TEM mikrografi
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Sekil 4.15 SGC-R AgNP’lerinin partikiil boyutlarinin histogrami

4.8 Uretilen SGC-R AgNP’lerinin Biyolojik Ozellikleri

4.8.1 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIiK) yontemiyle antimikrobiyal
aktivite sonuclari

Bu asamada elde edilen AgNP’ler ile minimum inhibisyon konsantrasyonu testi boliim
3.2.11.1°de bahsedildigi sekilde yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore SGC-R aracili AgNP’lerin ¢esitli patojenik mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal etki sergiledigi goriilmektedir.

AgNP’lerin 78.13 pug/mL konsantrasyon ile en diisiik MIK degerini sergiledigi yani en
etkili oldugu mikroorganizmalar Gram-pozitif bir bakteri olan S. epidermidis ATCC
35984 ve mantar tiirleri olan C. albicans ATCC 10231 ile C. parapsilosis ATCC 22019
olarak dikkat ¢ekmektedir. Bunlar1 156.25 ug/mL konsantrasyonla Gram-negatif
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bakteriler olan P. aeruginosa ATCC 27853 ve A. baumannii ATCC 19606 ile 312.50
png/mL konsantrasyonla Gram-negatif bir bakteri olan K. pneumoniae ATCC 13883,
Gram-pozitif bakteriler olan Metisilin Direngli S. aureus ATCC 43300 ve L.
monocytogenes NCTC 5348 takip etmektedir. Belirlenen bu etkiler, biyolojik sentezle
elde edilen bu AgNP’lerin ¢oklu ilag direnci profiline sahip 6nemli patojenlere karsi da
etkili oldugunu gostermektedir. Yine Gram-pozitif bakteriler olan S. aureus ATCC
29213, S. aureus ATCC 25923 ve S. mutans ATCC 25175 ile Gram-negatif bakteriler
olan E. coli ATCC 25922, E. coli O157:H7 ATCC 35150 patojenleri iizerinde 625 ug/mL

konsantrasyonunda antimikrobiyal etki tespit edilmistir.

Deneyde, kimyasal sentezle elde edilen ve 28-48 nm, 48-78 nm ve 100 nm olmak iizere
farkli boyutlara sahip olan ticari Kimyasal AgNP’ler de ayni1 patojenler iizerinde denenmis
ve tez kapsaminda biyolojik olarak elde edilen AgNP’ler ile antimikrobiyal etkinlikleri
bakimindan karsilagtirma yapilmasi hedeflenmistir. Ancak bu kimyasal AgNP’lerin
denenen konsantrasyon araliklarinda basarili sekilde antimikrobiyal etkiler sergilemedigi,
yalnizca L. monocytogenes NCTC 5348, P. aeruginosa ATCC 27853, C. albicans ATCC
10231 ve C. parasilosis ATCC 22019 patojenlerinde 1250-2500 pg/mL gibi yiiksek
konsantrasyonlarda etki gosterdikleri saptanmustir. Son olarak da saptanan MIK
degerlerinin bakterisidal veya fungisidal etkiler sergileyip sergilemedikleri kontrol
edilmistir. Bu amagla MIK degerlerinin belirlendigi her bir kuyucuktan érnekler alinarak
TSA besiyerine ekilmistir. Belirlenmis hicbir MIK degerinde, denenen patojenlerde
gelisim gozlemlenmemis ve elde edilen biyolojik AgNP’lerin bakterisidal veya fungisidal

etkisi oldugu dogrulanmaistir.
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Cizelge 4.4 Gram-negatif, Gram-pozitif ve 6karyotik mikroorganizmalardan olusan 16

farkli patojene kars1 gerceklestirilen antimikrobiyal aktivite taramasi sonucu
elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyonlar1

Bivoloiik Ticari Ticari Ticari
S)é% C-JR Kimyasal | Kimyasal | Kimyasal
Taranan Patojen AANP’ler AgNP’ler | AgNP’ler | AgNP’ler
(Eg Ly | (28-48nm) | (48-78 nm) | (100 nm)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
S. aureus ATCC 29213 625 - - .
S. aureus ATCC 25923 625 - - .
Metisilin Direncli S.
aureus ATCC 43300 312.50 - - -
Gram- S. epidermidis ATCC 78.13 i ] ]
. 35984
pozitif -
patojenler E. faecalis ATCC 29212 1250 ; - -
E. faecium [(NJ-1)
(WHO_3)] 1250 - - -
S. mutans ATCC 25175 625 5 - .
h’cqog%%ﬁgge”es 312.50 2500 2500 ;
;7 gg;ugmosa ATCC 156.25 i i 2500
E. coli ATCC 25922 625 - -
E. coli O157:H7 ATCC
Gram- 35150 625 - - -
negatif S. enterica subsp. 1950 ] ] ]
patojenler | enterica ATCC 13311
?égggmannn ATCC 156.95 ] ] ]
1K3.E|;o£r;§umon|z;1e ATCC 312,50 i i ]
C. albicans ATCC
Okaryotik | 10231 78.13 2500 2500 -
patojenler gz.gfgasnosm ATCC 78.13 1250 1250 2500

Gergeklestirilen MIK ¢alismasinda C. parasilosis ATCC 22019 ve S. epidermidis ATCC

35984’e kars1 gerceklestirilen MIK test sonuglar1 Sekil 4.16’da verilmistir. Ayrica

optimizasyon caligmalar1 kapsaminda, denenen farkli parametreler nihayetinde elde

edilen AgNP’lerin antimikrobiyal etkilerinin karsilagtirilmasi amaciyla gergeklestirilen

damla plaka testine ait 6rnek bir goriintii Sekil 4.17°de sunulmustur.
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-

« 1250 pg/mL

«——  625ug/mL

« — 3125pg/mL

| — [156.25 pg/mL

« 7813 pg/mL]

39.06 pg/mL

«———— 19.53 pg/mL

Sekil 4.16 SGC-R AgNP’lerinin (a) C. parasilosis ATCC 22019 ve (b) S. epidermidis
ATCC 35984°¢ kars1 gergeklestirilen MIK test sonucu

Sekil 4.17 Farkli kosullar altinda (pH 7.5 ve pH 8.0) damla plaka testi ile elde edilen P.
aeruginosa ATCC 27853’¢e karst SGC-R AgNP’lerinin inhibisyon zonlari

103



4.8.2 Antibiyofilm aktivitesi sonuglari

AgNP’lerin gesitli patojenlerin biyofilmleri {izerine olan etkilerini tespit edebilmek adina;
her patojene karsi MIK testi sonucunda elde edilen minimum inhibisyon
konsantrasyonlarmnin altinda kalan konsantrasyonlar (alt-MIK) denenmistir. AgNP’lerin
alt-MIK konsantrasyonlarinin gesitli patojenlerin biyofilm olusumu iizerine etkileri

oldugu bulunmustur.

AgNP’lerin Gram-negatif patojenlerin biyofilmleri {izerine olan etkilerine bakildiginda
(Sekil 4.16), P. aeruginosa ATCC 27853 (MIK: 156.25 pg/mL) i¢in 9.77 ve 4.88 ng/mL
konsantrasyonlarda AgNP’lerin biyofilm olusumunda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigi goriiliirken, kalan tim AgNP
konsantrasyonlarinda biyofilm inhibisyonu 6l¢iilmiistiir (p<0.0001). E. coli ATCC 25922
(MIK: 625 pg/mL) igin, biyofilm olusumunda 4.88 pg/mL konsantrasyonda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalma gorilmezken, diger tiim konsantrasyonlardaki
AgNP’lerin biyofilm olusumunu biiyiik dl¢lide azaltmistir (p<0.0001). A. baumannii
ATCC 19606 (MIK: 156.25 pg/mL) igin higbir alt-MiK konsantrasyonun kontrol
grubundan istatistiksel olarak farkli olmadigi bulunmustur (p=0.7253).
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Sekil 4.18 SGC-R AgNP’lerinin Gram-negatif patojenlerin biyofilm iiretimleri iizerine
olan etkileri. Cubuklarin iizerindeki farkli harfler her panel iginde istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar1 (p<0.05; p<0.01; p<0.001; p<0.0001) gosterir. Tek
yonli ANOVA ve Tukey Testi yiritilmiistir (MIC degerleri pg/mL
cinsinden verilmistir)
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AgNP’lerin Gram-pozitif patojenlerin biyofilmleri lizerine olan etkileri Sekil 4.17’de
sunulmustur. S. aureus ATCC 43300 (MIK: 312.50 ug/mL) igin yine ayni sekilde higbir
alt-MIK konsantrasyonun biyofilm inhibisyonu bakimidan etkili olmadig1 goriilmiistiir
(p=0.3149). S. aureus ATCC 25923 (MIK: 625 pg/mL) icin, orta alt-MiK
Konsantrasyonlar1 olan 78.13 pg/mL ile 19.53 pg/mL ve en disik alt-MiK
konsantrasyonu olan 2.44 pg/mL konsantrasyonlarnin biyofilm olusumunu kontrole
kiyasla artirdig1 goriiliirken, kalan konsantrasyonlardaki (312.50-156.25 ve 9.77 pg/mL)
AgNP’ler azaltmistir (p<0.0001). S. epidermidis ATCC 35984 (MIiK: 78.13 ug/mL) igin,
9.77 ng/mL konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmazken, diger
tiim AgNP konsantrasyonlari biyofilm olusumunu az da olsa engellemistir (p=0.0076). S.
mutans ATCC 25175 (MIK: 625 pg/mL) igin en diisiik alt-MIK olan 2.44 pg/mL’de
biyofilm inhibisyonu 6l¢iiliirken, kalan konsantrasyonlar biyofilmi anlamli 6l¢iide inhibe
etmemistir (p=0.0096). E. faecalis ATCC 29212 (MIK: 1250 pg/mL) igin, orta alt-MiK
konsantrasyonlar1 olan 78.13 ve 19.53 ug/mL ile en diisiik alt-MIK konsantrasyonu olan
4.88 ng/mL’lik AgNP’lerin biyofilm olusumunu kontrolle karsilastirildiginda artirirken,
9.77 pg/mL AgNP’ler anlamli bir degisiklige yol a¢mamistir. Kalan AgNP
konsantrasyonlarinin tamami biyofilm inhibisyonunu desteklemistir (p<0.0001). E.
faecium NJ-1de (MIK: 1250 pg/mL), biyofilm olusumu yiiksek alt-MIK
konsantrasyonlarida (625-312.50 pug/mL) anlaml bir sekilde azalirken, orta alt-MIK
konsantrasyonlarinda (156.25-39.06 pg/mL) az da olsa azalmistir. Diger diisilk AgNP

konsantrasyonlarinda ise kontrole gére anlamli bir azalma olmamistir (p<0.0001).
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Sekil 4.19 SGC-R AgNP’lerinin Gram-pozitif patojenlerin biyofilm iiretimleri iizerine
olan etkileri. Cubuklarin iizerindeki farkli harfler her panel iginde istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar1 (p<<0.05; p<0.01; p<0.001; p<0.0001) gosterir. Tek
yonli ANOVA ve Tukey Testi yiritilmistir (MIC degerleri pg/mL
cinsinden verilmistir)

107



Okaryotik patojenler olan, C. parapsilosis ATCC 22019 (MIK: 156.25 pg/mL) igin 39.06
pg/mL ve 9.77 pg/mL AgNP’lerin konsantrasyonlart biyofilm olusumunda en biiyiik
azalmaya neden olurken, 4.88 ug/mL ve 2.44 pg/mL’lik AgNP konsantrasyonlarinda
daha hafif bir etki gostermistir (p<0.0001). C. albicans ATCC 10231 (MIK: 312.50
pg/mL), biyofilmlerine karsi test edilen tiim alt-MIK AgNP konsantrasyonlarinin
biyofilm olusumu engelledigi bulunmustur (p=0.0009) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.20 SGC-R AgNP’lerinin dkaryotik patojenlerin biyofilm tretimleri iizerine olan
etkileri. Cubuklarin tizerindeki farkli harfler her panel i¢inde istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar1 (p<0.05; p<0.01; p<0.001; p<0.0001) gosterir. Tek
yonli ANOVA ve Tukey Testi yiiriitilmistir (MIC degerleri pg/mL
cinsinden verilmistir)
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4.8.3 Antioksidan aktivite sonuglar:

AgNP’lerin antioksidan potansiyeli DPPH serbest radikal toplama aktivitesi agisindan
degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.21°de sunulmustur. AgNP’lerin DPPH radikal
toplama aktivitesinin doza bagimli oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; en
yiiksek antioksidan etkiler 2500 pg/mL konsantrasyonda %60.41, 1250 pg/mL
konsantrasyonda %54.05 ve 625 pg/mL konsantrasyonda %48.30 olarak saptanmustir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan gallik asit ise 2500 ug/mL konsantrasyonda %93.12,
1250 pg/mL konsantrasyonda %92.71 ve 625 pg/mL konsantrasyonda %92.51 degerinde

aktivite gdstermistir.
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Sekil 4.21 SGC-R AgNP’lerinin ve standart gallik asit ¢ozeltisinin antioksidan aktivitesi
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4.8.4 Saghkh hiicre hatlarina karsi sitotoksisite sonuclari

Uretilen AgNP’lerin hiicrelerin canlilif1 {izerindeki etkisi, saglikli hiicre hatlar1 1929,
HDF ve HaCaT iizerinde MTT analizi ile arastirilmistir. Canliliktaki azalma, yalnizca
hiicre igeren ve AgNP’ler ile tedavi edilmeyen negatif kontrole kiyasla hesaplanmstir.
AgNP’lerin I1Cso degerleri, 1929 hiicre hatt1 i¢in 626.7 pg/mL, HDF hiicre hatti i¢in 450.2
ug/mL ve HaCaT hiicre hatt1 igin 518.4 pg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.22). 1 mM
AgNOs3 uygulanan kuyucuklarda hiicre canlili§1 saptanmazken, 28-48 nm, 48-78 nm ve
100 nm boyutlarindaki ticari kimyasal nanopartikiillerin 1Cso degerleri HDF hiicre hatti
icin sirastyla 309.2, 6.44, 8.79 pg/mL ve HaCaT hiicre hatti i¢in sirasiyla 0.74, 0.98, 14.32
ug/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.23). Tiim bu sonuglar goz Oniine alindiginda,
tiretilen AgNP’lerin hem ticari kimyasal nanopartikiiller ve hem de AgNOs ile
karsilastirildiginda, saglikli hiicreler tlizerinde cok diisiik toksik etki gosterdigi ve

biyolojik uygulamalar i¢in uygun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.22 SGC-R AgNP’lerinin (a) L929, (b) HDF ve (¢) HaCaT saglikli hiicre hatlarina
kars1 hesaplanan 1Csp (ug/mL) konsantrasyon degerleri
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Sekil 4.23 HDF hiicre hatlarmma kars1 (a) 28-48 nm, (b) 48-78 nm, (c) 100 nm
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4.8.5 Kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksisite sonuclari

AgNP’lerin kanser hiicreleri tizerindeki canlilig1r yine MTT analizi ile incelendiginde
MCEF7 hiicre hatt1 i¢in 26.26 ng/mL, HT-29 hiicre hatt1 i¢in 3.51 pg/mL ve A549 hiicre
hatti i¢in 4.26 ug/mL ICso degerleri hesaplanmistir. AgNP’lere ek olarak kemoterapik bir
ajan olan 5-FU, tim kanser hiicre hatlarina uygulanmis ve yine ICso degerleri
hesaplanmistir. MCF7 hiicre hatti i¢in 0.33 pug/mL, HT-29 hiicre hatt1 i¢in 0.45 pg/mL ve
A549 hiicre hatt1 igin 1.32 pg/mL ICso degerleri bulunmustur (Sekil 4.23). Kanser
hiicreleri i¢in hesaplanan tiim ICso konsantrasyonlar1 saglikli hiicreler i¢in hesaplanan
ICs0 konsantrasyonlarindan diisiik bulunmustur. Elde edilen sonuglar saglikli hiicre
hatlar1 i¢in sitotoksik olmayan daha diisiik dozlarin kanser hiicre hatlar i¢in sitotoksik
oldugunu gostererek elde edilen AgNP’lerin segici etkiler gosterebildigine ve biyolojik

kullanim potansiyeline isaret etmektedir.

Hesaplanan bu 1Csg degerleri sonucunda, MCF7 hiicre hatti igin toksik doz olan 78.125
pg/mL konsantrasyonunda AgNP’ler ile 48 saat muamele edilen hiicrelerin ve
AgNP’lerin uygulanmadigi kontrol grubu hiicrelerinin mikroskop goriintiileri Sekil
4.24’te sunulmustur. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda kanser hiicrelerinin ciddi

sekilde hasara ugradigi goriillmektedir.
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Sekil 4.24 SGC-R AgNP’lerinin (a) MCF7, (b) HT-29 ve (c) A549 kanser hiicre hatlarina
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ilacinin (d) MCF7, (e) HT-29 ve (f) A549 kanser hiicre hatlarina karsi
hesaplanan ICso (ug/mL) konsantrasyon degerleri
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Kontrol

78,125 pg/mL AgNP’ler

(50 o

Sekil 4.25 SGC-R AgNP’lerinin 78,125 pg/mL konsantrasyonunun 48 saat boyunca
MCEFT7 hiicre hatti izerindeki etkisi
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Kontrol

78,125 pg/mL AgNP’ler

Sekil 4.26 SGC-R AgNP’lerinin 78,125 pg/mL konsantrasyonunun 48 saat boyunca HT-
29 hiicre hatt1 iizerindeki etkisi
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4.9 In Vitro Yara Modeli ve Yara Kapanma Sonuglari (Scratch Assay)

Tez kapsaminda SGC-R AgNP’lerinin HDF ve HaCaT hiicre hatlarinda hiicre gogii
tizerindeki etkileri, in vitro yara modeli kullanilarak degerlendirilmistir. Hiicre tabakalari
tizerinde olusturulan ¢izik sonrasinda hiicrelerin bos alana dogru gogii 24. ve 48. saatlerde
izlenmis (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28), yara bosluklarinin mesafeleri dlgiilerek yiizde yara
kapanma oranlar1 hesaplanmistir (Sekil 4.29 ve Sekil 4.30).

Elde edilen bulgular, hem HDF hem de HaCaT hiicre hatlarinda kontrol grubunda, ¢izik
olusturulmasini takiben hiicrelerin 24. saat sonunda yara sinirindan bos alana dogru go¢
ettigini ortaya koymustur. Benzer sekilde, farkli dozlarda SGC-R AgNP’lerine maruz
birakilan hiicre gruplarinda da 24. saatte hiicre gog¢iiniin gerceklestigi belirlenmistir. Bu
durum, erken zaman noktasinda AgNP uygulamasinin her iki hiicre hattinda hiicre go¢ii

tizerinde belirgin bir baskilayici etki olusturmadigini géstermektedir.

48. saat sonunda yapilan degerlendirmelerde, farkli dozlarda AgNP uygulanan gruplar ile
kontrol grubu arasinda hiicre gogii agisindan genel olarak benzer bir egilim gozlenmistir.
Ozellikle ICso4 konsantrasyonunda SGC-R AgNP’leri ile muamele edilen hiicrelerde, go¢
yogunlugunun kontrol grubuna olduk¢a yakin oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, s6z
konusu konsantrasyonda SGC-R AgNP’lerinin HDF ve HaCaT hiicrelerinin yara
kapanma siirecine katki saglayan hiicre gO¢li mekanizmalarini olumsuz yonde

etkilemedigini ve hiicresel go¢ yeteneginin biiylik 6l¢lide korundugunu gostermektedir.
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Kontrol

1C50/4

1C50/2

1C50

Sekil 4.27 SGC-R AgNP’lerinin uygulandigr in vitro yara modelindeki HDF hiicrelerinin
gocu
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24, saat 48. saat

LT -
| - -
S

Sekil 4.28 SGC-R AgNP’lerinin uygulandigi in vitro yara modelindeki HaCaT
hiicrelerinin gocii

Kontrol

1C50/4

1C50/2
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Sekil 4.29 HDF hiicrelerinde olusturulan yara bolgesinin test edilen grup ve saatlerdeki
kapanma miktarlari
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Sekil 4.30 HaCaT hiicrelerinde olusturulan yara bolgesinin test edilen grup ve saatlerdeki
kapanma miktarlar
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5. TARTISMA VE SONUC

Boyutlar genellikle 1-100 nm arasinda degisen giimiis nanopartikiillerin sahip olduklari
yiiksek yiizey alani/hacim oranlari, nanopartikiillerin boyut ve sekil cesitlilikleri;
nanopartikiillerin erime sicakligi, redoks potansiyeli, manyetik davranis ve iyon salinim
kinetigi gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini klasik (makro) giimiisten farkli kilmaktadir.
Bununla birlikte, geleneksel kimyasal ve fiziksel sentez yontemleri; toksik reaktiflerin
kullanilmasi, g¢evresel riskler, yiiksek enerji gereksinimi, stabilite sorunlari, yiiksek
maliyet ve bliylik 6l¢cekli liretimde karsilasilan zorluklar nedeniyle 6nemli sinirliliklar ve
dezavantajlar tagimaktadir (Khodashenas ve Ghorbani 2019, Fahim vd. 2024). Bu
nedenle son yillarda ¢evre dostu, diisiik maliyetli ve siirdiiriilebilir yontemler olan
“biyolojik (yesil) sentez” yaklagimlari giderek daha fazla tercih edilmektedir. Son yillarda
bakteri, mantar, maya vb. mikroorganizmalar araciligiyla giimiis nanopartikiillerin
biyosentezi geleneksel kimyasal ve fiziksel yontemlere kiyasla ¢evre dostu, ekonomik ve
stirdiiriilebilir bir alternatif olarak yaygin bi¢imde benimsenmistir (Dhaka vd. 2023,
Vanlalveni vd. 2024). Ozellikle bakterilerin kolay kiiltiire edilebilir olmalari, hizl
tremeleri, genetik olarak manipiile edilebilmeleri ve ekstrem kosullara uyum
saglayabilmeleri sayesinde siirdiiriilebilir ve biyouyumlu fiiretim avantajlart sunan
bakteriyojenik giimiis nanopartikiil tiretimi genis ilgi gérmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalar, farkl tiirlerden elde edilen bakterilerin, morfolojik olarak cesitli sekillere
sahip (kiiresel, ¢ubuk, liggen vb.) ve farkli boyut araliklarinda glimiis nanopartikiiller
tiretebildigini gdstermektedir. Tiim bu bulgular, farkli mikroorganizmalarin farkli boyut
ve sekillerde nanopartikiil sentezleyebilmesi sayesinde glimiis nanopartikiillerin genis bir
uygulama alanina sahip oldugunu ve biyosentez yontemlerinin bu alanda giderek daha
kritik hale geldigini gostermektedir (Mabey vd. 2019, Khalifa vd. 2023, El. Fadly vd.
2024). Farkli bakteriyel tiirlerin glimiis nanopartikiil tiretimi agisindan arastirilmasi: hem
biyolojik sentez yontemlerinin c¢esitlenmesini saglayacak hem de biyoteknolojik
uygulamalar i¢in 6nemli yeni firsatlarin dogmasina katkida bulunmaktadir. Bakteriyel
biyosentez i¢in ¢ogunlukla Pseudomonas ve Bacillus gibi mezofilik bakteri cinslerinin
tiyeleri incelenmistir (Klaus vd. 1999, Elbeshehy vd. 2015, Singh vd. 2018). Bununla
birlikte, patojenik olabilen bu mezofilik bakteriler tarafindan sentezlenen giimiis

nanopartikiillerin kullaniminda kisitlamalar bulunabilmektedir. SGC-R gibi termofilik
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bakterilerin glimiis nanopartikiil biyosentezi i¢in kullanilmasi, siirecin kontaminasyonunu
ve diger mikrobiyolojik yan iirlinlerin olusumunu 6nlemektedir. Giivenilir, kararli ve
diisiik maliyetli olmasmin yam sira termofilik siiregler reaktant aktivitesini ve iiriin
eldesini kolaylastiran siireclerdir (Zeikus 1979, Jahan vd. 2024). Tiim bu sebeplerle
tekstil, gida depolama ve kisisel bakim {irtinleri gibi bir¢ok endiistriyel kullanim alani
olan giimiis nanopartikiillerin, termofilik proseslerle sentezlenmesi tip alaninda da
uygulanabilirligini artirmaktadir. Mevcut tez ¢calismasi kapsaminda da literatiirde glimiis
nanopartikiil tiretimi ag¢isindan degerlendirilmemis SGC-R koduyla ifade edilen

termofilik bir bakteriden giimiis nanopartikiil sentezi gergeklestirilmistir.

Tez kapsamindaki ¢alismalarda; SGC-R susunda PCR ile test edilen 11 toksisite geninden
hicbirinin saptanmamasi, bu susun bilinen enterotoksin/hemolitik toksisite genlerine
sahip olmadigin1 gostermektedir. Bu, giimiis nanopartikiil biyosentezi i¢in “glivenli” bir
tiretici aday oldugunu gostermektedir. Literatiirde bakteriyel glimiis nanopartikiil
sentezinde, non-patojenik ya da genel giivenli kabul edilen mikroorganizmalarin tercih
edilmesinin hem iiretim giivenligi hem de olast uygulamalarda toksisite riskinin
azaltilmasi agisindan 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (Al-Asbahi vd. 2024). Bakteriyel
nanopartikiil tiretimi, disimilasyon ve asimilasyon nitrat indirgemeleri, denitrifikasyon ve
azot fiksasyonu olmak tizere dort indirgeme yolu ve nitrifikasyon ve anammoks olmak
lizere iki oksidasyon yolu i¢eren azot metabolizmasiyla iliskilidir. Ozellikle baz1 bakteri
suslarinda nitrat rediiktaz enzimlerinin, Ag”in Ag®e indirgenmesinde anahtar rol
oynadig1 rapor edilmistir. Ornegin, Lactobacillus plantarum CAM 4 susunun iirettigi
nitrat rediiktaz aktiviteleri optimize edilerek glimiis nanopartikiiller elde edilmistir (Loi
vd. 2023). In silico analizlerimiz SGC-R’nin azot metabolizmasina dair periplazmik nitrat
rediiktaz (NapAB), membran/solunum zar1 baglh nitrat rediiktaz kompleksleri
(NarGHI/NarB) ve sitoplazmik asimilasyon nitrat rediiktazlar1 (NasAB) gibi genis bir
gen/enzim setine sahip oldugunu gostermektedir. Bu genetik potansiyel, susun nitrat/azot
metabolizmasi yoluyla Ag”in indirgenmesine uygun biyokimyasal altyapiyi
aciklamaktadir. Bu mekanizma, literatiirde bildirilen nitrat rediiktaz aracili
mikroorganizma temelli giimiis nanopartikiil sentezi ile tutarhidir (Loi vd. 2023). SGC-R
kodlu bakterinin toksisite genlerini barindirmamasi, literatiirde ¢ok az sayidaki termofilik

bakteri tarafindan basarili sekilde giimiis nanopartikiil sentezi yapilmasi, in silico
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analizlerin azot metabolizmasi ve nitrat rediiktaz potansiyelini géstermesi, bu termofilik
bakterinin glimiis nanopartikiil biyolojik iiretimi i¢in giicli bir aday oldugunu isaret
etmektedir. Bu baglamda, SGC-R ile giimiis nanopartikiil biyosentezi ger¢eklestirmek
hem stirdiiriilebilirlik hem biyogilivenlik hem de uygulama uygunlugu agisindan
literatiirde artan egilimle uyumludur. Bu bulgular, hem literatiirdeki modern egilimleri
desteklemekte hem de tez ¢aligmasimin Ozgiinliik ve uygulanabilirlik potansiyelini

vurgulamaktadir.

