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Ozet: Pisolithus arrhizus (Scop.) Rauschert (Basidiomycetes) tiirli okaliptiis ve gam agaglarinin birgok tiiriinii cevrele-
yen kokleri toprakta bulunan bir ektomikorizal mantardir. Bu arastirmada Pisolithus arrhizus etanol ekstrakti kullanila-
rak hazirlanan Titanyum (TiO,) nanopartikilinin (NP) farkli patojen mikroorganizmalar tzerinde inhibitdrik etkisinin
tespit edilmesi amacglanmistir. Calismada hydrothermal yontem kullanilarak sentezlenen mantar ekstreli TiO, NP, UV-
Vis Spektrometre (UV-vis) ve taramali elektron mikroskop (SEM) ile karakterize edilmistir. Hazirlanan ve karakterize
edilen bu NP’lerin, disk diflizyon yontemi kullanilarak Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Candi-
da albicans ve Streptococcus mutans test patojenleri Gzerinde antimikrobiyal aktivitesi arastiriimistir. Mantar ekstreli
TiO, NP’lerin patojenler tzerinde zayif bir inhibisyon etkisine sahip olduklari (7.5-9.3 mm), maksimum inhibisyonu (9.3
mm) S. mutans'a kargi gosterdigi buna karsin C. albicans’a kargi antifungal etkiye sahip olmadiklar tespit edilmistir.
Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Pisolithus arrhizus, TiO, nanopartikili

Antimicrobial Effect of Titanium Nanoparticles Synthesized Using Pisolithus arrhizus Extraction
Summary: Pisolithus arrhizus (Scop.) Rauschert (Basidiomycetes) type is an ectomycorrhizal fungi found in the soil
that surrounds many species of eucalyptus and pine trees. In this study, it was aimed to determine the inhibitory effect
of Titanium (TiO,) nanoparticle (NP) prepared by using Pisolithus arrhizus ethanol extract on different pathogenic mic-
roorganisms. In the study, NP’s synthesized using hydrothermal method was characterized by UV-vis spectrometer
(UV-vis) and scanning electron microscope (SEM). The antimicrobial activity of these prepared and characterized
NP’s, have been investigated by using disk diffusion method on test pathogens of Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Candida albicans and Streptococcus mutans. While NPs have a weak inhibitory effect on
pathogens (7.5-9.3 mm), the maximum inhibition (9.3 mm) is shown against S. mutans. Whereas antifungal effect aga-
inst C. albicans have not been found.
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Girig haz uygulamalarinda énemli bir yere sahiptir (23,24).
TiO,, foto katalizi, glines pili cihazlar, gaz sensorleri

Nanoteknoloji, nanometre dizeyinde yeni malzeme- ve biyomalzemeler gibi birgok alanda biiyiik énem

ler Gretmek amaciyla bilim ve teknolojideki uygula-
mayla birlikte hizla blylyen bir alan olarak ortaya
cikmaktadir (1). Nanomalzemeler, cesitli fiziko-
kimyasal 6zellikleri nedeniyle yizlerce yeni Urinin
gelistiriimesine neden olan ticari bir devrimin parcasi-
dir (27). Metal nanopartikiiller yiksek bir spesifik
yuzey alani ve ylizey atomlarinin ylksek oranina
sahiptirler.

Kalay oksit, demir oksit, ¢inko oksit ve titanyum gibi
metal oksit nanopartikilleri cok caziptir ve cesitli ci-
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tasityan bir materyaldir (12). Titanya'nin toksik olma-
yan ve biyolojik olarak uyumlu 6zelliklerinden dolayi
farmasotik endustrilerde oldugu kadar kemik dokusu
mihendisligi gibi biyomedikal bilimlerde de uygula-
malari bulunmaktadir (11,15).

