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ABSTRACT

Nanopartices, which are known as nanotechnological materials, are also considered as
biotechnological products. Biological methods are more economic compare to chemical and
physical methods in R&D studies. Production of nanoparticles (AgNPs) by biotechnological
processes are faster than other processes.

Trichoderma sp. produces a wide variety of extracellular industrial enzymes and metabolites. In the
present research we report our optimisation experimental study of the extracellular synthesis of
silver nanoparticles using Trichoderma longibrachiatum. Biological silver nanoparticle was
synthesized extracellularly by using the fungus.

This study contains macroscopic, microscopic and molecular characterization of Trichoderma sp.
Molecular identification of 18s rDNA and ITS regions by PCR amplification was provided by using
Fungus-specific primers.

The most suitable temperature for AgNP biosynthesis was 55 °C, substrate concentration was 1:100
and pH was 12. Antibacterial effect of AgNPs was determined by agar diffusion method. At the end
of the experiments, it was determined that the biosynthesis of AgNP showed antimicrobial activity
against E. coli, S. aureus, B. subtilis.

Antibacterial effect of AgNPs was determined by agar diffusion method. At the end of the
experiments, it was determined that the biosynthesis of AgNP showed antimicrobial activity against
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis.
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YERLI TRICHODERMA LONGIBRACHIATUM’UN DNA DiZi ANALIZi VE

BiYOTEKNOLOJIK FUNGAL GUMUS NANOPARTIKUL (AGNP) ELDESI

OZET

Nanoteknolojik materyaller olarak bilinen nanopartikiller biyoteknolojik Griin  olarak
degerlendirilmektedir. Biyoteknolojik siireglerle nanopartikiil liretimine yonelik yapilan Ar-Ge
calismalarinda biyolojik yontemler kimyasal ve fiziksel yontemlere kiyasla daha ekonomik olup,
calismalar daha kisa siirede gerceklesmektedir.

Trichoderma sp. fungusu ¢ok g¢esitli hiicre dis1 endiistriyel enzimler ve metabolitler Gretir. Bu
arastirmada Trichoderma longibrachiatum fungusu kullanilarak biyoteknolojik {iriin glimiis
nanopartikiillerin (AgNP) biyolojik siireglerle ilk kez hiicre dis1 sentezi gerceklestirilmistir.

Bu ¢alisma Trichoderma sp.’ye ait makroskobik, mikroskobik ve molekiler karakterizasyon
calismalarini igermektedir. Fungus spesifik primerleri kullanilarak 18S rDNA ve ITS bolgeleri PCR
amplifikasyonu ile molekiiler tanimlama yapilmustir.

Gilimiis nanopartikiillerin hiicre dis1 sentezinin optimizasyonunda biyosentez igin en uygun
sicakligin 55 °C, substrat konsantrasyonunun 1:100 ve pH nin 12 oldugu saptanmistir. AgNP'lerin
antibakteriyel etkisi agar diflizyon metodu ile belirlenmistir. Deneyler sonunda AgNP'lerin
biyosentezinin, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis’e karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Trichoderma longibrachiatum, DNA dizi analizi, Gimis nanopartikiil,
Antimikrobiyal aktivite.

GIRIS

Nanopartikiller (NPs) nanoteknolojik materyallerin ana malzemeleridir (Saravanan ve ark., 2011).
Nanopartikillerin sentezlenme yontemleri kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontemleri icerir. Temel
olarak, fiziksel yontemlerde verim diisiikken, kimyasal yoOntemler kullanilarak elde edilen
nanopartikillerin toksik ¢oziictilerin kullanim1 ve tehlikeli yan iriinlerin olusumu nedeniyle ¢evre
tizerinde zararl etkilere neden oldugu literatiirde bildirilmistir (Wang ve ark., 2007). Buna karsin
biyolojik yontemler kullanarak daha ucuza, istenilen boyutta, stabil ve toksik olmayan 6zellikte
nanopartikiiller tiretilebilir (Guo ve ark., 2015). Giimiis nanopartikiillerin iyi iletkenlik, kimyasal
stabilite, katalitik ve antibakteriyel etkilerinin yani sira kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etki
sergiledikleri gosterilmistir. Indirgeyici ve stabilize edici maddeler igeren sivi ortam, genellikle
nanopartikiilleri sentezlemek i¢in kullanilir. Bu sartlar altinda Ag+'min azalmasi Ag atomlarinin
olusumuna yol agar. Olusan Ag oligomerik kiimelere aglomera eder (baglanir) ve sonunda AgNP
olusumu gergeklesir (Burda ve ark., 2005).