Cesitli fiziksel ve kimyasal faktorler giimiis nanopartikiil tiretimini etkilemektedir. Tez
kapsaminda, sentez kosullarinin optimizasyonu ile bu sentezin en yiiksek verimde
gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Optimizasyon caligmasi kapsaminda denenen farkli
parametreler, ¢esitli adimlar ile sinanmis ve bdylece pek cok acgidan en iyi kosullar
secilmigtir. Bu adimlardan ilki glimiis nitrat eklenen siipernatantin inkiibasyon sonunda
renk degisimidir. Bir diger adim glimiis nanopartikiillerin 400-450 nm araliginda
sergiledigi karakteristik LSPR pikleridir. Ek olarak farkli kosullardan elde edilen giimiis
nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteleri, P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus
ATCC 29213 patojenleri kullanilarak degerlendirilmistir. S. aureus, deri ve nazal
acikliklarin yaygm bir kolonizatérii olan Gram-pozitif bir patojendir. Yiizeysel
lezyonlardan invaziv hastaliklara kadar pek ¢ok deri ve yumusak doku enfeksiyonunun
en onemli nedenlerinden biri olup, kuruluk, diisiik pH ve antimikrobiyal peptitler gibi
konak savunmalarinin iistesinden gelebilmektedir (Gehrke vd. 2023, Touaitia vd. 2025).
P. aeruginosa ise toprak ve suda yaygin olarak bulunan, nemli ortamlarda gelisebilen,
Gram-negatif, gelismis antibiyotik diren¢ mekanizmalarina sahip, firsat¢i bir patojendir.
Immiin sistemi baskilanmis bireylerde, yanik yaralarinda ve kronik yaralarda

enfeksiyonlarla iligkilidir (Morin vd. 2021).

Farkli partikiil iiretim faktdrlerinden biri de tuzluluktur. Ozellikle kloriir gibi halojen
tuzlarinin, yiiksek baglanma afinitesine sahip oldugunu; Ag* ve Cl~ ayni anda soliisyon
icinde bulunduklarinda suda ¢oziinmeyen AgCl yapilarinin kendiliginden olustugunu
gostermektedir. Giimiis nanopartikiil iiretiminde, bakteri kiiltiir ortaminda bulunan NaCl
optimize edilmesi bir diger onem arz eden hususlardandir. Yapilan calismalar CI™

varhiginin glimiis nanopartikiil sentezinin verimini diisiirebilecegini gostermektedir
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(Mabey vd. 2019). Yapilan bu tez calismasinda %0.5 NaCl igeren ve NaCl icermeyen
besiyeri igerikleri hem bakterinin kiiltiir gelisimi bakimindan hem de giimiis nanopartikiil
sentezi bakimindan degerlendirilmistir. NaCl igermeyen besiyerinde gelistirilen
bakterinin hiicresiz siipernatantindan iiretilen giimiis nanopartikiillerin pelet miktarinin
ve UV-Vis 400-450 nm araligindaki absorpsiyon piklerinin yiiksek gozlenmesine ek
olarak antimikrobiyal aktivitelere de daha yiiksek etki gostermistir. Bu bulgu, tuzun
mikroorganizma metabolizmas1 ve nanopartikiil sentezi lizerindeki inhibe edici etkisini

destekleyen 6nceki ¢alismalara paralellik gostermektedir (Loi vd. 2023).

Optimizasyon siirecinde, 15 saatlik on aktiflestirme siiresi ve %1 inokiilasyon miktari
giimiis nanopartikiil iiretiminde maksimum verimi saglamistir. Bu sonugclar,
mikroorganizma aktivitesinin yeterli biliylime ve enzimatik aktiviteyi desteklemesi
acisindan literatiirde bildirilen ideal siire ve inokiilasyon yogunluklari ile uyumludur
(Lavecchia vd. 2024). Arastirilan faktdrlerden bir digeri ise inkiibasyon siiresidir. Kiiltiir
slipernatantlari ile giimiis kaynaginin birlikte muamele edildigi siire glimiis nanopartikiil
tretimini etkilemektedir (Mabey vd. 2019, Sharma ve Kumar 2021, Rai vd. 2020).
Mevcut tez calismasinda 6n aktiflestirme ve inokiilasyon miktarina ek olarak inkiibasyon
stiresi optimize edilmistir. 24, 48 ve 72 saat denenerek literatiir verilerine paralel olarak
siire arttikca absorbans degerinin de arttig1r gorilmiistiir. 48 saatte elde edilen glimiis
nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite zonlarmmin daha biiyiik ¢apa sahip oldugu
goriilmiistiir. 72 saatin biyoteknolojik agidan uzun bir siire olmasi1 da goz Oniinde

bulunduruldugunda 48 saat optimal siire olarak secilmistir.

Glimiis nanopartikiil iiretiminde pH degeri, iiretim {izerine etkisi en yliksek olan
parametrelerden biridir. pH nin nanopartikiil sentezi tizerindeki etkisi, enzimlerin yapisal
stabilitesi ve indirgenme reaksiyonlarinin etkinligi ile iliskilidir. Caligmalar, genellikle
pH 6.0-8.0 arasindaki degerlerin partikiil sentezi icin optimal degerler oldugunu
gostermektedir (Mabey vd. 2019, Li vd. 2021). Genel olarak, alkali kosullarin bakteriler
tarafindan nanopartikiil sentez hizin1 ve verimini artirdig1 bildirilmektedir (El-Baghdady
vd. 2018, Peiris vd. 2018). Mevcut tez ¢alismasinda glimiis nanopartikiil sentezi besiyeri
pH’smin 7.0 ve iizerinde oldugu degerlerde miimkiin olmus, 6zellikle pH 8.5 optimal

besiyeri pH degeri olarak belirlenmistir. Siipernatanttan giimiis nanopartikiil tiretimi i¢in
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optimal pH degeri olarak ise pH 7.5 secilmistir. Bu sonuglar, bakteri kaynakli partikiil
sentezinde hafif alkali pH’larin enzim aktivitesi ve nanopartikiil stabilitesi acisindan

avantaj sagladigini ortaya koyan onceki ¢alismalari1 destekler niteliktedir (Zerrin ve Yildiz
2022).

Glmis nanopartikiil liretiminde sentezi etkileyen en kritik parametrelerden biri de
AgNO3 konsantrasyonudur. Cogu c¢alisma gostermektedir ki AgNO3 konsantrasyonu
arttik¢a glimiis nanopartikiil {iretimi artmaktadir. Ancak Ag* iyonunun Ag®’e indirgendigi
diistiniildiigiinde, sistem doygunluga ulastiginda biriken Ag" iyonlarinin hiicre tizerinde
toksik etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica glimiis nitrat konsantrasyonu arttikca
giimiis iyonlarinin ve fonksiyonel gruplarmm varhigiyla birlikte nanopartikiillerin
biiyiikliiklerinin ve agregasyonun arttig1 da bildirilmistir (Mabey vd. 2019, Sharma ve
Kumar 2021). Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglar incelendiginde, AgNO3
konsantrasyonundaki artigin, giimiis nanopartikiil iiretiminde absorpsiyon pikini
artirmasina karsin, pelet miktarindaki azalma enzimin doygunluguna ve yiiksek Ag*
iyonlarinin hiicreler lizerinde toksisite yaratmasina baglanmaktadir. Bu durum, daha 6nce
farkl1 ¢aligmalarda bildirilen enzimatik indirgenme kapasitesinin sinirlarint destekler
niteliktedir (Parikh vd. 2008, Gurunathan vd. 2009, Sharma vd. 2010). Tez calismasinda
optimal konsantrasyonun 1 mM olarak belirlenmesi, hem yiiksek verim hem de diisiik

toksisiteyi saglama agisindan 6nem arz etmektedir.

Inkiibasyon sicakligi da en dnemli sentez faktdrlerinden biridir. Yapilan galigmalarda
yiiksek sicakliklarda Ag* iyonunun AgP formuna indirgenmesinin daha hizli oldugu ve
sicaklik arttikca nispeten daha kiigiik nanopartikiiller tiretildigi gézlemlenmistir (Mabey
vd. 2019, Sharma ve Kumar 2021). Tez calismasinda kiiltiiriin inkiibasyon sicaklig
optimizasyonunda 55°C’nin giimiis nanopartikiil iiretiminde en verimli sicaklik oldugu
tespit edilmistir. Siipernatant inkiibasyon sicakligi olarak ise 60°C optimal olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, termofilik bakterilerin enzimatik aktivitelerinin ve metabolik
islevlerinin bu sicakliklarda zirveye ulagsmasi ve nanopartikiil sentezinde katalitik islev

gormesi ile uyumludur (Singh vd. 2022).

125



Bu kapsamli optimizasyon ¢aligsmasi, SGC-R’nin biyolojik giimiis nanopartikiil sentezi
icin hem mikrobiyal biiylime hem de sentez agisindan ideal kosullarinin belirlenmesi ve
uygulanabilirlik potansiyelinin artirilmasi agisindan 6nemli katkilar saglamaktadir. Ek
olarak, siipernatant diizeyinde gergeklestirilen optimizasyon, biyolojik giimiis
nanopartikiil sentezinin verim ve fonksiyonel etkinligini artirmak igin kritik
parametrelerin belirlenmesini saglamis, bu da biyoteknolojik uygulamalarda kullanimi

icin 6nemli bir adim olarak degerlendirilmistir.

SGC-R’nin biiyiime dinamiklerinin belirlenmesi ve glimiis nanopartikiil sentezinin
zamanlamasinin optimizasyonu, biyosentezin etkinligi acisindan kritik 6neme sahiptir.
Elde edilen biiylime egrisi, klasik mikrobiyal gelisim fazlarmmi net bigimde ortaya
koymaktadir; 0-3 saat aras1 gecikme (lag) fazinda metabolik uyumun gerceklestigi, 3-18
saat arasinda hizli cogalma (log) fazinin devam ettigi ve 18-24 saat arasi1 duragan faza
gecildigi tespit edilmistir (Madigan vd. 2017, Willey vd. 2023). Bu evrelerin bilinmesi,
giimiis nanopartikiil iretimi icin uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesini
saglamaktadir. Glimiis nanopartikiil Uretim verilerinin 12. saatten itibaren artmaya
baslamasi, bu zaman diliminin log fazinin ilerleyen kismina denk gelmesiyle uyumludur.
Log fazinda bakterilerin metabolik aktivitesinin ve enzimatik reaksiyonlarinin
maksimuma ¢ikmasi, biyolojik nanopartikiil sentezinin artmasini desteklemektedir (Das
vd. 2021). 48. saatte glimiis nanopartikiil pelet miktarlarinin maksimuma ulagmasi,
duragan fazin baslangicina denk diiserek hiicresel metabolizmanin yogun oldugu
donemin nanopartikiil liretimi i¢in en verimli zaman aralig1 olduguna isaret etmektedir.
Biiylime ve nanopartikiil sentezinin zamanlamasi iizerine yapilan ¢alismalar, biyolojik
sentezde mikroorganizmanin gelisim fazina gore nanopartikiil iiretiminin degiskenlik
gosterebilecegini gostermektedir (Karthik vd. 2022). Bu baglamda, SGC-R’nin biiyiime
egrisine gore secilen inkiibasyon stireleri ve iiretim zamanlamasi, sentezin verimliligini
artirmaktadir. Sonug olarak, hem mikrobiyal biiylime hem de glimiis nanopartikiil sentezi
acisindan yapilan zaman bazli takip ¢alismalari, SGC-R’nin biyosentez potansiyelinin
degerlendirilmesi ve optimum iiretim protokoliiniin olusturulmasi ig¢in temel veri

saglamistir.
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Lab-scale ol¢eklendirme calismalari, SGC-R’nin biyolojik giimiis nanopartikiil sentez
kapasitesinin farkli kiiltiir hacimlerinde arttigin1 gostermistir. 10 mL’lik tiiplerden 500
mL’lik CDC reaktorle yapilan iiretimlerde hem mikrobiyal yogunluk hem de koloni
sayimlarinda anlaml artiglar gézlenmis, bu da kiiltiir hacminin bakteriyel gelisim ve
metabolik aktiviteyi destekledigini ortaya koymustur. Literatiirde, bakteriyel kiiltiir
hacminin artirtlmasinin hiicre yogunlugunu ve metabolik {irin verimini artirdig1 sikca
rapor edilmektedir (Kumar vd. 2020, Li vd. 2022). Mevcut tez bulgular1 da bu raporlarla
paralellik gostermektedir. Giimiis nanopartikiil verim katsayisinin kiiltiir hacmi ile
orantili olarak artmasi, oOlgeklendirme siirecinde biyosentez siirecinin etkinliginin
korunup artirildigim gostermektedir. Ozellikle 500 mL kiiltiiriin gelistirildigi reaktorde
gbzlenen 11.5 kat artis, termofilik SGC-R’nin biiyiik hacimlerde bile stabil nanopartikiil
iiretimini siirdiirebildigine isaret etmektedir. Bu sonug, siirdiiriilebilir ve ekonomik
biyolojik nanopartikiil iiretimi i¢in dnemli bir avantajdir (Zhang vd. 2021). Ayrica, kiiltiir
hacminin artisinin bakteriyel biiyiimeyi desteklemesiyle birlikte glimiis nanopartikiil
sentez veriminin artmasi, mikroorganizma kaynakli nanoteknoloji uygulamalarinda
Olgeklendirme stratejilerinin  6nemini vurgulamaktadir. Bu kapsamda, laboratuvar
Olceginden pilot dlgege geciste optimizasyonun korunmasi kritik olup (Singh ve Sharma
2023), SGC-R’nin bu parametrelerde gosterdigi performans gelecek daha biiyiik hacimli

biyoteknolojik iiretim uygulamalar igin umut vericidir.

Ekstraseliiler glimiis nanopartikiil iiretiminin ilk isareti glimiis nitrat eklenen agik sari
renkteki silipernatantin inkiibasyon sonunda koyu kahverengi renge doniistiigiinii
gozlemlemektir. Bu renk degisimi yiizey plazmon rezonansina baglanmaktadir. Ote
yandan; metalik nanopartikiillerin yiizeyinde plazmon rezonans uyarimi nedeniyle UV-
Vis spektroskopisinde belirli bolgelerde bir emilim bandi bulunmaktadir ve glimiis
nanopartikiillerin bilinen karakteristik araligi 400-450 nm araligindadir (Yang 2021,
Cekuolyte vd. 2023). Ek olarak, glimiis nanopartikiillerin sekli, boyutu, dagilimi gibi
yapisal analizleri ve karakterizasyonu i¢in SEM, TEM, DLS, AFM, FT-IR ve XRD gibi
teknikler kullanilmaktadir (Zhang vd. 2016, Yaqoob vd. 2020, Pryshchepa vd. 2020). Bu
tez calismasinda laboratuvar Olceginde sentezlenen ve kurutularak muhafaza edilen
glimiis nanopartikiillerin yeniden distile suda c¢o6ziilmesiyle elde edilen kolloidal

¢Ozeltinin optik, kimyasal ve morfolojik 6zellikleri ¢ok yonlii olarak degerlendirilmistir.
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Elde edilen UV-Vis, FT-IR ve TEM bulgulari, sentezlenen giimiis nanopartikiillerin tipik
giimiis nanopartikiil karakteristiklerini tagidigin1i ve biyosentetik yaklagimin basarili

sekilde gerceklestigini gostermektedir.

UV-Vis analizinde 401 nm’de belirgin bir LSPR piki gozlenmesi, giimiis
nanopartikiillerin sentezlendigini dogrulayan temel bulgulardan biridir. Yapilan
calismalar, sentezlenen giimiis nanopartikiiller i¢in LSPR piklerinin ¢ogunlukla 400-450
nm araliginda ortaya ¢iktigini bildirmektedir (Yang 2021, Cekuolyte vd. 2023). Bu
dogrultuda, 401 nm’de tek ve keskin bir pikin goriilmesi, nanopartikiillerin monodispers
ve kiimelenmemis olma olasiligmi giliglendirmektedir. Ayrica ikincil piklerin
goriilmemesi, biyosentez yontemlerinde siklikla karsilagilan organik artik kaynakli
genisleme veya agregasyon problemlerinin minimal oldugunu diisiindiirmektedir. Giincel
literatiirde, monodispersite ile korelasyon gosteren dar ve iyi tanimlanmis LSPR
bantlarinin 6zellikle stabil kolloidal glimiis nanopartikiil sistemlerinin ayirt edici 6zelligi

oldugu belirtilmektedir (De Leersnyder vd. 2019, Raj vd. 2021).

FT-IR spektrumunda gdzlenen 3735 ve 3649 cm™’deki yiiksek dalga sayili bantlar,
hidroksil ve/veya amin gruplarinin varligina isaret etmektedir. Son yillardaki ¢alismalar,
bitkisel veya mikrobiyal kaynakli sentezlerde O—H ve N-H titresimlerinin genellikle
nanopartikiil yiizeyini kaplayan 6zellikle fenolik bilesikler, proteinler veya alkaloidler
gibi biyokaplayici molekiillerden kaynaklandigini gostermektedir. Bu durumda, sentez
ortaminda bulunan biyomolekiiller indirgeme ve stabilizasyon ajani1 olarak rol
oynamaktadir (Arif ve Uddin 2021, Okka vd. 2023). 2365 cm™°de gériilen zayif bandin
atmosferik CO2’ye ait olmasi, FT-IR analizlerinde yaygin olarak rapor edilen bir
durumdur ve numunenin kimyasal yapisina dair anlamli bir katki saglamamaktadir.
Bununla birlikte parmak izi bélgesinde yer alan 1653 cm™ (Amid I) ve 1507 cm™ (Amid
I) bantlari, protein benzeri yapilarin varligina isaret etmektedir. Giincel ¢alismalar,
biyosentezlenen giimiis nanopartikiillerin ylizeyinin ¢ogunlukla peptit/protein igerikli
kaplayicilar tarafindan stabilize edildigini ve bu kaplamanin partikiillerin hem boyut

kontroliine hem de uzun siireli kararliligina katkida bulundugunu vurgulamaktadir (NKosi
vd. 2024).
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TEM analizleri SGC-R partikiillerinin kiiresel morfolojide oldugunu gostermistir. Boyut
dagiliminin 26.67-66.67 nm arasinda olmasi1 ve ortalama partikiil boyutunun 44.86 + 1.72
nm olarak belirlenmesi, biyolojik giimiis nanopartikiillerin iiretiminde sik¢a bildirilen
boyut araligiyla uyumludur. Literatiirde farkli biyosentez yontemleri ile elde edilen
giimiis nanopartikiillerin ¢ogunlukla 10-80 nm araliginda toplandig1 ve kiiresel
morfolojinin biyolojik sentezlerde en yaygin form oldugu vurgulanmaktadir. Bu
baglamda mevcut tez calismasinin sonuglar1 gilincel arastirmalarla 6nemli Olgiide
ortiismektedir (Dhaka vd. 2023, Kumar vd. 2024, Nkosi vd. 2024). Standart sapmanin
8.77 nm olmasi, partikiillerin genel olarak dar bir dagilim sergiledigini gostermekte ve
UV-Vis analizinde gozlenen keskin SPR pikiyle de tutarlilik olusturmaktadir. Ayrica
kiiresel morfoloji, glimiis nanopartikiillerin optik 6zellikleriyle dogrudan iligkilidir, yani

TEM analizi bulgulari, UV-Vis sonuglarinin yorumunu destekleyen niteliktedir.
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Cizelge 5.1 Giimilis nanopartikiil sentezi gergeklestiren termofilik bakteriler

Yesil Sentezde Kullanilan

Kullanilan Besiyeri

Partikiil Boyutu

Gergeklestirilen

Taranan Biyolojik

Demir Selatlama
Aktivitesi,
Antibiyofilm Aktivite

Termofilik Bakteriler icerikleri (nm)/Sekli Karakterizasyon Aktiviteler Kaynak
1 g/L glikoz,
z . 4 g/L maya 0ziitd, 14+4 Antimikrobiyal )
Bacillus stearothermophilus 10 g/L pepton ve Kiiresel TEM, DLS, FTIR Aktivite El-Batal vd. 2013
4 g/L KNO3
Bacillus subtilis subsp. _ .
Geobacillus stearothermophilus NB 301?9' 15150 XRD, TEM ﬁm:\rx;l{:roblyal Ghasemi vd. 2018
(IBRC-M 10771, DSM 1550) Hrese
Bacillus amyloliquefaciens Ts-1 NB 10-50 SEM, FTIR, EDX Metilen Mavisinin Chandra ve Sreelatha
Bozunmasi 2020
1 g/L s1g1r eti 6ziitd,
Bacillus sp.51 2 g/L maya 6ziiti, 22.9-75,7 XRD - Gunashova vd. 2021
5 g/L pepton ve
5 g/L NaCl
1 g/L s1g1r eti 6ziitd,
Thermophilic Bacterium Strain 2 g/l maya 0ziiti,
KY? 5 g/L pepton ve - - - Gunashova 2022
5 g/L NaCl
Antimikrobiyal
Aktivite, DPPH
20 Aktivitesi, DNA
Anoxybacillus sp. ST7 - Kiiresel FTIR, XRD, SEM, EDX | Pargalama Aktivitesi, Gonca 2021
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Cizelge 5.1 Giimiis nanopartikiil sentezi ger¢eklestiren termofilik bakteriler (devam)

Yesil Sentezde Kullanilan

Kullanilan Besiyeri

Partikiil Boyutu

Gerc¢eklestirilen

Taranan Biyolojik

Termofilik Bakteriler Icerikleri (nm)/Sekli Karakterizasyon Aktiviteler Kaynak
Thermus thermophilus strain 10 Antimikrobiyal
SAMU - Kiiresel FTIR, TEM, DLS Aktivite Romano vd. 2022
Caldibacillus Walnut Shell 13.33-40 Antimikrobiyal
thermoamylovorans SA1 Medium, Kiiresel, Kiibik FTIR, XRD, SEM Aktivite Akkaya vd. 2024
10 g/L pepton, 100 SEM, DLS, Z Antimikrobiyal Cekuolyte vd. 2023
Geobacillus spp. 5 g/L et 6ziitii ve < , DLs, Zeta ntimikroblya exuolyte vd. ’
Kiiresel potantial Aktivite Cekuolyte vd. 2024
5 g/L NaCl
. Antimikrobiyal
gi?r?w?)%”elﬁistrificans AZ1 LB 1Ifi?relsi'13 1F'-II;”|\} XRD,EDX Aktivite, _ | Youssifvd. 2020
Antibiyofilm Aktivite
Geobacillus 5-35 Mohammed Fayaz vd.
stearothermophilus TSB Kiiresel XRD, TEM i 2011
Ureibacillus thermosphaericus Thermus broth 19'100 FTIR, XRD, EDX, - Juibari vd. 2011
Kiiresel TEM




Termofilik bakteriler aracilifiyla giimiis nanopartikiil biyosentezinin arastirildigi cesitli
calismalar bulunmaktadir. Gergeklestirilen bir ¢caligmada termofilik bir bakteri olan U.
thermosphaericus ile giimiis nanopartikiil sentezi gergeklestirilmistir. Bakteri
gelistirildikten sonra hiicresiz kiiltiir siipernatantina 10 mM AgNOs eklenerek giimiis
nanopartikiil elde edilmistir. UV-Vis spektroskopisinde 420 nm’de rezonans piki elde
edilmistir. Elde edilen nanopartikiiller TEM analizi ile incelendiginde 10-100 nm ¢apinda
ve kiiresel olduklar1 bulunmustur (Juibari vd. 2011). Fayaz ve arkadaslarinin termofilik
bir bakteri olan G. strearothermophilus ile yaptiklari galismada G. strearothermophilus
gelistirildikten sonra hiicresiz kiiltiir siipernatant1 elde edilmis ve silipernatanta toplam 1
mM olacak sekilde AgNOs3 eklenerek giimiis nanopartikiil eldesi amaglanmistir. Yapilan
deneyler sonucunda UV-Vis spektroskopisinde 423 nm’de rezonans piki elde edilmistir.
TEM sonuclarina gore nanopartikiillerin dagilimlarinin ¢oklu dagilim modeline uygun ve
genellikle kiiresel sekilde oldugu ve ortalama 5-35 nm boyutlara sahip olduklari
goriilmiistiir (Fayaz vd. 2011). B. stearothermophilus siipernatanti kullanilarak ve 1 mM
AgNO:s eklenerek gerceklestirilen baska bir ¢alismada UV-Vis spektroskopisinde 431
nm’de rezonans piki veren, TEM analizi sonucu yaklasik 14 nm boyutlarinda ve kiiresel
sekilli oldugu bulunan nanopartikiiller saptanmigtir (El-Batal vd. 2013). Youssif ve
arkadaslar1 tarafindan 2020 yilinda gergeklestirilen bir g¢alismada termofilik G.
thermodenitrificans kullanilarak, hiicresiz siipernatanta 1 mM AgNOs3 eklenerek giimiis
nanopartikiil sentezlenmistir. UV-Vis spektroskopisinde 410 nm’de rezonans piki
saptanmigtir. Uretilen nanopartikiillerin 1.44-16.3 nm boyutlarinda ve kiiresel sekillerde
oldugu TEM analizi ile belirlemistir (Youssif vd. 2020). Baska bir ¢alismada termofilik
Bacillus sp. Bl siipernatantina 1 mM konsantrasyonda AgNOz eklenerek giimiis
nanopartikiil elde edilmistir. UV-Vis spektroskopisinde 410-420 nm arasinda rezonans
pikleri goriilmiistiir. Partikiil boyutlar XRD analizi ile, 22.9-75.7 nm arasinda
belirlenmistir (Gunashova vd. 2021). Cekuolyte ve arkadaslar1 tarafindan 4 adet
Geobacillus cinsi termofilik izolatla ger¢eklestirilen ¢alismada, hiicresiz siipernatantlara
2 mM AgNOs eklenerek giimiis nanopartikiil {retimi yapilmistir. UV-Vis
spektroskopisinde partikiillerin 410-425 nm arasinda rezonans piki verdigi bulunmustur.
SEM analiziyle 100 nm’den az ¢apa sahip kiiresel partikiillerin varlig: tespit edilmistir
(Cekuolyte vd. 2023).