Katalitik aktivite, optik 6zellikler, elektronik 6zellikler,
antibakteriyel o6zellikler ve manyetik 6zellikler gibi
essiz fiziko-kimyasal karakteristikleri nedeniyle, nano-
partikilleri gelistirmek igin yapilan yeni sentez yon-
tem calismalari olduk¢ca yogunluk kazanmigtir
(5,8,18,33). Nanopartikil sentezinde cevresel olarak
toksik olmayan sentetik protokollere duyulan ihtiyag,
toksik kimyasallarin kullanimindan bagimsiz biyolojik
yaklagsimlara olan ilginin artmasina yol agcmakta ve
biyolojik sentez igin deneysel siireglerin gelistiriimesi,
nanoteknolojinin  6énemli bir koluna donlismektedir
(2,28). Bugune kadar bakteriler de dahil olmak lzere
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mikroorganizmalar, mantar ve bitkiler kullanilarak
biyolojik yaklasimla yapilan bir ¢cok nanopartikil sen-
tezi bildirilmistir (30).

Calismada kullanilan P. arrhizus Agaricomycete aile-
sine ait olup diinya ¢apinda bir dagilima sahip mikori-
zal bir mantar tiridir (22). Ulkemizde Antalya, Ay-
din, Balikesir, Canakkale, Denizli, izmir, Kahraman-
marag, Kutahya, Malatya, Manisa, Mersin Mugla bél-
geleri olmak uzere genis bir yayilis alanina sahiptir
(21). Yapilan birgok calismada mantarlarin antibakte-
riyal, antiviral ve antifungal etkileri bildirilmistir (4,31)

Bu calismada, P. arrhizus etanol ekstraktll TiO,
NP’lerin sentezi ve karakterizasyonu, ayrica NP’lerin
patojen test mikroorganizmalar Uzerindeki inhibisyon
etkisi arastirilarak yeni bir antimikrobiyal strateji olasi-
liginin degerlendiriimesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem
Kullanilan mikroorganizmalar

Calismada, Staphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 25923, Escherichia coli (E. coli) ATCC 35218,
Bacillus subtilis (B. subtilis) ATCC 6633, Streptococ-
cus mutans (S. mutans) ATCC 68175 ve Candida
albicans (C. albicans) ATCC 90028 standart suslari
kullanilmistir. Bu suslar Erciyes Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Farmasétik Biyoteknoloji ve Farmasotik
Mikrobiyoloji kultiir koleksiyonlarindan temin edilmis-
tir.

Aragtirmada kullanilan makrofungus érnegi

Bu arastirmada kullanilan P. arrhizus makrofungus
drne@i Mugla Sitki Kogman Universitesi Biyoloji Béli-
mi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Hakan ALLI tarafindan
Mugla-Datga, igmeler Deresi Bélgesinden toplanmis
ve tanimlanmistir.

P. arrhizus ekstraktlarinin hazirlanmasi

Mantar érnekleri kurutulmus ve toz haline getirilmigtir.
Her bir numunenin %70’lik etanol ekstrakti 3 gin
manyetik bir karistiricida 37°C'de karistirilarak hazir-
lanmistir. Ekstraktlar vakum altinda bir desikatérde
kurutulmus ve liyofilize edilmisgtir.

TiO; NP'iiniin sentezi ve karakterizasyonu

Mantar ekstresi (1mL) (10%w/v) ¢ozeltisi, 50 mM Ti
(IV) (5mL) isopropoxide g¢ozeltisine eklenerek homo-
jen bir ¢ozelti elde edilinceye kadar oda sicakhdinda
karistinimigtir. Daha sonra elde edilen karisim, teflon
kapli paslanmaz celik otoklav igerisine aktariimis ve
firn sicakhgi 80 °C ye ayarlanarak belirli bir sire
inkube edilmigtir. Teflon kap dibinde olusan uriin TiO,
NP, su ve etanol ile sonikasyon altinda en az 3 kez
yikanarak baglanmamis mantar ekstresi fazlasi or-
tamdan uzaklastirilarak TiO, NP ¢okelegi elde edil-
mis ve vakum altinda 60°C derecede kurutulmustur.
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Cokelti tampon igerisinde ¢dzilerek stok ¢dzelti ppm
olarak ayarlanmisgtir. Daha sonra elde edilen TiO, NP
karakterizasyon ve antimikrobiyal calismalar igin sak-
lanmistir. TiO, NP'nin morfolojisi ve boyutu taramali
elektron mikroskobu (SEM, ZEISS EVO LS10, 25
kV), absorbans noktasi ise Uv-Vis spektrometresi
(Perkin Elmer) ile karakterize edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testi