Glimiis nanopartikiillerin (AgNP) biyolojik sistemler kullanilarak elde edilmesi yesil sentez olarak
bilinir. Bakteri, fungus (maya ve kiif) gibi mikroorganizmalar kullanilarak hiicre dis1 yesil
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biyosentez gliniimiizde arastirmacilarin ilgi odagi olmustur (Alani ve ark., 2012). Metal
nanopartikiillerin bir fungus tarafindan biyosentezinde, miselyum, metal tuzu ¢ozeltisine maruz
birakilir, bu sayede fungusun kendi hayatta kalmasi i¢in enzimleri ve metabolitleri liretmesi
saglanir. Bu siirecte, metal iyonlari, hiicre dis1 enzimin ve fungusun metabolitlerinin katalitik etkisi
ile metalik kati nanopartikiiller indirgenir (Vahabi ve ark., 2011). Biyosentezi gerceklestirilmis
nanopartikiiller ¢gevre dostu, giivenilir, biyouyumlu ve diisiikk maliyetlidir (Emeka ve ark., 2014).

Bugtine kadar, farkli funguslarin nanopartikiilleri sentezledigi bulunmustur (Salunke ve ark., 2016).
AgNPs, Fusarium oxysporum (Mukherjee ve ark., 2008), Phanerochaete chrysosporium
(Vigneshwaran ve ark., 2006), Fusarium solani (Ingle ve ark., 2009), Aspergillus niger (Gade ve
ark., 2008), Phoma glomerata (Birla ve ark., 2009), Cladosporium cladosporioides (Balaji ve ark.,
2009), Penicillium fellutanum (Kathiresan ve ark., 2009), Phoma sp.3.2883 (Chen ve ark., 2003),
Aspergillus flavus (Vigneshwaran ve ark., 2007), Epicoccum nigrum (Sheikhloo ve ark., 2011) ve
Phoma macrostoma (Sheikhloo ve Salouti, 2012) tarafindan sentezlenebilir.

Trichoderma cinsi funguslar ¢evrede énemli bir rol oynayan ve temel olarak enzim, antibiyotik ve
diger metabolitlerin iiretiminde ¢esitli endiistri dallarinda kullanilan ¢ok biiyiikk bir mikrobiyal
gruptur (Fayaz ve ark., 2010). Trichoderma turlerinin, antimikrobiyal, antikanser ve
biyokatalizorler gibi ©Onemli biyolojik 0Ozellikleri olan giimlis nano partiiliil sentezledigi
bilinmektedir (Fayaz ve ark., 2010, Saravanakumar ve ark., 2015). Incelenen tiim Trichoderma
tdrlerinin, 6zellikle de Trichoderma viride, T. harzianum ve T. asperellum’un nano-Ag Uretiminde
etkili oldugunu bildirilmistir (Zhao ve ark., 2017).

Bu ¢alismanin amaci yerel olarak Usak ili Organize Sanayi Bolgesinden alinan seramik atiklarindan
izole edilen ve molekuler karakterizasyonu yapilan Trichoderma longibrachiatum kullanilarak
AgNP sentezi i¢in optimum kosullarin belirlenmesi ve antimikrobiyal aktivite saptanmasi
amaglanmstir.

MATERYAL VE YONTEM

Calismada kullanilan fungus T. longibrachiatum Usak ilinden seramik fabrikasi atigindan izole
edilmisgtir.

Trichoderma sp. makroskobik ve mikroskobik tanimlanma i¢in Malt Extract Agar (MEA)
besiyerinde kiiltiire alinmistir. Makroskobik tanimlamada koloni biiylime sekli, koku, renk ve
sporlanma sekli gozlenmistir. Mikroskopik incelemede konidiyofor ve konidi dlcumleri laktofenol-
anilin mavisi ile boyanarak slayt preparatlari hazirlanmistir. Trichoderma sp.’nin mikroskobik
incelenmesinde konidiyoforlarin dallanma sekli, fiyalidlerin sekli ve ortaya ¢ikislari, konidilerin
sekli, rengi ve ¢eper 6zellikleri temel alinarak tanimlamalar yapilmistir (Hasenekoglu, 1991; Gams,
Bisset & Malik, 1998; Jaklitsch ve ark,. 2006; Bisset,1991; Mukherjee ve ark, 2013).

