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OZET

Yiksek Lisans Tezi

msiyUM TABANLI NANOPARTIKULLERIN BAKTERI KULLANILARAK
BIYOSENTEZI VE UYGULAMA ALANLARININ ARASTIRILMASI

Ikgiil AKMAYAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dah
Nanobiyoteknoloji Bilim Dal

Damsman: Dog. Dr. Ozlem BARIS

Bu c¢aligmada, biyouyumlu materyal sentezi icin Ozellkle tercih edilen biyosentez
yoluyla kalsiyum tabanh nanopartikiillerden en yaygm olan kalsiyum karbonatn
olusturulmas1 amactyla dort bakteri (Bacillus arenosi K64, Peanibacillus polymyxa K2,
Rhodococcus erythropolis K85, Bacillus atrophaeus K101) ve bes farkh ortam (kat1 B-
2, kat1 B-4, sm B-2, sv B-4 ve Ureli) ile yapilan denemeler sonucunda en uygun izolat
(Bacillus arenosi K64) ve ortam (Ureli besiyeri) secilerek partikiiller elde edilmistir.
Dogru bakteri ve ortamin belirlenmesi icin ¢esith 6n denemeler yapimis ve kismi
optimizasyon c¢alsmalart tamamlanmistr. Elde edilen partikiiller SEM, EDAX ve XRD
analiz  yontemleri kullanilarak  karakterize edilmisti. Sonuglar  degerlendirildiginde
partikiil boyutunun iyilestirilmesi ile ilgili cahsmalara devam ediimesine karar
verilmistir. Elde edilen partikiillere uygun kullanim alanlar1 belirlenmistir.

2015, 74 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nanopartikil, Kalsiyum Karbonat, Biyosentez, Bakteri



ABSTRACT

Master Thesis

BIOSYNTHESIS OF CALCIUM-BASED NANOPARTICLES BY USING
BACTERIA AND DETERMINATION OF THEIR USE AREAS

ikgiil AKMAYAN
Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and Nanoengineering
Science of Nanobiotechnology

Supervisor: Assoc. Dr. Ozlem BARIS

In the present study, four bacterial strain (Bacillus arenosi K64, Peanibacillus polymyxa
K2, Rhodococcus erythropolis K85, Bacillus atrophaeus K101) and five different media
(solid B-2, solid B-4, liquid B-2, liquid B-4 with Urea) were used to biosynthesis of
calcium carbonate, described as important biosynthetical calcium based nanoparticles
especially preferred for production of bicompatible materials. The most suitable isolate
and medium were Bacillus arenosi K64 and the medium with Urea. Besides preliminary
tests were done for determination of suitable isolates and media. Preliminary tests were
also done for optimization of several conditions. The nanoparticles were characterized
by using SEM, EDAX and XRD techniques. According to the results, it was concluded
that further studies on the particule size should be done. Besides, use areas for the

synthesized nanoparticles were described in the present study.

2015, 74 pages

Keywords: Nanoparticles, Calcium Carbonate, Biosynthesis, Bacteria



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu c¢alsma Atatiitk Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji laboratuvarinda yiiriitiilmiigtiir.

Aragtrmann  planlanmasmdan yiiriitiilmesine ve sonuglarmm degerlendiriimesine kadar
hicbir destekten ka¢cmmayan ve {stlin bilglerini her an yanmmda hissettigim, tez
damsmanm Saym Dog¢. Dr. Ozlem BARIS’a ve Nanobiyoteknoloji Bilim Dal Bagkam
Saym Prof. Dr. Medine GULLUCE’ye tesekkiirii bir borg bilirim.

Cabsmalarm yiiriitiilmesinde katki saglayan Atatirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Bolimi  Analitik Kimya Laboratuvar c¢alsanlarni ve Ozellikle Dog¢. Dr. Tuba
OZNULUER ile Prof. Dr. Umit DEMIR’e ve Saym Jiiri Uyesi Do¢. Dr. Hatice
OGUTCUye tesekkiir ederim. Ayrica c¢absmalarmda destek olan Saym Uzman
Biyolog Halime GENC’e, Saym YLO Abdussamed Yasin DEMIR’e, Saym Arastrma
Gorevlisi Esra ARSLAN’a, Saym YLO Selma SEZEN’e ve Atatiirk Universitesi Fen

Fakdiltesi Molekiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Laboratuvari ekibine tesekkiir ederim.

Ayrica bu giinlere gelmem i¢in emek sarf eden babaannem Hawa AKMAYAN’a ve

degerli aileme sonsuz tesekkiir ederim.

fIkgiil Akmayan
Temmuz, 2015



ICINDEKILER

(0 74 =3 T I
ABSTRAC T .ttt ettt ettt R bt R ettt e neans i
TESEKKIUR ....ooiitiieieieeeeete ettt en sttt en sttt s sttt anansnaesns ii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ....coiiiieceeeee e, Vi
SEKILLER DIZINT ...ttt ettt ettt viii
CIZELGELER DIZINT ...t X
L R 12 (OO 1
2. KURAMSAL TEMELLER ..ot 11
2.1. Nanobilim, Nanoteknoloji ve NanobiyoteKnoloji.........cccccovveveiiiiieciiicieee, 11
2.2 NanoteKnolojinin TartnGeST ......ccvieiiiiiieieeee s 16
2.3. Nanoteknolojinin Gortlintiilenmesinde Kullanilan Bazi Cihazlar........................ 17
2.3.1. Elektron mikKroSKOPIATT.....cuviiiiiiiiiiie e 18
2.3.1.a. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ..o 18
2.3.1.b. Iletim elektron mikroskobu (IEM) .........cccoerueviiiicceeieeieeccee e 18
2.3.1.c. Analitik elektron mikroskobu (AEM) ..o 19
2.3.2. Tarama uglu mikroskoplar (STM) .....ooieiiiiiii e 19
2.3.2.a. Taramali tiinel mikroskobu (TTM).......cccvviiiiiiiiiiiiieie e 19
2.3.2.b. Atomik kuvvet mikroskobu (AKM) .......ccceiiiiiiiiciieicceese e 19
2.4. Biyomimetik ve Canlilardaki Nanoyapilar...........cccccooeiveiiiiiiieninieneeeseees 20
2.5. NANOMAIZEMEIET ...t e 21
2.6. NANOPArTIKUTIET ... e 21
2.6.1. Nanopartikiillerin smiflandirilmast .........ccoeevviiiiiii e 22
2.6.2. Nanopartikiillerde BOYULIUIUK...........cccooiiiiie 23
2.6.2.a. Bir boyutlu (1D) nanomateryaller ...........ccooviveiieiiiie e 23
2.6.2.b. ikiboyutlu (2D) nanomateryaller............cccooeevvievericreiiiereeee e 23
2.6.2.c. Ug boyutlu (3D) nanomateryaller...........ccooevevevereeeeeeeeeeseeeeee e, 24
2.6.3. Nanopartiktll morfolojiSi ......cccciveiiiiiiiciccc e 24
2.6.4. Nanopartikll KOMPOZISYONU ......ccoiiiiiiiiiiieiee s 24
2.6.5. Nanopartikiillerin homojenligi ve topaklanmasi............cccooveeiieiiiiiieniennnne 24



2.7. Nanopartikiillerin Sentez Mekanizmasi ..........ccccevvuveeiiiieniiienniie e 25

2.7.1. Nanopartikiillerin tiretim metotlari..........cccoovviiieiiiiiiieiiee e 26
2.7.1.a. EleKtroKimyasal SENEZ.........cccveviviieiieie e 26
2.7.1.b. Ters misel/mikroemilsiyon metodu.........ccocvvviiiiiiiii s 26
2.7.1.C. HIdrotermal SEMEZ.........ooviieiiiiiiiii s 27
2.7.1.d. Sonokimyasal ¢Oktlirme (DepOZISYON).......ccveuereeriieiienienieeie e 27
2.7.1.e. Kimyasal INAITgENME .........ooiiiiiiiiee s 27
2.8. BIYOSENTEZ ..ottt 28
2.9. Nanopartikillerin Biyosentezinde Kullanilan Mikroorganizmalar..................... 29
2.10. Nanopartikiil CeSItIETT .....eovvieiiieiiieiiii e 30
2.11. Kalsiyum Tabanl Nanopartikiiller ve Uygulama Alanlart ............cccccevveinennne 30
2.12. Kalsiyum Karbonat NanopartikGleri..........ccccceovveiieiiiciicccece e 31
2.12.1. Kalsiyum karbonat nanopartikillerinin karakterizasyonu.............c.cc.ccooeeueene. 32
3. MATERYAL VE YONTEM ...oooiiiiiiiceeeeeeeee et 33
3L MALEIYAL. ... 33
3.1.1. Cahismada kullanilan alet ve cihazlar .............ccccoovvivveiiecie e, 33
3.1.2. Calismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazrlanisi...........ccocevveieennne. 33
3.1.3. Calismada kullanilan baKteriler...........cccoeiviiiiieiie e 35
BL2. YONIEM o 35
3.2.1. Bakterilerin canlandirilmast ...........ccocvveiiiiiiiiiiii e 35
3.2.2. Bakterilerin B-4 kati besiyerinde gelistirilmesi..........ccovvveerieniniiniinieninnnen, 36
3.2.3. Bakterilerin B-2 kati1 besiyerinde gelistirilmesi........ccocvevverervreninenieieiennenns 36
3.2.4. Bakterilerin B-4 sivi besiyerinde gelistirilmesi........cvvververeiiienininieeierienienns 37
3.2.5. Bakterilerin B-2 sivi besiyerinde gelistirilmesi........cccvevververirenineniieieienns 37
3.2.6. Bakterilerin iireli stvi besiyerinde gelistirilmesi.........cocvevveiiieiieiiiinicnieee 37
3.2.7. Ureli besiyerinde pH 0ptimizasyonU...........cccoeevevcueriieererieeeiseieeseesecse s 38
3.2.8. Kati kiiltiirlerde kristal olusumunun gézlemlenmesi...........cccevvvveiiviesiveennn. 39
3.2.9. B-4 ve B-2 swvikiiltiirlerde partikiil olusumunun gézlemlenmesi.................... 39

3.2.10. Ureli ortamda gelistirilen kiiltiirlerde partikiil olusumunun gdzlemlenmesi..40

3.2.11. Swv1 kiiltiirlerin ¢oktiiriilmesi ve yikama iglemleri.......cccooviiiiieiiiiiicninne, 40
3.2.12. Elde edilen Partikillerinin KarakterizaSyonu...........ccccoeveneieninenesieieennenns 41
3.2.12.8. SEM @NALIZI ..ovveiiciie e 42



3.2.12.0. EDAX QNALZE oo e 42

3.2.12.C. XRD ANANZI ..o 43
4. ARASTIRMA BULGULARI .........cccooiiiiiiieee e 44
4.1. Kullanilan Bakterilerin Morfolojik ve Kiiltiir O zelliKIeri ..........o.cevevvevrrrcvernnens 44
4.2. Bakterilerin Canlandirilmasi1 ve Inokulasyon i¢in Saf Kultiirlerin Eldesi........... 45
4.3. Bakterilerin B-4 Kati Besiyerinde Geligtirilmesi.........cccevververiniiininniinsenen, 45
4.4.Bakterisinin B-2 Kat1 Besiyerinde Geligtirilmesi..........cvvvvevrriereneiineneseseeen, 46
4.5.Bakterisinin B-4 Sivi Besiyerinde Geligtirilmesi ..........ccccveververiniiininiseeeees 47
4.6.Bakterilerin B-2 Stvi Besiyerinde Geligtirilmesi...........cvvveverieieieiinennseeeen, 47
4.7 Bakterilerin Ureli Besiyerinde Gelistirilmesi.........coccevvireveriiveiiereieesiciennns 48
4.8. Ureli Besiyerinde pH OPtimizaSyonU ............ccooeeeveicueriieeiereseeeeeiesessesesesie s 49
4.9. Kat1 Kiiltiirlerde Kristal O lusumunun Gozlemlenmesi.......c.coovveeriiveeiiveeenieennnn 50
4.10. Swv1 Kiiltiirlerde Partikiil O lusumunun Gozlemlenmesi...........ccoeoeerieenirnnnene 52
4.11. Swv1 Kiiltiirlerden Elde Edilen Partikiillerin Hazirlanmast............cccooeeiiennnnene. 55
4.11.1. SEM gOIUNTUIBTT ..ot 56
4.11.2. EDAX QNALIZE ..o 59
4.11.3. XRD @NANZI ... 61
5. TARTISMA Ve SONUC ........oooiiiiiiiiiie e 62
KAYNAKLAR ..ttt sb e 70
0/€) 5161 ) (OO 75

vi



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

g Gram

Litre

Molar
ml Mililitre (107%)
ug Mikrogram
ul Mikrolitre (10°°)
uM Mikromolar
N Normal
i Mikron
nm Nanometre (10°°)
rpm Dakikadaki devir sayisi
STM Tarama Uclu Mikroskopi
SEM Taramali Elektron Mikroskobu
AKM Atomik Kuwvet Mikroskopi
EDAX Enerji dagilimhi X-Ray Spektroskobu
IEM fletim Elektron Mikroskobu
AEM Analitik Elektron Mikroskobu
TT™ Taramali Tiinel Mikroskobu
XRD X-Ismlar1 Difraktometresi
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1. GIRIS

Kalsiyum dtnyada en bol bulunan elementlerden biri olup oksijen, silisyum, altiminyum
ve demirden sonra en ¢ok Kkarsilasilan besinci elementtir. Kalsiyum admi Latincede
kirectagi anlamma gelen “calx” (kalsiyum oksit) tan tlretilmistir. Birgok dogal
biyomineral, kalsiyum icermektedir. Gerek dogada gerekse canhda, dis ve kemiklerde
bolca bulunmasi ile birlikte bu elementin birgok Onemli islevi bulunmaktadr. Ornegin
canli icin; kalsiyum bilesikleri kas kasimasi ve sinir hiicrelerinde sinyal iletimi gibi
hiicresel siireglerde onemli rol oynamaktadr. Bitkilerde ise buyume faktori olarak
Onemli bir islevsellige hizmet eder (Becker 2005).

Kalsiyum iyonlar1 neredeyse tUim hicre sistemlerinin fizyolojik slreglerinde yer alur.
Ikinci mesaj sinyallerini kalsiyuma bagh fosfat ve kinesisler ile iletim yoluna iletirler ve
hiicre iskeleti proteinlerini diizenlerler (Cavus 2007).

Kalsiyum ve Kalsiyum igeren yapilar ve/veya olusumlar diger tim mevcut yapilar yahut
olusumlar gibi giines sistemimizin biliyilk ve ¢ok sicak bir yildizn patlamasiyla
olusmasindan sonra ortaya cikmustr. Bu patlama yeni bir yildizn (glines) ve giines
sistemimizin  diger bilesenlerini meydana getirdi. Gezegenimizn  kdkenine dayanan
kayaclar asmmis olabileceklerinden su ana kadar heniiz kesfedilememistir  yalniz
yeryiiziiniin degisik bolgelerinde 4 milyar yillik kayaclar bulunmustur. Giiniimiize kadar
bulunmug durumda olan en eski kaya¢ tahminen 3,86 milyar yagmda olup Greenland’m
giiney batisndaki Itsaq bolgesinde kesfedimistir. Eski zamanlara ait diger kayaclar
Awustralya’nn  batismdaki  Warrawoona, Kule olusumlart ve Pilbara bolgesi ile
Afrika’nin giineyindeki Swaziland ve Barberton bolgelerinde bulunmustur. Bu kayag
olusumlarmm timii yaklask 3,5 milyar yasmdadwr. Eski kayaclar sedimenter, volkanik
ve karbonlu olmak iizere iic c¢esitti. Olusumlart i¢in suya ihtiyact olan en eski
sedimenter kayaclar evrimsel olarak oOnemlidir ve canlhign ik olusumuna dair kanitlar
sunmaktadir. Tiim bunlara ilaveten sedimenter kayaglarm ana bileseni kalsiyum
karbonath (kalsit) yapilardr (Cokmiis 2009). Dolaysiyla canhliga ait ik bulgularda
kalsiyum karbonath yapilara rastlanmaktadr. Yeryiiziinde belki de ik kez kayaclarm



varhgiyla giin  1518ma  ¢ikan kalsiyum karbonat, yerkabugunun agrlkca 9%4’UnU
olusturmaktadr (Al-Marzouqi et al. 2010). Dogadaki tebesir, algi, mermer, travertenler,
kayaglar ve magaradaki sarkitlar da kalsiyum bilesenlidir (Fang et al. 2014).

Kalsiyum icerikli kKkarbonatlardan en yaygm olam Kkalsiti (CaCOs) ve dolamit
(CaMg(COs3)2) gibi kalsiyum karbonatlardr (Becker 2005). Dogada sik karsiasilan
kalsiyum karbonatlar genelde mikroorganizmalarm gelismesiyle olusur. Genel olarak
kalsiyum karbonat olarak bilinen yapilar farkh isimler alrlar. Bunun nedeni kristal
yapllarmm farkh olmasmdan kaynaklanmaktadr. Kalsit (CaCO3) trigonal kristallesme,
aragonit (CaCOg3) ortorombik (baklava bigiminde) kristallesme, vaterit (CaCOg)
hegzagonal kristallesme, monohidrokalsit (CaCO3-H20) hegzagonal kristallesme ve son
olarak ikaite (CaCOj3:-6 HyO) monoklinik kristallesme gostermektedir. Bunlardan en bol
bulunanmi kalsittir. Aragonitin de bulunma miktar1 fazladr fakat digerleriyle cok az
karsilagiimaktadir (Becker 2005). Bilinen kalsiyumun karbonat formlari karbonik asit
tuzlarmdan ve esterlerinden olusmaktadr (Skinner and Jahren 2003). Ayrica
kalsiyumun ~ karbonath formlar1  gbzenekli yapiya sahiptr ve Dbu sayede Kkalsit
gecirgenligi  gozenekleri araciligiyla kontrol edilebilir (AFMarzougi et al. 2010). Bu
Ozelliklere sahip karbonath yapilarm olusumu biyomineralizasyon ile iligkilidir (Skinner
and Jahren 2003).

