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OZET

YESIL SENTEZ ILE ELDE EDILEN METAL NANOPARTIKULLERIN
ANTIMIKROBIYAL VE ANTiBIYOFILM ETKINLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESi

Fatih ERCI

Biyomihendislik Anabilim Dal

Doktora Tezi
Tez Danismani: Dog. Dr. Rabia CAKIR KOC

Nanoteknoloji alanindaki son gelismeler, nano boyuttaki yapilarin artan ylzey alani ve
sahip olduklari bircok farkli 6zellik nedeniyle gilnimizde dikkat c¢ekmektedir.
Nanopartikiil (NP) arastirmalari, bilim dinyasini dontstirmeye katkida bulunan
calisma alanlarina olaganistli katkilar saglamaktadir. NP’ler; tiiketim ve endustriyel
Urlinlerde uygulama alani bulurken, benzersiz 6zellikleri ile cok 6nemli degisikliklere yol
acacak olcide teknolojiyi gelistirmeye devam etmektedir. Ancak, NP’lerin artan
Uretimi, bunlarin kullanimi veya gevrede istenmeyen bir sekilde serbest birakilmalari,
tiketici ve cevre glivenligini saglayan sireclere ve politikalara duyulan ihtiyaclar
ortaya ¢ikarmaktadir. NP’lerin potansiyel olarak glivenli bir sekilde hazirlanmasi ve
givenli kullanim yontemlerini bir araya getirdigimizde olusabilecek herhangi zararl bir
etkinin ortadan kaldirilmasi mimkin olacaktir. Farkli biyolojik yontemler kullanilarak
NP’lerin biyosentezi, farkli disiplinlerdeki sayisiz uygulamalar icin etkin olmaktadir.
NP’lerin sentezi icin farkh yaklasimlar (fiziksel ve kimyasal) kullanilmasina ragmen, yesil
sentez yontemi yiksek etkinligi, maliyet etkinligi ve cevresel faydasi nedeniyle en ¢ok
tercih edilen yontem haline gelmistir.

Yapilan tez calismasi kapsaminda; bitki ekstraklarini kullanarak giimiis (AgNP), bakir
oksit (CUONP) ve demir oksit (FEONP) NP’lerinin sentezinin ve karakterizasyonun
gerceklestiriimesi ve bu yolla sentezlenen NP’lerin biyolojik aktivitelerinin ortaya
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cikarilmasi temel hedef olarak belirlendi. Ayrica metalik NP’lerin boyutunun ve seklinin,
sentezde kullanilan bitki ekstrakt kaynaginin NP’lerin g&stermis olduklari
antimikrobiyal ve antibiyofilm etki basta olmak Uzere gesitli biyolojik aktivitelerindeki
rollerinin belirlenmesi de ¢alismanin temel hedeflerinden birini olusturmaktadir. Bu
amac¢ dogrultusunda; AgNP, CuONP ve FeONP farkli konsantrasyonlardaki Thymbra
spicata L. var. spicata (Zahter) sulu yaprak ekstraktlari kullanilarak oda sicakliginda yesil
sentezle ile elde edildi. Cynara scolymus (Enginar) ve Mentha piperita (Nane) yaprak
ekstraktlari AgNP sentezinde kullanarak, ekonomik 6neme sahip olan g bitkinin
yaprak ozutleri araciligl ile sentezlenen NP’lerin biyolojik aktiviteleri karsilastirmali
olarak incelendi. NP’ler farklh spektroskopik ve mikroskobik analiz y&ntemleri
kullanilarak karakterize edildi. Sonug olarak; bitki ekstraktlari kullanilarak sentezlenen
AgNP'lerin TEM analizi, AgNP'lerin boyut ve seklinin bitki ekstrakti konsantrasyonu ile
kontrol edilebilecegini ortaya ¢ikardi. TEM sonuglarina gore T. spicata yaprak ekstrakt
konsantrasyonunun arttirilmasi ile ortalama AgNP partikil ¢apinin 70.2 nm’den 25.1
nm’ye diustigu gozlemlendi. Ayrica, TEM ile yapilan boyut analizlerine gére CUONP ve
FeONP’lerin ortalama partikil capinin 25 ve 100 nm civarinda oldugu tespit edildi. Ayni
zamanda farkli tekniklerle NP’lerin boyut analizi incelendiginde NP boyutunun
DLS>AFM>TEM>XRD olarak siralandigi ortaya cikti. Ug farkli bitkinin yaprak ekstraktlari
kullanilarak sentezlenmis AgNP'ler, iki farkli gram-negatif ve gram-pozitif bakteri
karsisinda antibakteriyel etkinlikte onemli farkliliklar sergiledi. C. scolymus yaprak
ekstraktindan elde edilen CsAgNP’lerin S. aureus’a karsl 18.53 mm c¢apinda maksimum
inhibisyon zonu ve 12.5 ug/mL MiK degeri ile en fazla antibakteriyel aktivite gdsterdigi
belirlendi. S. aureus icin yapilan antibiyofilm aktivite ¢calismasinda sentezlenen NP’lerin
antibiyofilm etkinlikleri belirlendi. Ayrica, T. spicata yapragl ekstraktini kullanarak
sentezlenen AgNP’lerin antibakteriyel ve sitotoksik aktivitelerinin sekil bagimli oldugu
gosterildi. Yapilan tez calismasinda, farkh sekillerdeki NP’leri blinyesinde barindiran
ornekler, cogunlukla kiresel formda NP’lere sahip 6rneklere gore gliclii antibakteriyel
ve sitotoksik aktivite sergiledikleri gozlemlendi. Elde edilen sonuglar, AgNP’lerin
biyolojik aktivitelerinin NP seklinden ve sentezde kullanilan bitki ekstrakt kaynagindan
etkilendigini ortaya koymaktadir. Ayrica T. spicata yaprak o6zitt kullanilarak
sentezlenen CuONP ve FeONP’lerin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve
sitotoksik etkinlikleri degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore, FeONP’lerin en az
AgNP’lerin ise en fazla antibakteriyel aktivite gosterdigi gbzlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Yesil sentez, gimis, bakir oksit, demir oksit, metalik NP,
antibakteriyel, antibiyofilm, sitotoksisite