Molekiiler karakterizasyon caligmalarinda DNA izolasyonu icin EurX GeneMATRIX Plant &
Fungi DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmigtir. DNA izolasyonundan sonra elde edilen
DNA’larin miktar ve safliginin kontrolii icin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda
spektrofotometrik 6l¢iim gergeklestirilmistir. PCR ¢alismasinda universal primer olarak ITS1-1TS4,
tayini i¢in hedeflenen gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. ITS1 5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3' ve
ITS4 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3' primerleri kullanilmistir. 500 ve 700 baz aras1 degisen
hedef bolgeleri ¢cogaltmak icin tek agamali PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu Solis
Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle gerceklestirilmistir. PCR
sonrasinda agaroz jelde tek bant elde edilerek, PCR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir. PCR
uriini saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant ornekler i¢in "ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent" (ThermoFisher Scientific, USA) saflastirma enzimi kullanilip, kit prosediirlerine
uygun olarak saflagtirilmistir. Sanger Dizileme ornekleri i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda,
ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA). ITS1 ve NLI1
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primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak ve dizi hizalamak amaciyla
kontig (genomik kiitiiphane) haline getirilmistir. Bu islemin gerceklestirilmesinde BioEdit yazilimi
icinde CAP contig assembly algoritmas1 kullanilmistir.

Fungal biyomasin elde edilmesi i¢in izolat Yeast Ekstrakt 0.025 g/L, CaCl,2H.O 0.012¢/L,
MgSO47H20 0.05 g/L, NH4H2PO4 1 g/L ve glukoz 10 g/L igeren besiyerinde aerobik kosullar
altinda 110 rpm’ de 25 °C’ de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 biyomas besiyerinden
Whatman filtre kagidindan siiziilerek ayrilmistir. Fungal biyomas 3 defa deiyonize su ile yikanarak
filtrasyon islemleri tekrarlanmistir. Yikama isleminin ardindan 150 ml deiyonize suya fungal
biyomasdan 2’ser gram tartilarak inokiile edildikten sonra 72 saat 110 rpm’de inkiibe edilmistir.

AgNP’lerin biyosentezi icin Oncelikle 72 saat 150 ml deiyonize su i¢inde tutulan fungal biyomas
Whatman filtre kagidindan gecirilerek hiicre igeren filtrat ve hiicre i¢cermeyen filtrat birbirinden
ayrilmistir. 100 ml lik erlenlere hiicre icermeyen filtrat ve deiyonize su ile hazirlanan 0.03 M’ lik
glimiis nitrat (AgNO3) 1:10 oraninda tartilarak eklenmistir. Pozitif kontrol alarak hiicre icermeyen
filtrat, negatif kontrol alarak 0.03 M AgNO3 kullanilmistir. Inkiibasyon 25 °C* de 110 rpm’ de
aydinlikta gerceklestirilmistir. Renk degisimi AgNP sentezinin gerceklestigini géstermistir (Hamedi
ve ark., 2014).

Reaksiyon karigiminin renk degisimi AgNP olusumu i¢in kanit olarak kullanilmistir. Hiicre
icermeyen filtrata AgNOs eklendiktan sonra bir hafta boyunca her 24 saatte bir renk degisimi
gozlemlenen filtratin ¢ift 191l UV-VIS spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800), 200-800 nm
araliginda absorbans degerleri dl¢lilmiistiir (Hamedi ve ark., 2014).

AgNP biyosentezinin optimizasyonu i¢in substrat konsantrasyonu, reaksiyon pH’s1 ve reaksiyon
sicaklig1 olmak lizere 3 parametre secilmistir. Her bir degisken tek seferde sadece bir parametrenin
degistirilmesiyle optimize edilmistir. Optimizasyon caligsmalar1 i¢in substrat konsantrasyonu 1:10,
1:25, 1:50, 1:75 ve 1:100 oranlarinda, reaksiyon pH’s1 2.0, 4.0, 7.0, 9.0 ve 12.0 araliklarinda,

reaksiyon sicakligi 25°C, 35°C, 45°C ve 55°C sicakliklarda denenmistir. Elde edilen numunelerin
absorbansi 442 nm dalga boyunda spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir (Xue ve ark., 2016).