Mikroorganizmalarm  bulunduklar1  ¢evredeki metallerle ve minerallerle  girdikleri
fiziksel ve kimyasal etkilesimler sonucu biyomineralizasyon adi verien olay meydana
gelir.  Bu etkilesimler; mikroorganizmalarm — canhliklarmi — surdlrerek — blytmelerini,
metabolik aktivitelerini  devam ettirebilmelerini  ve  nihayetinde hayatta kalmalarmi
saglar. Bunun yam sra birgok mmeral tiiri mikroorganizmalarla etkilesime girme
yeteneklerinden  dolayr  biyojenk  olarak  adlandwilmaktadw.  Diyatomlar  ve
foraminiferlere hiicresel yap1 saglayan biyominerallerin meydana gelmesi jeolojik ve
endustriyel yonden onemli oldugu vurgulanmaktadir (Gadd and Raven 2010).



Biyomineralizasyon, jeomikrobiyolojik bir olusum olup; fosfatlar, silikatlar, oksitler ve
karbonatlar ~ gibi mineraller ve bu minerallerin  bulunduklari ortamlarda agiga
cikmaktadr (Gadd and Raven 2010).

Jeolojik ve kimyasal kristalizasyon mekanizmalara ilave olarak canli organizmalar
altmistan fazla farkh mineral tretimine Kkatidrlar. Biyolojik olarak Uretilen mineraller,
sasirtict mekanik Ozellklere sahiptir. Dis ve kemiklerde istikrari saglamada, viicudun
korunmasinda (salyangoz kabuklarmm salyangozu korudugu gibi) pek c¢ok ama¢ icin
kullanilis  durumdadrr. Biyolojikk olarak ¢oktiiriilmiis minerallerin yaklagik yaris1 suda
¢Oziinen kalsiyum bilesiklerini icerir. En Onemlileri oktakalsiyum fosfat ya da farkh
apatit tirevlerinden olusan birka¢ kalsiyum fosfatm yam swra monohidrokalsit, aragonitt,
vaterit ve kalsiyum karbonat fazi olan kalsittir (Becker 2005).

Mineraller ekolojik cevrede ve Ozellikle de denizlerde 6nemli rol oynarlar. Denizlerdeki
protozoalar aracilhifiyla kalsiyum karbonatlarm  mineralizasyonu ile  atmosferdeki
karbondioksit salmmm azalr. Atmosferdeki karbondioksit salmmummu dengede tutmaya
yardimc1 olur (Becker 2005).

Mikrobiyal kaynakh karbon dongiisii Ozellkle karbonath minerallern ¢oziinmesi ve
cokelmesiyle iligkilidir. Mikrobiyal topluluklar organikk maddeye karst karbon
formlarmm daha fazla oksitlenmesi ve azalmasi arasmdaki dengeyi benzersiz bir sekilde
degistirme yetenegine sahiptir. Alkalin karbonata ve pH’ya bagh olarak karbondioksit,
karbonat minerallerini  olusturmak  icin  kalsiyum, magnezyum gibi  katyonlart
baglayabilen karbonat iyonlar1 olarak suda mevcuttur Cevre ve biyolojik aktivite
arasndaki etkilesimn bir sonucu olarak mineral ¢okelme siireci biyolojik olarak
mineralizasyona neden olur. Mikrobiyal mineralizasyon kayaglarm olusumunda ve

ekolojide 6nemli rol oynar (Dupraz et al. 2009).

Siyanobakteriler,  mercanlar,  kokolitler,  foraminifera, = yumusakgalar,  ekinoid,
eklembacaklilar kalsiyum karbonath yapilar barmdrirlar (Skinner and Jahren 2003).



Omurgahlarda kemik ve dislerin yapis1 kalsiyum tabanhdr. Kemik ve diglern yapisinda
bulunan kalsiyum fosfath bir yap1 olan hidroksiapatit, egk eksenli ¢ogunlukla
hegzagonal yapidadr (Becker 2005).

Bundan dolay1 da kalsiyumun dogada ve canllarda mevcut bulunma miktart dikkat
cekmektedir. Geleneksel fizik kanunlarmm gegerli oldugu diinyadan kuantum fizik
kanunlarmm gecerli oldugu diinyaya yani nano boyuta indigimizde ele almamz gereken
bir konu olarak karsmiza c¢ikmaktadr. Nano boyutun incelendigi biim dah olan
nanobilim ve nanoteknoloji kapsaminda partikiil dretimi son yillarm arastrma

konularindan bir tanesidir.

Nanopartikilller; en azndan ii¢ boyuttan birinde 1-100 nm arahginda olan partikiller
olarak tanmlanr. Cok kii¢iik boyutlarda olduklarmdan dolay, birim hacim basma
diisen blylk ylizey alamina, yiizey ve yiizey yakmmndaki tabakalarda yuksek bir atom
etkilesim oranma ve kuantum fizk kanunlarm ortaya c¢ikarma yetenegine sahiptirler.
Nanopartikiller; metal, metal oksitler, yariletkenler, polimerler, karbonlu malzemeler,
organik veya Dbiyolojik formlarda biiyiikk kimyasal ¢esitlilige sahiptir. Bunlar ayrica
kire, silindir, disk, i¢i bos kiire ve tiip gibi ¢esitli sekillerde olup biiyiik morfolojik
Ozellikler gosterirler. Nanopartikiiller kati, svi ve gaz fazi yaklagimlarma dayal bir dizi
sentetik yollarla Uretilebilirler.  Sentezlenen nanopartikiiller nano  Olcekte  kimyasal
olarak ¢ok reaktif ve fiziksel olarak kiimelestikleri i¢in onlar1 stabilize etmek ve
pasiflestrmek  icin ¢ogu durumda yiizey modifiyeleri  yapimahdr.  Ayrica
nanopartikilllerin ~ belirli ~ uygulamalarda  ihtiyacmu ~ karsdlamak  i¢in  yiizeyleri
islevsellestirilir. Nanopartikiiller, ¢esit nanoteknolojik uygulamalar i¢in temel yapr tasi
olarak hizmet eder (Nagarajan 2008).

Partikiillerin ~ boyutlarmm  kiiglik  olmast  nanopartikiillern  pek ¢ok  benzersiz
Ozelliklerinin agiga ¢ikmasma yol agar. Nanopartiklllerin emilim ve ismma yaptigi dalga
boyu, vyiizey islevselligi ve partikiil boyutu tarafindan kontrol edilebildigi i¢in ilging
optik Ozellikler sergilerler. Nanopartikiil boyutu 1s18m kritk dalga boyunun altndaysa o



zaman gecirgenlk Ozelligi elde edilebilir. Nanopartikillerin boyutu ve kimyasal yapisi

sayesinde elektron ilgisi kontrol edilebilir (Nagarajan 2008).

Biyomedikal uygulamalar i¢in nanoteknolojnin hizh gelismesi ile beyn kanser teshisi
ve tedavisi lizerine devrim niteliginde bir etkiye sahip yeni gelistirilen partikiil
sistemleri beklenilmektedir. Multifonksiyonel nanopartikiller optik, termal ve magnetik
Ozellikleri kapsamaktadwr. Bu Ozellkler nanopartikiillerin klink uygulamalarmda timor
goriintiilemede, tedavide ve terapOtikk (iyilestirici) islevsellk ve — gOriintiileme

kombinasyonunda one ¢ikan yeni yaklasimlardir (Cheng et al. 2014).

Nanopartikiiller; kompozit polimerler, lipitler, proteinler, metaller veya yar iletkenler
gibi birgok malzemelerden yapilabilir. Cesitli nanopartikiiller top-down ya da bottom-
up mihendislik teknikleri ile sentezlenmekte ve kompleks sekillerde (tiip, kiire, ¢ubuk
gibi) tasarlanmaktadir (Cheng et al. 2014).

Bir nanopartikul sistemi; kendi fiziksel ve kimyasal Ozellklerine bagh olarak sicaklik,
goriilebilir 15k, ultraviyole (UV), infrared (IR) gibi ¢evresel kosullara duyarh olabilir.
Pek c¢ok nanopartikiil sistemleriyle etkilesimde bulunan baz faktorler de vardr. Bunlar:
pH degeri ve ylizey vyiikii (itme/cekme kuvvetleri) icerir ve titresim kuvvetleri,
santrifiijleme, karistrma gibi kolay ve etkili bir sekilde nanopartikiil sistemine etki
edebilir. Nanopartikiil sisteminin 6nemli bir yonii atom tanecikli olmasidr. Atom-atom
etkilesimleri  nanopartikiillerin ~ seklini, boyutunu, geometrisini ve  oryantasyonunu
(uyumu) belirler. Bu o6zellikler, ¢ogu gozlenmis proteinler ve dogal biyomakinlerdeki
belli nanopartikill sistemlerinin  self-assembly  (kendi-kendine duizenlenme)  6zelligine

blyik o6lctide katkr saglamaktadr (Papazoglou and Parthasarathy 2007).

Kuantum mekanik kanunlar1 nanopartikiillerin ¢evreleri ile etkilesimini kontrol eder.
Genelde nanopartikiller bir sistemde kovalent baglar, nanopartikiilleri bir arada saglam
bir sekilde tutar. Sterik (yapmisal) engel, elektrostatik etkilesim ve hidrojen baglar
partikil-partikiil etkilesimini belli bir dereceye kadar etkiler. Dolayisiyla bir



nanopartikiil sistem modelini olusturmak i¢cin yukarida belirtilen niteliklerin kapsanmasi
gerekmektedir (Papazoglou and Parthasarathy 2007).

Hedefe 0zgli ila¢ tasarnmmnda secici bir nano model uygulamasi cesitl avantajlar
barmdrir. Bunlar, hedeflenmis dagitimda ilacn stabilitesi, fagositozun engellenmesi,
epitel hiicreleri arasmda ilag¢ tastyiclarmmn kolay/pasif tasmm, yiiksek ylizey hacim
oram igerir. Dolayssiyla daha iyi performans saglar ve hedef bdlgelere uygun ilag
salmmu  gergeklesmis  olur.  Giincel arastrmalar  olusturulan  multifonksiyonel
nanopartikullerin  hastaligm ik basladigi evrelerde molekiiler markerlarm non-invaziv
goruntileme tekniklerinde, tedavide hedefe yonelk ilag dagitmmnda, zararh yan
etkilerin azaltimasinda ya da engellenmesinde, hastaligm oldiiriici agamaya ulasmadan
Once lezyonlarm smrlanmasnda, yasam kalitesinin en az seviyede kaybi ile ya da
yasam  Kalitesinin ~ kaybmmn  olmamasi i¢in  kullanlmaktadr  (Papazoglou and
Parthasarathy 2007).

Klinik uygulamalarda multifonksiyonel nanopartikiillerin en biiyilk amaci hastalarm
hayatta kalmalar1 i¢in iyilestirmek ve yasam kalitesini arttrmaktir (Cheng et al. 2014).

Terapotikk  tastyicllar  olarak  nanopartikiillerin ~ belli  avantajlart  vardr.  Bunlar:
gelistirilmis  terapdtik  ajan  sirkiilasyonu, hedefe 0Ozgli ila¢ dagitimi, kontrolli ilag
salmmi, yiiksek yiikleme kapasitesi ve birden fazla terapotik ajann birlikte dagtmudir.
Kemoterapi ilaglar gibi terapotik ajanlar i¢in nanopartikiil temelli dagitim sistemi beyin
timorlerinin tedavisinde biyik bir etkiye sahiptir (Cheng et al. 2014).

Nanopartikiiller organikk ve inorgank malzemeler olmak {izere iki ana baghkta
smiflandrimaktadr.  Karbon nanopartikiiller —organik nanopartikiillerdir. Magnetik
nanopartikiller, mikemmel metal nanopartikiller (platinyum, altm ve giimiis) ve yar
iletken nanopartikiller (titanyum dioksit ve c¢inko oksit), inorganik nanopartikiller
olarak smiflandirilmaktadir (Asmathunisha and Kathiresan 2013).



Giliniimiizde  ¢ok  ¢esith  nanopartkiiller ~ bulunmaktadwr. Altm ve  glimiis
nanopartikiillerine ait pek ¢ok c¢alisma bulundugu gbi metalk ve non-metalik
partikiillere yOnelik arastrmalar da olduk¢a coktur. Nanopartikiiller iiretildikten sonra
nerede kullanlacagndan ziyade kullanm alanlarma gore iiretimektedir. Ihtiyaca
yonelk  partikiil —gelistirilmesi  ve bu  partkiillerin = elde edime ydnteminden

tyllestirilmesine kadar pek ¢ok literatir mevcuttur.

Kalsiyum tabanh nanopartikiil {iretimi de dogada ve canh biinyesinde bolca bulunan
kalsiyum ihtiyacmdan dolayr sentezlenmis olabilir. Nitekim dogayr taklit etme sanati
yani biyomimikri sayesinde arastrmalar giin gegtikge ivme kazanmaktadwr. Bunlardan
birinde DNA temelli metalik nanoteller ve aglarm tiretimi amaglanmaktadir (Niemeyer
and Mirkin 2004).

Canh biinyesinde bulunan biyomolekiiler motorlarm nasil ¢ahstigim analiz ederek
nanoteknoloji alanmda molekil dlzeyindeki robotlar yani nanomakinelerin  Uretilip
kullaniimas1 da s6z konusudur. Nanomakineler, molekiler fabrikalarda cahsr ve de
karmasik olan yapilarda ¢ok kigik olan ana hatlar Uzerinde montajlama yapabilirler.
Molekiiler iletkenlk aglarm insa etmede ve transistorler icin elektrik devreleri olarak
kullanitrlar. Devamh olarak uyarlanabilir bir malzeme olarak iceride devriye gezebilir
ve gerektigi yerde onarim yapmalari miimkiin olmaktadwr. BOylece nanomakinelerde
bottom-up yaklasmu temel alnr. Nanomakineler veya molekiler motorlar iki ana
kategoride toplandir. Bunlardan iki lineer motorlar ikincisi de doner motorlardrr.
Lineer motorlar, intraseliiler filamentler boyunca hareket ettikge kuvvet kazanrlar.
Miyozin ve kinesine ilaveten lineer motorlar ayrica DNA ve RNA boyunca hareket eden
enzimleri de icerirler. DOner motorlar da buytk bir protein kompleksi icinde merkezi bir
cekirdek etrafinda  donerek donme  kuwweti Uretirler.  Bakteriyel hareketliligin
yonlendiren motorlarm yam swra ATP sentazi da icerir. Her iki kategori de moleklleri
ve nanopartikilleri hareket ettrmede kullanlmaktadr (Niemeyer and Mirkin 2004).
Dogadaki yahut da canhidaki mevcut yapilardan yola c¢ikarak gelistirilen materyaller
dogaya ya da canliya zararmin az olmasi kaydiyla gelistirilmesi hedeflenmektedir.



Kalsiyum tabanh partikiillerin canhliga zarar vermeden doga dostu olarak kullanimma
yonelik arastrmalar mevcuttur. Bu arastrmalar; biyomedikal uygulamalarda hedefe
yonelk ila¢ tasmmmnda gorev almasi, dental uygulamalarda da dolgu materyali olarak
kullanilmasi,  yme  biyomedikal alanlarda  hasar  gormis kemik  yapilarmm
onarflmasmda, implant tedavilerinde, kompozit olusturmada (Maurya et al. 2013), gida
paketlenmesinde ve iyi bir partikil tutturucu olarak gorev almasi gibi bircok endustriyel
alanda kullamlmasiyla ilgili ¢ahsmalar bulnmaktadr (EFSheikh et al. 2013; Melo et
al. 2013; Lv et al. 2014; Makarov et al. 2014; Paques et al. 2014; Swain et al. 2014;
Wang et al. 2014).

Kalsiyum tabanh materyallerin en bol bulunan formu olan kalsiyum karbonat gozenekli
bir yapiya sahiptr (Al-Marzougi et al. 2010). Bu porozlu yizey nanopartikil
kullannminda enzim, protein yahut herhangi bir nanopartkiilin tutturulmasi agismdan
blylk bir avantaj saglamaktadir. Bu sayede dagitim sistemlerinde rol alabilmektedir.

Herhangi bir nanopartikiil sentezlendiginde toksisite, biyouyumluluk, biyobozunurluk
gbi canllk icin Onem arz eden niteliklerine bakimaktadwr. Kalsiyum tabanh
nanopartikiller biyouyumlu biyobozunabilen ve toksik olmayan malzemelerdir (Chua et
al. 2013).