Calismada kullanilan P. arrhizus ekstrakti ile hazirla-
nan NP’nin test mikroorganizmalar Uzerindeki inhi-
bisyon etkisini belirlemek amaciyla disk diffizyon
yontemi kullanilmigtir (7). Disk difflizyon testinde,
bakterilerin gelisimi icin nutrient sivi (NB), C. albicans
icin ise sabouraud dextrose sivi (SDB) (Merck) kulla-
nilmigtir. Test bakterileri NB, C. albicans ise SDB
besi ortamlarinda 37 Cde 24 saat inklbe edilerek
aktiflestiriimistir. Antimikrobial duyarlilik testi, calig-
mada kullanilan bakteriler icin nutrient agarda, C.
albicans icgin ise sabouraud dekstroz agarda gergek-
lestirildi. Elde edilen kdlturler Mc Farland 0.5 nolu
bulanikhk standartina gére ayarlandiktan sonra her
birinden 100 pL alinarak ayri ayri besiyerlerine cam
bir baget yardimiyla yayllmigtir. Daha sonra 6 mm
capindaki steril diskler (Bioanalyse, Antimicrobial
Susceptibility Test Discs) besiyerlerinin yilizeyine belli
araliklarla yerlestirilmistir. Yerlestirilen disklerin Gzeri-
ne 20 pl P. arrhizus ekstresi ile hazirlanan NP, mikro
pipetlerle ilave edilerek emdirilmistir. Petri kaplari 37 ’
Cde 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibas-
yon sonunda disk c¢evresinde olugan zonlarin ¢api
kumpas ile olglimustar.

Bulgular
UV-vis spektrofotometre

TiO2 NP’nin karakteristik 151k absorbans noktasi Sekil
1'de gosterilmektedir. TiO, NP~246 nm civarinda
zayif ve genis bir absorbans piki vermigtir.
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Sekil 1. TiO, UV-vis spektroskopisi (TiO2'nin karakteristik
absorbans pik: ~246 nm=0,354)

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

TiO, NP’lundn taramali elektron mikroskobu (SEM)
goruntileri Sekil 2'de gosterilmistir. Buna gore, TiO,
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NP’nin boyutu 65+5 nm civarinda 6l¢tlmustir. Morfo-
lojileri ise genel itibari ile kiresel olarak gézlenmistir.

Sekil 2. TiO,NP’lerin SEM goriintlisi 65+5 nm

Antimikrobiyal aktivite

Disk difizyon metoduna gore tespit edilen antimikro-
biyal aktivite sonuglari Tablo 1°’de verilmistir. Calisma
sonuglarina gore; sentezlenen mantar ekstreli titan-
yum nanopartikilinin hem Gram negatif hem de
Gram bakterilere karsi inhibitorik etkiye sahip oldugu
fakat C. albicans ATCC 90028 susuna kars! antifun-
gal aktiviteye sahip olmadidi tespit edilmistir. Test
edilen patojen bakteriler arasinda P. arrhizus -
TiOoNP’lin en ylksek aktiviteyi S. mutans ATCC
68175 susuna karsi gostermis oldugu belirlenmistir.