AgNP’lerin gram pozitif bakterilerden Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus’a; gram negatif
bakterilerden ise Escherichia coli’ ye karsi antimikrobiyal aktivitesi agar diflizyon yontemiyle
belirlenmistir. Bakteriler Nutrient Broth sivi besiyerinden 0.5 McFarland yogunlukta alinarak
Mieller Hinton Agar’a (MHA) yayilarak inokiile edilmistir. Deneyde biyosentezi gergeklestirilen
AgNP’lerin 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek dibe c¢oken siipernatanti kullanilmstir.
Petrilerde agilan 6 mm’lik kuyucuklardan her birine 20 ul AgNP’i ve kontrol grubu olarak da 0,03

M AgNOs; eklenerek 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra inhibisyon zonu
Ol¢iilmiistiir.

BULGULAR VE TARTISMA

Calismada Trichoderma sp. kolonilerinin Malt Extract Agar (MEA) ve Potato Dextrose Agar
(PDA)’da 20 °C’de 4 gunde petri kabini dolduracak sekilde gelistigi, once diiz daha sonra havai
hiflerin gelismesinden dolay1 tliylii goriinlimde ve beyazimsi renkte, ilerleyen silirecte konidilerin
gelistigi alanlarin koyu yesil renkte oldugu goriilmiistiir (Sekil 1A). Koloni altinin renksiz, yash
kiiltiirlerde Hindistan cevizi kokusunun bulundugu gézlemlenmistir. Hiflerin diiz ¢eperli, cok dalli,
1.5-12 mikrometre eninde, konidioforlarin ¢ok dalli, ana dalin 4.5-5 mikrometre ¢apimda genel
goriiniimiiniin diizensiz oldugu, bircok yan dal olusturdugu ve biitiin yan dallarin genis acilarla
gelistigi, fiyalidlerin terminal fiyalidlerin altinda halka gruplar seklinde gelistigi, her grupta 2,3
fiyalidin tek veya karsilikli ¢iftler halinde, tabanda dar, ortada hafif genis, uca dogru uzun bir boyna
sahip oldugu saptanmistir. Terminal fiyalidlerin daha uzun (8-10 X 2.5-3 mikrometre ¢apinda),
konidilerin daha kisa 4-4.5 X 3.5-4 mikrometre ¢apinda) obovoid, hafif piiriizlii oldugu goériilmiistiir.
(Sekil 1B).
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Sekil 1. Trichoderma sp. makroskobik A: Koloni morfolojisi ve B: Mikroskobik morfoloji:
mikroskop goruntuleri

Trichoderma sp. icin yapilan molekiiler karakterizasyon caligmalart sonucunda S1-1 — ITS1:
Trichoderma longibrachiatum MK910052.1 izolat1 i¢in:

Toplam Baz Sayisi: 589
Benzerlik Skoru: 1088

Dizi Eslesme Orant: %100
Benzerlik Orani: %100
oldugu saptanmustir (Sekil 2).

S1-1 - ITS1: Trichoderma longibrachiatum MK910052.1

ACCCCAATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCCGG
ATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTC
TGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAA
CAACGGATCCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCGA
AATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCATGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGCGGCGC
GGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAATTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Sekil 2. Trichoderma longibrachiatum Molekiiler karakterizasyon ¢alismast
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Calismalar sonucunda funguslarin metal nanopartikiillerin sentezi agisindan son derece iyi adaylar
oldugu anlasilmistir. Trichoderma tirleri, enzimleri ve sekonder metabolitleri trettigi bilinen (Unal
ve ark., 2019) funguslarin nanopartikiillerin (NP'lerin) sentezinde katalizor olarak kullanilan bir
fungus grubudur. Bu sebeple renk degisimi ve spektrofotometrik 6l¢iimlerle dogrulanan AgNP’i
sentezi i¢in bu ¢alismada Trichoderma longibrachiatum kullanilmistir. Hiicre igermeyen filtrat ve
AgNOs3 karisimindan olusan soliisyonun rengi acik saridan kahverengiye donerek AgNP’i
olusumunu gdstermektedir. (Sekil 3). Kiltlir filtratinin renk yogunlugundaki artig, sulu ¢ozeltide
bulunan glimilis iyonlarinin indirgenmesiyle olusan nanopartikiillerin sayisindaki artistan
kaynaklanmaktadir (Elamawi ve ark., 2018).