Kalsiyum tabanh nanopartikiillerin endiistriyel alanda yaygn olarak tercih edimesinde
kullannmnm kolay olmasi, maliyetinin az olmasi, toksisitesinin olmamasi, asmdirict
niteliginin olmamas1 gibi biiylik 6nem arz eden oOzellikleri bulunmaktadr. Ayrica yag
endustrisinde filtreli sizdrmayan kalp icin sondaj camurunda ve oyuklardaki basmci
azaltmayr kontrol etmek i¢in sondaj camur yogunluigunu arttrmada kullamimaktadir
(Maurya et al. 2013).

Kalsiyum tabanh nanopartikiiller uygulandiklar1 tag, mermer gibi alanlara ya da sentetik
polimerlere kimyasal ve yapisal olarak yiiksek derecede uyumluluk sagladigi gibi kemik
ve dig gibi biyolojk materyaller ile de uyumlulugu 6nemlidir. (Rodriguez-Navarro et al.
2013).



Nanopartikuller fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak sentezlenmektedir (Niemeyer and
Mirkin 2004). Nanopartikiil sentezinde birden fazla yontem ve teknik vardr. Her gegen
giin bilim sanlart yeni sentez metodlartyla literatiire katki saglamaktadir. Son yillar da

en dikkat ceken yontem ise biyosentez/biyolojik sentezdir.

Nanopartikill ~ biyosentezi;  c¢ozeltlerden  hedef  iyonlar1  yakalayan  yetenekli
mikroorganizmalarm  kullandmasndan sonra mikrobiyel hiicre aktiviteleri araciifryla
iretlen enzimler sayesinde olusturulan elementlerde azalan metallerin  birkkmesi
olaydrr.  Nanopartikiillerin ~ biyosentezi iki sekide smiflandrimaktadr. Birincisi;
intraseliiler sentez, ikincisi de ekstraseliller sentezdir. Intraseliiler sentez; mevcut
enzimlerdeki nanopartikiilleri olusturmak i¢in  mikrobiyel hiicre icerisine iyonlarm
tasmmasiyla olusan sentez c¢esididir. Nanopartikillerin ekstraseliler sentezi ise mevcut
enzimlerde iyonlarm azalmast ve hiicre yiizeylerinde metal iyonlarm yakalanmasmi
iceren bir sentezdir (Zhang et al. 2011).

Son yillarda nanopartkiil senteznde  mikroorganizmalarm  kullanmu  gelismis
durumdadr. Nanopartikillerin - biyolojik sentezinde bakteri, fungus ve aktinomisetler
kullaniimaktadir. Bu  organizmalar  intraseliler  ve  ekstraseliler  sentezleri
gerceklestirmektedir. Ozellikle aktinomiset ve mayalardan ziyade bakteri ve funguslar
daha kullanighidir (Zhang et al. 2011).

Uretilen malzemelerin  biyouyumlu olmasi igin yapilan arastrmalarda one ¢ikan bir
durum da sentez yontemlerinin gelistiriimesidir. Bu nedenle arastrmalar sonucunda
biyolojik sentez/biyosentez yontemini deneyerek ¢esit canh gruplan {izerinde yapilan
calsmalar sonucu mikroorganizmalarm daha kullamigh oldugu anlasimistr. Bunun
yannda istenlen bir malzemenin {iretiminde nano boyutta olmasiyla birlikte
biyouyumlu, biyobozunan, toksisitesi az, cevre dostu olan malzemelerin Uretilmesi ve
gelistiriimesi  hedeflenmektedir. Bu dogrultuda nanopartikiil {iretimi sonucu ortaya c¢ikan

malzemeler de ticari olarak deger kazanmaktadr.
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Planlanan bu ¢alsmadaki amag, canhya ve dogaya uyguniugu ile bilinen biyosentez
yontemiyle Bacillus arenosi K64 bakteri aracilifiyla canliya ve dogaya son derece
uyumlu  olan Kkalsiyum tabanh nanopartiklllerin  sentezlenmesidir.  Sentezlenen bu
nanopartikillerin uygulama alanlart oldukga genistir. Tipta, ila¢ dagtim sistemlerinde,
kompozit olusturarak ¢esiti alanlarda, kagt endistrisinde, discilikte ve dolgu
malzemesi olarak kullanlmasmm yaninda, dogada da bulundugu icin mimari de Yyahut
restorasyon calgmalarmda da kullanmlabilir. Arastrmalar yeni oldugundan kullanm
alanlart daha da genisleyebilir ya da kullanim alanlarmdaki arastrmalar da
tyilestirilebilir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Nanobilim, Nanoteknoloji ve Nanobiyoteknoloji

Nanoteknoloji, nano ve teknoloji kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusmus son
yillarda hizla gelisen yeni bir bilim dahdr. Nanoteknolojinin etimolojisine bakacak
olursak Yunanca ‘‘clice’” anlamma gelen (Dani 2012) nanos kelimesinden tiiretimistir.
Teknik bir Olgii birimi olarak da kullanilan nano, herhangi bir birimin milyarda birini
ifade eder ve cogunlukla metre ile birlikte kullanihr. Teknoloji kelimesi ise Yunanca
tekhné (el isi veya sanat) ve logia (herhangi bir alandaki ¢ahsma) kelimelerinin birlikte
kullanilmasiyla olusmustur (Kutucu 2010).

Teknoloji, msanoglunun dogal sartlart  kontrol edebilmek amaciyla  gelistirdigi
uygulanabilir bilimsel veri {irlinlerinin biitlinii olarak tammlanabilir (Kutucu 2010).
Insan yeryiiziinde var olmaya basladig giinden bugiine oncelikle hayatta kalabilmek
icin c¢evresindeki yasam formlarmn ve yasamsal ihtiyaclarmi  gdzlemleyerek bu
dogrultuda gelecekte ileri teknolojiyi olusturacak kesiflerin temelini atnustr. Hayatta
kalmayr basarabilen insan wki yasammi kolaylastracak icatlarla ve kazandid
tecriibeleri yeni nesillere aktararak bilimn ve teknolojinin ilerlemesine katki saglamaya

devam etmistir.

Bilim, dogrulugu diisiince, gozlem ve deneylerle kamtlanmis veya heniiz kantlanmamug
entellektiel bilgi  birikiminin -~ batlnddr.  Yizyllar igerisinde artan bilgi  birkkimi
bilimlerin uzmanlk gerektirecek bicimde karmasiklagsmasma neden olmus ve bununla
birlikte  bilim ihtiyaglar  dogrultusunda  sistematik  olarak  ayrigmustr  (biyoloji,
matematik, fizik, kimya gbi). Bilimn hizla ilerlemesi insan hayatim kolaylastirrken,
var olusundan bu yana artarak biriken bilgi yigmi, bilim dallarmmn da ayrisarak alt biim
dallarmmn ortaya ¢ikmasma neden olmus ya da ihtiyaglar dogrultusunda alt bilim dallar
yeni  biim  dallan  olarak  ¢ahsma  alam1  olusturmuslardr  (nanoteknoloji,

nanobiyoteknoloji ve molekiler biyoloji gibi).
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Teknolojiyi olusturacak temel bilesenler Sekil 2.1°de verimistir (Ozer 2008).

| Know-How —1 Arastirma
Teknoloji Bilimsel Prensipler | | Uygulama
—| Donamm Donarmim Unsurlan
Yapi
—| Organizasyon {
Sistemler

Sekil 2.1. Teknoloji kavrammmn temel bilesenleri (Ozer 2008)

Nanoteknoloji terimi ik kez 1974’de Japon bilim adamu Norio Taniguchi tarafindan
kullanilnustr  (Ramsden 2005). Ancak Richard Feyman’m 1959 yiinda Caltech’de
yaptiZi konugmayla nanoteknolojiye ¢ok farkl bir bakis agisi kazandrmustr. Feynman,
“There’s plenty of room at the bottom’ bashkh konusmasmnda, partikiiller diinyasmda
kesfedilecek ¢ok sey oldugunu vurgulamis ve bir toplu ignenin basi kadar kiiciik bir
yaptya Britanica Ansiklopedisinin  tamammmn  sigdmilabilecegini  iddia ederek bilim
msanlarmm  ufkunu genigletecek aym zaman da bilim diinyasmn uzun siire mesgul

edecek bir tartisma konusunu acarak tarthe gegmistir (Kutucu 2010).

Nanobiim ve nanoteknoloji yaklasik 1-100 nanometre araligmndaki uzunluk oOlciisiinde
atomik, molekiler veya makro molekiler seviyede arastrma ve teknolojinin gelismesini
icerir. Bu kucguk makineler (molekiiller) gibi biyoloji ve kimyada nano boyutta olan
nesnelerin  yeniden adlandriimasma fikrine neden olabilir. Buna verilebilecek en giizel
orneklerden bir tanesi canl sistemlerde enerjiyi saglayan adenozin trifosfat (ATP)
molekiiliiniin sentezini katalizleyen ATP sentaz nanomotor olarak adlandirilabilir. Diger
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giizel brr ornek de birinden digerme gecen lifleri yonlendirebilen aktin  miyosin
molekiiler makinesidir. Benzer sekilde DNA da molekiler makinelere talimat veren bir
depolama sistemi olarak hizmet eder. Nanobiyoteknoloji canh ya da cansiz
biyosistemleri anlamak ve doniistiirmek i¢in nano Olgekteki teknikleri benimser ve de
yeni cihazlar olusturmak i¢in biyolojik ilkeler ile malzemeleri kullanr (Abu-Salah et al.
2010).

Biim adamlarmm ¢ogu modern nanoteknolojinin  baglangicmm Prof.  Richard
Feynman’m 29 Aralk 1959 yinda Kaliforniya Teknoloji Enstitiisiinde diizenlenen,
Amerikan Fizik Toplilugu yillk toplantismda yaptigi meshur konusmaya dayandigmi
diistinmektedir. Bu efsanevi konusma ‘‘There’s Plenty of Room at the Bottom™ baghg
lle TUnlidir. Feynman, 20. yiizyln en Onemli fizikgilerinden birisidir. Kuantum
Elektrodinamigine yeni ufuklar agan c¢ahsmasiyla 1965 yilinda fizik dalnda Nobel
Odiiliinii alstr. Feynman, efsanevi konusmasmda molekiil ve atomlarm dogrudan
istenillen  sekilde tasarlanabilecegmi  vurgulamustr.  Nanoteknoloji  teriminden  s6z
etmemesine ragmen onun orijinal soylemiyle ‘‘Kiigiik Olgekteki nesnelerin kontroli ve
istenilen  dogrultuda  degstirilmesinin -~ problemleri  hakkmda  konugmak  isterim’
demistir. Feynman, nanometrik oOlgekteki cahsmalarm olas1 benzerliklerini tanimlayan
ilk nsandr. Bu konusmada dile getirilen pek ¢ok fikir nanoteknoloji uygulamalart igin
olduk¢a fayda saglamustr ve gelecekteki pek cok yararh faaliyetler icn de zemin
hazrlamaktadr (Yidrim vd 2010).

Nanoteknoloji terimi ik kez Tokyo Science Universitesinden Norio Taniguchi
tarafindan 1974 yihinda acklanmugtr. Taniguchi'nin  giinlimiizde dahi  gecerliligini
yitirmeyen nanoteknoloji tanmuni; ‘‘Nano-teknoloji maddelerin bir atom veya molekiil
seviyesinde deformasyon, ayrma ve birlestirme siireglerinden meydana gelmektedir’’

seklinde yapmustir (Yidrim vd 2010).

U.S. National Nanotechnology Initiative, nanoteknoloji tammum ‘‘maddeyi 1 ile 100
nanometre Olgceginde anlama ve kontrol etmeye iliskin bilim, miihendislk ve teknoloji”
seklinde ifade etmistr (Roco 2007). Yaliz nanoteknoloji sadece nano boyuttaki
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malzemelerle c¢ahgmak degil aym zamanda nanoboyuttaki Olcilileri ve bilesenlerinden
dolayr yeni ozelik ve islevsellige sahip madde, cihaz ve sistemlerin gelistirmesini de
kapsamaktadr. British Royal Society ve Royal Academy of Engineering kuruluslarmm
ortak raporunda nanoteknoloji ‘‘sekil ve boyutlarm nano dlgekte kontrol edilerek
yapilarin, cihazlarm ve sistemlerin tasarm, karakterizasyonu, iiretimi ve uygulamasr’’
olarak tanimlanmistr (Yidrim vd 2010).

Nanoteknolojinin en 6ne ¢ikan tanmum nano skalada boyut ve seklin kontroliiniin
yapilabildigi malzemelerin, cihazlarm ve sistemlerin tasarlanmasi, karakterizasyonu,
tretimesi ve uygulanmasi seklindedir (Abad et al. 2005; Ramsden 2009). Atom
dizeyinde mihendislik de denilebilmektedir. The US Foresight Institute ise
nanoteknolojiyi, ‘‘kullamigh ve essiz Ozelliklere sahip malzeme ve cihazlarn iiretiminin
nano Olgiide madde yapismn kontrol edilebildigi ve git gide yiikselen bir teknolojik
gelismeler grubudur’” seklinde tanmlanustr (Scott et al. 2005; Ramsden 2009; Dani
2012).

Nanoteknoloji de bu teknolojiye ait kavramlarm nasil kullamlacagr tartismah bir
konudur ve bu anlamda kesin bir smirlama yoktur. Ancak nanoteknoloji denildiginde
atom seviyesinde kontrol odakl ortaklasa bir bilim dah oldugu unutulmamahdir.

Nanometrenin  biiyiikliik bakmmndan diger birimlerle kiyaslanmasi  Sekil 2.2°de

verilmistir.
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Sekil 2.2. Biyolojik bilesenlere kiyasla nano materyallerin boyutunu gosteren logaritmik
uzunluk 6lgegi ve nano ve mikro boyutunun tanimlanmas: (Buzea et al. 2007°den uyarlanmigtir)

Atomlar yaklasik 0,1 nanometre; sac¢ teli ise yaklasik 80.000 nm kalnhgnda oldugunu
g6z Oniinde bulundurursak nanoteknolojinin atom ve molekiiler diizeylerle ilgili oldugu
ortaya c¢ikmaktadr. Bu dogrultuda nanobilim ve nanoteknolojinin amaci nano skalada
malzeme ve sistem tasarlamak, gelistrmek ve  ginlik hayatmizda < dahi
kullanabilecegimiz iiriinleri olusturmaktir (Ozer 2008).

Nanobiyoteknoloji; organik ve morgankk malzemelerden olusan fonksiyonel nano
yapilar1 tretmek icin; hiicreler, hiicresel bilesenler, niikleik asitler ve protemler gibi
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optimize edilmis evrim sayesinde biyolojik sistemlerin  kullamimasiyla iliskii  bir
alandrr (Fakruddin et al. 2012).

Nanobiyoteknoloji; malzeme  bilimi, molekller biyoloji, fizik, analitik kimya,
biyoorganikk ve biyoinorgank kimyann katkiari ile kavramlar, uygulamalart ve
perspektifleri  birlestirerek  ileri  biyoteknolojik iirlinlerin  arastwilmasi  ve {iretimesi
lizerine cahsmalar yapan multidisipliner bir bilim dahdr (Niemeyer and Mirkin 2004).

Nanobiyoteknolojide ger¢cek zamanh nano sensdrler ve lab-on-chip teknigi gibi daha
hassas ve duyarh tam yontemleri icin nano Olcekteki tekniklerin gelistirilmesi ve
tiretimesini hedef almaktadr (Yidrim vd 2010).

2.2. Nanoteknolojinin Tarihgesi

Insanlar tarafindan dekoratif amach kullanlan yapay metal nano tarihi Roma donemine
dayanmaktadr. Britanya Miizesinde sergilenen yaklask 50-100 nanometre boyutunda
glimiis ve altm nanopartikiillerinden yapimis olan “‘Lycurgus Cup’ iyi bir ornektir. Bu
kupa yesil ve kmrmuzi olmak {izere iki farkh renk yansitr (Dani 2012). 1857 yiindan
sonra Michael Faraday altmm optik Ozellkleri ilizerine c¢ahsmalar yaptigi swrada ik
metalk altm kolloidal ¢ozeltiyi kesfetmis ve farkh preperasyon metotlar1 kullanidarak
altm partikiillerin ¢esitli renklerini tanmlamstr (Dani 2012).

26 Aralk 1959 yinda Richard Feyman’m Caltech’deki konusmasiyla nanoteknolojinin
tarihteki temelleri atimustr (Dani 2012). Feynman’m ‘‘There’s plenty of room at the
bottom’” bashkh unutulmaz konusmasnda aslnda kastettigi sey kesfedilecek ¢ok daha
kiicik boyutlarda yapilarm oldugu ve bu yapilarda kesfedilebilecek yeni Ozelliklerin var
oldugudur. Feynman, nanoteknolojide de, geleneksel fizik kanunlarmmn gecerli oldugu
makro diinyadaki aygtlarm c¢ahsma sekline benzeyen tasarmmlarm olabileceginden soz
etmistir. Hatta bir toplu ignenin basi kadar klglk bir alana Britanica Ansiklopedisinin

tamaminmn sigdirilabilecegini soylemistir (Ozer 2008).
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1981 yinda Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Bining tarafindan kendilerne Nobel
odilinii  kazanmalarm saglayan, atomik seviyede ¢Oziinirlikteki Tarama Tiinel
Mikroskobu kesfedilmistir. Bundan bes yil sonra (1986) Gerd Binning, C. F. Quate ve
Ch. Gerber Atomik Kuvvet Mikroskobunu gelistrmislerdir. 1989 yilinda IBM’de
kimyaci olan Ari Aviram her yil nanoteknoloji konulu toplantilar diizenlemistir. 1990
yiinda IBM de gorevili olan Don Eigler ve Erhard Schweizer, Xenon atomunu nikel bir
ylzey (zerine atom atom isleyerek ‘‘IBM’’ logosunu yazmuslardr. 1985 yilinda
kesfedilen nanotiipleri 1991 yinda Sumio Lijjima iiretime ge¢irmistir. 2000 yiinda
ABD’de Ulusal Nanoteknoloji Inisiyatifi olusturulmustur. 2006 yilinda hedefe yonelik
llac dagtmu i¢in nanoparcaciklar tiretimistr (Roco 2007). Teknolojnin yillara gore
gelisim evresi Sekil 2.3’de verilmistir.