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

XVii



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM ACTIVITY OF GREEN
SYNTHESIZED METAL NANOPARTICLES

Fatih ERCi

Department of Bioengineering

Ph.D. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Rabia CAKIR KOC

Recent advances in nanotechnology are drawing attention today due to the increased
surface area of nano-sized structures and the many different properties they possess.
Nanoparticle related studies provide extraordinary contributions to the study areas
that contribute to transforming the scientific world. Nanoparticles continue to develop
the technology in a way that leads to very important changes with its unique
properties while it finds application in consumer and industrial products. However,
increased production of nanoparticles and their use or unwanted release in the
environment reveals the need for policies and processes that provide consumer and
environmental safety. Once we combine the safe preparation of nanoparticles with
potentially safe methods, it is possible to remove any harmful effect that may occur.
Biosynthesis of nanoparticles using different biological methods is effective for
numerous applications in different disciplines. Despite the use of different approaches
(physical and chemical) for the synthesis of nanoparticles, green synthesis has become
the most preferred method due to its high efficiency, cost effectiveness and
environmental benefits.

Within the scope of thesis study; the synthesis of silver (AgNP), copper oxide (CUONP)
and iron oxide (FeEONP) nanoparticles using plant extracts and their characterization,
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and the evaluation of the biological activities of nanoparticles synthesized in this way
have been identified as the main targets. It is also one of the basic objectives of the
study to determine the role of the size and shape of metallic nanoparticles and the
plant extract source, which is used in nanoparticle synthesis, in various biological
activities, especially antimicrobial and antibiotic effect of nanoparticles. In accordance
with this purpose; AgNP, CUONP and FeONP were obtained by green synthesis at room
temperature using different concentrations of aqueous extracts of Thymbra spicata L.
var. spicata (Zahter). Using the Cynara scolymus (Artichoke) and Mentha piperita
(Mint) leaf extracts in AgNP synthesis, the biological activities of nanoparticles
synthesized through leaf extracts of three plants with economic importance were
studied comparatively. Nanoparticles were characterized using different spectroscopic
and microscopic analysis methods. As a result; TEM analysis of AgNPs synthesized
using plant extracts revealed that the size and shape of AgNPs could be controlled by
plant extract concentration. The average AgNP diameter decreased from 70.2 nm to
25.1 nm with increasing T. spicata leaf extract concentration according to TEM results.
Moreover, according to size analysis of TEM study, CuONP and FeONP have been
found to have average particle diameters around 25 and 100 nm, respectively. At the
same time, when the size analysis of nanoparticles was examined by different
techniques, it was revealed that the nanoparticle size was listed as DLS> AFM> TEM>
XRD. AgNPs synthesized using leaf extracts of three different plants exhibited
significant antibacterial activity against two different gram-negative and gram-positive
bacteria. It was determined that the CsAgNP obtained from C. scolymus leaf extract
showed the maximum antibacterial activity with a maximum inhibition zone of 18.53
mm in diameter and 12.5 ug/mL MIC value against S. aureus. Antibiofilm acitivity for S.
aureus was evaluated to determine the antibiofilm activity of the synthesized
nanoparticles. In addition, it shows that the antibacterial and cytotoxic activity of
AgNPs synthesized using the T. spicata leaf extract is shape-dependent. In the thesis
study, samples containing nanoparticles of different shapes were observed to show
strong antibacterial and cytotoxic activity, compared to samples with nanoparticles in
spherical form. The results demonstrate that the biological activities of AgNPs are
influenced by the nanoparticle’s shapes and the plant extract source used in the
synthesis. In addition, antimicrobial, antibiofilm, antioxidant and cytotoxic activities of
CuONP and FeONP synthesized using T. spicata leaf extract were evaluated. According
to obtained results, it was observed that FeONPs showed the least antibacterial
activity while AgNPs showed the highest antibacterial activity.

Keywords: Green synthesis, silver, copper oxide, iron oxide, metallic nanoparticle,
antibacterial, antibiofilm, cytotoxicity
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Nanoteknoloji, bir metrenin 1 milyarda biri kadar (yani, 10° m = 1 nm) 6lcekte madde
ile ugrasan bir bilimdir ve ayni zamanda maddenin atomik ve molekiler dlcekte
maniplile edilmesiyle ilgili bir calisma alanidir. Nanoparcacik, bir nanoyapinin
yapiminda en temel bilesendir ve Newton'un hareket yasalari tarafindan tanimlanan
glinliik nesnelerin diinyasindan cok daha kicuktir, ancak kuantum mekanigi tarafindan
yonetilen bir atomdan veya basit bir molekiilden daha buyiktir. Nanoteknoloji, farkli
alanlardaki bircok sorunu cozebilecek potansiyele sahip olup biyoloji, kimya ve
malzeme bilimlerinden yararlanarak disiplinlerarasi bir teknoloji alani olarak ortaya
¢ikmaktadir. Nano Olgekli malzemeler diinyada yasamin basladigi andan itibaren
dogada var olmuslardir. Eski zamanlarda nanoyapilarin veya nanopargaciklarin gesitli
amaglarla kullanilmasinda bir¢cok 6rnek vardir. Ortacag katedrallerinin pencere
camlarindaki renk cesitleri metal oksit nanopargaciklarinin varligina atfedilmistir.
Nanoteknoloji kavrami, ilk defa Richard Feyman tarafindan Amerikan Teknoloji
Enstitisinde verilmis olan “There’s a plenty of room at the bottom” baslikh ders ile
literatlire kazandinlmistir [1]. Nanoteknoloji, glinimiizde en aktif arastirma
alanlarindan biridir. NP’lerin blyakliga, dagilimi ve morfolojisine gore tamamen yeni
ve gelistirilmis Ozellikleri vardir. Nanoteknoloji her gecen gilin gelismekte ve
hayatimizda o©nemli bir yer tutmaktadir. Nanoparcaciklarin, ozellikle de

nanomalzemelerin uygulamalari giinimizde hizla gelismektedir.