Sekil 3. Trichoderma longibrachiatum kullanilarak Giimiis Nanopartikiil (AgNP) Uretimi

Nanopartikillerde bulunan serbest elektronlar yiizey plazmon rezonansina (SPR) neden oldugu igin
glimiis nanopartikiillerin olusumu renk degisiminin yanmi sira UV/VIS analizi ile dogrulanabilir
(Noginov ve ark., 2006). Calismamizda renk degisimi gozlemledigimiz ¢ozelti (Sekil 3) UV/VIS
spektrofotometrede 200-800 nm dalga boylar1 arasinda taranmis ve 442 nm dalga boyunda pik
verdigi belirlenmistir. Bu nedenle optimizasyon c¢aligmalarinda UV/VIS spektrofotometre dlgiimleri
442 nm dalga boyunda yapilmistir.

Yapilan galismalarda Trichoderma longibrachiatum igin bu deger 385nm (Elamawi ve ark., 2018)
T. harzianum ve T. viride igin 430 nm (Fayaz ve ark., 2010; Singh and Balaji, 2011) oldugu
bildirilmistir. Partikiil biiylikliigli ile UV de belirlenen pik arasinda bir iliski vardir. Pik daha uzun
dalga boylarina gectiginde partikiiller blyur, 384—414 dalga boylarinda AgNP boyutunu 10-14 nm
biiylikliigiine sahip oldugu belirtilmistir (Solomon ve ark., 2007). Bir diger ¢caligmada ise 438 nm
dalga boyunda UV spektrumunun 60-80 nm partikiil boyutlarin1 verdigini ortaya koyulmustur (Nair
ve Pradeep 2003).

AgNP'lerin bakteri hiicre duvarma tutturulabildigi ve sonug olarak hiicre i¢ine sizabilecegi rapor
edilmistir. Bu etki, bakteri zarindan hiicresel igerigin sizmasina ve bakteri 6liimiine yol agabilecek
zar hasar1 gibi fiziksel degisikliklere neden olmaktadir. AgNP'lerin Gram-negatif ve Gram pozitif
bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkisinin oldugu gosterilmistir.. Bakterilerin hiicresel zari
karboksil, fosfat ve amino gruplarinin varligina bagh olarak negatif bir yiike sahiptir. Pozitif yiikli
AgNP'ler arasindaki elektrostatik ¢ekim ile hiicre membranlarina AgNP baglanir. Daha gii¢lii ¢ekici
bir kuvvet elde etmek i¢cin AgNP'lerin ylizey yiikiinii degistirilebilir (Yun’an Qing ve ark., 2018).

Calismamizda AgNP’lerin antibakteriyel etki analizi agar diflizyon yontemiyle belirlenmistir.
Yapilan deneylerin sonunda biyosentezi gergeklestirilen AgNP’tin E. coli, S. aureus, B. subtilis’e
kars1 antimikrobiyal aktivite gdsterdigi belirlenmistir (Cizelge 1). AgNP en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi S. aureus’a kars1 gosterirken (21 mm) en diisiik antimikrobiyal aktiviteyi B. subtilis’e (12
mm) kars1 gostermistir (Sekil 4).
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Cizelge 1. Agar diflizyon testi sonuglar1 (mm)
Mikroorganizmalar Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Va(30) P(10) C(30) E(15) Te(30) AgNP Distile su
E. coli ATCC (25922 25 33 30 26 12 18 -
S. aureus ATCC(25923) 21 40 27 30 30 21 -
B. subtilis 22 31 36 29 16 12 -

Va:Vankomisin, P:Penisilin G, C:Kloromfenikol, E:Eritromisin, Te:Tetrasiklin

Sekil 4. Giimiis Nanopartikiillerin (AgNP) bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi
A) E. coli, B) B. subtilis, C) S. aureus

AgNP’lerinin optimizasyonu {i¢ ana parametre kullanilarak gergeklestirilmistir. Cizelge 2’de 442
nm dalga boyunda UV/VIS spektrofotometre Slgiimleri verilmistir. Substrat konsantrasyonunun
AgNP’lerin biyosentezi iizerinde dikkat ¢ekici bir etki gosterdigi ve 1:25 oranmin optimum
konsantrasyon oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4). 1:100 oraninda AgNP sentezi en diisiiktiir, renk
degisimi en az olan konsantrasyondur. AgNP sentezi i¢in optimal pH kosullarini belirlemek
amaciyla 2-12 pH aralig1 se¢ilmistir. Absorbans degerleri pH’in artmasiyla artis gostererek alkali
ortamin AgNP sentezi i¢in daha uygun oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte pH 4’te AgNP
biyosentezi indirgenmis ve dipte agregalar (taneli yapilar) ve ¢okeltiler gozlemlenmistir. AQNP