132



Literatiir, biyomolekiillerle kaplanmis glimiis nanopartikiillerin uzun siireli kararlilik,
diisiik aglomerasyon ve yiiksek dispersite gosterdigini belirtmektedir; bu da onlar
farmasotik, antimikrobiyal, antibiyofilm, sensor, ila¢ salimi, yara ortiisii veya c¢evresel
uygulamalar i¢in cazip kilmaktadir (Raj vd. 2021, Dhaka vd. 2023). Tez kapsaminda elde
edilen optik, fonksiyonel grup ve morfoloji analizleri birlikte degerlendirildiginde,
kullanilan biyosentez yontemin yiiksek derecede stabil, kiiresel sekilli ve monodispers
partikiiller oldugu sonucuna varilmaktadir. Bu nedenle elde edilen gilimiis
nanopartikiiller, gelecekte ileri antimikrobiyal, katalitik veya biyomedikal uygulamalara

yonelik ¢caligmalarda kullanilabilecek niteliktedir.

SGC-R nanopartikiillerinin farkli Gram-pozitif, Gram-negatif ve Okaryotik fungal
patojenler {lizerindeki antimikrobiyal ve antibiyofilm etkileri kapsamli olarak
degerlendirilmistir. Mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar bir halk saglig
sorunudur. Ozellikle antibiyotiklerin yanlis ve bilingsiz kullanimi nedeniyle ortaya ¢ikan
¢oklu ilag direngli mikroorganizmalar diinya ¢apinda bir endise kaynagi olmaktadir.
Bakterilerin elementel giimiise karsi direncinin genellikle diisiik olmasi, antibiyotik
direngli patojenlere kars1 potansiyel antimikrobiyal ajan olarak giimiis nanopartikiillerin
kullanimina yonelik ilgiyi ve arastirmalart artirmaktadir (Erjaee vd. 2017, Ottoni vd.

2017).

Elde edilen MIK degerleri incelendiginde, biyolojik olarak sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin 6zellikle S. epidermidis, C. albicans ve C. parapsilosis iizerinde diisiik
MIK degerleri (78.13 pg/mL) ile yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi goriilmektedir.
Literatiir, Candida tiirlerinin glimiis nanopartikiillere karsi bakterilerden daha duyarli
oldugunu desteklemektedir (Al-Shabib vd. 2021, Prabhu vd. 2024). C. albicans igin 50-
100 pug/mL arahiginda MIK degerleri yaygin olarak rapor edilmis olup, bu da calisma
bulgulariyla tamamen uyumludur (He vd. 2020). Gram-negatif patojenler iizerinde elde
edilen MIK degerleri (156.25-312.50 pg/mL), bu tiirlerin dig membran yapilari nedeniyle
giimiis nanopartikiillere karsi daha direngli olduguna iliskin giincel bilgiyi
dogrulamaktadir (Rénavari vd. 2022). P. aeruginosa ve A. baumannii i¢in elde edilen
sonuclar (156.25 pg/mL), biyolojik olarak sentezlenen nanopartikiil c¢aligmalarinda

raporlanan 125-500 pg/mL araligiyla uyumludur (Martinez-Gutiérrez vd. 2021). K.
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pneumoniae igin belirlenen 312.50 pg/mL degeri de benzer sekilde literatiir sinirlart
icerisindedir. Gram-pozitif patojenlere kars1 elde edilen MIK degerleri de literatiirle
tutarlidir. MRSA i¢in 312.50 pg/mL degerinin belirlenmesi, onceki caligmalarda
bildirilen 200-400 ug/mL aralig: ile 6rtiismektedir (Singh vd. 2023). L. monocytogenes
icin elde edilen MIK (312.50 ug/mL) de ayn1 sekilde daha énceki calismalarda elde edilen
sonuglarla paraleldir (Barros vd. 2023). Tiim segilen MIK kuyucuklarinin TSA’ya
pasajlandiginda iireme gozlenmemesi, giimiis nanopartikiillerin bu patojenlere karsi
bakterisidal ve fungisidal 6zellikte oldugunu da gostermektedir. Bu sonuglar sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin membran bozulmasi, oksidatif stres indiiksiyonu ve
DNA/protein etkilesimleri gibi oliimciil mekanizmalara etki ettigini bildiren giincel
caligmalarla uyumludur (Zhang vd. 2025). Tez kapsaminda 28-48 nm, 48-78 nm ve 100
nm gibi farkli boyutlara sahip kimyasal sentezle elde edilen ticari kimyasal giimiis
nanopartikiiller ile de MIK testi yapilmistir. Degerlendirilen ticari kimyasal giimiis
nanopartikiillerin ancak 1250-2500 ug/mL gibi yiiksek konsantrasyonlarda ancak etkili
olabildigi saptanirken, biyolojik giimiis nanopartikiillerin 78.13-312.50 pg/mL arali§inda
dahi etkili oldugu bulunmustur. Biyolojik kokenli giimiis nanopartikiillerin, kimyasal
sentezle iretilen glimiis nanopartikiillere kiyasla ¢cok daha diisiik konsantrasyonlarda
giiclii antimikrobiyal aktivite gdstermesi, literatiirde de daha 6nce vurgulanmistir. Mevcut
tez c¢alismasinda elde edilen sonuglarda biyolojik sentezin avantajlarin1 agikga
gostermektedir. Bu farkin baglica nedeni, biyosentez iiriinlerinin yilizeyinde bulunan
proteinler, fenolik gruplar ve polisakkaritlerin nanopartikiillere daha yiiksek stabilite,
hiicre duvarmma daha iyi baglanabilirlik ve ROS f{iretimini artirma gibi 6zellikler
kazandirmasidir (Ali vd. 2022, Prabhu vd. 2024). Ek olarak kimyasal giimiis
nanopartikiiller agregasyona daha yatkindir ve bu durum aktif yiizey alanlarinin
azalmasina ve etkinliginin diismesine neden olmaktadir (Ronavari vd. 2022). Elde edilen
sonuclar, diger termofilik bakteriler tarafindan sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
sergiledigi antimikrobiyal aktivitelere benzemektedir (Youssif vd. 2020, Ghasemi vd.
2018, Cekuolyte vd. 2024). Tez ¢alismasinin bu anlamda literatiirden en biiyiik farki; ayni

calismada bu kadar fazla cesitlilik ve sayida patojenin incelenmemis olmasidir.

Bakteriyel glimiis nanopartikiil ile biyofilm olusumunun engellenebilecegi veya mevcut

biyofilmlerin uzaklastirilabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (Gaidhani vd. 2013). Bir
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baska ¢aligmada, termofilik bakteriler tarafindan sentezlenen glimiis nanopartikiillerin P.
aeruginosa ve S. aureus biyofilmlerine karsi antibiyofilm aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur (Youssif vd. 2020). P. aeruginosa ve E. coli biyofilmleri iizerinde alt-MiK
konsantrasyonlarinin bir kisminda anlamli etki gériilmemesi, ancak orta ve yiiksek alt-
MIK diizeylerinde giiglii inhibisyon gdzlenmesi, literatiirde tanimlanan konsantrasyona
bagli giimiis nanopartikiil etkisi ile uyumludur (Martinez-Gutiérrez vd. 2021). A.
baumannii biyofilmleri {izerinde anlamli bir inhibisyon elde edilememesi de beklenen bir
durumdur; ¢iinkii giimiis nanopartikiillere karsi biyofilm diizeyinde en direngli
patojenlerden biri olarak tanimlanan tiirlerdendir (Barros vd. 2023). S. aureus suslarinda
diisiik alt-MiK konsantrasyonlarinin biyofilm artisina neden olmasi, literatiirde “sublethal
dose biofilm enhancement (6ldiiriicti olmayan dozda biyofilm gelistirme)” olarak bilinen
ve metal nanopartikiillerle iligkili oldugu bildirilen stres yaniti ile agiklanabilmektedir
(Singh vd. 2023). Bu sonug, giimiis nanopartikiil ile muamele edilen S. aureus suslarinin
baz1 dozlarda savunma amagli biyofilm iiretimini artirabilecegini gosteren calismalarla
uyumludur. S. epidermidis i¢in birgok konsantrasyonda biyofilm inhibisyonunun
gozlenmesi, bu tilirlin giimiis nanopartikiillere karsi diger Gram-pozitiflere gore daha
duyarli oldugunu bildiren giincel arastirmalarla paraleldir (He vd. 2020). E. faecalis ve E.
faecium suslar1 igin yalmzca yiiksek alt-MIK konsantrasyonlarinda anlamli azalma elde
edilmesi, bu tiirlerin kalin peptidoglikan tabakasi ve kompleks biyofilm matriksleri
nedeniyle glimiis nanopartikiillere kars1 daha direngli oldugu yoniindeki bulgularla
desteklenebilmektedir (Zhang vd. 2025). C. albicans ve C. parapsilosis biyofilmlerinin
uygulanan alt-MIK  konsantrasyonlarin  c¢ogunda inhibe edilmesi, giimiis
nanopartikiillerin Candida biyofilmlerine karsi bakteriyel biyofilmlerden daha yiiksek
etkiler gosterdigini savunan son yillardaki ¢aligsmalarla uyum gostermektedir (Al-Shabib
vd. 2021, Prabhu vd. 2024).

Ayrica SGC-R giimiis nanopartikiillerinin antioksidan potansiyeli DPPH serbest radikal
toplama aktivitesi analiziyle degerlendirilmis ve aktivitenin konsantrasyona bagimli
olarak arttig1 belirlenmistir. En yiikksek DPPH radikal toplama etkinliginin 2500
ng/mL’de %60.41°e ulastigt goriilmiis, bu deger pozitif kontrol gallik aside (%93
civarinda) kiyasla daha disiik olsa da literatiirde biyolojik sentezli giimiis

nanopartikiillerin antioksidan kapasitesine iligskin raporlarla uyumlu bulunmustur (Khuda
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vd. 2022). Son yillarda yapilan c¢aligmalar, giimiis nanopartikiillerin antioksidan
aktivitesinin biiyiik dl¢iide biyosentez sirasinda yiizeye baglanan polifenolik ve fenolik
bilesiklere bagli oldugunu vurgulamaktadir (Ghramh vd. 2019, Mohammadlou vd. 2020,
Chinnasamy vd. 2022). Bu nedenle gallik asit gibi gii¢lii bir kimyasal antioksidanla
karsilagtirildiginda daha diisiik aktivite gézlenmesi beklenen bir durumdur (Khorrami vd.
2018).

Mevcut tez calismasinda antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan etkilerin yan1 sira
biyolojik olarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin farkli hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkileri in vitro olarak MTT testi ile degerlendirilmistir. Ik olarak giimiis
nanopartikiillerin saglikli hiicre hatlar1 olan L929 fare fibroblasti, HDF insan dermal
fibroblasti ve HaCaT o6liimsiizlestirilmis insan keratinositi iizerindeki hiicre canliligi
etkileri arastirilmistir. Bu kapsamda hiicre canliligi baz alinarak hesaplanan ICso
degerlerinin sirasiyla 626.7, 450.2 ve 5184 pg/mL gibi nispeten yiliksek
konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistir. Bu sonuglar, sentezlenen glimiis
nanopartikiillerin saglikli hiicreler lizerinde diisiik toksisite sergiledigini gostermektedir.
Literatiirde biyolojik olarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin ticari ve/veya kimyasal
olarak iiretilmis nanopartikiillere kiyasla daha diisiik sitotoksisite gosterdigi ve bunun
biyolojik kaplayicit molekiillerin hiicrelere kars1 koruyucu etkisinden kaynaklanabilecegi
sik¢a rapor edilmektedir (Naseer vd. 2020, Singh vd. 2021, Manikandan vd. 2023). Ticari
kimyasal giimiis nanopartikiiller ile yapilan testlerde hiicre canlili1 ¢ok diisiik bulunmus
ve hiicreler AgNOg3 ile muamele edildiginde canlilik gozlenmemistir. Tezden elde edilen
bu sonuglar biyolojik olarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin terdpatik calismalarda
kullanimina ve biyomedikal uygulamalar i¢in uygunluguna dair 1s1k tutmaktadir. Saglikli
hiicrelere ek olarak, sentezlenen giimiis nanopartikiillerin kanser hiicre hatlar1 olan MCF7
insan meme bezi karsinomu, HT-29 kolorektal adenokarsinomu, A549 adenokarsinom
insan alveolar bazal epitel hiicre hatlar1 tlizerindeki hiicre canliligr etkileri de
arastirtlmistir. Hesaplanan ICsg degerlerinin sirasiyla 26.26, 3.51 ve 4.26 ug/mL gibi daha
diisiik konsantrasyonlarda oldugu goriilmistiir. Saglikli hiicrelere kars1 hesaplanan 1Cso
degerleri yiiksek konsantrasyonlardayken, kanser hiicrelerine karsi hesaplanan 1Cso
degerlerinin daha diisilk konsantrasyonlarda olmasi, sentezlenen partikiillerin “secici

sitotoksik etki” gosterebildigine isaret etmektedir. Yakin tarihli arastirmalar, 6zellikle
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bitki ekstreleriyle sentezlenen giimiis nanopartikiillerin saglikli hiicrelere gore kanser
hiicrelerinde daha giiglii toksisite olusturdugunu, bu durumun da artmig ROS {iretimi,
mitokondriyal bozulma, DNA hasar1 veya apoptotik yolaklarin aktive edilmesi gibi
mekanizmalarla iligkili oldugunu bildirmektedir (Khan vd. 2020, El-Naggar vd. 2022,
Abbasi vd. 2023). Tez ¢alismasindan elde edilen saglikli hiicrelerde diisiik, kanser
hiicrelerinde yiiksek toksisite profili bu literatiir bulgulariyla uyumludur. Ek olarak,
MCF7 ve HT-29 hiicre hatlarinin 78.125 pg/mL konsantrasyonda giimiis nanopartikiille
48 saat muamele edildiginde mikroskobik olarak belirgin morfolojik bozulma gostermesi,
MTT wverilerini desteklemekte ve giimiis nanopartikiillerin kansere 6zgii sitotoksik
etkisini giiclendirmektedir. Benzer bi¢cimde, son yillarda yapilan ¢alismalar da giimiis
nanopartikiil uygulamasinin hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasi, apoptotik
cisimcikler ve yogunlasmis ¢ekirdek morfolojisi gibi hasar belirteclerine yol actigini

gostermektedir (Rastogi vd. 2019, Abdelghany vd. 2020).

In vitro yara modeli olusturularak elde edilen bulgular, giimiis nanopartikiillerin HDF ve
HaCaT hiicrelerinde kontrol ve giimiis nanopartikiiller ile muamele edilen gruplarda 24.
saatte belirgin bir hiicre gocii gozlenmis, 48. saatte 6zellikle ICso4 konsantrasyonundaki
giimiis nanopartikiillerin uygulamalarinda go¢ yogunlugunun kontrol grubuna yakin
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, SGC-R glimiis nanopartikiillerinin diisiik dozlarda
hiicre gociinii 6nemli Olglide baskilamadigini gdstermektedir. Bu bulgular literatiirde
rapor edilen Onceki caligmalarla kismen uyumludur. Giimiis nanopartikiillerin diistik
konsantrasyonlarinin fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin gociinii ve proliferasyonunu
destekledigi, boylece yara kapama siireglerini olumlu etkiledigi bildirilmistir. Bu etki
hiicre tipi ve giimiis nanopartikiillerin konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir.
Glimiis nanopartikiillerin kontrollii iyon salinimi, antibakteriyel etkinlik ve hiicre
proliferasyonunu tesvik etmesi yara iyilesmesinde yararl olarak gosterilmistir (Balaure
vd. 2025). Bununla birlikte literatiirde, glimiis nanopartikiillerin yalnizca pozitif yonde
etkisinin olmayabilecegine dair bulgular da vardir. Bazi c¢aligmalarda glimiis
nanopartikiillerin yiiksek dozlarinin fibroblast gogiinii ve ekstraseliiler matriks tiretimini
azaltarak hiicre fonksiyonlari olumsuz etkileyebilecegi belirtilmistir. Bu etki 6zellikle
yiiksek konsantrasyonlar ve belirli fizikokimyasal nanopartikiill 6zellikleri i¢in gegerlidir

(Vieira vd 2017). Bu durum, giimiis nanopartikiillerin her kosulda yara iyilesmesini
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destekleyen maddeler olmadigini; doz, formiilasyon ve uygulama kosullarina bagli olarak
farkli etkiler gosterebilecegini vurgulamaktadir. Bununla birlikte, diisik doz giimiis
nanopartikiil uygulamalarinda hiicre morfolojisi, adezyonu ve genel canlilik diizeylerinde
belirgin bir bozulma gézlenmemesi, biyolojik olarak sentezlenen nanopartikiillerin diistik
konsantrasyonlarda fibroblast ve keratinosit hiicreleri i¢in toksik olmadigi izlenimini
vermektedir. Literatiirde de diisiik doz glimiis nanopartikiillerin varliginda hiicre
canliligin1 koruyabildigi ve yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda proliferasyon veya
migrasyon iizerinde olumsuz etkilerin goriilebildigi bildirilmektedir. Ayrica literatiirde,
giimiis nanopartikiil uygulamalarinin hiicre tipine gore farkli yanitlar olusturdugu da ifade
edilmektedir. Ozellikle keratinositlerin go¢ ve proliferasyon yanitlarinin fibroblastlara
kiyasla farkli olabilecegi; bunun da yara iyilesmesinin epidermal ve dermal
bilesenlerindeki farkli mekanizmalarla iliskili oldugu raporlanmistir (Liu, vd. 2010). Bu
baglamda HaCaT hiicre hatti i¢in gozlenen go¢ etkinligi, glimiis nanopartikiillerin
epidermal re-epitelyalizasyonu destekleyen oOzellikleriyle uyumludur. Elde edilen
bulgular, literatiirde = AgNP’lerin  antibakteriyel, antiinflamatuar ve hiicre
proliferasyonunu etkileyen o6zelliklerinin yani sira, uygun konsantrasyonlarda hiicre
goclinii engellemeden yara kapama dinamiklerine katki saglayabilecegini gostermektedir
(Ngakala vd. 2021). Bu baglamda ¢aligmamizdaki 48. saat sonug¢larinin literatiirde diisiik
doz nanopartikiillerin go¢ tizerindeki smirli negatif etkisi ile uyumlu olmasi, glimiis
nanopartikiillerin hiicre gocli lizerine doz-bagimli ve hiicre tipine 0Ozgli yanit
olusturdugunu desteklemektedir. Sonu¢ olarak, SGC-R AgNP’lerinin diisiik
konsantrasyonlarinin fibroblast ve keratinosit gociinii kontrol grubuna benzer sekilde
stirdlirdiigli bu tez caligmasinin bulgulari, AgNP’lerin yara iyilesmesindeki potansiyel
yararli etkileriyle literatiirde rapor edilen mekanistik caligmalara uygun bir gerceve

sunmaktadir.

Literatiirdeki c¢esitli c¢alismalara bakildiginda; biyolojik olarak iiretilmis glimiis
nanopartikiillerin 3T3 fibroblast hiicrelerinde yapilan yara modeli deneylerinde %96’ya
varan yara kapanma orani elde edildigi rapor edilmistir; bu c¢aligmada, glimiis
nanopartikiillerin hiicreler {izerinde “asir1 toksik olmayan” konsantrasyonlarda
kullanildigt ve hem antimikrobiyal hem de yara iyilestirici etkinlik gdosterdigi

belirtilmistir (Vijayakumar vd. 2023). Benzer bi¢imde, kimyasal olarak stabilize edilmis
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giimiis nanopartikiillerin kollajen/kitosan bir iskelet icinde kullanildig1 caligmada;
fibroblast migrasyonunun hizlandig:r ve in vivo hayvan modelinde yara iyilesmesinde
belirgin derece artis saglandigi bildirilmistir (You vd. 2017). Ancak bu olumlu etkilerin
cogunlukla giimiis nanopartikiillerin biyopolimer, nanofiber, hidrojel ya da
kollajen/kitosan matriksi gibi nanokompozit sistemler iginde kullanildig1 ¢alismalara ait
oldugu goriilmektedir. Ornegin; guark gumu/kurkumin stabilize giimiis nanopartikiil
igeren hidrojel kompozit, insan dermal fibroblastlarinda proliferasyonu, migrasyonu ve
kollajen {iiretimini artirirken; in vivo modelde yara kapanmasini ve bakteri sayisini
azaltmay1 basarmistir (Bhubhanil vd. 2021). Baska bir ¢alismada, jelatin/fukoidan ile
hazirlanan nanojel kapl glimiis nanopartikiiller, fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etki

gostermedigi gibi yara iyilesmesini desteklemistir (Hao vd. 2025).

Bu veriler 1s181nda; mevcut tez calismasinda SGC-R giimiis nanopartikiillerinin diisiik
konsantrasyonlarinin fibroblast ve keratinosit gog¢iinii kontrol grubuna benzer sekilde
stirdiirdiigi  ve tez c¢alismasinin bulgularmin, glimiis nanopartikiillerin yara
iyilesmesindeki potansiyel yararli etkileriyle literatiirde rapor edilen mekanistik
caligmalara uygun bir cercevede oldugu goriilmektedir. Kullanilacak formiilasyonun,
tastyicinin veya dozun dogru seg¢ilmesi durumunda giivenli ve etkin bir yara bakim
materyali olarak degerlendirilmesi miimkiindiir. Ozellikle diisiik doz ve hidrojel,
nanofiber, biyopolimer kompozitleri gibi biyouyumlu tasiyici kullanimi; hem hiicre
canliligini koruyabilecek hem de giiclii antimikrobiyal etkisi sayesinde enfeksiyon riskini
azaltarak yara iyilesmesine dolayli olarak destek saglayabilecektir. Sonug olarak, giimiis
nanopartikiillerin yara iyilestirici igeriklerde kullanimi; hiicre gogiinii doza bagh
etkilemekle birlikte, diisiik dozlarda toksik olmamalar1 ve gii¢lii antimikrobiyal 6zellikleri

nedeniyle bilimsel agidan degerli bir se¢enek olusturmaktadirlar.

Tiim bu bilgiler neticesinde, bu tez caligmasi kapsaminda toksisite genlerine sahip
olmadigi bilinen termofilik SGC-R bakterisinin azot metabolizmasi arastirilmistir.
Bakterinin iireme ve hiicresiz siipernatant kosullarinin glimiis nanopartikiil biyosentezine
etkisi ortaya koyulmus ve bu bakterinin yiiksek saflikta ve miktarda monodispers, kiiresel
morfolojide ve kolloidal acidan stabil giimiis nanopartikiiller {iretebildigi aciga

cikarilmigtir. UV-Vis, FT-IR ve TEM analizlerinden elde edilen veriler biyosentetik
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stireglerin  etkinligini dogrularken, SGC-R nanopartikiillerinin genis spektrumlu
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitelerinin yani sira anlamli diizeyde antioksidan
kapasite sergiledigi belirlenmistir. Ayrica saglikli hiicrelerde diisiik sitotoksisite ve kanser
hiicrelerinde belirgin secgici toksisite gosteren bu nanopartikiiller, biyomedikal
uygulamalar agisindan dikkate deger bir terapotik potansiyel sunmaktadir. Gilimiis
nanopartikiillerin bir sistem aracit olmadan hiicreler iizerine uygulandiginda migrasyon
kapasitesini artirmasa da, diisiik dozlarda toksik etkiler gostermemesi ve sahip oldugu
giiclii antimikrobiyal etkisi bir arada distiniildiigiinde dogrudan veya 6zellikle tasiyici
sistemlerle birlikte nanokompozitler olarak kullanildiginda etkin yara bakim materyali
olma potansiyeli, bu nanopartikiillerin klinik ve biyomedikal uygulamalarda énemli bir
secenek olabilecegine isaret etmektedir. Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde,
literatiirde ilk kez SGC-R bakterisi araciligiyla gerceklestirilen biyosentez cevresel
uyumluluk, biyogiivenlik, verimlilik ve uygulanabilirlik bakimindan mevcut biyolojik
nanopartikiil  iiretim stratejilerine Onemli bir katki saglayacak ve ileride
gerceklestirilebilecek daha kapsamli partikiil katkili medikal ara¢ veya topikal krem
formiilasyonlar1 gelistirmeye yonelik ileri klinik ¢alismalar i¢in bir nanopartikiil kaynag:

olarak kullanilabilme potansiyeli barindiracaktir.

140



KAYNAKLAR

Abbasi, B. A., Igbal, J., Mahmood, T., Khalil, A. T., Hameed, S., Kanwal, S., & Uddin,
S. (2023). Recent advances in green-synthesized silver nanoparticles and their
anticancer activities. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 80,
104107.

Abdel-Halim, E. S., & Al-Deyab, S. S. (2011). Utilization of hydroxypropyl cellulose for
green and efficient synthesis of silver nanoparticles. Carbohydrate Polymers,
86(4), 1615-1622.