1.2 Tezin Amaci

Tezin amaci; bitki ekstraklarini kullanarak Gimis (AgNP), Bakiroksit (CUONP) ve
Demiroksit (FEONP) NP’lerinin sentezinin gergeklestirilmesi, sentezlenen NP’lerin
karakterizasyonu ve antimikrobial, antibiyofilm, antioksidan ve sitotoksik aktivitelerinin
ortaya cikarilmasi olarak belirlenmistir. Ayrica, metalik NP’lerin yesil sentezinde bitki
ekstrakt konsantrasyon oraninin NP boyut ve seklini degistirmedeki 6neminin
anlasilmasi, NP’lerin boyutu ile birlikte sekillerinin de NP’lerin biyolojik aktivitesini
degistirmedeki 6neminin ortaya cikarilmasi, metalik NP’ler arasinda biyolojik aktivite
farkhliklarinin ~ belirlenmesi, yesil sentezde kullanilan bitki tlrindn NP’lerin
aktivitelerine etkilerinin  belirlenmesi bu tez c¢alismanin temel hedeflerini

olusturmaktadir.

1.3 Hipotez

NP’ler, kuglik boyutlarindan ve ylksek ylzey/hacim oranlarindan kaynaklanan
ayricalikli 6zelliklerinden dolayr daha biylk pargaciklardan oldukga farkh 6zelliklere
sahiptir ve bu da bir¢cok alanda NP’lerin kullanilmasini saglamaktadir. NP’lerin bitki
ekstraktlari kullanilarak sentez isleminin gergeklestiriimesinde kimyasal reaksiyondaki
bilesenlerin orani, reaksiyon sicakhgi, kullanilan bitkinin icerigi gibi NP’lerin boyut ve

seklini etkileyen cesitli faktorler biyosentezde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu tez ¢alismasinda;

Biyolojik sentezde NP’lerin boyutunun ve seklinin sentezdeki ekstrakt konsantrasyon

orani ile kontrol edilebilecegi,

NP boyut ve seklinin antimikrobiyal, sitotoksik, antibiyofilm ve antioksidan aktiviteyi
degistirdigi,

NP sentezinde kullanilan bitki ekstrakt kaynaginin biyolojik aktiviteyi kontrol etmede

kullanilabilecegi,

Yesil sentez ile elde edilen farkli metal NP’lerin, farkli biyolojik aktivite

gosterebilecekleri hipotez olarak dnerilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Nanoteknoloji

Nanoolgekli materyaller diinyadaki yasamin baslangicindan bu yana dogada var
olmustur. Nanoteknoloji, nanopartikillerin (NP) essiz fizikokimyasal Ozelliklere yani
yliksek ylzey alani, ylksek reaktivite, ayarlanabilir gézenek boyutu ve parcgacik
morfolojisine sahip oldugu icin biyoteknoloji ve diger endstriler icin yeni bir uygulama
alani agmaktadir. Nanoteknoloji fizik, materyal bilimi, kimya, biyoloji ve tip gibi bircok
disiplini binyesinde barindiran disiplinlerarasi bir bilimdir. “Nano” kelimesi Yunanca bir
kelime olan ve clice anlamina gelen “nanos” kelimesinden tiretilmistir. Nanoteknoloji,
blyuklagu 10”° metre ye karsilik gelen bir nanometre bulyuklik birimi ile 6lclilen, 1 ve
100 nanometre arasindaki herhangi bir malzeme ile ilgilenen bir bilimdir. DNA
molekilinin 2.5 nm genisliginde, bir proteinin 50 nm uzunlugunda ve bir grip
virisinin 100 nm civarinda oldugunu disilnlirsek nanoboyuttaki yapilarin

blyukliklerini daha iyi bir bicimde algilamis oluruz (Sekil 2.1).

Nanoteknoloji giiniimizde nanoboyuttaki yapilarin yigin hallerinden bagimsiz olmak
Uzere, onlari olusturan elementlere bagh olarak, farkli 6zellikler sergilemelerinden
dolayi kullanim alani oldukca genislemistir [2]. Her ne kadar nanometre boyut araligi 1
ile 1.000 nm arasindaki tim malzemeleri iceriyor olsa da, nanoteknolojiyi tanimlayan 1
ile 100 nm arasindaki bu belirli aralik 6zellikle 6nemlidir; bu boyut araligindaki

parcaciklar radikal olarak yigin hallerinden farkli 6zelliklere sahiptir. Bu farkhlik, iki



temel faktorden dolayi meydana gelir: (i) ylzey alani hacim oranindaki artis (malzeme
kiiglldlikge artar) ve (ii) parcacik boyutu kuantum etkilerinin hakim oldugu alana
girmesi. Bu aralikta, parcacitk boyutu azaldiginda parcacik yizeyindeki atomlarin
parcaciklarin icindekilerine karsi Gistiinligl meydana gelmektedir (boyut azaldigindan,
ylzeydeki atom sayisi i¢ kisimdakilere gore artmaktadir). Bu etki, bu boyut araligindaki
parcaciklarin ozelliklerini ve bu pargaciklarin diger malzemelerin pargaciklariyla olan
etkilesimini degistirir [3]. Siklikla kullanilan nano malzemeler icerisinde NP’ler, karbon

nanotlpler, lipit nanotipler, nanokompozitler ve nanokristaller sayilabilmektedir.