biyosentezi i¢in en uygun sicakligin 55 °C, Substrat konsantrasyonunun 1:100, pH’in 12 oldugu

belirlenmistir (Cizelge 2). T. longibrachiatum’da AgNP iiretimi igin optimum 28 °C oldugu
bildirilmistir (EL Emavi ve ark., 2018). T. longibrachiatum igin reaksiyon sicakliginin enzim
aktivitesinde 6nemli bir rolii oldugu ve nanopartikiil boyutunu etkiledigi bilinmektedir. 27 °C’de
nanopartikil boyutu 10-40 nm arasinda iken sicaklik 10 °C disiiriildiigiinde partikiil boyutu 80-100
nm’ye c¢ikmaktadir. Sicakliktaki diisiis partikiill boyutunda artisa yol agmaktadir (Fayaz ve
ark.,2009).

Cizelge 2. AgNP’iin optimizasyon ¢aligsmalari

SURE
1.Gin 2.Gln 3.Gln 4.Gln 5.Gln 6.Gln
Substrat Konsantrasyonu
1:10 0.169 0.172 0.247 0.253 0.298 0.315
1:25 0.149 0.177 0.283 0.314 0.384 0.412
1:50 0.145 0.164 0.253 0.285 0.324 0.385
1:75 0.086 0.073 0.145 0.151 0.164 0.182
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1:100 0.035 0.007 0.058 0.084 0.071 0.063
pH

2 0.140 0.152 0.204 0.181 0.169 0.145
4 0.123 0.041 0.066 0.043 0.031 0.024
7 0.275 0.322 0.415 0.445 0.502 0.533
9 0.906 1.073 1.154 1.204 1.245 1.272
12 1.306 1.473 1.565 1.605 1.637 1.644
Sicakhk

25 °C 0.262 0.331 0.397 0.444 0.485 0.517
35°C 0.316 0.413 0.482 0.543 0.592 0.618
45 °C 0.372 0.504 0.600 0.684 0.742 0.794
55 °C 0.475 0.613 0.678 0.790 0.775 0.803
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Sicalklik
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© o3 :_-" - 45°C
0,2 55 °C
0,1
0
0 1 2 3 a 5 6 7
GUNLER

Sekil 5. Biyosentezi gerceklestirilen AgNP’lin optimizasyonu (Substrat konsantrasyonu, pH ve
Sicaklik)

SONUC

Bu arastirmada biyoteknolojik stireglerle giimiis nanopartikiillerin (AgNP) {iretimi i¢in ekonomik
olarak uygun, g¢evresel acidan siirdiiriilebilir biyolojik yontem ile T. longibrachiatum kullanilarak
antimikrobiyal aktivite gosteren AgNP’ler basariyla sentezlenmistir. AgNP biyosentezi i¢in en

uygun sicakligin 55 °C, substrat konsantrasyonunun 1:100, pH’1n 12 oldugu belirlenmistir. AgNP

biyosentezi islemi sirasinda herhangi bir toksik kimyasal madde veya organik c¢oziici
kullanilmamasi nedeniyle bu yontem ¢evre dostu olarak kabul edilebilir.

Calismamizda Trichoderma longibrachiatum fungusu kullanilarak biyoteknolojik {iriin olan giimiis
nanopartikiillerin (AgNP) biyolojik siire¢lerle ilk kez hiicre dis1 sentezi gerceklestirilmistir.

Bundan sonraki c¢alismalarin elde edilen biyoteknolojik fungal giimiis nanopartikiilin (AgNP)
karakterizasyonu iizerine yapilmasi planlanmaktadir.

KAYNAKLAR

Abid M, Hassan A, Ghafoor A, Javed K, 2003. Brackish Water for Irrigation: I. Effects on
Yield of Wheat and Sorghum in Wheat-Sorghum Crop Rotation and Properties of The
Rasulpur Soil Series. International Journal of Agriculture and Biology, 5(3): 367-376.

Alani F, Moo-Young M, Anderson W, 2012. Biosynthesis of silver nanoparticles by a new
strain of Streptomyces sp. compared with Aspergillus fumigatus. World J Microbiol
Biotechnol 28:1081-1086.

Balaji DS, Basavaraja S, Deshpande R, 2009. Extracellular biosynthesis of functionalized silver
nanoparticles by strains of cladosporium cladosporioides fungus. Colloid Surf B, 68:88-92.