Abdelghany, T. M., Al-Rajhi, A. M., Al Abboud, M. A., et al. (2020). Recent advances
in green synthesized nanoparticles and their applications in cancer therapeutics.
Applied Nanoscience, 10, 1025-1040.

Abdelmoneim, H. M., Taha, T. H., Alhudhaibi, A. M., Afifi, F. M., Faqgihi, A. A,,
Alsalamah, S. A., & Bendif, H. (2025). Green Synthesis of Silver Nanoparticles
and Polymeric Nanofiber Composites: Fabrications, Mechanisms, and
Applications. Polymers, 17(17), 2327.

Adeyemi, O. S., & Sulaiman, F. A. (2015). Evaluation of metal nanoparticles for drug
delivery systems. Journal of Biomedical Research, 29(2), 145-149.

Adhikari, U., Ghosh, A., & Chandra, G. (2013). Nano particles of herbal origin: A recent
eco-friend trend in mosquito control. Asian Pacific Journal of Tropical
Disease, 3(2), 167.

Ahmad, A., Mukherjee, P., Senapati, S., Mandal, D., Khan, M. I., Kumar, R., & Sastry,
M. (2003). Extracellular biosynthesis of silver nanoparticles using the fungus
Fusarium oxysporum. Colloids and surfaces B: Biointerfaces, 28(4), 313-318.

Ahmed, K. B. A., Kalla, D., Uppuluri, K. B., & Anbazhagan, V. (2014). Green synthesis
of silver and gold nanoparticles employing levan, a biopolymer from
Acetobacter xylinum NCIM 2526, as a reducing agent and capping agent.
Carbohydrate Polymers, 112, 539-545.

Ahmed, T., Shahid, M., Noman, M., Niazi, M. B. K., Zubair, M., Almatroudi, A., ... &
Li, B. (2020). Bioprospecting a native silver-resistant Bacillus safensis strain for
green synthesis and subsequent antibacterial and anticancer activities of silver
nanoparticles. Journal of advanced research, 24, 475-483.

Ajitha, B., Reddy, Y. A. K., Shameer, S., Rajesh, K. M., Suneetha, Y., & Reddy, P. S.
(2015). Lantana camara leaf extract mediated silver nanoparticles: antibacterial,
green catalyst. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 149,
84-92.

Akkaya, S. N., Omeroglu, M. A., Nadaroglu, H., & Adiguzel, A. (2024). Eco-Friendly
Synthesis of Silver Nanoparticles Using Thermophilic Bacteria (Caldibacillus
thermoamylovorans) and Walnut Shells: Promising Antibacterial Agents for
Diverse Applications.

141



Al-Asbahi, M. G., Al-Ofiry, B. A., Saad, F. A., Alnehia, A., & Al-Gunaid, M. Q. (2024).
Silver nanoparticles biosynthesis using mixture of Lactobacillus sp. and Bacillus
sp. growth and their antibacterial activity. Scientific Reports, 14(1), 10224.

Al-Shabib, N. A., Khan, M. S., & Ahmad, J. (2021). Antifungal and antibiofilm
mechanisms of silver nanoparticles against Candida species. Frontiers in
Microbiology, 12, 667-679.

Alexander, Wesley, J. 2009. History of the medical use of silver. Surgical Infections,
10(3), 289-294.

Ali, S., Khan, M., & Ahmad, F. (2022). Green-synthesized silver nanoparticles and their
antimicrobial potential against multidrug-resistant pathogens. Journal of
Nanobiotechnology, 20(3), 115-129.

Altammar, K. A. (2023). A review on nanoparticles: characteristics, synthesis,
applications, and challenges. Frontiers in Microbiology, 14, 1155622.

Ammar, H. A. M., & El-Desouky, T. A. (2016). Green synthesis of nanosilver particles
by Aspergillus terreus HALN and Penicillium expansum HA2N and its anti-
fungal activity against mycotoxigenic fungi. Journal of Applied Microbiology,
121(1), 89-100.

Anil Kumar, S., Abyaneh, M. K., Gosavi, S.W., Kulkarni, S. K., Pasricha, R., Ahmad, A.
ve Khan, M. I. 2007. Nitrate reductase-mediated synthesis of silver nanoparticles
from AgNO3, Biotechnology letters, 29(3), 439-445.

Anonymous. 2024. Web Sitesi: http://www.kegg.jp/blastkoala Erisim Tarihi:25/12/2025

Arif, R., & Uddin, R. (2021). A review on recent developments in the biosynthesis of
silver nanoparticles and its biomedical applications. Medical Devices &
Sensors, 4(1), e10158.

AshaRani, P. v., Sethu, S., Lim, H. K., Balaji, G., Valiyaveettil, S., & Hande, M. P.
(2012). Differential regulation of intracellular factors mediating cell cycle, DNA
repair and inflammation following exposure to silver nanoparticles in human
cells. Genome Integrity, 3.

Asz,J., Asz, D., Moushey, R., Seigel, J., Mallory, S. B., & Foglia, R. P. (2006). Treatment
of toxic epidermal necrolysis in a pediatric patient with a nanocrystalline silver
dressing. Journal of Pediatric Surgery, 41(12), e9.

Aziz, N., Faraz, M., Sherwani, M.A., Fatma, T. ve Parasad, R. 2019. Illuminating the
anticancerous efficacy of a new fungal chassis for silver nanoparticle synthesis.
Front Chem, 7, 65.

Bahrulolum, H., Nooraei, S., Javanshir, N., Tarrahimofrad, H., Mirbagheri, V. S., Easton,
A. J., ve Ahmadian, G. 2021. Green synthesis of metal nanoparticles using
microorganisms and their application in the agrifood sector. Journal of
Nanobiotechnology, 19(1), 1-26.

Balaji, D. S., Basavaraja, S., Deshpande, R., Mahesh, D. B., Prabhakar, B. K., &
Venkataraman, A. (2009). Extracellular biosynthesis of functionalized silver
nanoparticles by strains of Cladosporium cladosporioides fungus. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 68(1), 88-92.

142


http://www.kegg.jp/blastkoala/

Balaure, P. C., Niculescu, A. G., Anghel, D., Grumezescu, A. M., & Alberts, A. (2025).
Role of Silver Nanoparticles in Wound Healing: Mechanisms, Efficacy, and
Clinical Applications. Inorganics, 13(12), 401.

Baldi, F., Daniele, S., Gallo, M., Paganelli, S., Battistel, D., Piccolo, O., Faleri, C., Puglia,
A. M., & Gallo, G. (2016). Polysaccharide-based silver nanoparticles
synthesized by Klebsiella oxytoca DSM 29614 cause DNA fragmentation in E.
coli cells. BioMetals, 29(2), 321-331.

Bao, Z., & Lan, C. Q. (2019). Advances in biosynthesis of noble metal nanoparticles
mediated by photosynthetic organisms—A review. In Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces (\VVol. 184). Elsevier B.V.

Bar, H., Bhui, D. K., Sahoo, G. P., Sarkar, P., Pyne, S., & Misra, A. (2009). Green
synthesis of silver nanoparticles using seed extract of Jatropha curcas. Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 348(1-3), 212-216.

Barros, C. H., Casey, E., & McAuley, K. (2023). Silver nanoparticles disrupt Gram-
positive and Gram-negative bacterial biofilms. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 222, 113-128.

Barros, C. H., Fulaz, S., Stanisic, D., & Tasic, L. (2018). Biogenic nanosilver against
multidrug-resistant bacteria (MDRB). Antibiotics, 7(3), 69.

Baudot, C., Tan, C. M., & Kong, J. C. 2010. FTIR spectroscopy as a tool for nano-material
characterization. Infrared Physics and Technology, 53(6), 434-438.

Begum, N. A., Mondal, S., Basu, S., Laskar, R. A., & Mandal, D. (2009). Biogenic
synthesis of Au and Ag nanoparticles using aqueous solutions of Black Tea leaf
extracts. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 71(1), 113-118.

Beyene, H. D., Werkneh, A. A., Bezabh, H. K., Ambaye, T. G. 2017. Synthesis paradigm
and applications of silver nanoparticles (AgNPs), a review. Sustainable
Materials and Technologies, 13, 18-23.

Bhainsa, K. C., & D’Souza, S. F. (2006). Extracellular biosynthesis of silver nanoparticles
using the fungus Aspergillus fumigatus. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
47(2), 160-164.

Bhol, K. C., & Schechter, P. J. (2007). Effects of nanocrystalline silver (NPl 32101) in a
rat model of ulcerative colitis. Digestive diseases and sciences, 52(10), 2732-
2742.

Bhubhanil, S., Talodthaisong, C., Khongkow, M., Namdee, K., Wongchitrat, P.,
Yingmema, W., ... & Kulchat, S. (2021). Enhanced wound healing properties of
guar gum/curcumin-stabilized silver nanoparticle hydrogels. Scientific
Reports, 11(1), 21836.

Biao, L., Tan, S., Wang, Y., Guo, X., Fu, Y., Xu, F., Zu, Y. ve Liu, Z. 2017. Synthesis,
characterization and antibacterial study on the chitosan-functionalized Ag
nanoparticles. Materials Science and Engineering, 76, 73-80.

Bindhu, M. R., & Umadevi, M. (2015). Antibacterial and catalytic activities of green
synthesized silver nanoparticles. Spectrochimica acta part A: molecular and
biomolecular spectroscopy, 135, 373-378.

143



Blanco-Andujar, C., & Thanh, N. T. (2010). Synthesis of nanoparticles for biomedical
applications. Annual Reports Section™ A"(Inorganic Chemistry), 106, 553-568.

Blois, M. S. (1958). Antioxidant determinations by the use of a stable free
radical. Nature, 181(4617), 1199-1200.

Bo, L., Yang, W., Chen, M., Gao, J., & Xue, Q. (2009). A simple and “green” synthesis
of polymer-based silver colloids and their antibacterial properties. Chemistry
and Biodiversity, 6(1), 111-116.

Boonpavanitchakul, K., Pimpha, N., Kangwansupamonkon, W., & Magaraphan, R.
(2020). Processing and antibacterial application of biodegradable sponge nano-
composite materials of silver nanoparticles and silk sericin. European Polymer
Journal, 130.

Borase, H. P., Salunke, B. K., Salunkhe, R. B., Patil, C. D., Hallsworth, J. E., Kim, B. S.,
& Patil, S. v. (2014). Plant extract: A promising biomatrix for ecofriendly,
controlled synthesis of silver nanoparticles. In Applied Biochemistry and
Biotechnology (Vol. 173, Issue 1, pp. 1-29). Humana Press Inc.

Bowler, P. G., Duerden, B. I., & Armstrong, D. G. (2001). Wound microbiology and
associated approaches to wound management. In Clinical Microbiology Reviews
(\Vol. 14, Issue 2, pp. 244-269).

Brayner, R., Barberousse, H., Hemadi, M., Djedjat, C., Yéprémian, C., Coradin, T., ... &
Couté, A. (2007). Cyanobacteria as bioreactors for the synthesis of Au, Ag, Pd,
and Pt nanoparticles via an enzyme-mediated route. Journal of nanoscience and
nanotechnology, 7(8), 2696-2708.

Buachan, P., Chularojmontri, L. and Wattanapitayakul, S.K. 2014. Selected activities of
Citrus Maxima merr. Fruits on human endothelial cells: Enhancing cell
migration and delaying cellular aging. Nutrients, 6(4), 1618-1634.

Buszewski, B., Railean-Plugaru, V., Pomastowski, P., Rafinska, K., Szultka-Mlynska,
M., Golinska, P., Wypij, M., Laskowski, D., & Dahm, H. (2018). Antimicrobial
activity of biosilver nanoparticles produced by a novel Streptacidiphilus
durhamensis strain. Journal of Microbiology, Immunology and Infection, 51(1),
45-54,

Butler, K. S., Peeler, D. J., Casey, B. J., Dair, B. J., & Elespuru, R. K. (2015). Silver
nanoparticles: correlating nanoparticle size and cellular uptake with
genotoxicity. Mutagenesis, 30(4), 577-591.

Carlson, C., Hussein, S. M., Schrand, A. M., Braydich-Stolle, L. K., Hess, K. L., Jones,
R. L., & Schlager, J. J. (2008). Unique cellular interaction of silver nanoparticles:
Size-dependent generation of reactive oxygen species. Journal of Physical
Chemistry B, 112(43), 13608-13619.

Castro-Longoria, E., Moreno-Velasquez, S. D., Vilchis-Nestor, A. R., Arenas-Berumen,
E., & Avalos-Borja, M. (2012). Production of platinum nanoparticles and
nanoaggregates using Neurospora crassa. Journal of Microbiology and
Biotechnology, 22(7), 1000—1004.

144



Castro-Longoria, E., Vilchis-Nestor, A. R., & Avalos-Borja, M. (2011). Biosynthesis of
silver, gold and bimetallic nanoparticles using the filamentous fungus
Neurospora crassa. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 83(1), 42—48.

Cekuolyte, K., Gudiukaite, R., Klimkevicius, V., Mazrimaite, V., Maneikis, A., &
Lastauskiene, E. (2023). Biosynthesis of Silver Nanoparticles Produced Using
Geobacillus spp. Bacteria. Nanomaterials, 13(4), 702.

Cekuolyte, K., gapaité, D., Zemgulyté, E., Gudiukaite, R., & Lastauskien¢, E. (2024).
Induction of apoptosis with silver nanoparticles obtained using thermophilic
bacteria. Journal of Functional Biomaterials, 15(6), 142.

Chandra, S., & Sreelatha, B. (2020). Biosynthesis of silver nanoparticles and
exopolysaccharide using novel thermophilic strain Ts-1 of Bacillus
amyloliquefaciens [Preprint]. ResearchGate.

Chandran, S. P., Chaudhary, M., Pasricha, R., Ahmad, A., & Sastry, M. (2006). Synthesis
of gold nanotriangles and silver nanoparticles using Aloe vera plant extract.
Biotechnology Progress, 22(2), 577-583.

Chaudhari, A. A,, Vig, K., Baganizi, D. R., Sahu, R., Dixit, S., Dennis, V., Singh, S. R.,
& Pillai, S. R. 2016. Future prospects for scaffolding methods and biomaterials
in skin tissue engineering: A review. International Journal of Molecular
Sciences, 17(12).

Chen, J., Han, C. M., Lin, X. W., Tang, Z. J.,, & Su, S. J. (2006). Effect of silver
nanoparticle dressing on second degree burn wound. Zhonghua wai ke za zhi
[Chinese journal of surgery], 44(1), 50-52.

Chen, J., Ouyang, J., Kong, J., Zhong, W., & Xing, M. M. (2013). Photo-cross-linked and
pH-sensitive biodegradable micelles for doxorubicin delivery. ACS Applied
Materials and Interfaces, 5(8), 3108-3117.

Chernousova, S., & Epple, M. (2013). Silver as antibacterial agent: lon, nanoparticle,
and metal. Angewandte Chemie International Edition, 52(6), 1636—-1653.

Chinnasamy, G., Chandrasekhar, S., Thankappan, S. et al. (2022). Green synthesis of
silver nanoparticles and their antioxidant and cytotoxic activities. Materials
Chemistry and Physics, 290, 126558.

Chopade, B., Ghosh, Patil, Ahire, Kitture, Jabgunde, Kale, Pardesi, Cameotra, Bellare, &
Dhavale. (2012). Synthesis of silver nanoparticles using Dioscorea bulbifera
tuber extract and evaluation of its synergistic potential in combination with
antimicrobial agents. International Journal of Nanomedicine, 483.

Christensen, L., Vivekanandhan, S., Misra, M., ve Kumar Mohanty, A. 2011.
Biosynthesis of silver nanoparticles using Murraya koenigii (curry leaf): An
investigation on the effect of broth concentration in reduction mechanism and
particle size. Advanced Materials Letters, 2(6), 429-434.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2016) Performance Standards
for  Antimicrobial  Susceptibility Testing. 26thedition. USA: Clinical and
Laboratory Standards Institute. ISBN 978-1-68440-032-4.

Coelho, C. ve Romao, M.J. 2015. Structural and mechanistic insights on nitrate
reductases. Protein Sci, 24, 1901-1911.

145



Coleri, A., 2007. Bazi termofilik Bacillus tilirlerinin termostabil a-glukozidaz iiretim
kapasiteleri ve enzim/lerin kismi karakterizasyonu. Doktora Tezi. Ankara
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Das, S. K., & Thatoi, H. (2020). Mangrove plant-mediated green synthesis of
nanoparticles and their pharmaceutical applications: an overview.
Biotechnological Utilization of Mangrove Resources, 355-370.

Das, S., Patra, C. R., & Jana, S. (2021). Microbial synthesis of silver nanoparticles and
their biomedical applications: A review. Biotechnology Reports, 29, e00592.

Das, T. K., Ganguly, S., Bhawal, P., Mondal, S., & Das, N. C. (2018). A facile green
synthesis of silver nanoparticle-decorated hydroxyapatite for efficient catalytic
activity towards 4-nitrophenol reduction. Research on Chemical Intermediates,
44(2), 1189-1208.

Das, V. L., Thomas, R., Varghese, R. T., Soniya, E. V., Mathew, J. ve Radhakrishnan, E.
K. 2014. Extracellular synthesis of silver nanoparticles by the Bacillus strain
CS11 isolated from industrialized area. Biotech, 4(2), 121-126.

Dawadi, S., Katuwal, S., Gupta, A., Lamichhane, U., Thapa, R., Jaisi, S., Lamichhane,
G., Bhattarai, D. P. ve Parajuli, N. 2021. Current research on silver nanoparticles:
synthesis, characterization, and applications. Journal of nanomaterials, 2021(1),
6687290.

De Leersnyder, I., De Gelder, L., Van Driessche, 1., & Vermeir, P. (2019). Revealing the
importance of aging, environment, size and stabilization mechanisms on the
stability of metal nanoparticles: A case study for silver nanoparticles in a
minimally defined and complex undefined bacterial growth medium.
Nanomaterials, 9(12), 1684.

Deb, S., Ghosh, K., & Shetty, S. D. (2015). Nanoimaging in cardiovascular diseases:
Current state of the art. The Indian Journal of Medical Research, 141(3), 285.

Debabov, V. G., Voeikova, T. A., Shebanova, A. S., Shaitan, K. v., Emel’yanova, L. K.,
Novikova, L. M., & Kirpichnikov, M. P. (2013). Bacterial synthesis of silver
sulfide nanoparticles. Nanotechnologies in Russia, 8(3-4), 269-276.

Deepa, S., Kanimozhi, K., & Panneerselvam, A. (2013). Antimicrobial activity of
extracellularly synthesized silver nanoparticles from marine derived
actinomycetes. Int J Curr Microbiol App Sci, 2(2), 223-230.

Deepak, V., Umamaheshwaran, P. S., Guhan, K., Nanthini, R. A., Krithiga, B., Jaithoon,
N. M. H., & Gurunathan, S. (2011). Synthesis of gold and silver nanoparticles
using purified URAK. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 86(2), 353-358.

Deljou, A., & Goudarzi, S. (2016). Green extracellular synthesis of the silver
nanoparticles using thermophilic Bacillus sp. AZ1 and its antimicrobial activity
against several human pathogenetic bacteria. Iranian  journal  of
biotechnology, 14(2), 25.

Devanesan, S., & Alsalhi, M. S. 2021. Green synthesis of silver nanoparticles using the
flower extract of abelmoschus esculentus for cytotoxicity and antimicrobial
studies. International Journal of Nanomedicine, 16, 3343-3356.

146



Devi, L. S., & Joshi, S. R. (2012). Antimicrobial and synergistic effects of silver
nanoparticles synthesized using: Soil fungi of high altitudes of Eastern
Himalaya. Mycobiology, 40(1), 27-34.

Dhaka, A., Mali, S. C., Sharma, S., & Trivedi, R. (2023). A review on biological synthesis
of silver nanoparticles and their potential applications. Results in Chemistry, 6,
101108.

Dhandapani, K. V., Anbumani, D., Gandhi, A. D., Annamalai, P., Muthuvenkatachalam,
B. S., Kavitha, P., & Ranganathan, B. (2020). Green route for the synthesis of
zinc oxide nanoparticles from Melia azedarach leaf extract and evaluation of
their antioxidant and antibacterial activities. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, 24(January), 101517.

Dhandapani, P., Prakash, A. A., AlSalhi, M. S., Maruthamuthu, S., Devanesan, S., &
Rajasekar, A. (2020). Ureolytic bacteria mediated synthesis of hairy ZnO
nanostructure as photocatalyst for decolorization of dyes. Materials Chemistry
and Physics, 243.

Dhoondia, Z. H., & Chakraborty, H. (2012). Lactobacillus mediated synthesis of silver
oxide nanoparticles. Nanomaterials and nanotechnology, 2, 15.

dos Santos, C. A., Seckler, M. M., Ingle, A. P., Gupta, I., Galdiero, S., Galdiero, M.,
Gade, A., & Rai, M. (2014). Silver nanoparticles: Therapeutical uses, toxicity,
and safety issues. Journal of Pharmaceutical Sciences, 103(7), 1931-1944.

Duran, N., Marcato, P. D., Conti, R. D., Alves, O. L., Costa, F., & Brocchi, M. (2010).
Potential use of silver nanoparticles on pathogenic bacteria, their toxicity and
possible mechanisms of action. Journal of the Brazilian Chemical Society, 21,
949-959.

Dwivedy, A. K., Upadhyay, N., Asawa, S., Kumar, M., Prakash, B., & Dubey, N. K.
(2019). Therapeutic Potential of Plant-Based Metal Nanoparticles: Present
Status and Future Perspectives. Nanomaterials in Plants, Algae and
Microorganisms, 169-196.

Ehling-Schulz, M., Svensson, B., Guinebretiere, M. H., Lindback, T., Andersson, M.,
Schulz, A., & Scherer, S. 2005. Emetic toxin formation of Bacillus cereus is
restricted to a single evolutionary lineage of closely related
strains. Microbiology, 151(1), 183-197.

Elangovan, K., Elumalai, D., Anupriya, S., Shenbhagaraman, R., Kaleena, P. K., &
Murugesan, K. (2015). Phyto mediated biogenic synthesis of silver nanoparticles
using leaf extract of Andrographis echioides and its bio-efficacy on anticancer
and antibacterial activities. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, 151, 118-124.

El-Baghdady, K. Z., El-Shatoury, E. H., Abdullah, O. M. ve Khalil, M. M. H. 2018.
Biogenic production of silver nanoparticles by Enterobacter cloacae 1smz26.
Turkish journal of biology = Turk biyoloji dergisi, 42(4), 319-321.

El-Batal, A. I., Hashem, A. A. M., & Abdelbaky, N. M. (2013). Gamma radiation
mediated green synthesis of gold nanoparticles using fermented soybean-garlic
aqueous extract and their antimicrobial activity. SpringerPlus, 2(1), 129.

147



Elbeshehy, E. K., Elazzazy, A. M. ve Aggelis, G. 2015. Silver nanoparticles synthesis
mediated by new isolates of Bacillus spp., nanoparticle characterization and their
activity against Bean Yellow Mosaic Virus and human pathogens. Frontiers in
microbiology, 6, 453.

El-Fadly, E. B., Salah, A. S., Abdella, B., Al Ali, A., AlIShmrany, H., EIBaz, A. M., ... &
El-Kemary, M. A. (2024). Mapping a sustainable approach: biosynthesis of
lactobacilli-silver nanocomposites using whey-based medium for antimicrobial
and bioactivity applications. Microbial Cell Factories, 23(1), 195.

El-Naggar, N. E., Hassan, M. A., El-Salam, S. S., & Fouda, A. (2022). Green biosynthesis
of silver nanoparticles and their anticancer potential. Scientific Reports, 12, 1—
14.

El-Saadony, M. T., EI-Wafai, N. A., Abd El-Fattah, H. I., & Mahgoub, S. A. (2018).
Biosynthesis, optimization and characterization of silver nanoparticles
biosynthesized by Bacillus subtilis ssp spizizenii MT5 isolated from heavy
metals polluted soil. Zagazig Journal of Agricultural Research, 45(6), 2439-
2454,

El-Saadony, M. T., EI-Wafai, N. A., El-Fattah, H. I. A., & Mahgoub, S. A. (2019).
Biosynthesis, optimization and characterization of silver nanoparticles using a
soil isolate of Bacillus pseudomycoides MT32 and their antifungal activity
against some pathogenic fungi. Adv. Anim. Vet. Sci, 7(4), 238-249.

El-Seedi, H. R., El-Shabasy, R. M., Khalifa, S. A. M., Saeed, A., Shah, A., Shah, R.,
Iftikhar, F. J., Abdel-Daim, M. M., Omri, A., Hajrahand, N. H., Sabir, J. S. M.,
Zou, X., Halabi, M. F., Sarhan, W., & Guo, W. (2019). Metal nanoparticles
fabricated by green chemistry using natural extracts: Biosynthesis, mechanisms,
and applications. In RSC Advances (Vol. 9, Issue 42, pp. 24539-24559). Royal
Society of Chemistry.

El-Shanshoury, A. E.-R. R., EISilk, S. E., & Ebeid, M. E. (2011). Extracellular
Biosynthesis of Silver Nanoparticles Using Escherichia coli ATCC 8739,
Bacillus subtilis ATCC 6633, and Streptococcus thermophilus ESh1 and Their
Antimicrobial Activities . ISRN Nanotechnology, 2011, 1-7.

Elumalai, E. K., Prasad, T. N. V. K. V., Hemachandran, J., Therasa, S. V., Thirumalai,
T., & David, E. J. (2010). Extracellular synthesis of silver nanoparticles using
leaves of Euphorbia hirta and their antibacterial activities. J Pharm Sci Res, 2(9),
549-554.

Eming, S. A., Krieg, T., & Davidson, J. M. (2007). Inflammation in wound repair:
molecular and cellular mechanisms. Journal of Investigative Dermatology,
127(3), 514-525.

Erjaee, H., Rajaian, H., & Nazifi, S. (2017). Synthesis and characterization of novel silver
nanoparticles using Chamaemelum nobile extract for antibacterial application.
Advances in Natural Sciences: Nanoscience and Nanotechnology, 8(2), 025004.