Cizelge 2.1 Cesitli organizasyonlar tarafindan nanopartikil ve nanomalzemelerin
tanimlari

NP Nanomalzeme

ISO 1-100 nm capinda bir parcacik

ASTM | 2 veya 3 yerde uzunlugu 1-100 nm olan
ultra ince bir partikdl

NIOSH | 1 ila 100 nm arasinda ¢apa sahip bir
parcacik veya 1-100 nm araliginda bir
fiber

SCCP | En az bir tarafi nano olgek araliginda | En az bir tarafi veya igyapisi

olan nano 6lcekte olan materyal
BSI Tum alanlari veya caplari nano o6lgcek | En az bir tarafi veya igyapisi
araliginda olan nano 6lcekte olan materyal

BAuA | Tim alanlari veya caplari nano Olgek | Bir nanoyapl veya bir
araliginda olan nanomaddeden olusan
materyal




Glukoz Protein ~ DNA  Virus Hiicre Tuz tanesi Tenis topu

102 10° 10 10° 10¢ 107 10%

Dendrimer Altin nano-kabuk Kuantum dot Polimerler

Sekil 2.1 Bazi molekiillerin ve nanoboyuttaki yapilarin biyukliklerinin karsilastiriimasi

(4]
2.2 NP’lerin Siniflandiriimasi

Farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerden olusan genis bir NP kitliphanesi kurulmustur.
Bununla birlikte, nanoteknolojide yapilan yeni kesiflere bagh olarak, nanoparcaciklarin

siniflandiriimasi strekli degismektedir. Su anda, NP’ler birkag farkh sinifa ayrilabilir [5].

1-10 nm'lik boyutlar ve dar bir boyut dagilimi ile yari kristalin nano yapilar olarak

tanimlanan nano kiimeler,

10 ile 100 nm arasinda boyutlardaki kristalin olmayan nanomalzemelerin

agregasyonundan kaynaklanan nano tozlar,

100 ve 1000 nm arasindaki boyutlara sahip tek kristalli nanomalzemeler olan nano-

kristaller.

Biyoteknolojide ve 6zellikle nanotip alaninda kullanilan genel ve cok fonksiyonlu NP

siniflari asagida listelenmistir (Sekli 2.2).

2.2.1 Lipozomlar

Lipozomlar ya da lipid vezikillerle ilgili ilk galisma, yeni polimer nano-malzeme tirlerini

anlama ihtiyacinin duyuldugu 1960'l yillarda ortaya ¢ikmistir. Baslangigta lipozomlar,
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biyolojik zarlari incelemek igcin model sistemler olarak kullanildi ancak 1970 yilina kadar
ilaglarin tasinimi igin bir ortam igerisinde gelistirildiler [6]. Lipozomlarin genel olarak
biyofizikte hiicre zari ve kanallarinin 6zelliklerini anlamada iyi bir model sistem olarak
oldukga yararh oldugu bildirilmistir. Kimyada, kataliz ve enerji dénlisimi olaylarinda
mikemmel bir sekilde kullanilmaktadirlar. Biyokimyada proteinlerin salgi, hareketi ve
sinyal iletimi, gen aktariminda ve hiicre biyolojisinde diger islevlerde biyolojik
fonksiyonlarinin anlasilmasinda 6nem teskil etmektedir [6]. Lipozomlar, farmasotik
endustrisinde antikanser, antifungal ajanlar ve asilar olarak gesitli genis uygulama
alanlarina sahiptir. Ayrica kozmetikte, sampuanlarda ve diger cilt bakim Grlinlerinde de
kullanilmaktadirlar. ila¢ tasinimindan sonra hiicrelerde bozunabildikleri icin tanida ¢ok
onemli araglar olarak yer almaktadirlar [7]. Lipozomlar, ila¢ tasinimi igin kullanilan ilk
sentezlenmis nanoparcaciklar olarak bilinmektedirler. Ancak dnemli bir sinirlamalari,
sulu ortamlarda bir araya gelip hedef bdlgeye ulasmadan igeriklerini serbest birakma
egilimleridir. Bu durum bunlarin yerine gecebilecek farkl nanoparcaciklar veya bunlari

stabil kilabilecek yeni bir yontem bulmak igin arastirmacilari yonlendirmistir.

2.2.2 Siiperparamanyetik NP’ler

Slperparamanyetik NP’ler [Sliperparamanyetik demir oksit nanopartikilleri (SPION)],
inorganik malzemeler (silika, altin) veya fosfolipidler, yag asitleri, polisakkaritler,
peptidler, sirfaktanlar, polimerler gibi organik malzemeler ile kaplanmis bir demir oksit
cekirdegine sahip bir inorganik bazli parcacik sinifidir [8]. Diger NP’lere kiyasla
SPION'lerin 6nemli 6zelligi, indiklenen manyetizasyona sahip olmalaridir. Bu 6zellik
sayesinde, ilag tasinim sistemleri, manyetik hipertermi (timor tedavisi icin lokal isi
kaynagi) ve manyetik olarak hiicrelerin transfeksiyonunda kullanilan manyetik ayiricilar
ve kontrast arttirici ajanlar olarak yer almalari basta olmak lzere pek ¢ok uygulama igin

kullanimlari mevcut olmaktadir [9], [10].