1853 o 1913 & 1969 225 4 2081
Tekstil Demiryolu Clomotiv Bilgisayar sNanoteknoloji?
Teknolojinin
Dofugu
Y a) |
18000 18530 19130 13690 2025 poT e
- Hizl
771 1825 1886 1939 1997 S
Ermesi
Endistn Devrimi Enformasyon Dewimi

Sekil 2.3. Bilim ve teknolojideki temel gelismeler (Celep 2007)

2.3. Nanoteknolojinin Goruntilenmesinde Kullamlan Baz Cihazlar

Gelisen teknolojiyi takip etmek i¢cin eldeki mevcut cihazlar yeterli gelmemekte ve
bundan dolayr da basit kalmaktadr. Teknolojinin gelismesiyle daha kompleks
cihazlarm  iretimesi hiz  kazanmig durumdadr. Son yillarda ortaya ¢ikan
nanoteknolojiyi kavramak ve takip etmek adma nano boyutta iiretilen malzemelerin
gorintilenmesi  gerekmektedir. ~ Goruntiileme  teknikleri  icerisinde  yer  alan
mikroskoplarm  gelistiriimesiyle de bu amaca ulasimis durumdadr.  Gelistirilen
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mikroskoplari, elektron mikroskoplar1 ve taramah u¢ mikroskoplar1 olarak iki ana baghk
altnda toplayabiliriz (Ozer 2008).

2.3.1. Elektron mikroskoplan

Elektron mikroskoplar1 goriintiiyii 10 ie 1.000.000 kez arasmda biiyiitmeyi saglar. Bu
kadar genis aralkta blyiitmeyi saglayan bu mikroskoplar, nanoteknolojide
karakterizasyon iglemlerini yapmak i¢in gelistirilmistir (Williams and Adams 2007).

Elektron mikroskoplari, incelenecek numune yiizeyini elektron bombardmmanma tutar.
GoOnderilen elektronlardan bir kismu sagilir bir kismu da 1sm demeti halinde yayilr.
Yaylan bu smlar ve elektronlar farkh isimler alarak gruplandrilabilir. Malzeme
atomlarmmn cinsleri ve bilesimlerne dair bilglyi yaylan igmlardan olan X-gmlar1 ve
auger elektronlar1 verirken malzemeyi olusturan atomlar hakkmnda bilglyi ise katot
ismlart vermektedir. Birincil ve ikincil geri sagilan elektronlar da malzemenin atom ve

yiizeyi hakkmnda bilgi vermektedir (Ozer 2008).

2.3.1.a. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramah Elektron Mikroskobu ‘‘SEM’ olarak kisaltimaktadr. Degisen kalmliktaki
yiizeylerin taranmasi i¢in odaklanmis elektronlar kullanidarak yiiksek ¢oziniirliikte (5-

10 nanometre) gOriintii almu saglamaktadw. Gilin gectikce daha yiiksek ¢oziiniirlige
sahip mikroskoplar da gelistirilmektedir (Ozer 2008).

2.3.1.b. Iletim elektron mikroskobu (IEM)

fletim Elektron Mikroskobu (IEM), yari iletken ve kalnh$ 100 nanometreden az olan
nano boyuttaki malzeme atomlarmi yiiksek enerjili elektron ismlar1 kullanarak analiz
eder. Yaklasik olarak 0.1 ile 0.2 nanometre civarmda ¢Oziiniirlige sahip olan bu

mikroskop ie nano boyuttaki malzemelerin element ve bilesen miktarlar, atom ve
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molekiillerin  diizenlernin  ve  Ozelliklermin  daha 1yi anlasimasi i¢gn  Onemlidir

(Williams and Adams 2007).

2.3.1.c. Analitik elektron mikroskobu (AEM)

0.1 nanometreye kadar ¢ok yiiksek bir ¢oziniirliige sahip olan bu mikroskop X-1smi ve
elektron spektrometre gibi cihazlarm modifiye edimesi ile olusturulmustur. Analitik
Elektron Mikroskobu (AEM), malzemeye gonderilen elektronlarm malzemeden gectigi
esnada, elektronlarda meydana gelen enerji kaybmi Slgerek demir ve nikel atomlar ile
karbon ve nitrojen atomlar1 arasmdaki farkllklar1 gosterir. Ayrica malzemelerin
molekiiler baglar ile elektrik iletkenligi ile ilgili de bilgi vermektedir (Ozer 2008).

2.3.2. Tarama uclu mikroskoplar (STM)

Malzemenin  yiizey Ozelliklerini incelemek icin ideal bir mikroskoptur. Maddelerin
yuzeylerini tarayarak yiikseklk degisimlerini, elektriksel degisimleri veya yiizeydeki
diger degisiklikleri kaydetmede tercih edilir (Ozer 2008).

2.3.2.a. Taramah ttnel mikroskobu (TTM)

Taramah Tiinel Mikroskobu (TTM) 1986 yinda Nobel Fizk Odiilinii alan Heinrich
Rohrer ve Gerd Karl Binning tarafindan 1981 yiinda kesfedimistir. Iletken
malzemelerin  yilizey karakteristiklerini  belirlemek i¢cin  kullandr.  Atomik  seviyede
gorlintiilemeyi saglar (Kaiser 2006).

2.3.2.b. Atomik kuvvet mikroskobu (AKM)

AKM, yiizey goriintiisiinii angstrom (A°) (101° m) diizeyinden 100 mikrona (u) kadar
goruntiileyebilme  yetenegine  sahiptir. AKM’de gorintiinin almabilmesi i¢in 100
nanometreden daha kii¢iik bir ¢apa sahip olduk¢a ince silikon bir u¢ kullanmimaktadir.
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Silikon ucun malzeme ylzeyi {lizerindeki hareketi esnasmda malzeme tizerindeki
atomlar ile silikon ugtaki atomlar arasmda bir etkilesim gerceklesir. Bu etkilesimler
cergevesinde siikon ucun yiiksekliginin ayarlanmasi suretiyle numune yiizeymne
uygulanan kuvvetin sabit kalmasi saglanr. Bu mekanizma ucun asagi yukari hareket
degisimlerini kaydederek numune yiizeyinin ii¢ boyutlu bir goriintiisii elde edilir (Ozer
2008).

2.4. Biyomimetik ve Canllardaki Nanoyapilar

Canllarda bulunan DNA, proteinler, enzimler, kas kasimasnda gorev alan miyosin,
ATP iretiminde sentezi saglayan ATP sentaz, bakterilerde bulunan flagella gibi yapilar,
nanobilim ortaya c¢ikana dek sadece gorevleri bilniyordu. Nanobilim ve
nanoteknolojinin gelismesiyle bu yapilara daha farkh bir gézle bakimaya baslanmustir.
Nano boyuttaki maddelerin Ozellikleri incelendiginde normal fizik kanunlarmmn gecerli
olmadi®i ve maddenin bilinenin aksine farkh Ozellikler gosterebilecegini ve bu
Ozellkler baz almarak yeni tasarmlarm  gergeklestirilebilecegi  Ongoriilmiistiir.
Dolayisiyla canllardaki tiim yapilar tekrar ele almarak yeniden incelenmisti. Mikron
boyutunda oldugu tahmin edilen yapilarm Ozellklerinin yannda nano boyutta yapilan
karakterizasyonlar ile farkh Ozellkler giin 1s13ma ¢knustr. Bu yapilar insanogluna
hizmet etmesi agisindan bir model olusturmaktadr. Bu modeller dogadan ilham alnarak
yapimaktadr ve bu yeniliklere biyomimikri denilmektedir. Bdylece biyomolekiiller
olarak bilinen yapilar giiniimiizde nanomotor yahut nano islevli malzemeler olarak
animaktadr. Ornegin; ATP sentaz, kinesin, miyozin, bakteri flagellas1 birer nanomotor
olarak kitaplara konu olmus durumdadr. Ayrica DNA genetik bilgi tasiyan kaltim
materyali olarak bilinmesinin yannda, tasidigi bilgi kapasitesi baz almarak ¢ok kuglk
boyuta sigabilecek DNA tabanh bilgisayarlar gelistirimektedir. Proteinler, evrim
siregleri  tarafindan  optimize  edimis nano  sistemleri meydana  getirmistir.
Metalloprotein temelli cihazlarm gelistirmesi tasarlanmustr. Fotokromik protein &zellik
tastyan bakteriyorodopsinin ii¢ boyutlu optik hafizaya sahip olduklart kesfedilmis ve
buna dayal cihazlar gelistirilmistr (Niemeyer and Mirkin 2004; Goodsell 2004;
Renugopalakrishnan and Lewis 2006).
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2.5. Nanomalzemeler

Bir malzeme en azindan bir boyutu smrlandmidiginda benzersiz 6zellikler kazantyorsa
nanomalzeme olarak adlandriimaktadr. Nanomalzemelerin kesin  bir smiflandirmasi
yoktur. Ancak nanomalzeme denilince akla buckyball diger bir deyisle fullerenler,
karbon nanotiipler, nanofiberler, tek swa atomlardan islenmis tek tabakah yahut atomik
diizeyde islenmis c¢ok tabakah filmler, grafen, kuantum dotlar, lipozomlar ve
dendrimerler gelmektedir. Bunlardan kuantum dotlary, fullerenleri, lipozomlart ve
dendrimerleri nanomalzeme kapsammda genel bir bashk olarak nanopartikiil adi altmda

toplanabilmektedir (Isk 2010).

2.6. Nanopartikiller

Atomik ve molekiiler uzunluk olclisinde en azndan bir boyutu smirlandrimis olan
parcaciklara nanopartikiiller adi verilir. Nanopartikiiller amorf veya kristal forma sahip
olabilir ve yiizeyleri sv1 damlacklar ya da gazlar i¢in tastyict olarak islev gorebilir. Bir
dereceye kadar nanopartikiiller, genis yiizey alam ve kuantum boyut etkileri gibi farkh
ozelliklerinden dolayr kati, sivi, gaz ve plazma durumlarma ilaveten maddenin farkl bir
durumu olarak distiniilebilir. Kristal formdaki nanopartikiil materyallerine yaygmn OSrnek
olarak grafit ve elmas, ayrica fullerenler ve karbon nanotupler verilebilir (Buzea et al.
2007).

Nanopartikill ~ sentezini iceren faaliyetler; 0zgin Katalitik, elektronik, manyetik,
kimyasal, fotoelektrokimyasal ve optik Ozellklerinden dolayr ilgi alam olusturur.

Nanopartikullerin 6zgin 6zellikleri;

1) Kvantum smrlama etkisi
2) Boyut etkisi ile elektronik enerji seviyesini ayarlama,
3) Nanopartkiiller de icteki atomlardansa distaki atomlarm baskmn davranglarmdan

dolayr kiitle oranma gore ylizey alanmmn artmasi sayimaktadr (Hulkoti and Taranath
2014).
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Nanopartikiillerin =~ olagan  dis1  fizikokimyasal — ozellikleri  (yiizey  yapisy, — yiizey
reaktivitesi, yiizey gruplari ve kaplamalar, ¢Ozundrlik, ylzey morfolojisi, adsorblanan
kimyasallarm etkisi, sekil ve topaklanmasi) 100 nanometreden kii¢iik olmasi kaydiyla
(Habeeb 2013) atfedilmistir (Hulkoti and Taranath 2014).

Nanopartikiller son zamanlarda yiiksek derecede patojenik mikroorganizmalar icin
antimkrobiyal olarak ve ila¢ dagtmu gibi biyomedikal arastrma ve uygulamalar icin
tip alannda kullanilmaktadir (Habeeb 2013).

Altm, giimiis, platin, alimmyum, c¢inko, karbon, titanyum, paladyum, demir ve bakir
gibi metal nanopartikiiller, vazgecimez ve teknolojik Oneminden dolayr son zamanlarda

muazzam bir ehemmiyet kazanmistir (Hulkoti and Taranath 2014).

Nanopartikillerin metalik olmayanlart da bulunmaktadw. Bunlardan birisi de kalsiyum
tabanh  nanopartikiillerdir. Kalsiyum tabanh nanopartikiillerin ~ kiymeth  Ozellikleri
vardr. Bunlar: biyouyumlu, biyobozunabilen, non-toksik, diisiik maliyeti ve kolay
kullanilabilirliginin -~ olmasmmn yannda kullanlabilecegi alanlarm genis olmasidr (Chu
et al. 2013; Maurya et al. 2013; Kisku et al. 2014).

2.6.1. Nanopartikullerin simflandirilmasi

Nanopartikiiller genel olarak boyutlarma, morfolojisine, homojenligine, bilesimine ve
topaklasmasma gore smiflandmilir. Nanopartikiilerin  hareketi smrh degidir. Serbest
halde cevrede kalabilir ve msanlarda ciddi saghk sorunlarma yol acabilecek maruziyete
neden olabilir. Buna karsm genis bir nesneye siki bir sekilde bagh olan nano yapidaki
elementleri iceren pek ¢ok obje vardr ve sabit nanopartikiiller diizgiin islendikleri
zaman saghk riski teskil etmezler. Bu Onemli ayrimmn bir 6rnegi, miikkemmel derecede
giivenli olan yanmaztag (asbestos) materyalidir fakat nanometre Olgekte havayla tagman
(aerosol) kanserojen lifli partikiillerin iiretimine iliskin boyle bir yolda madende
calsrken ya da madenden c¢ikarildigi zaman akcigerlerde emilimi kolay oldugundan
saglk icin tehlikelidi. Aslnda nanopartikiillerin ¢ogu non-toksik gorlinmektedir,
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digerleri de saghfa faydah goriindiigii halde toksik olmayan hale getirilebilir (Buzea et
al. 2007). Nanopartikiillerin smiflandirilmas1 Sekil 2.4’te gdsterilmistir.

Nanopartikiil sentezi ile iligkili tiim konularda metal nanopartikiiller, metal oksit
nanopartikiiller ~ve  polimer nanopartikiiller gbi literatirde yer alan ¢esitli
nanopartikiiller vardr (Vaseem et al. 2010).

2.6.2. Nanopartiktllerde boyutluluk

Nanopartikiillerin - morfolojisi ya da sekilleri toksisiteleri {izerine Onemli bir rol
oynadikca bu boyut saylarma dayah smiflaindrma kullanigh olmaktadr. Bu en-boy
oranmin genel bir konseptidir (Sekil 2.4) (Buzea et al. 2007).

2.6.2.a. Bir boyutlu (1D) nanomateryaller

Nanometre Olgegindeki bir boyutlu (1D) malzemeler genel olarak ince filmler veya
yuzey kaplamalardr. Ayrica bilgisayar mikrogip devrelerini ve gozlikte yansima
onleyici kaplamalart da igerir. Ince filmler yillardr elektronk, kimya ve miihendislik
gbi cesith alanlarda gelistirildi ve kullanildi. Ince filmler, tek bir tabaka olarak
adlandrilan sadece bir atom kalnhgnda kontrolli bir sekilde bilyiitiilebilir ve c¢esith
yontemler araciigiyla depolanabilir (Buzea et al. 2007).

2.6.2.b. iki boyutlu (2D) nanomateryaller

Iki boyutlu (2D) nanomateryallerin nano olgekte iki boyuta sahipti. Bunlar, Kugcik
partikiilleri siizme ve ayrma islemlerinde kullamlan nano gozenekli filreleri veya bir
alt tabakaya saglam bir sekilde baglanan nanoyapilar ile iki boyutlu nanoyapili filmleri
icerir. Nano Olgek aral@ndaki boyutlara sahip genis bir en boy oraminda olan serbest
partikuller, ki boyuthi nano malzemeler olarak kabul edilir. Yanmaztas (asbestos) lifleri
iki boyutlu nanopartikiillere bir 6rnektir (Buzea et al. 2007).
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2.6.2.c. Ug boyutlu (3D) nanomateryaller

Her G¢ boyutta buyiklikleri nanometrik skalada verilmis malzemeler ii¢ boyutlu (3D)
olarak kabul edilir. Atomik Olcekte gbzeneklilik, kolloidler ve c¢esith morfolojilere sahip
serbest nanopartikiilleri olusturan kosullar altnda depolanan ince filmleri icerir (Buzea
et al. 2007).

2.6.3. Nanopartiktl morfolojisi

Bir nanopartikiilde dikkat edilecek Ozellkler arasmnda yiizey diizgiinkigi, kiiresellifi ve
en-boy oranm yer almaktadwr. Yiiksek ve diisiik en-boy oranma sahip partikiiller arasmda
genel bir smiflandrma vardr. Yiiksek en-boy oranh nanopartikiiller, uzunlugu degisen
caplardaki nanoteller veya heliks, zkzak gbi cesitl sekillere sahip nanotelleri ve
nanotlpleri icerir. Kuglik en-boy oranh nanopartikiil morfolojisi de kiiresel, oval, kiibik,
prizma, sarmal ya da siitun sekildedir. Bircok nanopartikiil yigmi, toz, siispansiyon veya
kolloidler olarak mevcuttur (Sekil 2.4) (Buzea et al. 2007).