Birla SS, Tiwari VV, Gade AK, et al, 2009. Fabrication of silver nanoparticles by Phoma glomerata
and its combined effect against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus. Lett Appl Microbiol, 48:173-179.

Bissett J, 1991. A revision of the genus Trichoderma. Il. Infrageneric classification. Canadian
journal of botany, 69(11), 2357-2372.

Burda C, Chen XB, Narayanan R, EI-Sayed MA, 2005. Chemistry and properties of nanocrystals of
different shapes. Chem Rev., 105:1025-1102.

Year 3 (2019) Vol:12 Issued in DECEMBER, 2019 www.ejons.co.uk



EJONS International Journal on Mathematic, Engineering and Natural Sciences ISSN 2602 - 4136

Chen JC, Lin ZH, Ma XX, 2003. Evidence of the production of silver nanoparticles via
pretreatment of Phoma sp.3.2883 with silver nitrate. Lett Appl Microbiol., 2003;37:105—
108.

Elamawi RM, Al-Harbi RE, Hendi AA, 2018. Biosynthesis and characterization of silver
nanoparticles using Trichoderma longibrachiatum and their effect on phytopathogenic fungi.
Egyptian Journal of Biological Pest Control,, 28:28.

Emeka EE, Ojiefoh OC, Aleruchi C, 2014. Evaluation of antibacterial activities of silver
nanoparticles green-synthesized using pineapple leaf (Ananas comosus). Micron 57:1-5.

Fayaz M, Balaji K, Girilal M, Yadav R, Kalaichelvan PT, Venketesan R, 2010 Biogenic synthesis
of silver nanoparticles and their synergistic effect with antibiotics: a study against
grampositive and gram-negative bacteria. Nanomedicine, 6:103-109.

Fayaz M, Balaji K, Kalaichelvan PT, Venkatesan R, 2009. Fungal based synthesis of silver
nanoparticles—an effect of temperature on the size of particles. Colloids Surf. B.
Biointerfaces, 74:123-126.

Fayaz M, Tiwary CS, Kalaichelvan PT, Venkatesan R, 2010. Blue orange light emission from
biogenic synthesized silver nanoparticles using Trichoderma viride, Colloids Surfaces B
Biointerfaces, 75 (1):175-178.

Gade AK, Bonde P, Ingle AP, 2008. Exploitation of Aspergillus niger for synthesis of silver
nanoparticles. J Biobased Mater Bioenergy. 2008;2:243-247.

Gams W, Bissett J, 1998. Morphology and ldentification of Trichoderma. In: Trichoderma and
Gliocladium: Basic Biology, Taxonomy and Genetics, Harman, G.E. and C.P. Kubicek
(Eds.). Vol. 1, pp: 3-34, Taylor and Francis, London, UK.

Guo M, Li W, Yang F, Liu H, 2015. Controllable biosynthesis of gold nanoparticles from a
Eucommia ulmoides bark aqueous extract. Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc.,
2015;142:73-79.

Hamedi S, Shojaosadati SA, Shokrollahzadeh S, Najafabadi SH, 2014, “Extracellular biosynthesis
of silver nanoparticles using a novel andnon-pathogenic fungus, Neurospora intermedia:
controlled synthesis and antcacterial activity.” World J Microbial Biotechnol 30:693-704.

Hasenekoglu I, 1991. Toprak Mikrofunguslari, Cilt VII. Atatiirk Universitesi Yaymlar1 No: 689,
Erzurum.

Ingle A, Rai M, Gade A, et al, 2009. Fusarium solani: a novel biological agent for the extracellular
synthesis of silver nanoparticles. J Nanopart Res., 2009;11: 2079-2085.

Kathiresan K, Manivannan S, Nabeel MA, et al, 2009. Studies on silver nanoparticles synthesized
by a marine fungus, Penicillium fellutanum isolated from coastal mangrove sediment.
Colloid Surf B., 2009;71:133-137.

Mukherjee P, Roy M, Mandal BP, et al, 2008. Green synthesis of highly stabilized nanocrystalline
silver particles by a non-pathogenic and agriculturally important fungus T-asperellum.
Nanotechnology., 2008;19; 075103.

Mukherjee PK, Horwitz BA, Singh US, Mukherjee M, Schmoll M, 2013. Trichoderma: biology and
applications. CAB International, Oxfordshire, United Kingdom.