2.2.3 Fullerenler: Buckyballlar ve Karbon Nanotiipler

Fullerenler, sadece karbondan yapilmis molekiillerdir ve ici bos kiireler, elipsoitler veya

tipler gibi farkh bicimlerde bulunurlar. Fullerenlerin kiiresel bicimleri buckyballlar ve
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karbon nanotipleri (CNT'ler) ya da buckytublar olarak boru seklindedir. Fullerenler,
grafenden istiflenmis yapraklardan olusan ve genellikle altigen, besgen veya
heptagonal (cok yaygin olmayan) halkalarla baglanmis olan grafit benzeri bir yapiya
sahiptir [11], [12]. Fullerenlerin kesfi, daha 6nce grafit, elmas ve amorf karbon ile sinirh
olan allotrop karbon sayisi artmasina neden olmustur. Yeni 6zelliklerinden dolayi,
ozellikle malzeme bilimleri, nanoteknoloji ve elektronik alanlarindaki gesitli teknolojik
uygulamalarda buckyballlar ve CNT'ler lzerinde c¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Buckminsterfullerene veya C60, fullerenlerin en kiglik formudur ve dogada en bol
miktarda bulunanidir. CNT'ler, daha once belirtildigi gibi yapisal olara silindirik olan
karbon allotroplaridir. Uzunluk/cap orani 132.000.000:1 olan nanotupler imal
edilmekte olup ve bu onlari diger herhangi bir malzemeden daha buytk yapmaktadir.
CNT, nanobilim/nanoteknoloji, malzeme bilimi, optik ve hatta mimari gibi farkl bilim
dallarindaki konularda onlari 6nemli kilan essiz 6zelliklere sahiptir. Onlarin viicut zirhi
yapiminda olasi bir kullanimi daha ©nce yapilan galismalarda bildirilmistir [13].
Olaganustlu gl¢c ve kendine has elektriksel o6zellikler sergilerler. Buna ek olarak,
CNT'lerin ayrica miukemmel isi iletkenleri oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, en
bliyik dezavantaji, bazi toksik 6zelliklere sahip olma potansiyelleridir. CNT'ler tek
duvarli karbon nanotipleri (SWCNT), cift duvarh karbon nanotiipleri (DWCNT) ve ¢ok
duvarli karbon nanotipleri (MWCNT) gibi gesitli formlarda siniflandirilir [14], [15]. Her
bir CNT tlrindeki o6zelliklerin spesifikligi, farkli bilim alanlarindaki uygulamalarini
belirleyen 6nemli bir faktordiir. Ornegin, tim CNT'ler icerisinde en fazla ¢alisilan SWNT,

diger tirlerde bulunmayan giicli elektrik 6zelliklere sahiptir [12].

2.2.4 Dendrimerler

Dendrimerler, tGniform buyuklikte, radyal simetriye sahip, ylksek derecede dallanmis
yapidadir ve ¢Ozeltide dairesel bir sekil alirlar [6]. Dendrimerler, tekrarlayan kovalent
bag olusturma tepkimeleriyle c¢ekirdekten c¢evreye tabakalar halinde katlanir.
Dendrimerlerin yogunlugu, her bir dallanma noktasindaki geometrik bliyimenin bir
sonucu olarak her adimda artmaktadir [16]. Son reaktifi secerek, farkh aktif ylizey

gruplarina sahip dendritik molekiilleri tasarlamak mimkiin olmaktadir.



ilk dendritik molekiil yaklasik 1980'de sentezlenmis, ancak dendrimerlere karsi,
ozellikle biyoteknolojik alanlarda c¢esitli uygulamalarin kesfinin artmasi nedeniyle
2000'li yillarda ilgi olusmaya baslamistir. Nanotipta, dendrimerlerin ylizeyinde bircok
molekiler "kanca" bulunmasi nedeniyle floresan boyalarin tutturlumasinda, enzimlerin
hiicre tanimlama etiketlerinin olusturulmasinda ve diger molekilleri baglamada paha
bicilmez bir arag olabilme potansiyellerinin mevcudiyeti kesfedilmistir. Bununla birlikte,
bu molekillerin Gretiminin oldukga zor ve pahali olmasi biyuk 6lgekli uygulamalar igin
bir dezavantajdir. Ayrica, ylksek kararliliklari ile birlikte antikorlar ve reseptorler gibi
biyomolekdillerle onlari islevsel hale getirme imkani, onlari hedefli ilag tasiniminda ¢ok

onemli bir ortam haline getirmektedir [17].

2.2.5 Kuantum Dotlar

Kuantum dot (QD) veya nanokristaller, boyutlarina bagli olarak spektrumun tim
renklerinde 151k yayabilen yari iletken NP’lerdir. QD'larin boyutu, spektrumun mavi
ucuna yaklagtik¢a azalir ve kirmizi uca ilerledikge artar. Bunlar, gérinir 1sigin altinda,
kizilotesi veya ultraviyole spektrumda ayarlanabilen ve birgok diger benzersiz
Ozelliklere sahiptirler [18]. QD'lar biyoteknolojide, 6zellikle hiicresel goriintiileme ve
etiketlemede, geleneksel floresan boyalara milkemmel bir alternatif olduguna inanilan

degerli araglardir.

2.2.6 Sivi Kristaller

Bunlar sivi organik kristalin malzemelerden yapilan farmasétiklerdir ve proteinler veya
lipidler gibi dogal olarak olusan biyomolekiilleri taklit etmek (zere tasarlanmistir.
Dokularin iltihaplandigi vicudun belirli bir bolgesini hedef alabildikleri igin ilag

tasiniminin gok glivenli ve 6zgul bir araci olarak gérilmektedirler.