2.6.4. Nanopartikil kompozisyonu

Nanopartikiiller, tek bilesenli bir malzemeden veya birka¢ malzemeden olusabilir (Sekil
2.4.). Dogada bulunan nanopartkiiller ¢esiti kompoztler ile malzeme yigmlar
halindedir. Oysa giiniimiizde saf ve tek bilesenli malzemeler cesith metotlarla kolay bir
sekilde sentezlenebilmektedir (Buzea et al. 2007).

2.6.5. Nanopartikillerin homojenligi ve topaklanmasi

Kimya ve elektro-manyetik oOzelliklere dayah nanopartkiiller; bir yign halinde veya
stispansiyonlar/kolloidler olarak dagimis aerosoller halde bulunabilir (Sekil 2.4). Buna
bir Ornek verecek olursak, manyetik nanopartikiller; yuzeyleri manyetik olmayan bir

malzeme ile kaplanmazsa bir yign olusturarak kiimelesme egiliminde olur. Kiimelesen
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nanopartikiiller, topaklanmann boyutuna dayanarak daha biiyilk pargaciklar olarak
davranabilir. Bu yilizden nanopartkiillerin kiimelesmesi, sekli, boyutu ve yiizey
aktivitesi yeni malzemelerin saghk ve gevre diizenlemesinde goz Oniinde bulundurarak

karar verilmelidir (Buzea et al. 2007).

2) Morphology
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Sekil 2.4. Boyut, morfoloji, kompozisyon, homojenligi ve kiimelesme durumu
agismdan nanoyapidaki materyallerin smiflandirilmas: (Buzea et al. 2007)

2.7. Nanopartikiillerin Sentez Mekanizmasi

Nanopartikiillerde kullamlan biyolojik ajanlarm sentezinde kesin mekanizma simdiye
dek belirlenememistir. Bu, nanopartikiillerin olusumuna neden olan metal iyonlar ile
farkl biyolojik ajanlarla farkh bir sekilde tepki verdigi igindir. Cogu mikroorganizmalar
intraseliler veya ekstraseliler inorganik malzemeler Gretir fakat intraseliler ve
ekstraselller nanopartikiil sentezi icin olusturulan mekanizma farkh biyolojik ajanlar ile
farkli olmaktadrr. Intraseliiler metot mikrobiyal hiicrelerde belli bir iyon tagmmum

icerir.  Nanopartikiillerin  intraseliiler sentezinde mikroorganizmalarm hiicre duvan
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onemli bir rol oynar. Bu mekanizma hiicre duvarmm oynadig rol yiiki ile ilgilidir.
Hiicre duvarmda bulunan enzimler nanopartikiil iyonlarmi azaltr (Hulkoti and Taranath
2014).

2.7.1. Nanopartikullerin iiretim metotlan

Nanopartikill sentez yontemleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik yolla olabilmektedir. Bu
sentezlenme yollarmdan son yillarda ki gelismelere dayanarak sk Kullamlan baz
teknikler gelistirilmistir. Bu alisilagelmis teknikler: elektrokimyasal sentez, ters misel/
mikroemiilsiyon  metot,  hidrotermal  sentez,  sonokimyasal c¢okturme,  Kkimyasal

indirgenme  teknikleridir.

Nanopartikiil sentezinde aranilan Ozellk nano boyutta elde edilen nano pargaciklarmn
homojen olmasit yani biiyilikliklerinin ve sekillerinin uygulanabilecek alana gore
istenilen sekilde olmasidr (Yidiz 2011).

2.7.1.a. Elektrokimyasal sentez

Bir ¢ozelti icerisindeki iorganik metallerle kati ve/veya sert ylizeylerde biriktirme
yapilarak uygulanan bir yontemdir. Oksijenle reaksiyona gren metaller ile ¢ozeltide
bulunan metal iyonlarmm katotta indirgenmesi ilkesine dayali olarak cahsr. Bu sentezle

elde edilen nanopartikiillerin safik derecesi yiiksek ve homojenligi fazladr (Tittinoglu
2007; Yildiz 2011).

2.7.1.b. Ters misel/mikroemilsiyon metodu

Bir ya da birden fazla reaksiyonu es zamanh gergeklestirebilen bir metottur. Bu metotla
iretlen  parcaciklar  fiziksel/kimyasal — parametrelerin  degistirilmesiyle ~ morfolojisi
istenilen hale getirilebilmektedir. Organik faz ara yuzeyi, yuzey aktif maddelerin

ilavesiyle stabil olduktan sonra nano Olgekte su kiireleri olusur. Yiizey aktif maddesinin
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suyla olan oram degistikce su kiirelerinde farkllagsmalar meydana gelmektedir. Bu
dogrultuda ortaya ¢ikan oran 15’in altinda olursa ters misel, iistiindeyse mikroemiilsiyon
sistemleri olusmaktadr. Nano yapidaki parcaciklar su kiireleri olarak bilinen mikro
reaktorlerde sentezlenirler. Parcacigin boyutu su kiirelerinin boyutu ile iligkilidir (Petit
et al. 1994; Li 1998; Yidiz 2011).

2.7.1.c. Hidrotermal sentez

Hazrrlanan numune otoklav benzeri kapal sistemlere birakilarak yiiksek basmg altinda
optimize edilir. Bodylece kontrol edilebilen morfoloji ve boyutta nanoparcaciklar elde
edilebilmektedir (Tok et al. 2007; Tiitiinoglu 2007; Yidiz 2011).

2.7.1.d. Sonokimyasal ¢oktlirme (Depozisyon)

Kavitasyon olayr ile kimyasal glic kazanan ultrasonik enerji sonucunda meydana gelen

sonokimyasal tepkimeler sayesinde nanoparcaciklar elde edimektedir (Lu and Lin

2004; Tiitiinoglu 2007; Yidiz 2011).

2.7.1.e. Kimyasal indirgenme

Indirgenme reaksiyonlarmm gecerli oldugu bu yontem de sulu ve organik bir coziicl faz
icerisinde indirgeyici reaktif ile birlikte metal iyonlar, metalk nanopargaciklara
doniismektedir (Tiitlinoglu 2007; Yidiz 2011).

Nanopartikiil iiretiminde gecerli olan bu yoOntemlerin yannda bir de son yillarda

olduk¢a giindem de olan biyosentez yontemi vardir.



28

2.8. Biyosentez

Nanopartikiil iiretiminde fiziksel ve kimyasal sentez metotlarma ilaveten yeni bir
yaklasim olan biyosentez ile nanopartikiil eldesi son yillarda {izerinde durulan ve
arastrilan bir yontem olup karsmiza ¢ikmaktadw. Nanopartikiil sentezinde kullanlan
metotlarm bazlarmda toksik kimyasallarm kullanmm kagmiimaz olabilmektedir. Bu
nedenle nanopartikiil lretimnde zorunlu olarak yesil sentez gelistirimesine ihtiyag
duyulmaktadr.  Ya  bitki  Ozitleri ya da  mikroorganizmalarm  kullanildidt
nanopartikillerin - biyolojik yolla sentezi, fiziksel ve kimyasal yontemlere alternatif
olarak ortaya ¢kmistr. Bu yontem hem givenlir hem de c¢evre dostu olarak
sunulmaktadr (Hulkoti and Taranath 2014). Iyi bilinen mikroorganizmalar metal
iyonlarmm  azaltimast  yoluyla toksik metallerin iyilestirilmesinde  kullanilmaktadir.
Nanopartikiil sentezinde mikroplarm kullanmm olduk¢a yenidir. Nanopartikiillerin
biyosentezinde, ¢oOzeltiden hedef iyonlar1 yakalayan mikroorganizmalarm —kullanimasi
oldukca basarth olmustur. Nanopartikiiller olustuklar1 yere gore mtraseliiler (hiicre ici)
ve ekstraseliiler (hiicre dis1) olmak tizere iki kategoride toplanr (Hulkoti and Taranath
2014). Intraseliiler (hiicre igi) metotta enzimlerin varhgmda nanopartikiillerin olusmasi
mikrobiyal hiicreler icerisinde iyonlarm tasmmasindan olugsmaktadr. Nanopartikiillern
ekstraseliiler (hiicre dis)) metodu ise enzimlerin varhgnda azalan iyonlar ve hiicre

ylizeyleri {izerinde metal iyonlarmn yakalanmasmi igerir (Zhang et al. 2011).

Simdiye dek maya, aktinomisetler, mantarlar, S-layer bakteriler, diatomlar ve
magnetotactic bakteriler gibi pek cok mikrop nanoyapih mmneral kristalleri ve metalik
nanopartikilleri {iretmek i¢cin  kullanimugtr.  Ayrica boyut, sekil, kompozisyon ve
partikiillerin homojen dagiliminin kontrolii de ¢ahsilmistir (Zhang et al. 2011).

Mikroplar iizerinde nanopartikiil etkisi biiyiik dikkat ¢ekmusti. Nanopartikiiller mikrop
aktivitelerine  yardm edebilmektedir. Cesiti ¢ahsmalarla mikrobiyolojik  reaksiyon
oranlart lizerne nanopartikiil etkisi arastmimustr. Reaksiyonlarda Kkatalizor ilavesi,
reaksiyon  oranlarmi  degistrmede  yaygm  olarak  kullamlan  bir  yOntemdir.
Nanopartikiili katalizorler, kullamsh yiiksek aktiviteye sahip belirli yiizeyler ve
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benzersiz  Ozelliklerinden dolayr sik¢a kullamlan katalizorlerden daha popiilerdir.
Nanopartikiillii katalizorler cogunlukla manyetikk ve manyetik olmayan malzemelerden
olusmaktadwr. Genel olarak nanopartikiillii katalizorler, —mikroplarm aktivitesini
arttrmak i¢in hiicrelerini bularak mikrobiyolojik reaksiyon hizim tesvik eder (Zhang et
al. 2011).

2.9. Nanopartikiillerin Biyosentezinde Kullamlan Mikroorganizmalar

Bakteri, mantar, aktinomisetler ve mayalar dahil olmak Uzere bir ¢ok
mikroorganizmanmn intraseliiler (hiicre i¢i) veya ekstraseliiler (hiicre dis1) olacak sekilde
mineral kristalleri ve metalik nanopartikiilleri sentezleme yetenegine sahip olduklar
bulunmustur. Bakteri ve mantarlarm kullanmuyla yapilan nanopartikiil ile mayalar ve
aktinomisetlerle  yapilan nanopartikiil biyosentezi kiyaslandignda en fazla ilgiyi
bakteriler ve mantarlar ¢ekmisti. Nanopartkiil sentezindeki son arastrmalarda
kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.1’de verilmistir (Zhang et al. 2011).

Cizelge 2.1. Mikroorganizmalar tarafindan nanopartikillerin sentezi

Mik roorganizmalar Urunleri Boyut (nm)
Bacteria
Klebsiella pneumonia  Ag(0) 5-32
Ag(0) 2-100
Ag(0) 1-5
Enterobacteria Ag(0) 28.2-122
E. coli Au(0) 20
Plectonema boryanum  Pd(0) 1-20
Shewanella algae Pt(0) Around 5
Lactobacillus TiO, 15-35
Staphylococcus aureus  Ag(0) 160-180
Bacillus subtilis Ag(0) 5-60
Fungi
Helminthosporum Au(0) 2-70
solani

Penicillium Au(0) <135
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Cizelge 2.1. (devam)

Penicilliumfellutanum  Ag(0) 5-25
Hormoconis resinae Ag(0) 20-80
Trichoderma reesei Ag(0) 5-50
Fusarium oxysporium Ag 5-15
Fusarium oxysporum Barium titanate 4-5
Yeast

Yarrowia lipolytica Au(0) 15

2.10. Nanopartikiil Cesitleri

Cesit yontemlerle sentezlenen cesit nanopartikiiller bulunmaktadr. En c¢ok arastirilan
nanopartikiil cesitleri altm (Au) ve gimiistir (Ag). Bunlarm haricinde ¢inko (Zn),
titanyum (Ti), palladyum (Pd), kadmiyum (Cd) gibi elementler ve bu elementlerin
oksijen (O) yahut selenyum (Se) gibi elementlerle olusturduklar bilesiklerle ilgili de
aragtrmalar olduk¢a yaygmndr. Nanopartkiiller metalik elementlerden elde edildigi gibi
metalik olmayan elementlerden de elde edilebilmektedir. Bunlardan biri de
kalsiyumdur.

Kalsiyunmun  dogada ve canh biinyesinde bulunmasi biyomimetk agidan dikkat
cekmektedir. Dogayr taklit ederek canhlara daha az zaran olacak sekilde yapilan
tasarmmlar biiyiik ilgi gormektedir. Nitekim kalsiyum da doga ve canliya barisik bir
element olduguna gore kalsiyuma dair yapilan arastrmalarm arttrdmast ve kalsiyum

tabanh malzemelerin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadr.

2.11. Kalsiyum Tabanh Nanopartikiiller ve Uygulama Alanlan

Kalsiyum tabanh nanopartikiiller kullanim alanlarma gore; ya dogrudan ya da dolayh
olarak gesitli sekillerde kullamimaktadwr. Kalsiyum tabanl nanopartikillerden en dikkat
ceken formlar1 kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfattr. Biyoaktif, biyouyumlu,
biyobozunan ve non-toksik oOzellik gostermelerinden dolayr kullanim alanlari olduk¢a
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genistir. Kalsiyum fosfat ve kalsiyum karbonat nanopartikiilleri genelde tip, disgilik,
llag dagtim sistemleri gibi biyomedikal alanlarda kullandmaktadr. Kalsiyum karbonat
nanopartikiilleri ayrica endiistri de kagit sanayinde de kullanilmaktadir (Bin et al. 2014).

Kalsiyum tabanli nanopartikiillerin; kompozit olusturmada, implant tedavisinde, ilag
dagitimmnda, kemik dokularmda ve 1yi bir partkiil tutturucu olarak cesitl alanlarda

kullanim1 miimkiindir.

2.12. Kalsiyum Karbonat Nanopartikilleri

Biyoaktif, biyobozunabilen, biyouyumlu ve non-toksik olan kalsiyum tabanh
nanopartikiiller dis¢ilikte ve ortapedi de dolgu materyali olarak kullamimaktadr. Kemik
ve dislerin yapismda kalsiyum bulundugundan dolayt hem biyouyumlu hem de
biyobozunan oldugu i¢in canliya bir zarart olmamaktadr. Non- toksik olusu canhllardaki
kullanm yaygmh@m arttrmada dikkat ceken bir parametredir. Ila¢ dagtim sistemlerin
de toksisiteyi azalttign ve hafif asidik pH’ da ilag salmmm gerceklestirdigi icin hedefe
Ozgii akilh tastyicilar olarak kullanlmasma dair ¢ahgmalar mevcuttur (Maurya et al.
2013).

Kalsiyum karbonat nanopartikiilleri, kullanlabilirlifnin  kolay olmasi, diisiik maliyeth
olmasi, non-toksik ve asmdrict Ozelignin olmamasmdan dolayr endiistride yaygm bir
sekilde kullanimaktadr. Kalsiyum karbonatm farkh tip ve boyutlart mekanik ve termal
Ozellikleri gelistrmek icin polimerlerle birlikte kompozit halde kullamimaktadir.
Literatirde bildirilen polimerler; polietilen, polipropilen, akrinonitril butadiyen sitren,
butadiyen  kaugugu, polimetimetakrilat, polyester —amit,  poliliretan,  polistren,
polikarbonat ve sentetik yapistwriclardr. Ayrica kalsiyum karbonat nanopartikiilleri
doku mihendisligi uygulamalart igin  polilaktikasit, kitosan ve  gluten  gibi
biyopolimerlerlede  kullanilmaktadr.  Olusturulan ~ kompozitler — miikemmel — mekanik
Ozelliklere sahiptirler (Maurya et al. 2013).
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Ambalajlama uygulamalarmda kullanilan  biyopolimerlerin  zayif mekanik 6zelliklerini
gelistrmek icin  olusturulan nano komporzitler, geleneksel teknolojilere yeni bir
alternatif olarak gorulmektedir. Geleneksel kompozitler ve polimerlere nazaran 1s1
direnci, bariyer Ozellkleri ve mekank kuvvet acismdan gelisme sergiler. Diisiik
maliyet, cevre uyumluluklarmdan dolay1 gida ambalaj uygulamalarmda 1yi bir malzeme
secimi olarak aragtrimaktadwr. Bu arastrma dogrultusunda polivinil alkol (PVA) ile
kalsiyum karbonat nanopartikiilleri ile kompozit olusturulmaktadir (Kisku et al. 2014).

Elde edilen nanopartikiillere uygun alanlarm aranabildigi gbi calsma alanma uygun
nanopartikill  sentezide planlanabilir. Kalsiyum tabanli nanopartikiilleri ile olusturulan
nanokompozitler’kompozitler discilikte dentil tiibiil tkankhgmm iyilestiritmesinde de
kullanilmaktadir (Wang et al. 2014).

Omurga kemik tedavisinde ya da kalga kirklarmda implant uygulamasi olarak kalsiyum
karbonath nanopartikiiller dolgu malzemesi olarak kullanilabilmektedir.