Fahim, M., Shahzaib, A., Nishat, N., Jahan, A., Bhat, T. A., & Inam, A. (2024). Green
synthesis of silver nanoparticles: A comprehensive review of methods,
influencing factors, and applications. JCIS Open, 16, 100125.

148



Fayaz, A. M., Girilal, M., Rahman, M., Venkatesan, R., & Kalaichelvan, P. T. (2011).
Biosynthesis of silver and gold nanoparticles using thermophilic bacterium
Geobacillus stearothermophilus. Process Biochemistry, 46(10), 1958-1962.

Fei, X., Jia, M., Du, X, Yang, Y., Zhang, R., Shao, Z., Zhao, X., & Chen, X. (2013).
Green synthesis of silk fibroin-silver nanoparticle composites with effective
antibacterial and biofilm-disrupting properties. Biomacromolecules, 14(12),
4483-4488.

Fesharaki, P. J., Nazari, P., Shakibaie, M., Rezaie, S., Banoee, ; Maryam, Abdollahi, M.,
Ahmad, ;, & Shahverdi, R. (2010). Biosynthesis of Selenium Nanoparticles
Using Klebsiella Pneumoniae and Their Recovery by a Simple Sterilization
Process. Brazilian Journal of Microbiology, 41, 461-466.

Firdhouse, M. J., & Lalitha, P. (2015). Biosynthesis of silver nanoparticles and its
applications. Journal of Nanotechnology, 2015, Article ID 829526.

Fouda, M. M., Abdelsalam, N. R., EI-Naggar, M. E., Zaitoun, A. F., Salim, B. M., Bin-
Jumah, M., Allam, A. A., Abo-Marzoka, S. A. ve Kandil, E. E. 2020. Impact of
high throughput green synthesized silver nanoparticles on agronomic traits of
onion. International journal of biological macromolecules, 149, 1304-1317.

Franco-Molina, M. A., Mendoza-Gamboa, E., Sierra-Rivera, C. A., Gomez-Flores, R. A.,
Zapata-Benavides, P., Castillo-Tello, P., ... & Rodriguez-Padilla, C. (2010).
Antitumor activity of colloidal silver on MCF-7 human breast cancer
cells. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research, 29(1), 1-7.

Fronza, M., Heinzmann, B., Hamburger, M., Laufer, S., & Merfort, I. 2009.
Determination of the wound healing effect of Calendula extracts using the
scratch assay with 3T3 fibroblasts. Journal of Ethnopharmacology, 126(3), 463—
467.

Gade, A., Gaikwad, S., Tiwari, V., Yadav, A., Ingle, A., & Rai, M. (2010). Biofabrication
of silver nanoparticles by Opuntia ficus-indica: in vitro antibacterial activity and
study of the mechanism involved in the synthesis. Current Nanoscience, 6(4),
370-375.

Gahlawat, G., Shikha, S., Chaddha, B. S., Chaudhuri, S. R., Mayilraj, S., & Choudhury,
A. R. (2016). Microbial glycolipoprotein-capped silver nanoparticles as
emerging antibacterial agents against cholera. Microbial Cell Factories, 15(1).

Gaidhani, S., Singh, R., Singh, D., Patel, U., Shevade, K., Yeshvekar, R., & Ananda
Chopade, B. (2013). Biofilm disruption activity of silver nanoparticles
synthesized by Acinetobacter calcoaceticus PUCM 1005. Materials Letters, 108,
324-3217.

Gaikwad, S., Ingle, A., Gade, A., Rai, M., Falanga, A., Incoronato, N., Russo, L.,
Galdiero, S., & Galdiero, M. (2013). Anti-viral activity of mycosynthesized
silver nanoparticles against herpes simplex virus and human parainfluenza virus
type 3. International Journal of Nanomedicine, 8, 4303-4314.

Gajbhiye, M., Kesharwani, J., Ingle, A., Gade, A., & Rai, M. (2009). Fungus-mediated
synthesis of silver nanoparticles and their activity against pathogenic fungi in

149



combination with fluconazole. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and
Medicine, 5(4), 382-386.

Gan, J., Liu, C., Li, H., Wang, S., Wang, Z., Kang, Z., ... & Dong, L., Accelerated wound
healing in diabetes by reprogramming the macrophages with particle-induced
clustering of the mannose receptors, Biomaterials, 219 (2019) 119340.

Gao, X., Weli, L., Yan, H., & Xu, B. (2011). Green synthesis and characteristic of core-
shell structure silver/starch nanoparticles. Materials Letters, 65(19-20), 2963—
2965.

Garcia-Hernandez, C., Freese, A. K., Rodriguez-Mendez, M. L., & Wanekaya, A. K.
(2019). In situ synthesis, stabilization and activity of protein-modified gold
nanoparticles for biological applications. Biomaterials Science, 7(6), 2511—
25109.

Garg, D., Sarkar, A., Chand, P., Bansal, P., Gola, D., Sharma, S., Khantwal, S., Surabhi,
Mehrotra, R., Chauhan, N. ve Bharti R. K. 2020. Synthesis of silver
nanoparticles utilizing various biological systems: mechanisms and
applications—a review. Prog Biomater, 9, 81-95.

Garibo D, Borbon-Nufiez HA, de Leon JND, Garcia Mendoza E, Estrada I, Toledano-
Magania Y, Tiznado H, Ovalle-Marroquin M, Soto-Ramos AG, Blanco A,
Rodriguez JA, Romo OA, Chavez-Almazan LA, Susarrey-Arce A (2020) Green
synthesis of silver nanoparticles using Lysiloma acapulcensis exhibit high-
antimicrobial activity. Scientific Reports, 10(1), 1-11.

Ge, L., Li, Q., Wang, M., Ouyang, J., Li, X., & Xing, M. M. Q. (2014). Nanosilver
particles in medical applications: Synthesis, performance, and toxicity. In
International Journal of Nanomedicine (Vol. 9, Issue 1, pp. 2399-2407). Dove
Medical Press Ltd.

Geethalakshmi, R., & Sarada, D. V. L. (2013). Characterization and antimicrobial activity
of gold and silver nanoparticles synthesized using saponin isolated from
Trianthema decandra L. Industrial Crops and Products, 51, 107-115.

Gehrke, A.-K. E., Giai, C. ve Gomez, M. 1. 2023. Staphylococcus aureus Adaptation to
the Skin in Health and Persistent/Recurrent Infections.Antibiotics,12(10), 1520.

Ghasemi, S. M., Dormanesh, B., Hosseini Abari, A., Aliasghari, A., & Farahnejad, Z.
(2018). Comparative characterization of silver nanoparticles synthesized by
spore extract of Bacillus subtilis and Geobacillus stearothermophilus.
Nanomedicine Journal, 5(1), 46-51.

Ghasemzadeh, G., Momenpour, M., Omidi, F., Hosseini, M. R., Ahani, M., & Barzegari,
A. (2014). Applications of nanomaterials in water treatment and environmental
remediation. In Frontiers of Environmental Science and Engineering (Vol. 8,
Issue 4, pp. 471-482). Higher Education Press.

Ghorbani, H. R., Safekordi, A. A., Attar, H., & Sorkhabadi, S. M. (2011). Biological and
non-biological methods for silver nanoparticles synthesis. Chemical and
Biochemical Engineering Quarterly, 25(3), 317-326.

150



Ghramh, H. A., Khan, K. A., & Ansari, M. (2019). Antioxidant and anticancer activities
of silver nanoparticles synthesized using plant extracts. Saudi Journal of
Biological Sciences, 26(6), 1189-1198.

Giri, V. P., Pandey, S., Kumari, M., Paswan, S. K., Tripathi, A., Srivastava, M., Rao, C.
V., Katiyar, R., Nautiyal, C. S., & Mishra, A. (2019). Biogenic silver
nanoparticles as a more efficient contrivance for wound healing acceleration
than common antiseptic medicine. FEMS Microbiology Letters, 366(16), 1-10.

Gliga, A. R., Skoglund, S., Odnevall Wallinder, 1., Fadeel, B., & Karlsson, H. L. (2014).
Size-dependent cytotoxicity of silver nanoparticles in human lung cells: the role
of cellular uptake, agglomeration and Ag release. Particle and fibre toxicology,
11(1), 1-17.

Golinska, P., Wypij, M., Rathod, D., Tikar, S., Dahm, H., & Rai, M. (2016). Synthesis of
silver nanoparticles from two acidophilic strains of Pilimelia columellifera
subsp. pallida and their antibacterial activities. Journal of Basic Microbiology,
56(5), 541-556.

Gonca, S. (2021). Green synthesis of silver, zinc, and cerium nanoparticles using
thermophilic anoxybacillus SP. ST7 strain and investigation of their various
biological activities. Journal of Scientific Reports-A, (047), 246-268.

Gong, P., Li, H., He, X., Wang, K., Hu, J., Tan, W., ... & Yang, X. (2007). Preparation
and antibacterial activity of Fe304@ Ag nanoparticles. Nanotechnology, 18(28),
285604,

Gonzalez, A. C. D. O., Andrade, Z. D. A,, Costa, T. F., & Medrado, A. R. A. P. 2016.
Wound healing - A literature review. Anais Brasileiros de Dermatologia, 91(5),
614-620.

Gopinathan, P., Ashok, A. M., & Selvakumar, R. (2013). Bacterial flagella as biotemplate
for the synthesis of silver nanoparticle impregnated bionanomaterial. Applied
Surface Science, 276, 717-722.

Gopinath, V., & Velusamy, P. (2013). Extracellular biosynthesis of silver nanoparticles
using Bacillus sp. GP-23 and evaluation of their anti-fungal activity towards
Fusarium oxysporum. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 106, 170-174.

Gour, A., & Jain, N. K. (2019). Advances in green synthesis of nanoparticles. In Artificial
Cells, Nanomedicine and Biotechnology (Vol. 47, Issue 1, pp. 844-851). Taylor
and Francis Ltd.

Goutam, S.P., Saxena, G., Roy, D., Yadav, A.K., Bharagava, R.N. 2020. Green Synthesis
of Nanoparticles and Their Applications in Water and Wastewater Treatment. In:
Saxena, G., Bharagava, R. (eds) Bioremediation of Industrial Waste for
Environmental Safety. Springer, Singapore.

Govindaraju, K., Basha, S. K., Kumar, V. G., & Singaravelu, G. (2008). Silver, gold and
bimetallic nanoparticles production using single-cell protein (Spirulina
platensis) Geitler. Journal of Materials Science, 43(15), 5115-5122.

Govindaraju, K., Kiruthiga, V., Kumar, V. G., & Singaravelu, G. (2009). Extracellular
synthesis of silver nanoparticles by a marine alga, Sargassum wightii Grevilli

151



and their antibacterial effects. Journal of Nanoscience and Nanotechnology,
9(9), 5497-5501.

Guinebretiére, M. H., Broussolle, V., & Nguyen-The, C. 2002. Enterotoxigenic profiles
of food-poisoning and food-borne Bacillus cereus strains. Journal of clinical
microbiology, 40(8), 3053-3056.

Gunashova, G. Y. (2022). Synthesis of silver nanoparticles using a thermophilic
bacterium strain isolated from the spring Yukhari istisu of the Kalbajar region
(Azerbaijan). Advances in Biology and Earth Sciences, 7(3), 198-204.

Gunashova, G. Y., Ahmadova, F. R., & Khalilov, R. I. (2021). Biosynthesis of silver
nanoparticles using thermophilic Bacillus Sp. b1. Advances in Biology & Earth
Sciences, 6(2), 142-145.

Guo, D., Dou, D., Ge, L., Huang, Z., Wang, L., & Gu, N. (2015). A caffeic acid mediated
facile synthesis of silver nanoparticles with powerful anti-cancer
activity. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 134, 229-234.

Gupta, A., Briffa, S. M., Swingler, S., Gibson, H., Kannappan, V., Adamus, G.,
Kowalczuk, M., Martin, C., & Radecka, I. (2020). Synthesis of Silver
Nanoparticles Using Curcumin-Cyclodextrins Loaded into Bacterial Cellulose-
Based Hydrogels for Wound Dressing Applications. Biomacromolecules, 21(5),
1802-1811.

Gurunathan, S. (2015). Biologically synthesized silver nanoparticles enhances antibiotic
activity against Gram-negative bacteria. Journal of Industrial and Engineering
Chemistry, 29, 217-226.

Gurunathan, S., Han, J. W., Dayem, A. A., Eppakayala, V., Park, J. H., Cho, S. G., ... &
Kim, J. H. (2013). Green synthesis of anisotropic silver nanoparticles and its
potential cytotoxicity in human breast cancer cells (MCF-7). Journal of
Industrial and Engineering Chemistry, 19(5), 1600-1605.

Gurunathan, S., Han, J. W., Dayem, A. A., Eppakayala, V., Park, M. R., & Kim, J. H.
(2009). Rapid synthesis of silver nanoparticles by a Bacillus sp. and their
antimicrobial potential. Nanoscale Research Letters, 4(9), 854-860.

Gurunathan, S., Han, J. W., Eppakayala, V., Jeyaraj, M., & Kim, J. H. (2013).
Cytotoxicity of biologically synthesized silver nanoparticles in MDA-MB-231
human breast cancer cells. BioMed research international, 2013.

Gurunathan, S., Han, J. W., Kwon, D. N., & Kim, J. H. (2014). Enhanced antibacterial
and anti-biofilm activities of silver nanoparticles against Gram-negative and
Gram-positive bacteria. Nanoscale Research Letters, 9(1), 1-17.

Gurunathan, S., Jeong, J. K., Han, J. W., Zhang, X. F., Park, J. H., & Kim, J. H. (2015).
Multidimensional effects of biologically synthesized silver nanoparticles in
Helicobacter pylori, Helicobacter felis, and human lung (L132) and lung
carcinoma A549 cells. Nanoscale research letters, 10(1), 1-17.

Gurunathan, S., Kalishwaralal, K., Vaidyanathan, R., Venkataraman, D., Pandian, S. R.
K., Muniyandi, J., Hariharan, N., & Eom, S. H. (2009). Biosynthesis,
purification and characterization of silver nanoparticles using Escherichia coli.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 74(1), 328-335.

152



Gurunathan, S. (2019). Rapid biological synthesis of silver nanoparticles and their
enhanced antibacterial effects against Escherichia fergusonii and Streptococcus
mutans. Arabian Journal of Chemistry, 12(2), 168-180.

Hao, J., Liu, X., & Du, Y. (2025). Fabrication of gelatine/fucoidan nanogel-coated silver
nanoparticles for the treatment of wound healing therapy and nursing care.
Regenerative Therapy, 29, 282-291.

Harisha, K. S., Shilpa, M., Asha, S., Parushuram, N., Ranjana, R., Narayana, B., &
Sangappa, Y. (2019). Synthesis of silver nanoparticles using Bombyx mori silk
fibroin and antibacterial activity. IOP Conference Series: Materials Science and
Engineering, 577(1).

He, Y., Wei, F., Ma, Z., & Zhang, H. (2020). Comparative antibacterial activity of
biogenic and chemical silver nanoparticles. Materials Science & Engineering C,
109, 110550.

Hidouri, M., Dorozhkin, S. V., & Albeladi, N. (2019). Thermal Behavior, Sintering and
Mechanical Characterization of Multiple lon-Substituted Hydroxyapatite
Bioceramics. Journal of Inorganic and Organometallic Polymers and Materials,
29(1), 87-100.

Hosseini-Abari, A., Emtiazi, G., & Ghasemi, S. M. (2013). Development of an eco-
friendly approach for biogenesis of silver nanoparticles using spores of Bacillus
athrophaeus. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 29(12), 2359—
2364.

Hosseini, H., Zirakjou, A., Goodarzi, V., Mousavi, S. M., Khonakdar, H. A., & Zamanlui,
S. (2020). Lightweight aerogels based on bacterial cellulose/silver
nanoparticles/polyaniline with tuning morphology of polyaniline and application
in soft tissue engineering. International Journal of Biological Macromolecules,
152, 57-67.

Hu, D., Gu, X., Si, W., Qin, W, Jiao, J., & Hao, Y. F. (2019). Biosynthesis of Silver
nanoparticles using Bauhinia acuminate flower extract and their effect to
promote osteogenesis of MSCs and improve meniscus injury healing. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, 197(June), 111536.

Huang, J., Zhan, G., Zheng, B., Sun, D., Lu, F., Lin, Y., Chen, H., Zheng, Z., Zheng, Y.,
& Li, Q. (2011). Biogenic silver nanoparticles by Cacumen Platycladi extract:
Synthesis, formation mechanism, and antibacterial activity. Industrial and
Engineering Chemistry Research, 50(15), 9095-9106.

Huang, Y., Li, X,, Liao, Z., Zhang, G., Liu, Q., Tang, J., Peng, Y., Liu, X., & Luo, Q.
(2007). A randomized comparative trial between Acticoat and SD-Ag in the
treatment of residual burn wounds, including safety analysis. Burns, 33(2), 161—
166.

Husain, S., Nandi, A., Simnani, F. Z., Saha, U., Ghosh, A., Sinha, A., Sahay, A., Samal,
S. K, Panda, P. K., & Verma, S. K. (2023). Emerging Trends in Advanced
Translational Applications of Silver Nanoparticles: A Progressing Dawn of
Nanotechnology. Journal of Functional Biomaterials, 14(1), 47.
https://doi.org/10.3390/jfb14010047

153



Hussain, M. A., Shah, A., Jantan, I., Shah, M. R., Tahir, M. N., Ahmad, R., & Bukhari,
S. N. A. (2015). Hydroxypropylcellulose as a novel green reservoir for the
synthesis, stabilization, and storage of silver nanoparticles. International
Journal of Nanomedicine, 10, 2079-2088.

Iravani, S., Korbekandi, H., Mirmohammadi, S. v, & Zolfaghari, B. (2014). Synthesis of
silver nanoparticles: chemical, physical and biological methods. In Research in
Pharmaceutical Sciences (Vol. 9, Issue 6).

Iravani, S., & Zolfaghari, B. (2013). Green synthesis of silver nanoparticles using Pinus
eldarica bark extract. BioMed Research International, 2013.

Jacob, S. J. P, Finub, J. S., & Narayanan, A. (2012). Synthesis of silver nanoparticles
using Piper longum leaf extracts and its cytotoxic activity against Hep-2 cell
line. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 91, 212-214.

Jadoun, S., Chauhan, N.P.S., Zarrintaj, P., Barani, M., Varma, R.S., Chinnam, S. ve
Rahdar, A. 2022. Synthesis of nanoparticles using microorganisms and their
applications: a review. Environmental Chemistry Letters, 20, 3153-3197.

Jahan, 1., Matpan Bekler, F., Tung, A. ve Giiven, K. 2024. The Effects of Silver
Nanoparticles  (AgNPs) on  Thermophilic  Bacteria:  Antibacterial,
Morphological, Physiological and Biochemical Investigations. Microorganisms,
12(2), 402.

Jain, D., Kumar Daima, H., Kachhwaha, S., & Kothari, S. L. (2009). Synthesis Of Plant-
Mediated Silver Nanoparticles Using Papaya Fruit Extract And Evaluation Of
Their Anti Microbial Activities. In Digest Journal of Nanomaterials and
Biostructures (Vol. 4, Issue 3).

Jamaledin, R., Di Natale, C., Onesto, V., Taraghdari, Z. B., Zare, E. N., Makvandi, P.,
Vecchione, R., & Netti, P. A. (2020). Progress in microneedle-mediated protein
delivery. Journal of Clinical Medicine, 9(2).

Jamaledin, R., Yiu, C. K. Y., Zare, E. N., Niu, L. N., Vecchione, R., Chen, G., Gu, Z.,
Tay, F. R., & Makvandi, P. (2020). Advances in Antimicrobial Microneedle
Patches for Combating Infections. Advanced Materials, 32(33), 1-29.

Javaid, A., Oloketuyi, S. F., Khan, M. M., & Khan, F. (2018). Diversity of Bacterial
Synthesis of Silver Nanoparticles. In BioNanoScience (Vol. 8, Issue 1, pp. 43—
59). Springer New York LLC.

Jayaprakash, N., Suresh, R., Rajalakshmi, S., Raja, S., & Sundaravadivel, E. (2019). An
assortment of synthesis methods of silver nanoparticles: A review. Asian Journal
of Chemistry, 31(7), 1359-1368.

Jeyaraj, M., Rajesh, M., Arun, R., MubarakAli, D., Sathishkumar, G., Sivanandhan, G.,
... & Ganapathi, A. (2013). An investigation on the cytotoxicity and caspase-
mediated apoptotic effect of biologically synthesized silver nanoparticles using
Podophyllum hexandrum on human cervical carcinoma cells. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 102, 708-717.

Jeyaraj, M., Sathishkumar, G., Sivanandhan, G., MubarakAli, D., Rajesh, M., Arun, R.,
... & Ganapathi, A. (2013). Biogenic silver nanoparticles for cancer treatment:
an experimental report. Colloids and surfaces B: Biointerfaces, 106, 86-92.

154



Jo, Y. K., Kim, B. H.,, & Jung, G. (2009). Anti-fungal activity of silver ions and
nanoparticles on phytopathogenic fungi. Plant disease, 93(10), 1037-1043.

Joudeh, N., & Linke, D. (2022). Nanoparticle classification, physicochemical properties,
characterization, and applications: a comprehensive review for biologists.
Journal of Nanobiotechnology, 20(262).

Juibari, M. M., Abbasalizadeh, S., Jouzani, G. S., & Noruzi, M. (2011). Intensified
biosynthesis of silver nanoparticles using a native extremophilic Ureibacillus
thermosphaericus strain. Materials Letters, 65(6), 1014-1017.

Kaabipour, S., & Hemmati, S. (2021). A review on the green and sustainable synthesis of
silver nanoparticles and one-dimensional silver nanostructures. Beilstein
Journal of Nanotechnology, 12, 102-136.

Kalashnikova, 1., Das, S., & Seal, S. (2015). Nanomaterials for wound healing: scope and
advancement. Nanomedicine, 10(16), 2593-2612.

Kalimuthu, K., Suresh Babu, R., Venkataraman, D., Bilal, M., & Gurunathan, S. (2008).
Biosynthesis of silver nanocrystals by Bacillus licheniformis. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 65(1), 150-153.

Kalishwaralal, K., Deepak, V., Ram Kumar Pandian, S. B., Kottaisamy, M.,
BarathManiKanth, S., Kartikeyan, B., & Gurunathan, S. (2010). Biosynthesis of
silver and gold nanoparticles using Brevibacterium casei. Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces, 77(2), 257-262.

Kalpana, D., & Lee, Y. S. (2013). Synthesis and characterization of bactericidal silver
nanoparticles using cultural filtrate of simulated microgravity grown Klebsiella
pneumoniae. Enzyme and Microbial Technology, 52(3), 151-156.

Kamareddine, L. (2012). The biological control of the malaria vector. Toxins, 4(9), 748-
767.

Kanmani, P., & Lim, S. T. (2013). Synthesis and structural characterization of silver
nanoparticles using bacterial exopolysaccharide and its antimicrobial activity
against food and multidrug resistant pathogens. Process Biochemistry, 48(7),
1099-1106.

Kannan, N., Mukunthan, K. S., & Balaji, S. (2011). A comparative study of morphology,
reactivity and stability of synthesized silver nanoparticles using Bacillus subtilis
and Catharanthus roseus (L.) G. Don. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
86(2), 378-383.

Kaplan, A., Akalin Ciftci, G., & Kutlu, H. M. (2016). Cytotoxic, anti-proliferative and
apoptotic  effects of silver nitrate against H-ras transformed
5RP7. Cytotechnology, 68(5), 1727-1735.

Karaca, B. 2018. Farkli ¢evresel kosullarin siit iirlinleri endiistrisinde sorun teskil eden
geobacillus ve anoxybacillus biyofilmleri {izerine olan etkilerinin ve
biyogiderim mekanizmalarmin belirlenmesi. Doktora Tezi. Ankara Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Karakecili, A., Topuz, B., Ersoy, F. S., Sahin, T., Giinyakti, A., & Demirtas, T. T. 2022.
UiO-66 metal-organic framework as a double actor in chitosan scaffolds:

155



Antibiotic carrier and osteogenesis promoter. Biomaterials Advances, 136,
212757.

Karthik, C., & Radha, K. V. (2012). Biosynthesis and characterization of silver
nanoparticles using Enterobacter aerogenes: a kinetic approach. Dig J
Nanomater Biostruct, 7(3), 1007-1014.

Karthik, R., Rajeshkumar, S., & Malarkodi, C. (2022). Microbial synthesis of silver
nanoparticles and their biomedical applications: A review. Journal of
Nanomaterials, 2022, Article ID 6789321.

Kathiresan, K., Manivannan, S., Nabeel, M. A., & Dhivya, B. (2009). Studies on silver
nanoparticles synthesized by a marine fungus, Penicillium fellutanum isolated
from coastal mangrove sediment. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 71(1),
133-137.

Kato, Y., Yoshimura, E. ve Suzuki, M. 2019. Synthesis of gold nanoparticles by
extracellular components of Lactobacillus casei. Chemistry Select, 4(24), 7331-
380

Kawasaki, M., & Nishimura, N. (2006). 1064-nm laser fragmentation of thin Au and Ag
flakes in acetone for highly productive pathway to stable metal nanoparticles.
Applied Surface Science, 253(4), 2208-2216.

Kemp, M. M., Kumar, A., Mousa, S., Park, T. J., Ajayan, P., Kubotera, N., Mousa, S. A,
& Linhardt, R. J. (2009). Synthesis of gold and silver nanoparticles stabilized
with  glycosaminoglycans having  distinctive  biological activities.
Biomacromolecules, 10(3), 589-595.

Kesharwani, J., Yoon, K. Y., Hwang, J., & Rai, M. (2009). Phytofabrication of silver
nanoparticles by leaf extract of Datura metel: hypothetical mechanism involved
in synthesis. Journal of Bionanoscience, 3(1), 39-44.

Khaleghi, M., Khorrami, S., & Ravan, H. (2019). Identification of Bacillus thuringiensis
bacterial strain isolated from the mine soil as a robust agent in the biosynthesis
of silver nanoparticles with strong antibacterial and anti-biofilm
activities. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 18, 101047.