Sekil 2.2 Farkli NP siniflari (A) lipozomlardaki NP (B) stiperparamanyetik NP (C) nanotlip
(D) dendrimer (E) degisen optik 6zelliklere sahip QD [5]

2.3 Metal NP

2.3.1 Metal NP Sentez Yontemleri

Nanoteknoloji alanindaki ilerleme vyenilikci sentez protokolleri ve karakterizasyon
tekniklerinin gelismesi ile hiz kazanmistir. Geleneksel olarak, NP'ler fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yontemlerle sentezlenmektedir. NP’lerin Uretiminde genellikle iki yaklagsim
vardir. Bunlar asagidan yukariya (Bottom Up) ve yukaridan asagl (Top Down) olarak

adlandirilirlar [19].



‘ Nanopartikul Sentezi ‘

h h

Top down ydntemler Bottom up yontemler
(boyut kiliglltme) (kiiglk yapilardan olugturma)

ks oy ps oy

Kimyasal/elektrokimyasal ¢oktlirme
Buhar biriktirme

Atomikimolekiiler yogunlagma
Sol-jel prosesi

Sprey prolizi

Lazer prolizi

Aerosol prosesi

Mekanik dgiitme/ Bilyeli 6giitme
Kimyasal aginma

Termal ablasyen [ lazer ablasyonu
Patlama prosesi

Plskurtme

L « Biyorediiksiyon olaylan J

‘ Metal tuzlar

NADP |

‘ Metal nanopartikiiller

Y

. Hiicre igermeyen ekstraktlarmkullanim
(bitkiler, mikroorganizmalar, makrofunguslar,
makroalgler)
. Bittin organizma/doku kullanimi

' (bitkiler, mantarlar, yosunlar, mikrobiyal hiicreler)

Sekil 2.3 NP Gretiminde kullanilan yaklasimlar [20]

Bottom up yaklasimina dahil yontemlerde atomik veya molekiiler boyuttaki yapilarin
kimyasal reaksiyonlar ile buyitilerek partikil olusumunun gerceklestirilmesi olarak
tanimlanmaktadir [21]. Gaz yogunlastirma teknigi nanokristalin metal ve alasimlarinin
Uretiminde kullanilan ilk yontem olup kiiclk vyapilardan olusturma vyaklasimiyla

calismaktadir. Kimyasal/elektrokimyasal ¢oktiirme, kimyasal buhar yogunlastirma, sol
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jel ve sprey piroliz yontemleri de bu yaklasimin en cok bilinen diger lyeleridir. Top
down yaklasimina dahil olan yontemlerde (Sekil 2.3), hacimsel malzemeye mekaniksel
ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilmesi sonucunda malzemenin kiglik pargalara
ayrilarak nano boyuta kadar inebilmesi esas alinmaktadir [22]. Top down yaklasim ile
calisan yontemlere verilebilecek en klasik 6rnekler; mekanik 6glitme ve asindirma
olabilir. Bu teknikler klasik ogiutme islemlerinden daha fazla enerji tiketimi
gerceklestirdiginden, yiksek enerjili 6glitme veya yiiksek hiz degirmenleri olarak da
adlandiriimaktadirlar [23]. NP'nin boyutu, morfolojisi, kararlihigi ve 6zellikleri deneysel
kosullar, metal iyonlarinin indirgeyici ajanlarla etkilesiminin kinetigi ve metal NP'ler ile
stabilize edici ajanlarin adsorpsiyon sirecleri tarafindan kuvvetle etkilenir. Bu nedenle,
sentetik bir rota se¢imi ve tasarimi, nanomalzemelerin stabilitesini, ozelliklerini ve
uygulamalarini belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir [24]. Burada o6zellikle NP
sentezinde rol alan indirgenme, blylime ve stabilizasyon asamalarinin kontrolii 6nem

kazanmaktadir (Sekil 2.4).

@ indirgenme -
Biyo-indirgen maddeler ’ @

(Enzimler, proteinler, flavonoidler,
terpenoidler, kofaktorler, vb.)

000
y @ Biiylime

Stabilizasyon

Sekil 2.4 NP sentez mekanizmalarinin temel sablonu (M*-metal iyon) [20]
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2.4 NP Biyosentezi

2.4.1 Biyosentez

Biyoteknoloji ve nanoteknoloji 21. yiizyihn en umut verici teknolojilerinden ikisidir.
Genellikle, nanoteknoloji, 1 ila 100 nanometre arasinda degisen en az bir boyuta sahip
yapilari ele alir. Bu arada biyoteknoloji, biyolojik maddelerin metabolik ve diger
fizyolojik slireclerini ele alir. Nanobiyoteknoloji bu iki teknolojinin bir birlikteligidir ve
yasam bilimleri ilgili arastirmalarda bircok yararl alet ve teknoloji gelistiriimesinde ve

uygulanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [23].