2.12.1. Kalsiyum karbonat nanopartikille rinin karakterizasyonu

Nanoteknoloji de genel olarak kullanilan karakterizasyon tekniklerinden bazlar; STM
(Taramal Tip Mikroskopi), SPM (Taramal Ug¢ Mikroskopi), SEM (Taramal Elektron
Mikroskubu), TEM (Gecirmeli Elektron Mikroskubu), AFM (Atomik Kuwvet
Mikroskopi) ve MKM (Manyetik Kuwwet Mikroskobu) dir. Kalsiyum karbonat
nanopartikiillerinin ~ kullanim  alanlarma  gore  karakterizasyon  teknikleri  farkhlk
gostermektedir. Genellikle, SEM, TEM, EDAX ve XRD ile karakterize edilmektedir.
Bunun yaninda kompozt olusturmak isteniyorsa AFM ile de goriintii almabiimektedir
(Quester et al. 2013; Maurya et al. 2013).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada kullamlan alet ve cihazlar

. Mikroskop (Boeco BM 180, GERMANY)

. Inkiibatér (Binder BD53, GERMANY)

. Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

. Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

. Calkaliyic1 (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

. Magnetik Karstirict (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

. pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

. Derin Dondurucu (Nuaire-86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U.S.A.)

. Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

10. Buzdolab1 (Beko BK9470, TURKIYE)

11. Saf Su Cihazr (GFL 2004, GERMANY)

12. Santrifiij (Hettich EBA 21, GERMANY)

13. Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

14. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (Zeiss EVO LS 10, GERMANY)
15. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (Zeiss EVO LS 10, GERMANY) EDAX
16. XRD (Rigaku powder X-ray diffractometer) (INSPECT S50, U.S.A))

© 00 N O U» ~A W N P

3.1.2. Cahsmada kullamlan cozelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

Tryipticase soy agar (TSA): 40 g tripticase soy agar karismu (Oxoid) 1 L saf su
icerisine  ilave edilmistir. Besiyeri otoklavda steril edilmistir. 45-50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katlagsmaya brakilmistr (Barig 2009).
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Nutrient Broth (NB): 1 litre saf suya 13 gram nutrient broth ilave edilerek 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokiilerek katilasmaya brakilmigtir.

Kristal violet: 2 g kristal violet, 20 ml %95’lik etil alkolde ¢6ziilmiis ve son hacim
steril saf su e 100 ml'ye tamamlanmstr. Amber sise i¢inde buzdolabnda muhafaza
edimistir (Harley and Prescott 2002).

B-2 Kati Besiyeri (250 mL): Casein 1 gram, D-glukoz 0,25 gram, Tris 3 gram, maya
ekstrakti 0,25 gram, Kalsiyum asetat 0,375 gram, Agar 3,75 gram, 250 mL saf su icinde
cozilip pH 7.4’e ayarlanarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. 45-
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya brakimistr
(Demir et al. 2014).

B-2 Siv1 Besiyeri (250 mL): Casein 1 gram, D-glukoz 0,25 gram, Tris 3 gram, maya
ekstrakti 0,25 gram, Kalsiyum asetat 0,375 gram, 250 mL saf su icinde ¢Ozulip pH
7.4’e ayarlanarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril ediimistir (Demir et al. 2014).

B-4 Kati Besiyeri (250 mL): Kalsiyum asetat 0,625 gram, maya ekstrakti 1 gram,
glukoz 2,5 gram, agar 3, 75 gram, 250 mL saf su icinde ¢ozilip pH =7ye ayarlanarak,
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edimistir. 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril petrilere dokiilerek katilagsmaya brakilmistir (Boquet et al. 1973; Baris 2009).

B-4 Sivi Besiyeri (250 mL): Kalsiyum asetat 0,625 gram, maya ekstrakti 1 gram,
glukoz 2,5 gram, 250 mL saf su icinde c¢ozilip pH =7’ye ayarlanarak, otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edilmistir (Barig 2009).

Ureli Besiyeri (350 mL): 7 gram Ure, 3,5 gram NH4Cl, 0,742 gram NaHCO3, 1,05
gram Nutrient Broth 350 ml saf su icinde ¢6zllup, pH= 8’¢ ayarlanmustrr. Filtre edilerek
steril edimistir (De Muynck et al. 2010; Akoguz 2014).
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140 gram/L CaCl, Cozeltisi: 100 mL saf su icinde 14 gram CaCl, cozilerek Millex
Syringe-driven Filter Unit marka 0,22 Clik steril filtre ile steril edimistir.

Yikama Soliisyonlan:

e Safsu
e n-Hexane puriss
e Ethanol absolute (%99’luk)

3.1.3. Cahsmada kullamlan bakteriler

Bacillus arenosi K64, Paenibacillus polymyxa K2, Rhodococcus erythropolis K85 ve
Bacillus atrophaeus K101 Atatirk Universitesi Fen Fakiltesi Biyoloji Bolimi
Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Laboratuvarmda bulunan Kultiir koleksiyonundan
almmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakterilerin canlandirilmasi

Cahsmada kullanlacak bakteriler, -80°C’lik ultra derin dondurucuda muhafaza edilen
kiiltiirlerden almarak aseptikk kosullar altmda tryipticase soy agar (TSA) besiyerine
ekilmis ve 28°C’lik etiivde (Sekil 3.1) inkiibasyona brakidmstr. 24  saatlik
inkiibasyonun sonunda 1iyi gelisen kolonilerden tekrar ekim (¢izgi ekim) yapilarak
izolatlarm saf olup-olmadiklart kontrol edilmistir. Saf oldugu gozlemlenen izolatlar
diger calsmalarda kullanilmak iizere hazrlanmistir.
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3.2.2. Bakterilerin B-4 kati besiyerinde gelistirilmesi

TSA iizerinde gelistirilerek saf kiiltiirleri hazirlanan bakterilerin geng kolonilerinden 6ze
yardimiyla  kristal olusumunun  gbzlemlenmesi i¢in  hazirlanan B-4 kati  besiyerine
mokiile edimig ve 28°C’lik etlivde (Sekil 3.1) inkiibasyona brakimigtir.

3.2.3. Bakterilerin B-2 kat1 besiyerinde gelistirilmesi

TSA {izerinde gelistirilerek saf kiiltiirleri hazirlanan bakterilerin geng kolonilerinden 6ze
yardmuyla kristal olusumunun gbzlemlenmesi ve svi kiiltiir denemeleri i¢in  hazir
kiiltiirlerin olusturulmasi i¢in hazrlanan B-2 kati besiyerine inokiile edilmis ve 28°C’lik
etiivde (Sekil 3.1) inkiibasyona brakilmistrr.

Sekil 3.1. Etlv
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3.2.4. Bakterilerin B-4 sivi besiyerinde gelistirilmesi

B-4 kati besiyerinde gelistirilen bakteriler geng kiiltirlerden svi ortamlarda partikiil
olusumunun  g6zlemlenmesi ve bakterilerin  gelistiritmesi  icin - B-4 sv1  besiyerlerine

ekilmis ve bes giin oda sicakhgindaki calkalayiciya (Sekil 3.2) brakilmistur.

3.2.5. Bakterilerin B-2 sivi besiyerinde gelistirilmesi

B-2 kati besiyerinde hazrlanan genc¢ kiiltiirlerden svi ortamlarda partikiil olusumunun
gbzlemlenmesi ve bakterilerin gelistiriimesi icin B-2 swv1 besiyerlerine ekilmis ve bes
glin oda sicakhgmdaki calkalayiciya brakimistir.

Sekil 3.2. Calkalayict

3.2.6. Bakterilerin iireli siv1 besiyerinde gelistirilmesi

TSA besiyerinde gelistirilen bakteriler geng kiiltiirlerden {ircaz aktivitesi kullanlarak

CaCO;3 olusumunu gdzlemlemek icin Ure iceren ozel svi besiyerlerine inokiilasyonlar
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yapimis ve kiiltiir gelisimi takip edilerek bulanklhign artmasi ve aktivitenin yiikselmesi
icin 32°C’de ¢alkalayicida (Sekil 3.3) inkiibe edilmistir.

Sekil 3.3. Calkalayict

3.2.7. Ureli besiyerinde pH optimizasyonu

Bakterilerin gelisimleri ve partikiil olusumlarmi dikkate almarak {ireli besiyermn pH
optimizasyonu gerekliligi diisiiniilmiis ve bu amacgla 4 farkh pH degerinde denemeler
planlanmistr.  Hazrlanan besiyerleri filtre ile sterilizasyon iglemi oncesi pH’lart 6, 7, 8
ve 9 olacak sekilde 1N NaOH ve 1N HCl kullanilarak ayarlanmustir.
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3.2.8. Kati kiiltiirlerde kristal olusumunun goézlemlenmesi

En ideal bakteri izolatmmn secimesi ve kristal olusumunun gbzlemlenmesi igin
oncelikle hazrlanan B-4 ve B-2 kati kiiltiirlerinde 15tk mikroskobunda (Sekil 3.4)
dogrudan incelemeler yapimis ve kristal olusumlarmmn goriildiigii inkiibasyon siiresi,
sekli ve boyutu belirlenmistir. Kristal buytimesi gozlemleri kilkdrlerin 1., 3., 5., 7., 10.,
15., 21. ve 40. gunine kadar tekrar edilmistir.

Sekil 3.4. Isik mikroskobu

3.2.9. B-4 ve B-2 swvi kiiltiirlerde partikiil olusumunun goézlemlenmesi

Kati kiiltiirlerde yapilan incelemeler s18nda smvi besiyerlerinde kurulan denemelerde de
bakteri izolatlarmm secilmesi ve partikiill olusumunun st ortamlarda gozlemlenmesi
icn hazrlanan B-4 ve B-2 s Kkiiltiirlerinde 15k mikroskobunda (Sekil 3.5) yayma
preparatlarda dogrudan ve basit boyama (kristal violet ile) sonrasi incelemeler yapilmig
ve partikiil olusumlarmm goriildiigli mkiibasyon stiresi sekli ve boyutu belirlenmistir.
Bu iglemlerde daha yiiksek biiyiitmelerde goriintiileri fotograflayabilmek i¢in kamera ile



40

entegre 15k mikroskobu  kullandmustr.  Inceleme  islemi  kristal  biiyiimesini
gozlemleyebilmek icin kiiltiirlerin 1., 3. ve 5. giine kadar tekrar edilmistir.

Sekil 3.5. Kamera entegre 15k mikroskobu

3.2.10. Ureli ortamda gelistirilen Kkiiltiirlerde partikiil olusumunun gozlemlenmesi

Ure igeren 6zel sm1 besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirler giinliik takip edilerek bulanikhk
artismm durdugu 3. giin inkiibasyona son verilmistir. Elde edilen kiiltiirlerden yayma
preparatlar hazrlanarak basit incelemeler yapimis ve partikiil olusumu icin gereken %2
orannda doygun CaClL (140 g/L) ilavesi islemmne gecilmistir. Bu islem sonrasi kiiltiirde
bulankligm degisimi gozlemlenmis ve karakterizasyon islemleri i¢in ¢oktiirme islemi
oncesi tekrar 151k mikroskobunda gézlemlenmistir.

3.2.11. Swvi kiiltiirlerin ¢oktiiriilmesi ve yikama islemleri

Yapilan inceleme Ve degerlendirmeler sonunda secilen Kkiiltlirlerden partikiillerin
ayrimasmi saglamak icin santriftij (Sekil 3.6) kullamimistr. 6000 rpm’de ortam
sisnda 15 dk santrifiijlenerek  ¢oktiirme islemi  yapiug ve swvi faz  dikkatlice
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uzaklastirmustr. Bu sathada elde edilen cokeltiler bakteri ile birlikte gorintilenmek
icin ykanmadan kurutulan ve yikanan Ornekler olarak ikiye ayrimustr. Yikanacak
ornekler i¢i ¢oken kati faz Once saf su ile iki kez yikanmus, sonra bakteriye ait organik
kirleticilerden uzaklastiriimas1 amaciyla hegzan ile ykanmis en son olarak kurutma
islemi Oncesi etil alkol ile ykanarak kurumasi igin 55°C’de 1 saat bekletimistir. Tiim
ykama islemlerinde ilgli svi eklendikten sonra tiip vorteks yardmu ile karistirildiktan
sonra 6000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve sivi1 faz uzaklagtirilmistir.

Sekil 3.6. Santrifuj

3.2.12. Elde edilen Partikillerinin Karakterizasyonu

Kurutma islemleri sonunda elde edilen partkiiller karakterizasyon islemlerinin
tamamlanmasit igin - SEM  (Scanning Electron Microscopy = Taramah Elektron
Mikroskobu) (Sekil 3.7), EDAX (Energy dispersive X-ray spectroscopy = Enerji
dagilmh X-Ray Spektroskobu) (Sekil 3.7) ve XRD (X-Ray Diffractometer = X-Ray
Difraktometre) (Sekil 3.8) analiz sistemleri kullanilmistur.
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3.2.12.a. SEM analizi

Elde edilen partikiillerin sekil ve boyutlarmmn Dbelirlenmesi amaciyla hazirlanan
preparatlar  Atatiirk  Universitesi Fen Fakiltesi Kimya Bolimi  Analiik  Kimya
Laboratuvarinda yer alan cthaz (Sekil 3.7) yardmu ile goriintiilenmistir.

3.2.12.b. EDAX analizi

Elde edilen partikiillerm iceriklerinin belirlenmesi amaciyla hazrlanan  preparatlar
Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Bolimii Analitk Kimya Laboratuvarmda yer
alan cthaz (Sekil 3.7) yardim ile analiz edilmistir.

Sekil 3.7. SEM ve EDAX
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3.2.12.c. XRD Analizi

Elde edilen partikiillerin kristal yapilarmmn belirlenmesi amaciyla hazirlanan preparatlar
Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Analik Kimya Laboratuvarmda yer
alan cihaz (Sekil 3.8) yardim ile goriintiilenmistir.

Sekil 3.8. XRD
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kullamlan Bakterilerin Morfolojik ve Kiiltiir Ozellikleri

Atatiirk  Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimi  Molekiler Biyoloji  ve

Bakteriyoloji Laboratuvarinda kiiltiir koleksiyonundan alman bakterilerden,

Bacillus arenosi K64; c¢ubuk seklindeki bakterinin ¢ap1 1, boyu 2,5 pm (mikrometre) dir

ve u¢ kisminda endospor olusturabilmektedir.

Peanibacillus. polymyxa K2; c¢ubuk seklinde olup 0,8 pum g¢apmnda ve yaklasik 1,2 p

boyunda, hareketli ve endospor olusturabilmektedir.

Rhodococcus erythropolis K85; cubuk seklinde olup 1p capmda ve yaklagk 2 um

boyunda, hareketli olup ve endospor olusturamamaktadir.

Bacillus_atrophaeus K101; ¢ubuk seklinde olup yaklasik 1 p ¢apmnda ve yaklagik 2-3

um boyunda, hareketli ve endospor olusturabilmektedir.

Bakterilerin katt ve swi kiiltiirdeki ozellikleri Cizelge 4.1.°de gbsterimistir (Baris
2009’den alinmistir).

Cizelge 4.1. Bakterilerin kat1 ve sv1 kiiltiirdeki 6zellikleri

Bakteri Adi Kat1 Kiiltiirde ki Ozellikle ri Sivi
Koloni Koloni Koloni Kivamm Kualturdeki
Rengi Sekli Ozellikleri

Bacillus arenosiK64 Kil-Mavi Dulizensiz Macun Bulanik

Kivammnda

Peanibacillus. polymyxa | A¢ikk  sarr- | Dlzenli Tereyagi Bulanik

K2 krem Kivammda

Rhodococcuserythropolis | Krem Dizenli Krem Kivammda | Bulanik

K85

Bacillus atrophaeus K101 | Beyaz Duzenli Mukoid Ustte pelikul
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4.2. Bakterilerin Canlandinlmasi ve inokulasyon I¢in Saf Kiiltiirlerin Eldesi

Cabsmada kullanilan tiim bakteriler tripticase soy agar lizerinde iyi gelisme gostermis
ve herhangi bir safSizhk gozlemlenmemistir. Besiyeri ve kiiltiirli gOsteren goriintiiler
Sekil 4.1.a ve b’de gosterilmistir.

Sekil 4.1. a. TSA besiyeri, b. TSA’da gelisen kulttr

4.3. Bakterilerin B-4 Kati Besiyerinde Gelistirilmesi

Tripticase soy agar (TSA)’da canlandmilan bakterilerin B-4 kati besiyerine ekimleri
yapimis ve inkiibasyon sonunda gelisimler gozlemlenmistir. Cabsmada kullanilan
bitin bakteriler B-4 besiyerinde gelismis ve olgun koloniler olusturmuglardir. Besiyeri

ve kiltir( gosteren gorintller Sekil 4.2.a ve b’de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. a. Kati1 B-4 besiyeri, b. Kat1 B-4’de gelisen Kkultir

4.4. Bakterilerin B-2 Kati Besiyerinde Gelistirilmesi

Tripticase soy agar (TSA)’da canlandmlan bakterilerin B-2 kati besiyerine ekimler
yapimis ve inkiilbasyon sonunda gelisimler g6zlemlenmisti. Cahsmada kullanidan
bitin bakteriler B-2 besiyerinde diger besiyerlerine gore biraz daha zayif ve ge¢ olmak
kaydiyla gelismis ve olgun koloniler olusturmuslardr. Besiyeri ve kiiltlirii  gdsteren
goruntuler Sekil 4.3.a ve b’de gosterilmistir.