Khalifa, E., Abdel Rafea, M., Mustapha, N., Sultan, R., & Hafez, E. (2023). Silver
nanoparticles synthesized by probiotic bacteria and antibacterial role in resistant
bacteria. AMB Express, 13(1), 140.

Khan, 1., Saeed, K. ve Khan, 1. 2020. Nanoparticles: Properties, applications and toxicities.
Arabian journal of chemistry, 12(7), 908-931.

Khan, S. U., Saleh, T. A., Wahab, A., Khan, M. H. U., Khan, D., Khan, W. U., Rahim,
A., Kamal, S., Khan, F. U., & Fahad, S. (2018). Nanosilver: New ageless and
versatile biomedical therapeutic scaffold. In International Journal of
Nanomedicine (Vol. 13, pp. 733-762). Dove Medical Press Ltd.

Khan, Y., Sadia, H., Ali Shah, S. Z., et al. (2022). Classification, synthetic, and
characterization approaches to nanoparticles, and their applications in various
fields of nanotechnology: A review. Catalysts, 12(11), 1386.

Khandel, P., Yadaw, R. K., Soni, D. K., Kanwar, L., & Shahi, S. K. (2018). Biogenesis
of metal nanoparticles and their pharmacological applications: present status and

156



application prospects. In Journal of Nanostructure in Chemistry (Vol. 8, Issue 3,
pp. 217-254). Springer Medizin.

Khandelwal, N., Kaur, G., Chaubey, K. K., Singh, P., Sharma, S., Tiwari, A., Singh, S.
V., & Kumar, N. (2014). Silver nanoparticles impair Peste des petits ruminants
virus replication. Virus Research, 190, 1-7.

Khodashenas, B. ve Ghorbani, H. R. 2019. Synthesis of silver nanoparticles with different
shapes. Arabian Journal of Chemistry, 12(8), 1823-1838.

Khorrami, S., Zarrabi, A., Khaleghi, M., Danaei, M., & Mozafari, M. R. (2018). Selective
cytotoxicity of green synthesized silver nanoparticles against the MCF-7 tumor
cell line and their enhanced antioxidant and antimicrobial
properties. International journal of nanomedicine, 8013-8024.

Khuda, F., Jamil, M., Khalil, A. A. K., Ullah, R., Ullah, N., Naureen, F., ... & Ahn, M. J.
(2022). Assessment of antioxidant and cytotoxic potential of silver nanoparticles
synthesized from root extract of Reynoutria japonica Houtt. Arabian Journal of
Chemistry, 15(12), 104327.

Kilig, T., Karaca, B., Ozel, B.P., Ozcan, B., Cékmiis C. ve Coleri Cihan A. 2017. Biofilm
characteristics and evaluation of the sanitation procedures of thermophilic
Aeribacillus pallidus E334 biofilms. Biofouling, 33(4), 352-367.

Kibeche, A., Dionne, A., Brion-Roby, R., Gagnon, C., & Gagnon, J. (2015). Simple and
green technique for sequestration and concentration of silver nanoparticles by
polysaccharides immobilized on glass beads in aqueous media. Chemistry
Central Journal, 9(1).

Kim, K. J., Sung, W. S., Moon, S. K., Choi, J. S., Kim, J. G., & Lee, D. G. (2008). Anti-
fungal effect of silver nanoparticles on dermatophytes. Journal of microbiology
and biotechnology, 18(8), 1482-1484.

Kim, S., Yoo, B. K., Chun, K., Kang, W., Choo, J., Gong, M. S., & Joo, S. W. (2005).
Catalytic effect of laser ablated Ni nanoparticles in the oxidative addition
reaction for a coupling reagent of benzylchloride and bromoacetonitrile. Journal
of Molecular Catalysis A: Chemical, 226(2), 231-234.

Kiran, G. S., Sabu, A., & Selvin, J. (2010). Synthesis of silver nanoparticles by glycolipid
biosurfactant produced from marine Brevibacterium casei MSA19. Journal of
Biotechnology, 148(4), 221-225.

Klaus, T., Joerger, R., Olsson, E. ve Grangvist, C.-G. 1999. Silver-based crystalline
nanoparticles, microbially fabricated. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 96(24), 13611-13614.

Koh, T. J., & DiPietro, L. A. (2011). Inflammation and wound healing: the role of the
macrophage. Expert Reviews in Molecular Medicine, 13(July), 1-12.

Konop, M., Damps, T., Misicka, A., & Rudnicka, L. (2016). Certain Aspects of Silver
and Silver Nanoparticles in Wound Care: A Minireview. In Journal of
Nanomaterials (\VVol. 2016). Hindawi Limited.

Korbekandi, H., Iravani, S., & Abbasi, S. (2012). Optimization of biological synthesis of
silver nanoparticles using Lactobacillus casei subsp. casei. Journal of Chemical
Technology and Biotechnology, 87(7), 932-937.

157



Krishnaraj, C., Jagan, E. G., Rajasekar, S., Selvakumar, P., Kalaichelvan, P. T., & Mohan,
N. (2010). Synthesis of silver nanoparticles using Acalypha indica leaf extracts
and its antibacterial activity against water borne pathogens. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 76(1), 50-56.

Krishnaraj, C., Ramachandran, R., Mohan, K., & Kalaichelvan, P. T. (2012).
Optimization for rapid synthesis of silver nanoparticles and its effect on
phytopathogenic fungi. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 93, 95-99.

Krishnaraj, R. N., & Berchmans, S. (2013). In vitro antiplatelet activity of silver
nanoparticles synthesized using the microorganism Gluconobacter roseus: An
AFM-based study. RSC Advances, 3(23), 8953-8959.

Kruis, F. E., Fissan, H., & Rellinghaus, B. (2000). Sintering and evaporation
characteristics of gas-phase synthesis of size-selected PbS nanoparticles. In
Materials Science and Engineering.

Kulkarni, R. R., Shaiwale, N. S., Deobagkar, D. N., & Deobagkar, D. D. (2015). Synthesis
and extracellular accumulation of silver nanoparticles by employing radiation-
resistant Deinococcus radiodurans, their characterization, and determination of
bioactivity. International Journal of Nanomedicine, 10, 963-974.

Kumar, B., Smita, K., Cumbal, L., & Debut, A. (2018). Green synthesis of silver
nanoparticles using Andean blackberry fruit extract. Saudi Journal of Biological
Sciences, 25(2), 313-317.

Kumar, C. G., & Mamidyala, S. K. (2011). Extracellular synthesis of silver nanoparticles
using culture supernatant of Pseudomonas aeruginosa. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 84(2), 462-466.

Kumar, C. G., Mamidyala, S. K., Das, B., Sridhar, B., Sarala Devi, G., & Karuna, M. S.
L. (2010). Synthesis of biosurfactant-based silver nanoparticles with purified
rhamnolipids isolated from Pseudomonas aeruginosa BS-161R. Journal of
Microbiology and Biotechnology, 20(7), 1061-1068.

Kumar, S. S. D., Rajendran, N. K., Houreld, N. N., & Abrahamse, H. (2018). Recent
advances on silver nanoparticle and biopolymer-based biomaterials for wound
healing applications. In International Journal of Biological Macromolecules
(Vol. 115, pp. 165-175). Elsevier B.V.

Kumar, V., Parida, S. N., Dhar, S., Bisai, K., Sarkar, D. J., Panda, S. P., & Das, B. K.
(2024). Biogenic synthesis of silver nanoparticle by Cytobacillus firmus isolated
from the river sediment with potential antimicrobial properties against
Edwardsiella tarda. Frontiers in Microbiology, 15, 1416411.

Kumar, V., Singh, S., & Srivastava, R. (2020). Scale-up strategies for microbial
biosynthesis of nanoparticles: A review. Biotechnology Reports, 27, e00498.

Kumari, R., Barsainya, M., & Singh, D. P. (2017). Biogenic synthesis of silver
nanoparticle by using secondary metabolites from Pseudomonas aeruginosa
DM1 and its anti-algal effect on Chlorella vulgaris and Chlorella pyrenoidosa.
Environmental Science and Pollution Research, 24(5), 4645-4654.

158



Kushwaha, A., Singh, V. K., Bhartariya, J., Singh, P., & Yasmeen, K. (2015). Isolation
and identification of E. coli bacteria for the synthesis of silver nanoparticles:
characterization of the particles and study of antibacterial activity. Eur J Exp
Biol, 5(1), 65-70.

Langer, V., Bhandari, P. S., Rajagopalan, S., & Mukherjee, M. K. 2015. Negative
pressure wound therapy as an adjunct in healing of chronic wounds.
International Wound Journal, 12(4), 436-442.

Lara, H. H., Ayala-Nuiiez, N. V., Ixtepan-Turrent, L., & Rodriguez-Padilla, C. (2010).
Mode of antiviral action of silver nanoparticles against HIV-1. Journal of
nanobiotechnology, 8(1), 1-10.

Laudenslager, M. J., Schiffman, J. D., & Schauer, C. L. (2008). Carboxymethyl chitosan
as a matrix material for platinum, gold, and silver nanoparticles.
Biomacromolecules, 9(10), 2682-2685.

Lavecchia, R., Garcia-Martinez, J. B., Contreras-Ropero, J. E., Barajas-Solano, A. F., &
Zuorro, A. (2024). Antibacterial and photocatalytic applications of silver
nanoparticles synthesized from Lacticaseibacillus rhamnosus. International
Journal of Molecular Sciences, 25(21), 11809.

Law, N., Ansari, S., Livens, F. R., Renshaw, J. C., & Lloyd, J. R. (2008). Formation of
nanoscale elemental silver particles via enzymatic reduction by Geobacter
sulfurreducens. Applied and Environmental Microbiology, 74(22), 7090-7093.

Ledn, O., Soto, D., Antunez, A., Fernandez, R., Gonzalez, J., Pifia, C., Muifioz-Bonilla,
A., & Fernandez-Garcia, M. (2019). Hydrogels based on oxidized starches from
different botanical sources for release of fertilizers. International Journal of
Biological Macromolecules, 136, 813-822.

Li, C., Zhang, Y., Wang, M., Zhang, Y., Chen, G., Li, L., Wu, D., & Wang, Q. (2014). In
vivo real-time visualization of tissue blood flow and angiogenesis using Ag2S
quantum dots in the NIR-11 window. Biomaterials, 35(1), 393-400.

Li, J.,, Chen, X., & Zhao, Y. (2022). Impact of culture conditions on microbial
nanoparticle synthesis and scale-up challenges. Journal of Nanobiotechnology,
20(1), 100.

Li, S., Shen, Y., Xie, A., Yu, X., Qiu, L., Zhang, L., & Zhang, Q. (2007). Green synthesis
of silver nanoparticles using Capsicum annuum L. extract. Green Chemistry,
9(8), 852-858.

Li, W.-R., Xie, X.-B., Shi, Q.-S., Zeng, H.-Y., Ou-Yang, Y.-S., & Chen, Y.-B. (2010).

Antibacterial activity and mechanism of silver nanoparticles on Escherichia coli.
Applied Microbiology and Biotechnology, 85(4), 1115-1122.

Li, X., Wang, Y., Liu, Z., & Jiang, Z. (2021). pH-dependent synthesis of silver
nanoparticles and their enhanced antibacterial activity. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 197, 111387.

Li, X., Xu, H., Chen, Z.-S., & Chen, G. (2011). Biosynthesis of nanoparticles by
microorganisms and their applications. Journal of Nanomaterials, 2011, Article
ID 270974.

Liang, C. C., Park, A. Y., & Guan, J. L. 2007. In vitro scratch assay: A convenient and

159



inexpensive method for analysis of cell migration in vitro. Nature Protocols,
2(2), 329-333.

Lim, J.,, You, M., Li, J.,, & Li, Z. (2017). Emerging bone tissue engineering via
Polyhydroxyalkanoate (PHA)-based scaffolds. Materials Science and
Engineering C, 79, 917-929.

Lin, P. C,, Lin, S., Wang, P. C., & Sridhar, R. 2014. Techniques for physicochemical
characterization of nanomaterials. Biotechnology Advances, 32(4), 711-726.

Lithi, I. J., Nakib, K. I. A., Chowdhury, A. M. S., & Hossain, M. S. (2025). A review on
the green synthesis of metal (Ag, Cu, and Au) and metal oxide (ZnO, MgO, CosOs,

and TiO:) nanoparticles using plant extracts for developing antimicrobial
properties. Nanoscale Advances, 7(4), 2446-2473.

Liu, M., Yu, T., Huang, R., Qi, W., He, Z., & Su, R. (2020). Fabrication of nanohybrids
assisted by protein-based materials for catalytic applications. In Catalysis
Science and Technology (Vol. 10, Issue 11, pp. 3515-3531). Royal Society of
Chemistry.

Liu, X., Lee,P.Y.,Ho, C. M., Lui, V.C,, Chen, Y., Che, C. M., ... &Wong, K. K. (2010).
Silver nanoparticles mediate differential responses in keratinocytes and
fibroblasts during skin wound healing. ChemMedChem, 5(3), 468-475.

Liu, Y., Chen, S., Zhong, L., & Wu, G. (2009). Preparation of high-stable silver
nanoparticle dispersion by using sodium alginate as a stabilizer under gamma
radiation. Radiation Physics and Chemistry, 78(4), 251-255.

Loi, H. R., Abbasiliasi, S., Raja, P. B.,, Mohamed, M. S., Tan, W.-N., Su, H., & Lan, J. C.-
W. (2023). Biosynthesis of silver nanoparticles using nitrate reductase produced
by Lactobacillus plantarum CAM 4: Characterization and in vitro evaluation of
its antimicrobial efficiency. Journal of Molecular Liquids, 376, 121476.

Lozoya-Rodrfguez, D. A., De Lima, R., Fraceto, L. F., Pérez, A. L., Domfnguez, M. B.,
Batres, R. G., Rojas, A. R., & Carmona, V. O. (2017). Development of HA/Ag-
NPs composite coating from green process for hip applications. Molecules,
22(8), 65-70.

Lukman, A. 1., Gong, B., Marjo, C. E., Roessner, U., & Harris, A. T. (2011). Facile
synthesis, stabilization, and anti-bacterial performance of discrete Ag
nanoparticles using Medicago sativa seed exudates. Journal of Colloid and
Interface Science, 353(2), 433-444.

Lyu, Y., Yu, M., Liu, Q., Zhang, Q., Liu, Z., Tian, Y., Li, D., & Changdao, M. (2020).
Synthesis of silver nanoparticles using oxidized amylose and combination with
curcumin for enhanced antibacterial activity. Carbohydrate Polymers, 230.

Mabey, T., Andrea Cristaldi, D., Oyston, P., Lymer, K.P., Stulz, E., Wilks, S., William
Keevil, C. ve Zhang, X. 2019. Bacteria and nanosilver: the quest for optimal
production. Critical reviews in biotechnology, 39(2), 272-287.

Madani, M., & Tarakanova, A. (2020). Characterization of Mechanics and Tunability of
Resilin Protein by Molecular Dynamics Simulation. Biophysical Journal,
118(3), 45a—46a.

160



Madigan, M.T., Martinko, J.M. and Parker, J. 2017.Brock biology of
microorganisms (Vol. 14). ISBN 9780321928358. Upper Saddle River, NJ:
Prentice hall.

Madhumathi, K., Kumar, S., Abhilash, S., Sreeja, V., Tamura, H., Manzoor, K., ... &
Jayakumar, R. (2010). Development of novel chitin/nanosilver composite
scaffolds for wound dressing applications. Journal of Materials Science:
Materials in Medicine, 21(2), 807-813

Magnusson, M. H., Deppert, K., Malm, J.-O., Bovin, J.-O., & Samuelson, L. (1999). Gold
nanoparticles: Production, reshaping, and thermal charging. In Journal of
Nanoparticle Research (Vol. 1).

Mahdieh, M., Zolanvari, A., Azimee, A. S., & Mahdieh, M. (2012). Green biosynthesis
of silver nanoparticles by Spirulina platensis. Scientia Iranica, 19(3), 926-929.

Mahmoud, W. M., Abdelmoneim, T. S., & Elazzazy, A. M. (2016). The impact of silver
nanoparticles produced by Bacillus pumilus as antimicrobial and
nematicide. Frontiers in microbiology, 7, 1746.

Makvandi, P., Ali, G. W., Della Sala, F., Abdel-Fattah, W. I., & Borzacchiello, A. (2019).
Biosynthesis and characterization of antibacterial thermosensitive hydrogels
based on corn silk extract, hyaluronic acid and nanosilver for potential wound
healing. Carbohydrate Polymers, 223(June), 115023.

Makvandi, P., Ali, G. W., Della Sala, F., Abdel-Fattah, W. I., & Borzacchiello, A. (2020).
Hyaluronic acid/corn silk extract based injectable nanocomposite: A biomimetic
antibacterial scaffold for bone tissue regeneration. Materials Science and
Engineering C, 107(June 2019), 110195.

Makvandi, P., Esposito Corcione, C., Paladini, F., Gallo, A. L., Montagna, F., Jamaledin,
R., Pollini, M., & Maffezzoli, A. (2018). Antimicrobial modified hydroxyapatite
composite dental bite by stereolithography. Polymers for Advanced
Technologies, 29(1), 364-371.

Makvandi, P., Ghomi, M., Padil, V. V., Shalchy, F., Ashrafizadeh, M., Askarinejad, S.,
... & Tay, F. R. (2020). Biofabricated nanostructures and their composites in
regenerative medicine. ACS Applied Nano Materials, 3(7), 6210-6238.

Makvandi, P., Gu, J. T., Zare, E. N., Ashtari, B., Moeini, A., Tay, F. R., & Niu, L. N.
(2020). Polymeric and inorganic nanoscopical antimicrobial fillers in
dentistry. Acta biomaterialia, 101, 69-101.

Makvandi, P., Wang, C. yu, Zare, E. N., Borzacchiello, A., Niu, L. na, & Tay, F. R.
(2020). Metal-Based Nanomaterials in Biomedical Applications: Antimicrobial
Activity and Cytotoxicity Aspects. In Advanced Functional Materials (\Vol. 30,
Issue 22). Wiley-VCH Verlag.

Malachova, K., Praus, P., Rybkova, Z., & Kozak, O. (2011). Antibacterial and antifungal
activities of silver, copper and zinc montmorillonites. Applied Clay
Science, 53(4), 642-645.

Mallikarjuna, K., Narasimha, G., Dillip, G. R., Praveen, B., Shreedhar, B., Lakshmi, C.
S., Reddy, B. V. S., Deva, B., & Raju, P. (n.d.). Green Synthesis Of Silver

161



Nanoparticles Using Ocimum Leaf Extract And Their Characterization. In
Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures (Vol. 6, Issue 1).

Manikandan, R., Anjali, R., Beulaja, M., Prabhu, N. M., Koodalingam, A., Saiprasad, G.,
Chitra, P., & Arumugam, M. (2019). Synthesis, characterization, anti-
proliferative and wound healing activities of silver nanoparticles synthesized
from Caulerpa scalpelliformis. Process Biochemistry, 79(September 2018),
135-141.

Manikandan, R., Manikandan, B., Raman, T., Arunagirinathan, K., Prabhu, N. M., Basu,
M. J.,, ... & Munusamy, A. (2015). Biosynthesis of silver nanoparticles using
ethanolic petals extract of Rosa indica and characterization of its antibacterial,
anticancer and anti-inflammatory activities. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 138, 120-129.

Manikandan, V., Rajendran, R., & Balasubramanian, K. (2023). Biogenic AgNPs and
their selective cytotoxicity on cancer cells. Journal of Molecular Structure, 1280,
135050.

Manikprabhu, D., Cheng, J., Chen, W., Sunkara, A. K., Mane, S. B., Kumar, R., ... & Li,
W. J. (2016). Sunlight mediated synthesis of silver nanoparticles by a novel
actinobacterium (Sinomonas mesophila MPKL 26) and its antimicrobial activity
against multi drug resistant Staphylococcus aureus. Journal of Photochemistry
and Photobiology B: Biology, 158, 202-205.

Manivasagan, P., Venkatesan, J., Senthilkumar, K., Sivakumar, K., & Kim, S. K. (2013).
Biosynthesis, antimicrobial and cytotoxic effect of silver nanoparticles using a
novel Nocardiopsis sp. MBRC-1. BioMed Research International, 2013.

Manti, A., Boi, P., Falcioni, T., Canonico, B., Ventura, A., Sisti, D., Pianetti, A., Balsamo,
M., & Papa, S. (2008). Bacterial Cell Monitoring in Wastewater Treatment
Plants by Flow Cytometry. Water Environment Research, 80(4), 346-354.

Marr, A. K., McGwire, B. S., & McMaster, W. R. (2012). Modes of action of
Leishmanicidal antimicrobial peptides. Future microbiology, 7(9), 1047-1059.

Martinez-Gutiérrez, F., Boegli, L., & Grande, R. (2021). Silver nanoparticles for biofilm
control: mechanisms and efficacy. International Journal of Nanomedicine, 16,
1233-1250.

Mathur, P., Jha, S., Ramteke, S., & Jain, N. K. (2018). Pharmaceutical aspects of silver
nanoparticles. In Artificial Cells, Nanomedicine and Biotechnology (Vol. 46,
Issue supl, pp. 115-126). Taylor and Francis Ltd.

Merga, G., Wilson, R., Lynn, G., Milosavljevic, B. H., & Meisel, D. (2007). Redox
catalysis on “naked” silver nanoparticles. Journal of Physical Chemistry C,
111(33), 12220-12226.

Mijnendonckx, K., Leys, N., Mahillon, J., Silver, S., & Van Houdt, R. 2013.
Antimicrobial silver: uses, toxicity and potential for
resistance. Biometals, 26(4), 609-621.

Moeini, A., Pedram, P., Makvandi, P., Malinconico, M., & Gomez d’Ayala, G. (2020).
Wound healing and antimicrobial effect of active secondary metabolites in
chitosan-based wound dressings: A review. Carbohydrate Polymers,

162



233(January), 115839.

Mohammadlou, M., Maghsoudi, H., & Jafarizadeh-Malmiri, H. (2020). A review on
green-synthesized AgNPs and their antioxidant properties. Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, 28, 101711.

Mohammed Fayaz, A., Ao, Z., Girilal, M., Chen, L., Xiao, X., Kalaichelvan, P. T., &
Yao, X. (2012). Inactivation of microbial infectiousness by silver nanoparticles-
coated condom: A new approach to inhibit HIV- and HSV-transmitted infection.
International Journal of Nanomedicine, 7, 5007-5018.

Mohammed Fayaz, A., Girilal, M., Rahman, M., Venkatesan, R., & Kalaichelvan, P. T.
(2011). Biosynthesis of silver and gold nanoparticles using thermophilic
bacterium Geobacillus stearothermophilus. Process Biochemistry, 46(10),
1958-1962.

Mohandes, Fatemeh, & Salavati-Niasari, M. (2014). Simple morphology-controlled
fabrication of hydroxyapatite nanostructures with the aid of new organic
modifiers. Chemical Engineering Journal, 252, 173-184.

Mohanpuria, P., Rana, N. K., & Yadav, S. K. (2008). Biosynthesis of nanoparticles:
Technological concepts and future applications. In Journal of Nanoparticle
Research (\Vol. 10, Issue 3, pp. 507-517).

Mohanta, Y. K., & Behera, S. K. (2014). Biosynthesis, characterization and antimicrobial
activity of silver nanoparticles by Streptomyces sp. SS2. Bioprocess and
Biosystems Engineering, 37(11), 2263-2269.

Mondal, A. H., Yadav, D., Ali, A., Khan, N., Jin, J. O., & Hag, Q. M. R. (2020). Anti-
bacterial and anti-candidal activity of silver nanoparticles biosynthesized using
Citrobacter spp. MS5 culture supernatant. Biomolecules, 10(6), 944.

Monteiro, D. R., Silva, S., Negri, M., Gorup, L. F., de Camargo, E. R., Oliveira, R.,
Barbosa, D. B., & Henriques, M. (2012). Silver nanoparticles: Influence of
stabilizing agent and diameter on anti-fungal activity against Candida albicans
and Candida glabrata biofilms. Letters in Applied Microbiology, 54(5), 383-391.

Morin, C. D., Déziel, E., Gauthier, J., Levesque, R. C. ve Lau, G. W. 2021. An Organ
System-Based Synopsis of Pseudomonas aeruginosa Virulence. Virulence,
12(1), 1469-1507.

Mormile MR, Biesen MA, Gutierrez MC, Ventosa A, Pavlovich JB, Onstott TC,
Fredrickson JK (2003) Isolation of Halobacterium salinarum retrieved directly
from halite brine inclusions, Environmental Microbiology, 5(11): 1094-1102

Morsy, F. M., Nafady, N. A., Abd-Alla, M. H., & Elhady, D. A. (2014). Green Synthesis
of Silver Nanoparticles by Water Soluble Fraction of the Extracellular
Polysaccharides/Matrix of the Cyanobacterium Nostoc Commune and its
Application as a Potent Fungal Surface Sterilizing Agent of Seed Crops.
Universal Journal of Microbiology Research, 2(2), 36-43.

Mosmann, T. 1983. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological
methods, 65(1-2), 55-63.

163



Mouxing, F. U., Qingbiao, L. I., Daohua, S. U. N., Yinghua, L. U., Ning, H. E., Xu, D.
E.N.G,, ... & Huang, J. (2006). Rapid preparation process of silver nanoparticles
by bioreduction and their characterizations. Chinese Journal of Chemical
Engineering, 14(1), 114-117.

Muhammad Tahir, H., Saleem, F., Ali, S., Ain, Q. ul, Fazal, A., Summer, M., Mushtaq,
R., Tariq Zahid, M., Liagat, I., & Murtaza, G. (2020). Synthesis of sericin-
conjugated silver nanoparticles and their potential antimicrobial activity.
Journal of Basic Microbiology, 60(5), 458-467.

Mukherjee, P., Ahmad, A., Mandal, D., Senapati, S., Sainkar, S. R., Khan, M. 1., ... &
Sastry, M. (2001). Fungus-mediated synthesis of silver nanoparticles and their
immobilization in the mycelial matrix: A novel biological approach to
nanoparticle synthesis. Nano Letters, 1(10), 515-519.

Muthulakshmi, K., & Uma, C. (2019). Antimicrobial activity of Bacillus subtilis silver
nanoparticles. Frontiers in Bioscience-Elite, 11(1), 89-101.