Son yillarda, fizikokimyasal NP sentez metotlarina nazaran toksik olmayan, maliyeti
daha az olan ve cevreye uyumlu olan biyolojik yontemler kullanilarak NP sentezi ilgi
odagi haline gelmistir [19], [25]. Tamamen 'yesil' ilkeler altinda NP’lerin sentezi, cevre
dostu indirgeyici ve stabilize edici ajanlar ile cevreye uyumlu bir ¢ozlici sistemi
kullanilarak saglanabilir. ilgili metallerin tuzlarindan NP’lerin biyolojik veya biyojenik
sentezi igin ¢esitli yollar gelistirilmistir [26], [27]. Mikroorganizmalar, bitkilerin timd,
bitki dokusu ve meyveleri, bitki ekstraktlari ve deniz algleri NP’leri sentezlemek amaci
ile kullanilmaktadir [28], [29], [30]. NP’lerin biyojenezinde temel ilke, organizmalarda
bulunan enzimler/proteinler, aminoasitler, polisakkaritler ve vitaminler gibi cesitli
biyomolekillerin metal iyonlarinin indirgenmesidir. Biyolojik sentezin cevresel etkiyi
azaltmasinin yaninda kontaminasyondan bagimsiz, blylklik ve morfoloji olarak iyi
tanimlanmis blylik miktarlarda NP lretimini de mimkiin kilmaktadir [20], [31]. Metal
iyonlarini indirgemek igin bitki ekstraktlarinin kullanilmasi 1900°li yillardan itibaren
bilinen bir metottur. Fakat prosesteki indirgeyici ajanlarin dogasi halen tam olarak
anlasilabilmis degildir. Basitligi acisindan, metal iyonlarini nanopartkiillere indirgemek
icin bitkinin kendisi, ekstrakti veya bitki dokusunun kullanimi son 30 yil icinde oldukga
dikkat cekmistir [20]. Biyolojik olarak yonlendirilen NP sentezinin olasi mekanizmasi

Sekil 2.5’te gosterilmistir.
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Sekil 2.5 Biyolojik olarak yonlendirilen NP sentezinin olasi mekanizmasi. M metal tuzu,
M* metal iyonu, M° nétr atomu [32]

2.4.2 NP’lerin Bitkiler Araciligi ile Sentezi

Bir bitki, tipik olarak kalici bir yerde yetisen, su ve inorganik bilesikleri kokleri ile emen
ve vyapraklarindaki besinleri klorofil yesil pigmentini kullanarak fotosentez ile
sentezleyen agag, ot, egrelti otlari, yosunlar ve calilarla 6rneklenen tiirden herhangi bir

organizmadir [33]. Bitki ekstrakti (6zitd), bir karisim veya malzemeden sindirim,

13



damitma ve bir ¢dzlclinln etkisi veya mekanik ayrilma gibi kimyasal veya fiziksel bir

islemle elde edilen bir maddeyi ifade etmektedir [34].

Metal NP’lerin sentezi igin ¢ok gesitli fiziksel ve kimyasal islemler gelistirilmistir, ancak
bu yontemler pahalidir ve indirgeyici ajanlar olarak toksik kimyasallarin kullaniimasini
gerektirir. Bu nedenle, Ozellikle NP gorintileme, doku onarimi, ilag dagitimi,
dezenfeksiyon ve metal algilama gibi tibbi uygulamalarda kullanildiginda yesil kimya

nanoteknolojilere entegre edilmeleri son derece 6nem arzetmektedir.

NP sentezi igin bitki dokusuna nazaran bitki ekstraktlarinin kullaniminin daha basit
oldugu ortaya konulmustur. Metal NP’lern biyosentezi (¢ ana asamadan olusur: (i)
indirgeyici ajanlarin secimi; (ii) ¢ozlici maddenin secimi; ve (iii) stabilize edici
reaktiflerin secimi. Genellikle, bitki 6zitl, hem bir indirgeyici ajan hem de stabilize
edici bir ajan olarak sentez isleminde rol Ustlenmektedir. Bu nedenlerden dolayi bitki
ekstraktlarinin sentez sirasinda NP olusumunda rol aldiklari ortaya ¢ikmaktadir. Bir¢ok
bitki tard, flavonoidler, kumarinler, ksantonlar, antrakinonlar ve terpenoidler gibi farkli
antioksidatif bilesik tlrlerini (indirgeyici ajanlar) icerir. Bitki ekstraktlarini kullanilarak
NP’lerin sentezi icin gerekli islemler daha kolay olmakta ve mikrobiyal slreclere veya
tim bitkinin kullanilmasina dayali yontemlere kiyasla daha az maliyetli olmalari 6nemli
bir avantaj olusturmaktadir [35], [36], [37], [38]. Bu nedenlerden dolayl bitki
ekstraktlarinin kullanilmasi ile NP sentezinin gerceklestirilmesine olan ilgi son yillarda

artmistir [26].

Yeni metal NP’lerin fitosentez olarak da bilinen yesil sentezi, nanosistem ve
nanoteknolojide ortaya c¢ikan yeni alanlardan birini olusturmaktadir. NP boyutu ve
sekilleri, nanomalzemelerin fiziksel, kimyasal, elektriksel ve optik 6zelliklerini glglu bir
sekilde etkilemektedir. Nano olgekli materyallerin ve cihazlarin, elektronik ortamdan
tip alanina kadar uygulanmasi ve kullanilmasi onlarin sahip oldugu ve onlara Gstinlik

saglayan benzersiz fizyokimyasal 6zellikleri sayesinde gerceklesmektedir [20], [39].

NP’leri sentezlemek icin metallerin indirgenmesi silirecinde bitki ekstraktlarinin
kullanimi nispeten kesfedilmemis ve az gelismis durumdadir. Cozelti sicakhgi, metal

tuzu ve indirgeyici madde konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi, parcacik seklini ve
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boyutunu etkilemektedir. Bitkileri kullanarak farkli kompozisyonlar ile NP’leri
sentezleme imkani toksik olan kimyasal ve fiziksel 6n hazirlik ydntemlerine ¢evre dostu

bir alternatif sunabilir [20].

Bitki ekstrakti, hiicre kiltird hazirlama ve mikrobik hiicre biiylimesinin zorlu siiregleri
gibi zaman alicl ve zorluk derecesi bitki ekstraktina gore daha fazla olan sireclere
gereksinimi ortadan kaldirir. Bitki ekstrakti hazirlama protokoli ¢alismanin sekline ve
amacina gore degisebilir. Taze yapraklar genellikle ince kesilir ve damitilmis su ile
ekstrakte edilir (Sekil 2.6). Ornegin, Aloe vera yapraklari kullanilarak yapilan ekstrakt
hazirlama prosediiriinde; Aloe vera yapraklarinin 30 g'lik bir kismi ince kesilmis ve 100
ml damitilmis suda kaynatiimistir. Elde edilen ekstrakt NP sentezi icin kullanilmistir

[40].