Gokgen YUVALI CELIK

mantari ile yapilan ¢alismalara rastlanmamistir. Ca-
lismada sentezlenen mantar ekstreli TiO, nanoparti-
kild, disk difizyon yontemi ile E. coli, S. aureus, S.
mutans, B. subtilis ve C. albicans standart suglarina
karsi antimikrobiyal etkinlikleri bakimindan test edildi.
Maksimum inhibisyon zonu (9.3 mm) S. mutans'a
karsi belirlendi. Petrilerde dlgllen inhibisyon zonlari
TiO, nanopartikllinin bakteri turlerine karsi zayif
inhibitdrik etkiye sahip oldugunu ayrica C. albicans’a
karsi antifungal aktivite gostermediklerini ortaya koy-
mustur. TiO, pargaciklarinin bakterisidal etkisini agik-
layan birkag muhtemel mekanizma vardir. TiO,, gu-
nes Isigina veya UV 1sigina maruz birakildiginda
glclu oksitleyici 6zelligi nedeniyle antimikrobiyal akti-
vite gOsterir. Mikrobiyal yizey, 1sinlanmis TiO, parca-
ciklari ile temas ettiginde baslangigtaki oksidatif ata-
gin ana hedefi olur (10,20) Ayrica TiO, parcaciklari
Uzerinde olusturulan H>O, miktarinin gesitli bakteri
turlerine karsi antibakteriyel aktivite glicinu etkiledigi
rapor edilmistir (13,20).

Nanoteknolojiye teknolojik faydalari agisindan bakti-
gimizda, laboratuvardan buylk Olgekli endistriyel
Uretime hizla gegmeye basladikga, artik tim biyome-
dikal uygulamalarda nanomalzemelerin olduk¢a goz-
de oldugu gorilmektedir. Gunimizde TiO, NP'ler,
optik 6zellikleri, yiksek kimyasal stabilite ve toksik
olmamalari nedenleriyle ¢cevreye uyumlu ve temiz bir
fotokatalist olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

Tablo 1. P. arrhizus -TiO,NP’liiniin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Test suglari inhibisyon Zon Gapi  (mm)
P. arrhizus —-TiO;NP

E. coli 8.0+0.0

S. aureus 8.2+0.0

S. mutans 9.3£0.0

B. subtilis 7.5+0.0

C. albicans -

“-“ Herhangi bir etki gézlenmemistir; “+"Ortalama +Standart sapma

Tartisma ve Sonug

Nanopartikiller, nano O0lgekli boyutlarindan dolayi
benzersiz katalitik, optik, manyetik ve elektriksel 6zel-
liklere sahiptirler (32). Gimus ve altinlarin biyosente-
zi Uzerine bircok arastirma uzun yillardir yapiimakta-
dir. Hem altin hem de gimus nanopartikullerin ¢esitli
alanlarda yogun uygulamalari bulunmaktadir (29).
Lantum ve titanyum gibi nadir metal nanopartikdlleri-
nin biyosentezi konusunda ise pek fazla galisma ra-
por edilmemistir. Titanyum nanopartikdlleri oksijen ve
hidroksil serbest radikallerini elde etmek igin ylzeye
adsorbe edilen O, ve OH' ile reaksiyona girme kabili-
yetine sahip, kozmetik urlinler ve farmasétik de dahil
bir cok alanda blyik 6énem tasiyan bir malzemedir
(17,26).

Yakin zamanlarda nanopartikiil sentezleri bakteri
(16,25), mantar (2,9) ve bitkiler (3,6,14,19) ile elde
edilmistir. Ancak literatlir arastirmalarinda P. arrhizus

Ozellikle TiO, NP'ler, cilt bakim Uriinlerinde cildi UV
iIsinlarindan korumada kullanilan en énemli materyal-
lerinden biridir. Sonug olarak bu ¢alisma, P. arrhizus-
TiO2 NP'lerin ¢calismada kullanilan test mikroorganiz-
malari uzerinde etkinliginin yiuksek olmadigini ancak
antimikrobiyal aktivite testlerinin farkli konsantrasyon-
larda ve yaygin diger patojen mikroorganizma turle-
rinde daha detayl bir sekilde uygulanmasi gerektigini
onermektedir.
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