Sekil 4.3. a. Kat1 B-2 besiyeri, b. Kati B-2’de gelisen kulktir
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4.5. Bakterisinin B-4 Sivi Besiyerinde Gelistirilmesi

B-4 besiyerinde gelistirilen bakteriler ©6n adaptasyonu saglanmis olarak svi B-4
besiyerine almmis ve ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmustr. Stvi ortamda c¢ok daha
yiksek hizla gelisen kiiltlirlerde partikiil olusumu takip edilmistir. Kiiltlirlin - farkl
gunlerinde bulaniklig1 gésteren goriintiiler Sekil 4.4.a, b ve ¢’de gosterilmistir.

Sekil 4.4. a. Svi B-4 besiyeri, b. Sv1 B-4 besiyerinde 3 ginluk kultir, c. Sm B-4
besiyerinde 5 gunlik Kkaltir

4.6.Bakterilerin B-2 Sivi Besiyerinde Gelistirilmesi

B-2 besiyerinde gelistirilen bakteriler On adaptasyonu saglanmis olarak swvi B-2
besiyerine alnmis ve calkalayicida inkiibasyona brrakimistr. Swvi ortamda katt B-2
besiyerine gore daha yiiksek hizla gelisen kiiltiirlerde partikiil olusumu takip edimistir.
Kiiltiirin  farkh giinlerinde bulankkhigi gbsteren goriintiiler Sekil 4.5.a, b ve c’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. a. Siv1 B-2 besiyeri, b. Sv1 B-2 besiyerinde 3 ginluk kdiltir, ¢. Sm B-2
besiyerinde 5 gunluk Kkaltir

4.7.Bakterilerin Ureli Besiyerinde Gelistirilmesi

TSA besiyerinde gelistirilen bakteriler Ureli svi1 besiyerine alnmus ve calkalayicida
inkiibasyona brakimistr. Sitvi ortamda bulanklk artisi takip edilmis ve bulanikhk
artismm  kesildigi glin belirlenerek inkiibasyon 3. giin sonlandrimustir. B. arenosi K64
bakterisine ait kiltiiriin farkh glinlerinde bulanikligi gosteren goriintiiler Sekil 4.6.a, b
ve c’de gosterilmistir. Caligmann bu asamasma kadar 4 bakteri ile yapilan denemelerin
degerlendirilmesi sonucunda calsmaya B. arenosi K64 ile devam edimistir. Bu bakteri
ile devam edilmesinin sebebi; en iyi ve hizh gelisen sus olmasmm yanisira Ozellikle
tireli besiyerinde meydana getirdigi yliksek kiiltir hizi olarak belirtilebilir. Bu sonuglara
tartigmada ayrica degmilecektir. Diger bakterilerin iireli besiyerinde 7. Giin sonundaki
goruntuleri Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.6. a. Ureli besiyeri, b. Ureli besiyerinde 3gunlik kiltiir, c. Ureli besiyerinde 5
gunlik kultar

Sekil 4.7. K2, K85 ve K101 bakterilerinin Ureli besiyerinde gelismesi

4.8. Ureli Besiyerinde pH Optimizasyonu

Dort farkh pH’da hazirlanan {ireli besiyerlerinde bakterilerin  gelisgimleri  dikkate
almarak en 1iyi sonucu veren deneme pH 8 olarak belirlenmisti. Yapilan ilk
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denemelerden sonra kurulan tiim denemelerde bu pH degeri ile ireli besiyeri

hazrlanmugtir.

4.9. Kat1 Kiiltiirlerde Kristal Olusumunun Goézlemlenmesi

B-4 ve B-2 kati kiiltiirlerde kristal olusumunu gozlemlemek 151k mikroskobu kullaniimig
ve elde edilen sonuglar kaydedimisti. Diger c¢aligmalardan elde edilen verilerin
degerlendirilmesi sonucunda ¢ahsmaya B. arenosi K64 bakterisi (NCBI’da kayith
GenBank numarast KR873397) kullanilarak devam edilmistir.

B. arenosi K64 bakterisinin gelistirildigi B-4 kati kiiltiirlinde yapilan gozlemlerde 3.
glinden itibaren kristal olusumu gozlenmeye baglanmistr. B-4 kati besiyerinde kristal
olusumu 3. giinden itibaren hizh gelistigi ve kristallerin biiylidiigii 5. giinde yogun bir
kristal olusumu gozlemlenmistir. Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da kristaller gortlmektedir.

Sekil 4.8. Kat1 B-4’te 3 giin sonrasmda olusan kristal
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Sekil 4.9. Kat1 B-4’te 5 giin sonrasmda hizli bir sekilde biiyiiyen kristaller

B. arenosi K64 bakterisinin gelistirildigi B-2 kati kiiltiriinde 5. giinden itibaren kristal
olusumu gozlenmeye baslanmugtr. B-2 kati besiyerinde kristal olusumunun yavas bir
sekilde gergeklestigi gozlemlenmis ve Sekil 4.10°da kristal gorulmektedir.



52

Sekil 4.10. Kat1 B-2 besiyerinde 5 giinden sonra olusan kristal

4.10. Siv1 Kiiltiirlerde Partikiil Olusumunun Goézlemlenmesi

Svi kiiltiirlerden hazirlanan yayma preparatlar 6nce dogrudan gézlemlenme sorunu
olmasi veya partikiillerin gozlemlenememesi durumunda basit boyama isleminden sonra
15k mikroskobunda incelenmistir. Goriintiilerde daha yiiksek Dbiiylitmelere ihtiyag
duyulmast ve bu goriintilerin  kaydediimesi islemmni kolaylastrmak i¢in entegre
kamerast bulunan mikroskop tercih edilmistir. Incelenen preperatlardan elde edilen
gorlintiiler kaytt altma almmustir.

B. arenosi K64 bakterisinin gelistirildigi B-4 s kiiltiirinden boyanarak hazirlanan
preparatta 15tk mikroskobu altmda goriilen partikiiller Sekil 4.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. Sv1 B-4 Kkiiltiiriinden hazrlanan yayma preperatm 151k mikroskobunda 10X4
blyutmedeki gorinimi

B-2 sm1 besiyerinde olusan partikiiller yavas bir sekilde olusmakta ve ¢ok kiigliktiirler.
Basit boyama yontemiyle hazrlanan preparat ile elde edilen goriinti Sekil 4.12°de
verilmistir. Isikk mikroskobu altndaki yapilan uzun incelemeler ve aramalar sonunda

preparatta herhangi bir partikiil gdzlemlenmemistir.
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Sekil 4.12. Swvi1 B-2 kiiltliriinden hazirlanan yayma preperatn 15k mikroskobunda
10X40 blyltmedeki gérinimi

Hazrrlanan ireli besiyerine doygun CaCl, (140 granvLitre) ¢ozeltisinin %2 orannda
ilavesi ile hizh bir sekilde olusmaya baglamustr ve partikiiller Sekil 4.13’deki gibi beyaz
renkte gOzlenmistir. Bir miiddet beklendikten sonra olusan partikiillerin dibe ¢oktiigi
goriimiistiir.
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Sekil 4.13. B. arenosi K64 bakterisinin bulundugu iireli besiyerine 140 granvLitre
CaCl, ¢ozeltisinin ilavesi ile olusan kalsiyum karbonat partikiilleri

4.11. Swvi Kiiltiirlerden Elde Edilen Partikiillerin Hazirlanmasi

Tim katt ve s Kkiiltir denemeleri sonunda elde edilerek kullamlabilecek partikiillerin
sivi kiiltiirlerden karakterizasyona tagmabilecegi belirlenmistir. Kati kiiltiirlerde kristalin
daha hizh  biiyimesinde ve  nanoboyutta  partikil  goruntilenmesinde  diger
karakterizasyon tekniklerine uygun olmadigindan dolay1 s kiiltiirlerden elde edilen
ornekler degerlendirmeye almmustr. Swvi  kiiltlirlerden  santriftij yardmu ile ayrilabilen
kitle hem ykanmadan hemde cesitli ykama basamaklarmdan sonra goriintiilenmistir.
Yikanmadan yapian incelemeler bakterinin partikiil ile olan iliskisinin belirlenmesi ve
ortamda varhgmnmn gosterilmesi amaciyla ylritiilmiistiir. Partikiiliin karakterize edilmesi
amactyla yapilan asil c¢ahsmalarda ise ykama islemleri ile gerek besiyeri kalntilart
gerek ise bakterilere ait kalntilar uzaklastirilmaya cahsilmustir.

B. arenosi K64 bakterisi araciigiyla biyosentez yontemiyle elde edilen kalsiyum
karbonat nanopartikiillerinin SEM, EDAX ve XRD analizleri yapimistur.
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4.11.1. SEM gorunttleri

Ureli besiyerinde B. arenosi K64 bakterisi araciigiyla biyosentez yontemiyle elde
edilen  kalsiyum karbonat nanopartikillerinin - SEM  goruntileri  Sekil  4.14’°de
gosterimistir.  Elde edilen partikiillerin nano boyutta olmasi i¢in c¢ahsmalar devam

etmektedir.

i

V |mag O WD [10/10/2014| det | HFW |———— 100 prmn —
12.50 kV | 1000 x 11.0 mm|7:13:45 PM  BSED 298 pm ATATURK UNIVERSITY

Sekil 4.14. SEM gorUntlsu
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HV WD 41372015
12.50 kV 8.9 mm | 3:49:46 PM

ATATURK UNIVERSITY

Sekil 4.14. (devam)
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113

57 X ATATURK UNIVERSITY

HV mag O

1201~
12.50 kV| 4 000 x TURK UNIVERSITY

Sekil 4.14. (devam)
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H‘v;’ m D wWD 10/10/2014 | det HFW
12.50 kV| 3000 x 111.0 mm 7:14:40 PM | BSED 1 99.5

Sekil 4.14. (devam)

4.11.2. EDAX analizi

Elde edilen partkiiller SEM ile goriintiilendikten sonra entegre iinite yardmm ile EDAX
analizi almmig ve elde edilen grafik ve analiz tablosu Sekil 4.15’de gosterilmistir.
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c:\edax32\genesis\genspc. spc

Label:

kV:12.5 Tilt:0.0 Take-off:34.9

Det: SDD Apolle XP

Res:135 Amp.T:3.20 F5:34909 Lsec:39 13-Apr-2015 16:00:14

Counts.

32k

keV

EDAX ZAF Quantification (Standardless)
Element Normalized

SEC Table Default

Element Wt % At % K-Ratio Z o F
C K 13.66 25.97 0.0729 1.0787 0.49%41 1.0009
0 K 33.64 48.00 0.0737 1.0563 0.2073 1.0000
AuM 7.37 0.85 0.0563 0.6838 1.1158 1.0014
PdL 1.81 0.39 0.0148 0.7718 1.0257 1.0337
Cakg 43.52 24.79 0.4130 0.9676 0.9807 1.0000
Total 100.00 100.00

Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error B/B
C K 2432.72 67.06 0.33 36.28
0K 3340.42 110. 44 0.28 30.25
RAuM 709.41 282.93 0.80 2.51
PdL 165.08 276.13 2.58 0.60
CakK 7065.50 191. 26 0.19 36.94

Sekil 4.15. EDAX analiz sonucu
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4.11.3. XRD analizi

Elde edilen partkiilin yapisal analizi igin XRD yontemi kullanilmig ve elde edilen
grafik Sekil 4.16’da gosterilmistir.

400
350
300
250
200
150
100

50

0 20 40 60 80 100

Sekil 4.16. XRD sonucu
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5. TARTISMA ve SONUC

Canh bilimi ile ilglenen biim insanlart i¢in kaliteli yasammn siirekliliginin arastirimasi
dikkat ceken bir konudur. Bu baglamda oOncelikli olarak canh i¢cin gerekli olan
materyallerin incelenmesi ise Onem arz etmektedir. Bu nedenle belki de arastrmaya ik
baslanmasi gereken yer canh biinyesinde bulunan elementlerin incelenmesi olabilir. Bu
konuda da canhda bol miktarda bulunan elementlerden baslamak gerekirse kalsiyumun
ilk sralarda yer almasi kac¢mlmazdir.

Kalsiyum canhda bol bulundugu gbi dogada da bol miktarda bulunmaktadr. Canhlarm
yasamma olanak saglayan gezegenimiz, Oiinyada canlligm olusumuna ait ik gozlemler,
kalsiyumlu bilesikler olan kalsitlerin kayaclarda bulunmasiyla ortaya cikmustr (COokmiis
2009). Gezegenimizin olusumundan sonra meydana gelen kayaglar, canhhign
stirdiriilebilmesi  i¢cin  ihtiyag duyulan suyun varhgmmn bir gostergesidir. Dolayisiyla
kalstyum doga ve canh ile i¢ ice olan ve canlihign olusmasindan giiniimiize kadar gelen
biyogesitlligin varhgt ve devamu Onem arz eden bir kamt olarak karsmiza ¢ikmaktadir

(A-Marzougi et al. 2010; Fang et al. 2014).

Kalsiyum canhlar i¢cin 6neml gorevlere sahiptir. Kompleks canhllar i¢cin saglam bir yapi
olusturmasmm yam swa kas kasimasi, siir hiicrelerinde sinyal iletimi, biiylime faktorii
olarak hiicresel sureglerde, ikinci mesaj sinyallerini kalsiyuma bagh fosfat ve kinesisler
ile iletim yoluna iletmede ve hicre iskeleti proteinlerini diizenlemede gorev almaktadir.
Kalsiyum iyonlart neredeyse tiim hiicre sistemlerinin fizyolojik siireglerinde yer
almaktadrr (Becker 2005; Cavus 2007).

Yeryiiziinde bulunan elementler birbirleriyle etkilesim halinde bulunduklart i¢in dogada
serbest halde bulunmayabilirler. Nitekim kalsiyum da dogada cogunlukla bilesikler
halinde bulunmaktadwr. Kalsiyumlu formlardan en sk karsilasilam karbonath yapilardir.
Karbonath bilesiklerin farkh kristal yapilart ve igeriklerindeki farkhhklardan dolay
kalsit, dolamit, aragonit, vaterit ve ikaite gibi farkh isimler almaktadr (Skinner and
Jahren 2003; Becker 2005).
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Kalsiyum  Kkarbonatlar ~ O6nemli  Olgide  biyomineralizasyon  ile  olusmaktadur.
Biyomineralizasyon yine canllarm i¢inde oldugu bir olaydr. Canllarm 6zellikle
mikroorganizmalarm  bulunduklar1  ¢evredeki metallerle ve  minerallerle  girdikleri
fiziksel ve kimyasal etkilesimler sonucunda gergeklesen olaya verilen isimdir (Gadd and
Raven 2010).

Canllar ile kalsiyumun dogrudan veya dolayh iliskisi vardwr. Mikroorganizmalarm
cevreye sagladiklart katki biiyliktir ve yeryiliziindeki dongililerm gerceklesmesinde
Oonemli paylarn vardr. Ayrica denizlerdeki protozoalar  araciifiyla  kalsiyum
karbonatlarm mineralizasyonu ile atmosferdeki karbondioksit salmmu azalmaktadw. Bu
sayede atmosfere salman karbondioksiti dengede tutmaya yardimci olmaktadw. Alkalin
karbonata ve pH’ya bagh olarak karbondioksit, karbonat minerallerini olusturmak igin
kalsiyum, magnezyum gbi katyonlar1 baglayabilen karbonat iyonlar1 olarak suda
bulunmaktadr. Suda bulunmasi olayr canhlk icin kalsiyum karbonatlarm gerekli
oldugunun bir gostergesidir (Becker 2005; Dupraz et al. 2009).

Kalsiyum bir nanomalzeme olarak degerlendirilebilmektedir. Kalsiyumlu partikiiller
nano boyuta indirgendiginde hem farkh oOzellkler kazanip kazanmayacag hem de
kullanim alanlarma gore avantajli olup olamayacad arastwimaktadr. Son yillarda konu
ile ilgili ¢alismalar dikkat ¢ekici oranda artmaktadr (Ueno et al. 2005; Asanithi 2013;
Melo et al. 2013; Wen et al. 2013; Bin et al. 2014; Cao et al. 2014; Chiang et al. 2014;
Handley-Sidhu et al. 2014; Jang et al 2014; Jeong et al. 2014; Jiang et al. 2014; Kutbay
et al. 2014; Lin et al. 2014; Makarov et al. 2014; Panda et al. 2014; Paques et al 2014;
Preety 2014; Shaikh and Supit 2014; Wang et al. 2014; Wu et al.2014).

Yeryiizinde en sk karsilagilan besinci element olan ve canhlarda kemik wve dislerin
yapisnda bol miktarda bulunan kalsiyum, nanopartikiil olarak elde edildiginde
restorasyon cahsmalarmda, kagit endiistrisinde, tip ve disgiik gibi biyomedikal
alanlarda kullamilabilmesi kagmiimazdr (Liu et al. 2013; Wen et al. 2013; Makarov et
al. 2014; Paques et al 2014; Wu et al.2014).

Kalsiyumlu bilesiklerin porozlu yiizeye sahip olmast kullamm avantaji sunmaktadir.
Ozellkle de biyomedikal alanlarda kemik dokunun onarimasi igin  uygun
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biyobozunabilir bir nanomalzeme olarak karsimiza ¢ikmaktadr (Asanithi 2013; Wen et
al. 2013; Wu et al.2014).