Nair AS, Pradeep T, 2003. Halocarbon mineralization and catalytic destruction by metal
nanoparticles. Curr Sci, 84:1560-1564.

Noginov M.A, Zhu G, Bahoura M, Adegoke J, Small C, Ritzo BA, Drachev VP,Shalaev VM, 2006.
The effect of gain and absorption on surface plasmon in metal nanoparticles, Appl. Phys. B,
86 (3):455-460.

Year 3 (2019) Vol:12 Issued in DECEMBER, 2019 www.ejons.co.uk



EJONS International Journal on Mathematic, Engineering and Natural Sciences ISSN 2602 - 4136

Salunke BK, Sawant SS, Lee SlI, et al, 2016. Microorganisms as efficient biosystem for the
synthesis of metal nanoparticles: current scenario and future possibilities. World J Microbiol
Biotechnol., 2016;32:88.

Saravana Kumar K., et al, 2015. Biogenic Metallic Nanoparticles as Catalyst for Bioelectricity
Production: a Novel 4 Approach in Microbial Fuel Cells vol. 203, 27-34.(2015).

Saravanan M, Vemu AK, Barik SK, 2011. Rapid biosynthesis of silver nanoparticles from Bacillus
megaterium (NCIM 2326) and their antibacterial activity on multi drug resistant clinical
pathogens.. Colloids Surf B Biointerfaces, 88:325-331.

Sheikhloo Z, Salouti M, 2012. Intracellular biosynthesis of gold nanoparticles by fungus Phoma
macrostoma. Synth React Inorg Met, 2012;42:65-67.

Sheikhloo Z, Salouti M, Katiraee F,. 2011. Biological synthesis of gold nanoparticles by fungus
Epicoccum nigrum. J Clust Sci., 2011;22:661-665.

Singh P, Balaji RB, 2011. Biological synthesis and characterization of silver nanoparticles using the
fungus Trichoderma harzianum. Asian J Exp Biol Sci, 2:600-605.

Solomon SD, Bahadory M, Jeyarajasingam AV, Rutkowsky SA, Boritz C, 2007. Synthesis and
study of silver nanoparticles. J Chem Educ, 84:322-325.

Unal A, Korcan SE., Ocak I, Malko¢ S, 2019. Amilaz Enziminin Yerli Uretim Potansiyelinin
Artirilmasina Yonelik Bir Arastirma EJONS International Refereed & Indexed Journal on
Mathematic, Engineering And Natural Sciences ISSN 2602 — 4136, 3 (9): 58-65.

Vahabi K, Mansoori GA, Karimi S, 2011. Biosynthesis of silver nanoparticles by fungus
Trichoderma reesei (a route for large-scale production of AgNPs). Insciences J, 1(1):65-79.

Vigneshwaran N, Ashtaputre NM, Varadarajan PV, et al, 2007. Biological synthesis of silver
nanoparticles using the fungus Aspergillus flavus. Mater Lett., 2007;61:1413-1418.

Vigneshwaran N, Kathe AA, Varadarajan PV, et al, 2006. Biomimetics of silver nanoparticles by
white rot fungus, Phaenerochaete chrysosporium. Colloid Surf B., 2006;53:55-59.

Wang Z, Chen J, Yang P, Yang W, 2007. Biomimetic synthesis of gold nanoparticles and their
aggregates using a polypeptide sequence.. Appl Organomet Chem, 21(8):645-651.

Xue B, He D, Gao S, Wang D, Yokoyama K, Wang L, 2016. “Biosynthesis of silver nanoparticles
by the fungus Arthroderma fulvum and its antifungal activity against genera of Candida,
Aspergillus and Fusarium.” International Journal of Nanomedicine, 11: 1899-1906.2016.

Yun’an Qing LC, Li R, Liu G, Zhang Y, Tang X, Wang J, Liu H, Qin Y, 2018. Potential
antibacterial mechanism of silver nanoparticles and the optimization of orthopedic implants
by advanced modification technologies. Int J Nanomed 13:3311.

Zhao X, Zhou L, Rajoka MSR, Yan L, Jiang C, Shao D, Zhu J, Huang Q, Yang H and Jin M, 2017
“Fungal silver nanoparticles: synthesis, application and challenges” Critical Reviews in
Biotechnology, 38:6, 817-835.

Year 3 (2019) Vol:12 Issued in DECEMBER, 2019 www.ejons.co.uk