Nadhman, A., Nazir, S., Khan, M. I., Arooj, S., Bakhtiar, M., Shahnaz, G., & Yasinzai,
M. (2014). PEGylated silver doped zinc oxide nanoparticles as novel
photosensitizers for photodynamic therapy against Leishmania. Free Radical
Biology and Medicine, 77, 230-238.

Nadworny, P. L., Landry, B. K., Wang, J., Tredget, E. E., & Burrell, R. E. (2010). Does
nanocrystalline silver have a transferable effect? Wound repair and
regeneration, 18(2), 254-265.

Nadworny, P. L., Wang, J. F., Tredget, E. E., & Burrell, R. E. (2008). Anti-inflammatory
activity of nanocrystalline silver in a porcine contact dermatitis model.
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 4(3), 241-251.

Naik, M. M., Prabhu, M. S., Samant, S. N., Naik, P. M., & Shirodkar, S. (2017).
Synergistic action of silver nanoparticles synthesized from silver resistant
estuarine Pseudomonas aeruginosa strain SN5 with antibiotics against antibiotic
resistant bacterial human pathogens. Thalassas, 33(1), 73-80.

Najitha Banu, A., Balasubramanian, C., & Moorthi, P. V. (2014). Biosynthesis of silver
nanoparticles using Bacillus thuringiensis against dengue vector, Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae). Parasitology Research, 113(1), 311-316.

Nanda, A., & Saravanan, M. (2009). Biosynthesis of silver nanoparticles from
Staphylococcus aureus and its antimicrobial activity against MRSA and MRSE.
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 5(4), 452-456.

Namasivayam, S. K. R., Christo, B. B., Arasu, S. K., Kumar, K. A. M., & Deepak, K.
(2013). Anti biofilm effect of biogenic silver nanoparticles coated medical
devices against biofilm of clinical isolate of Staphylococcus aureus. Global
Journal of Medical Research, 13(3), 1-7.

Nambiar, S., Osel, E., Fleck, A., Darko, J., Mutsaers, A. J., & Wettig, S. (2018). Synthesis
of curcumin-functionalized gold nanoparticles and cytotoxicity studies in human
prostate cancer cell line. Applied Nanoscience (Switzerland), 8(3), 347-357.

Narayanan, K. B., & Sakthivel, N. (2011). Green synthesis of biogenic metal
nanoparticles by terrestrial and aquatic phototrophic and heterotrophic

164



eukaryotes and biocompatible agents. Advances in Colloid and Interface
Science, 169(2), 59-79.

Naseer, M., Aslam, U., Khalid, B., & Chen, B. (2020). Green route synthesis of silver
nanoparticles and their biological applications. Materials Science &
Engineering C, 112, 110901.

Nasrollahzadeh, M., Atarod, M., Sajjadi, M., Sajadi, S. M., & Issaabadi, Z. (2019). Plant-
mediated green synthesis of nanostructures: mechanisms, characterization, and
applications. In Interface science and technology (Vol. 28, pp. 199-322).
Elsevier.

Nkosi, N. C., Basson, A. K., Ntombela, Z. G., Dlamini, N. G., & Pullabhotla, R. V.
(2024). Green synthesis, characterization and application of silver nanoparticles
using bioflocculant: A review. Bioengineering, 11(5), 492.

Nowack, B., Krug, H. F., & Height, M. (2011). 120 years of nanosilver history:
Implications for policy makers. Environmental Science & Technology, 45(4),
1177-1183.

Ngakala, Z. B., Sibuyi, N. R., Fadaka, A. O., Meyer, M., Onani, M. O., & Madiehe, A.
M. (2021). Advances in nanotechnology towards development of silver
nanoparticle-based wound-healing agents. International journal of molecular
sciences, 22(20), 11272,

Ogar, A., Tylko, G., & Turnau, K. (2015). Anti-fungal properties of silver nanoparticles
against indoor mould growth. Science of the Total Environment, 521-522, 305—
314.

Okka, E. Z., Tongur, T., Aytas, T. T., Yilmaz, M., Topel, O., & Sahin, R. (2023). Green
Synthesis and the formation kinetics of silver nanoparticles in aqueous Inula
Viscosa extract. Optik, 294, 171487.

Orlowski, P., Tomaszewska, E., Gniadek, M., Baska, P., Nowakowska, J., Sokolowska,
J., Nowak, Z., Donten, M., Celichowski, G., Grobelny, J., & Krzyzowska, M.
(2014). Tannic acid modified silver nanoparticles show anti-viral activity in
herpes simplex virus type 2 infection. PLoS ONE, 9(8).

Otagsara, S. T. (2011). Biosynthesis of quasi-spherical Ag nanoparticle by Pseudomonas
aeruginosa as a bioreducing agent. The European Physical Journal-Applied
Physics, 56(3).

Otari, S. v., Patil, R. M., Ghosh, S. J., Thorat, N. D., & Pawar, S. H. (2015). Intracellular
synthesis of silver nanoparticle by actinobacteria and its antimicrobial activity.
Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy,
136(PB), 1175-1180.

Ottoni, C. A., Simdes, M. F., Fernandes, S., Dos Santos, J. G., Da Silva, E. S., de Souza,
R. F. B.,, & Maiorano, A. E. (2017). Screening of filamentous fungi for
antimicrobial silver nanoparticles synthesis. AMB Express, 7, 1-10.

Ouoba, L. I. I, Thorsen, L., & Varnam, A. H. 2008. Enterotoxins and emetic toxins
production by Bacillus cereus and other species of Bacillus isolated from
Soumbala and Bikalga, African alkaline fermented food
condiments. International journal of food microbiology, 124(3), 224-230.

165



Oves, M., Khan, M. S,, Zaidi, A., Ahmed, A. S., Ahmed, F., Ahmad, E., Sherwani, A.,
Owais, M., & Azam, A. (2013). Antibacterial and Cytotoxic Efficacy of
Extracellular Silver Nanoparticles Biofabricated from Chromium Reducing
Novel OS4 Strain of Stenotrophomonas maltophilia. PLoS ONE, 8(3).

Pandurangan, M., Enkhtaivan, G., Venkitasamy, B., Mistry, B., Noorzai, R., Jin, B. Y.,
& Kim, D. H. (2016). Time and concentration-dependent therapeutic potential
of silver nanoparticles in cervical carcinoma cells. Biological trace element
research, 170(2), 309-319.

Pantidos, N. (2014). Biological Synthesis of Metallic Nanoparticles by Bacteria, Fungi
and Plants. Journal of Nanomedicine & Nanotechnology, 05(05).

Parikh, R. Y., Kothari, V. M., Kulkarni, R. M., & Ahmad, A. (2008). Biogenic synthesis
of silver nanoparticles using Bacillus species. Journal of Nanoparticle Research,
10(6), 1183-1188.

Parikh, R. Y., Ramanathan, R., Coloe, P. J., Bhargava, S. K., Patole, M. S., Shouche, Y.
S., & Bansal, V. (2011). Genus-wide physicochemical evidence of extracellular
crystalline silver nanoparticles biosynthesis by morganella spp. PLoS ONE, 6(6).

Parikh, R. Y., Singh, S., Prasad, B. L. V., Patole, M. S., Sastry, M., & Schouche, Y. S.
(2008). Extracellular synthesis of crystalline silver nanoparticles and molecular
evidence of silver resistance from Morganella sp.: Towards understanding
biochemical synthesis mechanism. ChemBioChem, 9(9), 1415-1422.

Park, Y. (2014). A new paradigm shift for the green synthesis of antibacterial silver
nanoparticles utilizing plant extracts. Toxicological Research, 30(3), 169-178.

Patel, R. R., Singh, S. K., & Singh, M. (2023). Green synthesis of silver nanoparticles:
methods, biological applications, delivery and toxicity. Materials
Advances, 4(8), 1831-1849.

Paulkumar, K., Rajeshkumar, S., Gnanajobitha, G., Vanaja, M., Malarkodi, C., &
Annadurai, G. (2013). Biosynthesis of Silver Chloride Nanoparticles Using
Bacillus subtilis MTCC 3053 and Assessment of Its Anti-fungal Activity . ISRN
Nanomaterials, 2013, 1-8.

Peiris, M. M. K., Fernando, S. S. N., Jayaweera, P. M., Arachchi, N. D. H. ve Guansekara,
T. D. C. P. 2018. Comparison of Antimicrobial Properties of Silver
Nanoparticles Synthesized from Selected Bacteria. Indian journal of
microbiology, 58(3), 301 311.

Piao, M. J., Kang, K. A., Lee, I. K., Kim, H. S, Kim, S., Choi, J. Y., Choi, J., & Hyun, J.
W. (2011). Silver nanoparticles induce oxidative cell damage in human liver
cells through inhibition of reduced glutathione and induction of mitochondria-
involved apoptosis. Toxicology Letters, 201(1), 92-100.

Pourali, P., & Yahyaei, B. (2016). Biological production of silver nanoparticles by soil
isolated bacteria and preliminary study of their cytotoxicity and cutaneous
wound healing efficiency in rat. Journal of Trace Elements in Medicine and
Biology, 34, 22-31.

Pourali, P., Baserisalehi, M., Afsharnezhad, S., Behravan, J., Alavi, H., & Hosseini, B.
B. A. (2012). Biological synthesis of silver and gold nanoparticles by bacteria in

166



different temperatures (37 C and 50 C).Journal of Pure and Applied
Microbiology, 6(2), 757-763.

Prabhu, D., Arulvasu, C., Babu, G., Manikandan, R., & Srinivasan, P. (2013).
Biologically synthesized green silver nanoparticles from leaf extract of Vitex
negundo L. induce growth-inhibitory effect on human colon cancer cell line
HCT15. Process Biochemistry, 48(2), 317-324.

Prabhu, S., & Poulose, E. K. (2012). Silver nanoparticles: mechanism of antimicrobial
action, synthesis, medical applications, and toxicity effects. International nano
letters, 2(1), 1-10.

Prabhu, S., Rajan, R., & Ramesh, S. (2024). Biogenic silver nanoparticles inhibit Candida
albicans biofilms: dose-dependent analysis. Mycopathologia, 189, 451-466.

Prakash, A., Sharma, S., Ahmad, N., Ghosh, A., & Sinha, P. (2011). Synthesis of Agnps
By Bacillus Cereus Bacteria and Their Antimicrobial Potential. Journal of
Biomaterials and Nanobiotechnology, 02(02), 155-161.

Prasad, T. N. V. K. V., & Elumalai, E. (2011). Biofabrication of Ag nanoparticles using
Moringa oleifera leaf extract and their antimicrobial activity. Asian Pacific
Journal of Tropical Biomedicine, 1(6), 439-442.

Priyadarshini, S., Gopinath, V., Meera Priyadharsshini, N., MubarakAli, D., & Velusamy,
P. (2013). Synthesis of anisotropic silver nanoparticles using novel strain,
Bacillus flexus and its biomedical application. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 102, 232-237.

Pryshchepa, O., Pomastowski, P. ve Buszewski, B. 2020. Silver nanoparticles: Synthesis,
investigation techniques, and properties. Advances in Colloid and Interface
Science, 284, 102246.

Pugazhenthiran, N., Anandan, S., Kathiravan, G., Udaya Prakash, N. K., Crawford, S., &
Ashokkumar, M. (2009). Microbial synthesis of silver nanoparticles by Bacillus
sp. Journal of Nanoparticle Research, 11(7), 1811-1815.

Pyatenko, A., Yamaguchi, M., & Suzuki, M. (2007). Synthesis of spherical silver
nanoparticles with controllable sizes in aqueous solutions. Journal of Physical
Chemistry C, 111(22), 7910-7917.

Quester, K., Avalos-Borja, M., & Castro-Longoria, E. (2013). Biosynthesis and
microscopic study of metallic nanoparticles. In Micron (Vols. 54-55, pp. 1-27).

Raheman, F., Deshmukh, S., Ingle, A., Gade, A., & Rai, M. (2011). Silver nanoparticles:
Novel antimicrobial agent synthesized from an endophytic fungus Pestalotia sp.
Isolated from leaves of Syzygium cumini (L). Nano Biomedicine and
Engineering, 3(3), 174-178.

Rahman, S., Rahman, L., Khalil, A. T., Ali, N., Zia, D., Ali, M., & Shinwari, Z. K. (2019).
Endophyte-mediated synthesis of silver nanoparticles and their biological
applications. In Applied Microbiology and Biotechnology (\Vol. 103, Issue 6, pp.
2551-2569). Springer Verlag.

Rai, M., Yadav, A., Gade, A., & Santos, C. (2020). Silver nanoparticles as a new
generation of antimicrobials. Biotechnology Advances, 27(1), 76-83.

167



Railean-Plugaru, V., Pomastowski, P., Wypij, M., Szultka-Mlynska, M., Rafinska, K.,
Golinska, P., Dahm, H., & Buszewski, B. (2016). Study of silver nanoparticles
synthesized by acidophilic strain of Actinobacteria isolated from the of Picea
sitchensis forest soil. Journal of Applied Microbiology, 120(5), 1250-1263.

Raj, S., Trivedi, R., & Soni, V. (2021). Biogenic synthesis of silver nanoparticles,
characterization and their applications—a review. Surfaces, 5(1), 67-90.

Rajkuberan, C., Sudha, K., Sathishkumar, G., & Sivaramakrishnan, S. (2015).
Antibacterial and cytotoxic potential of silver nanoparticles synthesized using
latex of Calotropis gigantea L. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 136(PB), 924-930.

Rajora, N., Kaushik, S., Jyoti, A., & Kothari, S. L. 2016. Rapid synthesis of silver
nanoparticles by Pseudomonas stutzeri isolated from textile soil under optimised
conditions and evaluation of their antimicrobial and cytotoxicity properties. IET
Nanobiotechnology, 10(6), 367-373.

Ramanathan, R., O’Mullane, A. P., Parikh, R. Y., Smooker, P. M., Bhargava, S. K., &
Bansal, V. (2011). Bacterial kinetics-controlled shape-directed biosynthesis of
silver nanoplates using morganella psychrotolerans. Langmuir, 27(2), 714-719.

Ramanathan, S., & Gopinath, S. C. B. (2017). Potentials in synthesizing nanostructured
silver particles. In Microsystem Technologies (Vol. 23, Issue 10, pp. 4345-
4357). Springer Verlag.

Ramesh, A., Sundari, M. T., & Thirugnanam, P. E. (2015). Microbial molecular
mechanisms in biosynthesis of nanoparticles. Bio-Nanoparticles: Biosynthesis
and Sustainable Biotechnological Implications, 53-81.

Rane, A. N., Baikar, V. v., Ravi Kumar, D. v., & Deopurkar, R. L. (2017). Agro-industrial
wastes for production of biosurfactant by Bacillus subtilis ANR 88 and its
application in synthesis of silver and gold nanoparticles. Frontiers in
Microbiology, 8(MAR).

Rani, K., Singh, P., & Kumar, V. (2024). Synthesis and characterization of silver
nanoparticles using bottom-up approach. Journal of Nanomaterials Research,
12(3), 201-215.

Rastogi, A., Singh, A., & Ali, S. (2019). Mechanisms of silver nanoparticle-induced
cytotoxicity. Toxicology in Vitro, 59, 12-20

Rasulov, B., Rustamova, N., Yili, A., Zhao, H. Q., & Aisa, H. A. (2016). Synthesis of
silver nanoparticles on the basis of low and high molar mass exopolysaccharides
of Bradyrhizobium japonicum 36 and its antimicrobial activity against some
pathogens. Folia Microbiologica, 61(4), 283-293.

Rathod, D., Golinska, P., Wypij, M., Dahm, H., & Rai, M. (2016). A new report of
Nocardiopsis valliformis strain OT1 from alkaline Lonar crater of India and its
use in synthesis of silver nanoparticles with special reference to evaluation of
antibacterial activity and cytotoxicity. Medical Microbiology and Immunology,
205(5), 435-447.

168



Raveendran, P., Fu, J.,, & Wallen, S. L. (2003). Completely “green” synthesis and
stabilization of metal nanoparticles. Journal of the American Chemical Society,
125(46), 13940-13941.

Ravindra, S., Murali Mohan, Y., Narayana Reddy, N., & Mohana Raju, K. (2010).
Fabrication of antibacterial cotton fibres loaded with silver nanoparticles via *
Green Approach.” Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects, 367(1-3), 31-40.

Rehan, M., Mashaly, H. M., Mowafi, S., Abou El-Kheir, A., & Emam, H. E. (2015).
Multi-functional textile design using in-situ Ag NPs incorporation into natural
fabric matrix. Dyes and Pigments, 118, 9-17.

Rezvani Amin, Z., Khashyarmanesh, Z., & Fazly Bazzaz, B. S. (2016). Different behavior
of Staphylococcus epidermidis in intracellular biosynthesis of silver and
cadmium sulfide nanoparticles: more stability and lower toxicity of extracted
nanoparticles. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 32(9).

Romano, 1., Vitiello, G., Gallucci, N., Di Girolamo, R., Cattaneo, A., Poli, A., & Di
Donato, P. (2022). Extremophilic microorganisms for the green synthesis of
antibacterial nanoparticles. Microorganisms, 10(10), 1885.

Roénavari, A., Igaz, N., & Konya, Z. (2022). Size- and coating-dependent antibacterial
and antibiofilm activity of silver nanoparticles. Nanomaterials, 12(4), 645.

Rose, G., Soni, R., Rishi, P. ve Soni, S. 2019. Optimization of the biological synthesis of
silver nanoparticles using Penicillium oxalicum GRS-1 and their antimicrobial
effects against common food-borne pathogens. Green Processing and Synthesis,
8, 144-156.

Rossi-Bergmann, B., Pacienza-Lima, W., Marcato, P. D., De Conti, R., & Duran, N.
(2012). Therapeutic potential of biogenic silver nanoparticles in murine
cutaneous leishmaniasis. In Journal of Nano Research (Vol. 20, pp. 89-97).
Trans Tech Publications Ltd.

Sadhasivam, S., Shanmugam, P., & Yun, K. S. (2010). Biosynthesis of silver
nanoparticles by Streptomyces hygroscopicus and antimicrobial activity against
medically important pathogenic microorganisms. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 81(1), 358-362.

Saeed, S., Igbal, A., & Ashraf, M. A. (2020). Bacterial-mediated synthesis of silver
nanoparticles and their significant effect against pathogens. Environmental
Science and Pollution Research, 27(30), 37347-37356.

Safaepour, M., Shahverdi, A. R., Shahverdi, H. R., Khorramizadeh, M. R., & Gohari, A.
R. (2009). Green synthesis of small silver nanoparticles using geraniol and its
cytotoxicity against fibrosarcoma-wehi 164. Avicenna journal of medical
biotechnology, 1(2), 111.

Saha, S., Pal, A., Kundu, S., Basu, S., & Pal, T. (2010). Photochemical green synthesis
of calcium-alginate-stabilized ag and au nanoparticles and their catalytic
application to 4-nitrophenol reduction. Langmuir, 26(4), 2885-2893.

169



Sayah, E., Brouri, D., Wu, Y., Musi, A., Da Costa, P., & Massiani, P. (2011). A TEM and
UV-visible study of silver reduction by ethanol in Ag-alumina catalysts.
Applied Catalysis A: General, 406, 94-101.

Shah, J., Pandya, A., Goyal, P., Misra, S. K., & Singh, S. (2020). BSA-Decorated
Magnesium Nanoparticles for Scavenging Hydrogen Peroxide from Human
Hepatic Cells. ACS Applied Nano Materials, 3(4), 3355-3370.

Saifuddin, N., Wong, C. W., & Yasumira, A. N. (2009). Rapid biosynthesis of silver
nanoparticles using culture supernatant of bacteria with microwave
irradiation. Journal of Chemistry, 6(1), 61-70.

Salunke, G. R., Ghosh, S., Santosh Kumar, R. J., Khade, S., Vashisth, P., Kale, T.,
Chopade, S., Pruthi, V., Kundu, G., Bellare, J. R., & Chopade, B. A. (2014).
Rapid efficient synthesis and characterization of silver, gold, and bimetallic
nanoparticles from the medicinal plant Plumbago zeylanica and their application
in biofilm control. International Journal of Nanomedicine, 9(1), 2635-2653.

Samadi, N., Golkaran, D., Eslamifar, A., Jamalifar, H., Fazeli, M. R., & Mohseni, F. A.
(2009). Intra/extracellular biosynthesis of silver nanoparticles by an
autochthonous strain of proteus mirabilis isolated fromphotographic waste.
Journal of Biomedical Nanotechnology, 5(3), 247-253.

Santhoshkumar, T., Rahuman, A. A., Rajakumar, G., Marimuthu, S., Bagavan, A.,
Jayaseelan, C., Zahir, A. A, Elango, G., & Kamaraj, C. (2011). Synthesis of
silver nanoparticles using Nelumbo nucifera leaf extract and its larvicidal
activity against malaria and filariasis vectors. Parasitology Research, 108(3),
693-702.

Saravana Kumar, P., Balachandran, C., Duraipandiyan, V., Ramasamy, D., Ignacimuthu,
S., & Al-Dhabi, N. A. (2015). Extracellular biosynthesis of silver nanoparticle
using Streptomyces sp. 09 PBT 005 and its antibacterial and cytotoxic
properties. Applied Nanoscience (Switzerland), 5(2), 169-180.

Saravanan, C., Rajesh, R., Kaviarasan, T., Muthukumar, K., Kavitake, D., & Shetty, P.
H. (2017). Synthesis of silver nanoparticles using bacterial exopolysaccharide
and its application for degradation of azo-dyes. Biotechnology Reports, 15, 33—
40.

Sathishkumar, M., Sneha, K., Won, S. W., Cho, C. W., Kim, S., & Yun, Y. S. (2009).
Cinnamon zeylanicum bark extract and powder mediated green synthesis of
nano-crystalline silver particles and its bactericidal activity. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 73(2), 332—338.

Sathiyanarayanan, G., Seghal Kiran, G., & Selvin, J. (2013). Synthesis of silver
nanoparticles by polysaccharide bioflocculant produced from marine Bacillus
subtilis MSBN17. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 102, 13-20.

Satpute, S. K., Banat, I. M., Dhakephalkar, P. K., Banpurkar, A. G., & Chopade, B. A.
(2010). Biosurfactants, bioemulsifiers and exopolysaccharides from marine
microorganisms. In Biotechnology Advances (Vol. 28, Issue 4, pp. 436-450).

Selvakannan, P. R., Swami, A., Srisathiyanarayanan, D., Shirude, P. S., Pasricha, R.,
Mandale, A. B., & Sastry, M. (2004). Synthesis of aqueous Au core-Ag shell

170



nanoparticles using tyrosine as a pH-dependent reducing agent and assembling
phase-transferred silver nanoparticles at the air-water interface. Langmuir,
20(18), 7825-7836.

Seshadri, S., Prakash, A., & Kowshik, M. (2012). Biosynthesis of silver nanoparticles by
marine bacterium, Idiomarina sp. PR58-8. Bulletin of Materials Science, 35(7),
1201-1205.

Shah, S. A., Sohail, M., Khan, S., Minhas, M. U., de Matas, M., Sikstone, V., Hussain,
Z., Abbasi, M., & Kousar, M. 2019. Biopolymer-based biomaterials for
accelerated diabetic wound healing: A critical review. International Journal of
Biological Macromolecules, 139, 975-993.

Shahverdi, A. R., Fakhimi, A., Shahverdi, H. R., & Minaian, S. (2007). Synthesis and
effect of silver nanoparticles on the antibacterial activity of different antibiotics
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology, and Medicine, 3(2), 168-171.

Shahverdi, A. R., Minaeian, S., Shahverdi, H. R., Jamalifar, H., & Nohi, A. A. (2007).
Rapid synthesis of silver nanoparticles using culture supernatants of
Enterobacteria: A novel biological approach. Process Biochemistry, 42(5), 919—
923.

Shameli, K., Ahmad, M. B., Jazayeri, S. D., Shabanzadeh, P., Sangpour, P., Jahangirian,
H., & Gharayebi, Y. (2012). Investigation of antibacterial properties silver
nanoparticles prepared via green method. Chemistry Central Journal, 6(1).

Shanthi, S., David Jayaseelan, B., Velusamy, P., Vijayakumar, S., Chih, C. T., &
Vaseeharan, B. (2016). Biosynthesis of silver nanoparticles using a probiotic
Bacillus licheniformis Dahbl and their antibiofilm activity and toxicity effects
in Ceriodaphnia cornuta. Microbial Pathogenesis, 93, 70-77.

Sharma, A. ve Kumar, S. 2021. Synthesis and Green Synthesis of Silver Nanoparticles.
In Polymer Nanocomposites Based on Silver Nanoparticles. Lal, H.M., Thomas,
S., Li, T., Maria, H.J. (eds), Springer, Cham, 25-64.

Sharma, G., Jasuja, N. D., Kumar, M., ve Ali, M. I. 2015. Biological synthesis of silver
nanoparticles by cell-free extract of Spirulina platensis. Journal of
nanotechnology, 2015(1), 132675.

Sharma, V. K., Yngard, R. A., & Lin, Y. (2010). Silver nanoparticles: Green synthesis
and their antimicrobial activities. Advances in Colloid and Interface Science,
145(1-2), 83-96.

Shrivastava, S., Bera, T., Roy, A., Singh, G., Ramachandrarao, P., & Dash, D. (2007).

Characterization of enhanced antibacterial effects of novel silver nanoparticles.
Nanotechnology, 18(22), 225103.

Sibbald, R. G., Contreras-Ruiz, J., Coutts, P., Fierheller, M., Rothman, A., & Woo, K.
(2007). Bacteriology, inflammation, and healing: a study of nanocrystalline
silver dressings in chronic venous leg ulcers. Advances in skin & wound care,
20(10), 549-558.

Siddigi, K.S., Husen, A. & Rao, R.A.K. A review on biosynthesis of silver nanoparticles
and their biocidal properties. J Nanobiotechnol 16, 14 (2018).

171



Singh, J., Dutta, T., Kim, K. H., Rawat, M., Samddar, P., & Kumar, P. (2018). “Green”
synthesis of metals and their oxide nanoparticles: Applications for
environmental remediation. In Journal of Nanobiotechnology (Vol. 16, Issue 1).
BioMed Central Ltd.