Kalsiyum nanopartikiiliiniin sentezlenmesi icin ¢esith fizksel veya kimyasal yontemler
bulunmaktadir. Ancak sentez yontemleri hem sentezlenen madde icin hem de doga ve
canh i¢in onem arz etmektedir. Biyolojik yolla sentez hari¢ diger yontemlerin hem cok
pahali olmast hem de agr kimyasallarm kullannmndan dolayr toksik maddelerin
emilimine neden olabilir. Dogaya ve canhya zararh olmasmdan dolayr yeni yontemler
arastriimakta ve son yillarda oldukca Onem kazanan biyosentez One ¢ikmaktadrr.
Cevreye ve dogaya uyumlu bir yontem olan biyosentez ile ¢evreye ve dogaya uyumlu
bir malzeme olan kalsiyum sentezlenmesinin kullanim avantajlar1 sagladigi konusunda

literattir bilgileri mevcuttur (Hulkoti and Taranath 2014).

Diger nanopartkiillerin  sentez ~ yontemlerinde  oldugu  gbi  kalsiyum  tabanh
nanopartikiillerin sentezinde bazi kimyasal yontemler kullaminustr. Bunlardan bazlar
soljel metodu, presipitasyon, hidrotermal, ters mikroemiilsiyon ve kati hal
reaksiyonlaridir. Ters mikro emiilsiyon ve hidrotermal gibi metotlarla zayif bir sekilde
coktiiriilmiis  kalsiyum tabanh nanomalzeme elde edilmistir. Presipitasyon islemi ise
basit, diisiik maliyeth ve endiistriyel iiretim i¢in uygundur fakat elde edilen
nanomalzeme diigiikk kalitede biiylik partikiillerin ve topaklanmalarm olusmasma neden

olmaktadr (Cengiz et al. 2008).

Cengiz ve arkadasglari (2008), kalsiyum tabanh nanopartkiil sentez yOntemlerinin
yllestiriimesi  i¢cin ik kez CaP-Tris ¢ozeltismi kullanmislardir.  Boylece  fosfath
yetistrme ortamu saglanarak, olusan topaklanmann Onlenmesi igin polietilen glikol
(PEG) kullannmus ve ultrasonikasyon ile muamele etmislerdir. Sentez yontemlerini
yllestirmek ve gelistrmek icin cesitl arastrmalar yapimis ve biyosentezin diger
yontemlere kiyasla daha avantaji oldugu wvurgulanmustr. Biyosentez ile biyouyumlu
malzemelerin  Gretilebilmesi ve diger yontemler i¢in kullanlan kimyasallarm toksik ve
pahali olmasmdan dolay1r bu metod son yillarda daha dikkat ¢ekmektedir (Asmathunisha
and Kathiresan 2013; Hulkoti and Taranath 2014).
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Biyosentez ile elde edilen partikullerin hicre icinde mi yoksa hiicre dismda mu oldugu
(Handley-Sidhu et al. 2014; Hulkoti and Taranath 2014) Ozellikle belirlenmesi gereken
bir konudur. Partikiilin olusma sekli ve yeri ile ilgii literatiirde farkh yaklagmmlar
olmakla beraber bu c¢ahsmadaki kalsiyum karbonat partikiillerinin  hiicre diginda
olustugu yapilan analizler sonucunda gosterimisti. Bunu kamtlayan iki olgu vardur.
Birincisi  bakterileri ektigimiz katt kiiltiir 15k mikroskobu altmda incelendiginde
kolonilerin disinda goriilen kristallerin  olmasy;, ikincisi ve belki de en Onemli kaniti
SEM’de goriintii alndiginda bakterilerin olusturduklar1 partikiilde iz brakmalaridir.

Mevcut literatiirler dikkate alndignda Ozellkle metalikk nanopartikiillerin, en ¢ok da
altm ve gimiis nanopartkiilleri iizerinde ¢absildig goriilmektedir. Bu cahsma
yogunluguna ragmen metalik olmayan nanopartikiiller ile ilgili c¢ahsmalar literatiirde
yetersizdir.  Yapilan tiim literatiir incelemeleri hem ¢ok fazla kullanm alam
bulundurmasi, hem ¢aligma sayismm yetersizligi hem de biyosentez yoluyla cahsma
kolayliklari bu ¢ahsmada kalsiyum tabanh nanopartikiillerin secilmesinde buyik 6nem

tagimaktadr.

Sentezlenen nanopartikiillerin 6zellikleri ¢cok yonlu ve dikkatle arastrildignda c¢ok fazla
kullanimm alanlari, Onemli teknolojik ve medikal faydalart oldugu kadar g6z ardi
edilemeyecek  zararlarmn oldugu da Dbilinmektedir. Bu nedenle nanopartikiillerde
aranan en Onemli Ozellikler arasmnda, toksisitesinin hi¢ olmamasi veya az olmasi,
biyobozunurluk  ve  biyouyumluluk degerli parametreler olarak  swralanabilir. Bu
Ozellklerin  kalsiyum tabanh partkiillerde bulunmast bu  partikiillern  kiymetini
arttrmaktadir (Cengiz et al. 2008; Liu et al. 2013; Lin et al. 2014).

Kalsiyum tabanh nanopartikiillerin biyosenteziyle ilgili olarak mevcut literatiirlerdeki
yapilan ¢alsmalarda kullanlan mikroorganizmalar ve nanopartikiil c¢esitlerine dair
arastrmalar c¢ok yeterli olmadigmdan 6n denemeler yapimustr. Bunun icin de dort
biyomineralizasyon yetenegi Onceden bilnen bakteriyal izolat ile Oncelikle kati
besiyerleri hazirlanp 15k mikroskobunda incelemeler yapildiktan sonra s besiyerleri
le denemeler yapimustr. Bu deneme c¢ahsmalar1 birbirleriyle kiyaslanarak devam
edecek calgmalarda kullanlabilecek en iyi bakteri Orne8i gozlemlenmis ve
calisiimalara bu 6rnek ile devam edilmistir.
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Calsmada kullamlan izolatlar Bacillus arenosiK64, Paenibacillus polymyxa K2,
Rhodococcus erythropolis K85 ve Bacillus atrophaeus K101 bakterilerinin Tripticase
soy agar (TSA)’da canlandirilmasinda sorun olmamustir.

Oncelikli olarak hazrlanan kati kiiltiirlerin 151k mikroskobunda incelenmesindeki amag
ilk olarak B-4 ve B-2 besiyerlerinde bakterilerin gelisip gelisemeyecegini gérmek daha
sonra ise kullanlan bakterilerin  kristal olusturup olusturmadigm gozlemlemek ve
kristal hakkmda bilgi edinmektir. Kati kiiltiirlerde gelisme gOsteren bakterilerin 151k
mikroskobu altmda incelenmesiyle kristal olusturabildikleri ve kristallerin bakterilerin

koloni i¢inde ve/veya disinda olusumlari gozlemlenmistir.

B-4 ve B-2 kati besiyerlerine ekilen bakterilerin B-4 kati besiyerinde, B-2’ye nispeten
daha 1yi gelistigi goriilmiistiir. Ayrica B-2’deki kristal olusumu B-4 kati besiyerine
oranla daha yavas ve daha kiigiiktiir. Dolayisiyla ¢ahismaya devam etmek icin B-2 ve B-
4 kati besiyerlerindeki izolatlarm gelisimi ve de kristal olusturmalart géz Oniine
alndigmda B-2’de kristal olusturma siiresi uzun ve kristaller kuculktur. B-4’te ise kristal
olusum siiresi {i¢ glindiir fakat {i¢ glinden sonra kristallerdeki biiylime hiznn fazla
oldugu goriimiistiir. Kati kiiltiirlerde 151k mikroskobuyla gozlemlenen partikiillerin
izolasyonu SEM, EDAX wve XRD gibi Kkarakterizasyon teknikleri icin  mimkin
olmadigindan cahsmalara swi besiyerleri ile devam edilmistir.

B-2, B-4 ve Ureli sm besiyerleri ile yapilan c¢absmalarda B-2 ve B-4’¢ kati
besiyerlerinden svi  besiyerlerine  ekim  yapimugtr. Buradaki amag¢  bakterilerin
besiyerlerine uyum siirecinin  kisalmasi ve bakteri faaliyetinin kisa zamanda artmasmi
saglamaktir. Ureli besiyerine ise TSA’ da canlandrilan bakteriler ekilmistir.

Hazirlanan svi besiyerleri kati besiyerleri ile karsilastiridiginda katt B-2  kultiriine
gore, svi B-2 kultirinde bakteriler daha hizh gelismisti. Stvi B-4  kiiltiirde kati
besiyerine oranla bakteriler daha iyi gelismisti. B-2 swi1 da partikiil gelisimi
gozlemlenmedigi i¢in B-2 s besiyeri ile calismalara devam edilmemisti. B-4 sm
kilkirlerde bakteriler iyi gelismis partiikiillerin - olusumu da giizel bir sekilde
gozlemlenmistir fakat coktliirme ve yikama islemleri sonrasi elde edilen ¢okelti miktari
karakterizasyon i¢in yeterli olmadigindan cahsmalara iireli besiyeri ile devam edilmistir.
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Hazrrlanan smvi1 besiyeri igerikleri dikkate ahndiginda mikroorganizma icin gerekli olan
karbon ve  azot  kaynagindaki  farkhliklar,  kullamlan  tampondan  (Tris)
kaynaklanmaktadir.

Ureli besiyerindeki gelisimi iyilestirmek ve partkiil oluisumunu arttrmak icin pH
optimizasyonuna gidimistir. Ortammn pH degerlerimi 6, 7, 8 ve 9 olarak ayarlayarak
optimum pH degeri bulunmaya cahsimustr. Bu dort farkh pH’da en iyi sonucu pH’s1 8
olan ortam saglamustr. Benzer c¢alisma literatirde de mevcuttur (De Muynck et al.
2010).

Hazirlanan besiyerleri icerisinde ve kullamlan mikroorganizmalar arasmda en uygun
olannm Ureli besiyeri oldugu ve kullanlan mikroorganizmalardan en uygun olanmmn
da B. arenosi K64 olduguna karar verimistir. B-4, B-2 ve Ureli sv1 besiyerlerine ekilen
mikroorganizmalarm gelisimi normaldir fakat ykama ve c¢oktiirme islemlerinden sonra
karakterizasyon i¢in kullamlacak olan ¢okelti miktarmm biitlin besiyerlerinde yeterli
olmadim gorilmiis sadece f{ireli besiyeri ile yapilan denemelerde yeterli Kkitleye
ulagilabilmistir.

Calismada dort farkh izolat se¢ilmis ve segilen izolatlardan B. arenosi tiiriiyle yapilan
calismanm iyi sonug gostermesi De Muynck et al. (2010) yapmus olduklar ¢ahsmayla
paralellik gostermektedir. Elde edilen kalsiyumun porozlu bir yiizeye sahip oldugu
gosterilmistir.

Boquet et al. (1973) laboratuvar sartlar1 altnda toprak bakterilerinin kalsiyum karbonat
cOktirme yeteneklerini ilk ortaya ¢ikaran c¢absmalar yapmuslardr. Onceki calsmalar
sadece sivi besiyerindeki deniz bakterileri ile c¢ahsimisken Boquet et al. (1973)
yaptiklart c¢ahgmalarda kalsiyum karbonatm kati besiyerindeki toprak bakterileri
tarafindan kristal olusumunu arastrmuglardr. Bu g¢aligmadan elde edilen sonuglara gore
en iyi kristal olusumunu B-4 besiyerinde elde etmislerdir. Ayrica test edilen
organizmalar arasmda ¢esiti Bacillus tlrleri ve Pseudomonas aeruginosa Kkristal
olusturma yeteneklermi incelemek amactyla gozlemlenmistir. Bu veriler dogrultusunda,
Boquet et al. (1973) kristal olusumunun besiyerinin bir fonksiyonu oldugunu ve uygun
sartlar altmda ¢ogu bakterinin kristaller olusturabilecegi sonucuna varmuglardir.
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Benzer bir cahsmada tiif ve travertenlerden izole edilen bakteriler tarafindan Kkalsit
olusumu basarih bir sekilde gergeklestirimistir (Adolphe and Billy 1974). 1983 ve 1987
yillar1 arasmda Castainer et al. (1999) kiregtasmn mikrobiyal kokenini kanitlayan
kalsiyum  karbonatm  mikrobiyal — olusumundan  sorumlu  farkh  mekanizmalar
arastrmuglardr. Daha sonralar1  Adolphe et al. (1989)’da ekstrem iklimlerdeki
tabakalarda kalsit olusumunun bakteriyel orjinini gostermislerdir. Ayrica, aragtwrmacilar
bu tabakalarm erozyona karst Onemli bir direng gosterdigmi gozlemlemislerdir (De
Muynck et al. 2010).

Bu bilgiler 1signda cahsmalarda Bacillus tiirliniin  segilmesi tesadiif degildir ancak
literatiirde  partikiill ~Uretimi iizerimne  kullamlan  mikroorganizma  tlirleri  hibrit
materyallerin sentez c¢alismasi i¢cin yeterli olmadigndan iic farkh tiirde bakteri izolat1 ile
kiyaslama yaparak belli bir sonuca ulasmaya ¢alsild1.

Ureli besiyerine ekilen B. arenosi K64 bakterisinin iireaz aktivitesi yiiksek oldugundan
ureli besiyerine CaCl, ilavesiyle partkiillerin olusumu hizh ve biiyiik bir sekilde
olmaktadir.

Kalsiyuym  tabanh  nanopartikiil  Uretiminde  kullanlma  amacma  gore  farkh
karakterizasyoon teknikleri yapimustr. Bin et al. (2014) modifiye ediimis nano
kalsiyum karbonat dolu bir poliliretan kaplamann 1 direnci adl literatiir ¢aligmasinda
FTIR ile karakterizasyon yapimustr. Lin et al. (2014) boyut ve sekil kontrolii ile
kalsiyum fosfat sentezindeki ilerleme adh bir diger ¢alismada SEM, Handley-Sindhu et
al. (2014) bakteriyel yolla kalsiyum fosfat nanobiyomineralleri {iretimi adh g¢ahsmada
ise SEM, TEM, XRD, XANES VE EXAFS ile karakterize edilmistir.

Cahgmadaki bulgular ise biyomedikal alanlarda uygulanmasi ilizere SEM, EDAX ve
XRD ile karakterize edilmesi planlanarak analiz edilmistir.

Cahsma sonuclarmdan biri olan SEM, EDAX ve XRD goriintiileri lteratiirdeki SEM
goriintiileriyle  kiyaslandignda paralellik — gostermektedir (Rodriguez-Navarro et al.
2013). Yine calsma sonucunda elde edilen kalsiyum karbonat partikiilleri yaltkan
oldugu icin iletken bir malzemeyle kaplanarak SEM, EDAX ve XRD goriintiileri
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almmustr. Literatlirde nano boyutta olan bu partikiillerin karakterizasyon sonuglar ile
yapilan cahsmadaki partikiillerin analiz sonuglar1 benzerlk gostermektedir.

SEM goriintiilerinin  alnmasityla tabaka tabaka biiylime gosteren kalsiyum karbonat
kristalleri Rodriguez-Navarro et al. (2013) ile benzerlik gostermektedir. SEM ile EDAX
aym cihazda mevcut oldugundan EDAX sonucu analiz edilen malzemenin icerigine dair
bilgi vermektedir. Kalsiyum ve karbonatm oldugu piklerin yanmnda yer alan altm ve
paladyum piklerinin  nedeni  kirletici  olarak  sayllan  kaplama  materyalinden
kaynaklanmaktadir.

Aragtrmada, XRD ile yapian karakterizasyon sonucu literatiir ile benzerlk
gostermektedir (Rodriguez-Navarro et al. 2013; Wang et al. 2014). Yalz ¢ahsmadaki
mevcut partikil biyosentez ile elde edildiginden organik kirlilik, kaplama materyalinden
kaynaklanan kirliik ve partikiilin biiylik olmasmdan dolayr kalsiyum karbonat kristal
yapismt belirleyen esas pikin yannda cesith piklerde bulunmaktadr. Bu piklerin
giderilmesi ve partikiil boyutunun nano boyuta indirgenmesi i¢in ¢ahsmalar devam
edecektir. Yalniz elde edilen partikiilin her ne kadar biiyiikk olsa da kullanim alanlan
diistiniildigiinde deger kazanmaktadwr. Porozlu yiizeye sahip olmasmdan dolayr partikiil
tutturma, protein tutturma ya da ilag tasmminda kullanilmasi i¢in olanak saglamaktadr.

Sonu¢ olarak, yapilan calgmalarda biyosentez ile nanopartikiil {liretimi i¢in uygun bir
besiyeri ve uygun bir bakteri izolati secilmesi 6nemlidir. Yapilan deneylerde Ureli s
besiyerine ekilen Ureaz aktivitesi yiksek olan B. arenosi K64 bakterisinin secimi, dort
farkh izolat ve bes farkh besiyeri ortamn arasmda en iyi tercih olarak belirlenmistir. Bu
sayede hem baktermin optimum faaliyet gosterebilecegi ideal bir ortam hazrlannustr
hem de partikiil olusumu i¢cin en ideal bakteri ve ortam belirflenmistir. Karakterizasyon
islemi icin SEM, EDAX ve XRD goriintiillerinin almmasiyla kristal boyutu, kristalin
sekli, icerk analizi ve kristali tammlamak icin yapilan tekniklerdir. Bu baglamda
cahsmadaki veriler ile literatiir verileri benzerlik gostermektedir. Ancak elde edilen
partikiiliin boyutu ile ilgili optimizasyon g¢ahsmalari yapimaya devam edecektir.
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