Singh, J., Kumar, V., Kim, K. et al. (2021). Biological synthesis of metallic nanoparticles
and their therapeutic applications. Micromachines, 12(10), 1215.

Singh, P., Kim, Y. J,, Singh, H., Mathiyalagan, R., Wang, C., & Yang, D. C. (2015).
Biosynthesis of anisotropic silver nanoparticles by bhargavaea indica and their
synergistic effect with antibiotics against pathogenic microorganisms. Journal
of Nanomaterials, 2015.

Singh, P., Kim, Y. J., Zhang, D., & Yang, D. C. (2022). Biological synthesis of
nanoparticles from plants and microorganisms. Trends in Biotechnology, 38(1),
52-68.

Singh, P., Pandit, S., Jers, C., Joshi, A. S., Garnas, J., & Mijakovic, I. (2021). Silver
nanoparticles produced from Cedecea sp. exhibit antibiofilm activity and
remarkable stability. Scientific Reports, 11(1), 1-13.

Singh, P., Singh, H., Kim, Y. J., Mathiyalagan, R., Wang, C., & Yang, D. C. (2016).
Extracellular synthesis of silver and gold nanoparticles by Sporosarcina
koreensis DC4 and their biological applications. Enzyme and Microbial
Technology, 86, 75-83.

Singh, R., & Sharma, N. (2023). Microbial synthesis of silver nanoparticles: Scale-up and
application perspectives. Applied Microbiology and Biotechnology, 107(1), 45—
60.

Singh, R., Shedbalkar, U. U., Wadhwani, S. A., & Chopade, B. A. (2015). Bacteriagenic
silver nanoparticles: synthesis, mechanism, and applications. In Applied
Microbiology and Biotechnology (Vol. 99, Issue 11, pp. 4579-4593). Springer
Verlag.

Singh, R., Shukla, A., & Dubey, P. (2023). Silver nanoparticle-induced stress responses
and biofilm modulation in MRSA. Microbial Pathogenesis, 178, 106-213.

Singh, R., Wagh, P., Wadhwani, S., Gaidhani, S., Kumbhar, A., Bellare, J., & Chopade,
B. A. (2013). Synthesis, optimization, and characterization of silver
nanoparticles from Acinetobacter calcoaceticus and their enhanced antibacterial
activity when combined with antibiotics. International Journal of
Nanomedicine, 8, 4277-4290.

Singhal, G., Bhavesh, R., Kasariya, K., Sharma, A. R., & Singh, R. P. (2011).
Biosynthesis of silver nanoparticles using Ocimum sanctum (Tulsi) leaf extract
and screening its antimicrobial activity. Journal of Nanoparticle Research,
13(7), 2981-2988.

Sintubin, L., de Windt, W., Dick, J., Mast, J., van der Ha, D., Verstraete, W., & Boon, N.
(2009). Lactic acid bacteria as reducing and capping agent for the fast and
efficient production of silver nanoparticles. Applied Microbiology and
Biotechnology, 84(4), 741-749.

172



Socrates, G. (2004). Infrared and Raman characteristic group frequencies: Tables and
charts (3rd ed.). John Wiley & Sons.

Sondi, I., & Salopek-Sondi, B. (2004). Silver nanoparticles as antimicrobial agent: A
case study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. Journal of Colloid
and Interface Science, 275(1), 177-182.

Song, J. Y., & Kim, B. S. (2009). Rapid biological synthesis of silver nanoparticles using
plant leaf extracts. Bioprocess and Biosystems Engineering, 32(1), 79-84.

Sre, P. R., Reka, M., Poovazhagi, R., Kumar, M. A., & Murugesan, K. (2015).
Antibacterial and cytotoxic effect of biologically synthesized silver
nanoparticles using aqueous root extract of Erythrina indica lam. Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 135, 1137-1144.

Sriram, M. 1., Kalishwaralal, K., Barathmanikanth, S., & Gurunathani, S. (2012). Size-
based cytotoxicity of silver nanoparticles in bovine retinal endothelial cells.
Nanoscience Methods, 1(1), 56-77.

Sriram, M. |., Kalishwaralal, K., & Gurunathan, S. (2012). Biosynthesis of silver and gold
nanoparticles using Bacillus licheniformis. In Nanoparticles in biology and
medicine (pp. 33-43). Humana Press, Totowa, NJ.

Srivastava, P., Braganga, J., Ramanan, S. R., & Kowshik, M. (2013). Synthesis of silver
nanoparticles using haloarchaeal isolate Halococcus salifodinae BKa3.
Extremophiles, 17(5), 821-831.

Srivastava, S. K., & Constanti, M. (2012). Room temperature biogenic synthesis of
multiple nanoparticles (Ag, Pd, Fe, Rh, Ni, Ru, Pt, Co, and Li) by Pseudomonas
aeruginosa SM1. Journal of Nanoparticle Research, 14(4).

Seker Karatoprak, G., Aydin, G., Altinsoy, B., Altinkaynak, C., Kosar, M., & Ocsoy, I.
(2017). The Effect of Pelargonium endlicherianum Fenzl. root extracts on
formation of nanoparticles and their antimicrobial activities. Enzyme and
Microbial Technology, 97, 21-26.

Tahvilian, R., Zangeneh, M. M., Falahi, H., Sadrjavadi, K., Jalalvand, A. R., & Zangeneh,
A. (2019). Green synthesis and chemical characterization of copper
nanoparticles using Allium saralicum leaves and assessment of their
cytotoxicity, antioxidant, antimicrobial, and cutaneous wound healing
properties. Applied Organometallic Chemistry, 33(12), 1-16.

Tai, C. Y., Wang, Y. H., & Liu, H. S. (2008). A green process for preparing silver
nanoparticles using spinning disk reactor. AIChE Journal, 54(2), 445-452.

Tamboli, D. P., & Lee, D. S. (2013). Mechanistic antimicrobial approach of
extracellularly synthesized silver nanoparticles against gram positive and gram
negative bacteria. Journal of Hazardous Materials, 260, 878-884.

Tarannum, N., Divya, G., & Gautam, Y. K. (2019). Facile green synthesis and
applications of silver nanoparticles: A state-of-the-art review. RSC Advances,
9, 34926-34948.

Thomas, R., Janardhanan, A., Varghese, R. T., Soniya, E. V., Mathew, J.,, &
Radhakrishnan, E. K. (2014). Antibacterial properties of silver nanoparticles

173



synthesized by marine Ochrobactrum sp. Brazilian Journal of Microbiology, 45,
1221-1227.

Thomas, R., Jasim, B., Mathew, J., & Radhakrishnan, E. K. (2012). Extracellular
synthesis of silver nanoparticles by endophytic Bordetella sp. isolated from Piper
nigrum and its antibacterial activity analysis. Nano Biomedicine and
Engineering, 4(4), 183-187.

Thorley, A. J., & Tetley, T. D. (2013). New perspectives in nanomedicine. In
Pharmacology and Therapeutics (Vol. 140, Issue 2, pp. 176-185).

Tian, J.,, Wong, K. K. Y., Ho, C. M., Lok, C. N., Yu, W. Y., Che, C. M,, Chiu, J. F., &
Tam, P. K. H. (2007). Topical delivery of silver nanoparticles promotes wound
healing. ChemMedChem, 2(1), 129-136.

Tong, Z., Jiang, Y., Yang, D., Shi, J., Zhang, S., Liu, C., & Jiang, Z. (2014). Biomimetic
and bioinspired synthesis of titania and titania-based materials. In RSC Advances
(Vol. 4, Issue 24, pp. 12388-12403).

Touaitia, R., Mairi, A., Ibrahim, N. A., Basher, N. S., Idres, T. ve Touati, A. 2025.
Staphylococcus aureus: A Review of the Pathogenesis and Virulence
Mechanisms. Antibiotics, 14(5), 470.

Tsibakhashvili, N. Y., Kirkesali, E. I., Pataraya, D. T., Gurielidze, M. A., Kalabegishvili,
T. L., Gvarjaladze, D. N., Tsertsvadze, G. I., Frontasyeva, M. V., Zinicovscaia,
I. 1., Wakstein, M. S., Khakhanov, S. N., Shvindina, N. V., & Shklover, V. Y.
(2011). Microbial synthesis of silver nanoparticles by Streptomyces glaucus and
Spirulina platensis. Advanced Science Letters, 4(11-12), 3408-3417.

Tsuji, T., Iryo, K., Watanabe, N., & Tsuji, M. (2002). Preparation of silver nanoparticles
by laser ablation in solution: influence of laser wavelength on particle size. Appl
Surf Sci. 2002;202(1-2):80-85.

Tummalapalli, M., Deopura, B. L., Alam, M. S., & Gupta, B. (2015). Facile and green
synthesis of silver nanoparticles using oxidized pectin. Materials Science and
Engineering C, 50, 31-36.

Uthaman, A., Lal, H. M. ve Thomas, S. 2021. Fundamentals of Silver Nanoparticles and
Their Toxicological Aspects. In: Polymer Nanocomposites Based on Silver
Nanoparticles. Engineering Materials Lal, H.M., Thomas, S., Li, T., Maria, H.J.
(eds). Springer, Cham, 1-24.

Vahabi, K., Mansoori, G. A., & Karimi, S. (2011). Biosynthesis of Silver Nanoparticles
by Fungus Trichoderma Reesei (A Route for Large-Scale Production of AgNPs).
Insciences Journal, 65-79.

van, J., Tuk, B., Barritault, D., & Tong, M. 2012. Heparan Sulfate Proteoglycan Mimetics
Promote Tissue Regeneration: An Overview. Tissue Regeneration - From Basic
Biology to Clinical Application, Martin 1997.

Vanlalveni, C., Ralte, V., Zohmingliana, H., Das, S., Anal, J. M. H., Lallianrawna, S., &
Rokhum, S. L. (2024). A review of microbes mediated biosynthesis of silver
nanoparticles and their enhanced antimicrobial activities. Heliyon, 10(11).

Vasanth, K., llango, K., MohanKumar, R., Agrawal, A., & Dubey, G. P. (2014).
Anticancer activity of Moringa oleifera mediated silver nanoparticles on human

174



cervical carcinoma cells by apoptosis induction. Colloids and surfaces B:
Biointerfaces, 117, 354-3509.

Veerasamy, R., Xin, T. Z., Gunasagaran, S., Xiang, T. F. W., Yang, E. F. C., Jeyakumar,
N., & Dhanaraj, S. A. (2011). Biosynthesis of silver nanoparticles using
mangosteen leaf extract and evaluation of their antimicrobial activities. Journal
of Saudi Chemical Society, 15(2), 113-120.

Velluti, F., Mosconi, N., Acevedo, A., Borthagaray, G., Castiglioni, J., Faccio, R, ... &
Torre, M. H. (2014). Synthesis, characterization, microbiological evaluation,
genotoxicity and synergism tests of new nano silver complexes with
sulfamoxole: X-ray diffraction of [Ag2 (SMX) 2]- DMSO. Journal of inorganic
biochemistry, 141, 58-69.

Velusamy, P., Kumar, G. V., Jeyanthi, V., Das, J. ve Pachaiappan, R. 2016. Bio-inspired
green nanoparticles: synthesis, mechanism, and antibacterial application.
Toxicological research, 32, 95-102.

Venegas, M. A., Bollaert, M. D., Jafari, A., Bondoc, J. M. G., Twilley, J., Thompson, W.,
& Movahedzadeh, F. 2018. Nanoparticles against resistant Pseudomonas spp.
Microbial Pathogenesis, 118, 115-117.

Venil, C. K., Sathishkumar, P., Malathi, M., Usha, R., Jayakumar, R., Yusoff, A. R. M.,
& Ahmad, W. A. (2016). Synthesis of flexirubin-mediated silver nanoparticles
using Chryseobacterium artocarpi CECT 8497 and investigation of its anticancer
activity. Materials Science and Engineering C, 59, 228-234.

Venkatpurwar, V., & Pokharkar, V. (2011). Green synthesis of silver nanoparticles using
marine polysaccharide: Study of in-vitro antibacterial activity. Materials Letters,
65(6), 999-1002.

Verma, S. K., Jha, E., Panda, P. K., Mishra, A., Thirumurugan, A., Das, B., Parashar, S.
K.S., & Suar, M. (2018). Rapid novel facile biosynthesized silver nanoparticles
from bacterial release induce biogenicity and concentration dependent in vivo
cytotoxicity with embryonic Zebrafish-A mechanistic insight. Toxicological
Sciences, 161(1), 125-138.

Vieira, L. F. D. A, Lins, M. P., Viana, I. M. M. N., Dos Santos, J. E., Smaniotto, S., &
Reis, M. D. D. S. (2017). Metallic nanoparticles reduce the migration of human
fibroblasts in vitro. Nanoscale research letters, 12(1), 200.

Vigneshwaran, N., Ashtaputre, N. M., Varadarajan, P. V., Nachane, R. P., Paralikar, K.
M., & Balasubramanya, R. H. (2007). Biological synthesis of silver
nanoparticles using the fungus Aspergillus flavus. Materials letters, 61(6), 1413-
1418.

Vigneshwaran, N., Kathe, A. A., Varadarajan, P. v., Nachane, R. P., & Balasubramanya,
R. H. (2006). Biomimetics of silver nanoparticles by white rot fungus,
Phaenerochaete chrysosporium. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 53(1),
55-59.

Vigneshwaran, N., Nachane, R. P., Balasubramanya, R. H., & Varadarajan, P. v. (2006).
A novel one-pot “green” synthesis of stable silver nanoparticles using soluble
starch. Carbohydrate Research, 341(12), 2012-2018.

175



Vijayakumar, G., Kim, H. J., & Rangarajulu, S. K. (2023). In vitro antibacterial and
wound healing activities evoked by silver nanoparticles synthesized through
probiotic bacteria. Antibiotics, 12(1), 141.

Vilchis-Nestor, A. R., Sanchez-Mendieta, V., A. Camacho-Lopez, Gomez-Espinosa, R.
M., Camacho-Lopez, M. A. ve Arenas-Alatorre, J. A. 2008. Solventless
synthesis and optical properties of Au and Ag nanoparticles using Camellia
sinensis extract. Materials Letters, 62(17-18), 3103-3105.

Viorica, R. P., Pawel, P., Kinga, M., Michal, Z., Katarzyna, R., & Boguslaw, B. (2017).
Lactococcus lactis as a safe and inexpensive source of bioactive silver
composites. Applied Microbiology and Biotechnology, 101(19), 7141-7153.

Vlachou, E., Chipp, E., Shale, E., Wilson, Y. T., Papini, R., & Moiemen, N. S. (2007).
The safety of nanocrystalline silver dressings on burns: A study of systemic
silver absorption. Burns, 33(8), 979-985.

Wallin, R. F., & Arscott, E. F. 1998. A practical guide to ISO 10993-5:
Cytotoxicity. Medical Device and Diagnostic Industry, 20, 96-98.

Wang, C., Kim, Y. J,, Singh, P., Mathiyalagan, R., Jin, Y., & Yang, D. C. (2016). Green
synthesis of silver nanoparticles by Bacillus methylotrophicus, and their
antimicrobial activity. Artificial Cells, Nanomedicine and Biotechnology, 44(4),
1127-1132.

Wang, C., Singh, P., Kim, Y. J., Mathiyalagan, R., Myagmarjav, D., Wang, D., Jin, C.
G., & Yang, D. C. (2016). Characterization and antimicrobial application of
biosynthesized gold and silver nanoparticles by using Microbacterium resistens.
Artificial Cells, Nanomedicine and Biotechnology, 44(7), 1714-1721.

Wang, C. yu, Makvandi, P., Zare, E. N., Tay, F. R., & Niu, L. na. (2020). Advances in
Antimicrobial Organic and Inorganic Nanocompounds in Biomedicine.
Advanced Therapeutics, 3(8).

Wang, H., Chen, H., Wang, Y., Huang, J., Kong, T., Lin, W., ... & Li, Q. (2012). Stable
silver nanoparticles with narrow size distribution non-enzymatically synthesized
by Aeromonas sp. SH10 cells in the presence of hydroxyl ions. Current
Nanoscience, 8(6), 838-846.

Wasilewska, A., Klekotka, U., Zambrzycka, M., Zambrowski, G., Swi@cicka, I, &
Kalska-Szostko, B. 2023. Physico-chemical properties and antimicrobial activity
of silver nanoparticles fabricated by green synthesis. Food Chemistry, 400.

Wei, L., Lu, J., Xu, H., Patel, A., Chen, Z. S., & Chen, G. (2015). Silver nanoparticles:
Synthesis, properties, and therapeutic applications. In Drug Discovery Today
(Vol. 20, Issue 5, pp. 595-601). Elsevier Ltd.

Wiley, B., Sun, Y., Mayers, B., & Xia, Y. (2005). Shape-controlled synthesis of metal
nanostructures: The case of silver. In Chemistry - A European Journal (Vol. 11,
Issue 2, pp. 454-463).

Willey, J.M., Sherwood, L. and Woolverton, C.J. 2023. Prescott's microbiology (\Vol.
12). ISBN 9781265123031. New York: McGraw-Hill.

Witte, M. B., & Barbul, A. (1997). General principles of wound healing. Surgical Clinics
of North America, 77(3), 509-528.

176



Wong, C. K., Cheung, P. F., Ip, W. K., & Lam, C. W. (2007). Intracellular signaling
mechanisms regulating toll-like receptor—mediated activation of eosinophils.
American journal of respiratory cell and molecular biology, 37(1), 85-96.

Wright, J. B., Lam, K., Buret, A. G., Olson, M. E., & Burrell, R. E. (2002). Early healing
events in a porcine model of contaminated wounds: Effects of nanocrystalline
silver on matrix metalloproteinases, cell apoptosis, and healing. Wound Repair
and Regeneration, 10(3), 141-151.

Wypij, M., Golinska, P., Dahm, H., & Rai, M. (2017). Actinobacterial-mediated synthesis
of silver nanoparticles and their activity against pathogenic bacteria. IET
Nanobiotechnology, 11(3), 336-342.

Xiang, D. xi, Chen, Q., Pang, L., & Zheng, C. long. (2011). Inhibitory effects of silver
nanoparticles on HIN1 influenza A virus in vitro. Journal of Virological
Methods, 178(1-2), 137-142.

Yadav, S. ve Khurana, J. M. 2015. Cinnamomum tamala leaf extract-mediated green
synthesis of Ag nanoparticles and their use in pyranopyrazles synthesis. Chinese
Journal of Catalysis, 36(7), 1042-1046.

Yalcinoz, A. H., Gursoy Calis, G. E., Karaca, B., Eskizengin, H., & Coleri Cihan, A. 2025.
Biosynthesis of silver nanoparticles by thermophilic spore-forming bacilli:
screening for high-performance strains and characterization of silver
nanoparticles from Anoxybacillus sp. D401la. Preparative Biochemistry &
Biotechnology, 1-23.

Yang, J. Y., Huang, C. Y., Chuang, S. S., & Chen, C. C. (2007). A clinical experience of
treating exfoliative wounds using nanocrystalline silver-containing dressings
(Acticoat®). Burns, 33(6), 793-797.

Yang, S. 2021. Characterization of Silver Nanoparticles. In: Polymer Nanocomposites
Based on Silver Nanoparticles. Engineering Materials. Lal, H.M., Thomas, S.,
Li, T., Maria, H.J. (eds), Springer, Cham, 83-107.

Yao, C., Zhu, J., Xie, A., Shen, Y., Li, H., Zheng, B., & Wei, Y. (2017). Graphene oxide
and creatine phosphate disodium dual template-directed synthesis of
GO/hydroxyapatite and its application in drug delivery. Materials Science and
Engineering C, 73, 709-715.

Yaqoob, A. A., Umar, K. ve Ibrahim, M. N. M. 2020. Silver nanoparticles: various
methods of synthesis, size affecting factors and their potential applications—a
review. Appl Nanosci, 10, 1369-1378.

Yazdani-Arazi, S. N., Ghanbarzadeh, S., Adibkia, K., Kouhsoltani, M., & Hamishehkar,
H. (2017). Histological evaluation of follicular delivery of arginine via
nanostructured lipid carriers: a novel potential approach for the treatment of
alopecia. Artificial Cells, Nanomedicine and Biotechnology, 45(7), 1379-1387.

You, C., Li, Q.,, Wang, X., Wu, P., Ho, J. K, Jin, R., ... & Han, C. (2017). Silver
nanoparticle loaded collagen/chitosan scaffolds promote wound healing via
regulating fibroblast migration and macrophage activation. Scientific
reports, 7(1), 10489.

177



Youssif, A. M., Soliman, N. A., Sabry, S. A., & Ghozlan, H. A. (2020). Biosynthesis,
characterization and application of silver nanoparticles by Geobacillus
thermodenitrificans Az1 as antimicrobial, antibiofilm and dye catalyist. Asian J.
Microbiol. Biotech. Environ. Sci, 22, 50-56.

Yumei, L., Yamei, L., Qiang, L., & Jie, B. (2017). Rapid biosynthesis of silver
nanoparticles based on flocculation and reduction of an exopolysaccharide from
arthrobacter sp. B4: Its antimicrobial activity and phytotoxicity. Journal of
Nanomaterials, 2017.

Yusuf, A., Almotairy, A. R., Henidi, H., Alshehri, O. Y., & Aldughaim, M. S. (2023).
Nanoparticles as drug delivery systems: A review of the implication of

nanoparticles’ physicochemical properties on responses in biological systems.
Polymers, 15(7), 1596.

Zain, N. M., Stapley, A. G. F., & Shama, G. (2014). Green synthesis of silver and copper
nanoparticles using ascorbic acid and chitosan for antimicrobial applications.
Carbohydrate Polymers, 112, 195-202.

Zaki, S., el Kady, M. F., & Abd-El-Haleem, D. (2011). Biosynthesis and structural
characterization of silver nanoparticles from bacterial isolates. Materials
Research Bulletin, 46(10), 1571-1576.

Zangeneh, M. M., Saneei, S., Zangeneh, A., Toushmalani, R., Haddadi, A., Almasi, M.,
& Amiri-Paryan, A. (2019). Preparation, characterization, and evaluation of
cytotoxicity, antioxidant, cutaneous wound healing, antibacterial, and anti-
fungal effects of gold nanoparticles using the aqueous extract of Falcaria vulgaris
leaves. Applied Organometallic Chemistry, 33(11), 1-17.

Zare, E. N., & Makvandi, P. (2020). Antimicrobial metal-based nanomaterials and their
industrial and biomedical applications. In Engineered Antimicrobial Surfaces
(pp. 123-134). Springer, Singapore.

Zeikus, J.G. 1979. Thermophilic bacteria: Ecology, physiology and technology. Enzyme
and Microbial Technology, 1, 243-252.

Zerrin, O., & Yildiz, S. (2022). Biosynthesis of silver nanoparticles produced using
Geobacillus spp. bacteria. Nanomaterials, 13(4), 702.

Zhaleh, M., Zangeneh, A., Goorani, S., Seydi, N., Zangeneh, M. M., Tahvilian, R., &
Pirabbasi, E. (2019). In vitro and in vivo evaluation of cytotoxicity, antioxidant,
antibacterial, anti-fungal, and cutaneous wound healing properties of gold
nanoparticles produced via a green chemistry synthesis using Gundelia
tournefortii L. as a capping and reducing agent. Applied Organometallic
Chemistry, 33(9), 1-14.

Zhang, D., Zhao, Y. X., Gao, Y. J., Gao, F. P., Fan, Y. S, Li, X. J., ... & Wang, H. (2013).
Anti-bacterial and in vivo tumor treatment by reactive oxygen species generated
by magnetic nanoparticles. Journal of Materials Chemistry B, 1(38), 5100-5107.

Zhang, H., Li, Q., Lu, Y., Sun, D., Lin, X., Deng, X., He, N., & Zheng, S. (2005).
Biosorption and bioreduction of diamine silver complex by Corynebacterium.
Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 80(3), 285-290.

178



Zhang, L., Chen, X., & Li, Y. (2025). Mechanistic insights into silver nanoparticle-
mediated antimicrobial and antibiofilm activity. Applied Nanoscience, 15, 225—
242.

Zhang, Q., Li, N., Goebl, J., Lu, Z., & Yin, Y. (2011). A systematic study of the synthesis
of silver nanoplates: is citrate a “magic” reagent? Journal of the American
Chemical Society, 133(46), 18931-18939.

Zhang, S., Tang, Y., & Vlahovic, B. (2016). A review on preparation and applications of
silver-containing nanofibers. Nanoscale research letters, 11(1), 80.

Zhang, X. F., Liu, Z. G., Shen, W., & Gurunathan, S. (2016). Silver nanoparticles:
Synthesis, characterization, properties, applications, and therapeutic approaches.
International Journal of Molecular Sciences, 17(9), Article 1534.

Zhang, Y., Liu, Q., & Wang, X. (2021). Advances in microbial nanoparticle biosynthesis:
From lab-scale to industrial production. Nanomaterials, 11(7), 17009.

Zhao, X., Zhou, L., Riaz Rajoka, M. S., Yan, L., Jiang, C., Shao, D., Zhu, J., Shi, J.,
Huang, Q., Yang, H., & Jin, M. (2018). Fungal silver nanoparticles: synthesis,
application and challenges. In Critical Reviews in Biotechnology (Vol. 38, Issue
6, pp. 817-835). Taylor and Francis Ltd.

Zheng, Y., Xiao, L., Yu, C., Jin, P., Qin, D., Xu, Y., Yin, J,, Liu, Z., & Du, Q. (2019).
Enhanced Antiarthritic Efficacy by Nanoparticles of (-)-Epigallocatechin
Gallate-Glucosamine-Casein. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
67(23), 6476-6486.

Zhou, W., Qiao, Z., Nazarzadeh Zare, E., Huang, J., Zheng, X., Sun, X., Shao, M., Wang,
H., Wang, X., Chen, D., Zheng, J., Fang, S., Li, Y. M., Zhang, X., Yang, L.,
Makvandi, P., & Wu, A. (2020). 4D-Printed Dynamic Materials in Biomedical
Applications: Chemistry, Challenges, and Their Future Perspectives in the
Clinical Sector. Journal of Medicinal Chemistry, 63(15), 8003-8024.

179