Bitki ekstrakti hazirlama yontemi, NP morfolojisi lizerinde énemli bir etkiye sahiptir.
Bununla birlikte, bitki ekstraktlarinin  ¢esitli  bilesimleri, metal iyonlarinin
indirgenmesinden neyin sorumlu olduguna acik¢a cevap vermemektedir. Bu sorunun

cevaplanabilmesi daha fazla arastirmaya gereksinim duyulmaktadir.

Bitki aracili biyosentezin diger biyomalzemelere gbre avantajlari asagidaki sekilde

siralanabilir [37], [41].

Kolay kullanilabilirlik,

Gavenli kullanim,

Maliyet yoniinden etkinlik,

Tek adimda basit islem,

indirgeyici olarak gesitli metabolitler icermesi,

Hicre kiltlrlerinin ayrintili bir sekilde bakiminin elenmesi,
Hizli sentez,

Cevre dostu olmasi,

Daha kararli nanoparcaciklar eldesi,

NP’lerin boyut ve sekilleri Gizerinde daha iyi kontrol,
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Blylk olcekli sentez igin uygun olmasi.

Tam bitki veya Bitki ekstrakti Siispansiyon hafif
bitki pargalari metal ¢zeltiye eklenir ¢alkalamaya birakilir

goziiciiye eklenir

Bitki Coziicii Metal Cozelti Nanopartikiil
Olusumu

uoAsezuaryerey

UV-Spektrofotometresi <

FTIR €

SEM/TEM/AFM/EDX ~ €——

XRD €&—
Sekil 2.6 NP’lerin bitki aracili biyosentezi icin 6rnek bir deney protokolii [42]

2.4.2.1 Bitki Ekstraktlariyla NP Sentezini Etkileyen Faktorler

Reaksiyon sicakhgi, pH, inklibasyon siresinin  uzunlugu ve bitki ekstrakt
konsantrasyonu sentezlenen nanopartikillerin seklinde, boyutunda, stabilitesinde ve
niikleasyon sirecinde onemli degisikliklere neden olabilmektedir. Sekil 2.7’de bitki
ekstraktlar kullanilarak gerceklestirilen biyosentez olayinda NP’leri etkileyen faktorler

gosterilmektedir.
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[ Bitki ekstrakti ile nanopartikiillerin sentezini etkileyen faktorler

[ Sicakhk ] inkiibasyon siiresi Bitki ekstrakt
J konsantrasyonu

pH

- D &

' NP'lerin boyutu
ortamin degisen
pH'i ile kontrol
edilebilir.

Farkli bitki
esktraktlari ve ayni
bitkinin farkli
kisimlarindan elde
edilen bitki
ekstraktlari farkli pH
degerlerine sahip
olabilir.

Farkli pH
ekstraktlari ile
sentezlenen
NP'lerin farkli
boyutlari vardir.

Yiiksek pH ile
karsilastirildiginda
disiuk pH'da (2-4)
daha biyik NP'ler
olusmaktadir.

Disuk sicaklik altin
nano-uggen
olusumunu tesvik
etmektedir.

Daha yuiksek
sicaklik, daha
ylksek bir oranda
altin nanopartikdl
(AuNP)'lerin
olusumunu
arttirmaktadir.

Daha yuiksek
sicaklik nanorod ve
platelet sekilli
AuNP sentezine
neden olmaktadir.

Daha diistk
sicakliklarda
kiiresel AuNP'ler
olusmaktadir.

" inkiibasyon siiresi,

reaksiyonun tim
asamalarinin
tamamlanmasi igin
gerekli olan
suredir.

UV absorpsiyon
spektrum pikleri,
yapragi ekstrakti
icin temas suiresi
arttiginda keskin
olmaktadir.

15 dakika ve 2 saat
icinde sentezlenen
NP'ler farkli
olabilir.

NP’lerin tam
niikleasyonu ve
stabilitesi igin
optimum
inklibasyon siresi
gereklidir.

Sentez orani, NP
sentezi igin yaprak
ekstrakt
konsantrasyonun
artisiyla dogru
orantili bir bigimde
arttigi ortaya
cikarilmistir.

% 5 yaprak ekstrakt
konsantrasyonu, %
10 civarinda NP
dontasimi ile
sonug¢lanmaktadir.

Yaprak ekstrakt
konsantrasyonunun
% 10'dan fazla
olmasi, 2-3 saat
sonra neredeyse %
100 donilisiime
neden olmaktadir.

A < A .

Sekil 2.7 Bitki 6zleri ile nanopartikiillerin sentezini etkileyen faktorler [43], [44]

Farkli boyutlardaki AgNP'lerin olusum mekanizmasi ve sekil degisikliginin kontrol
edilmesi Sekil 2.8'de agiklanmistir. Eklenen ekstrakt miktari 1 ml oldugunda sentezde
altigen NP'lerin olusumu gozlenmistir. Buna karsilik, kullanilan ekstrakt hacmini 3 ve 4
ml'ye yikseltildigi zaman kiiresel AgNP'lerin olustugu gozlemlenmistir; bu da, Ostwald

olgunlasmasini (Ostwald ripening) kontrol eder ve difiizyon kontrolli bir isleme yol
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acarak kicuk ve kiresel AgNP'lerin olusumu icin bir koruyucu kontrol olarak ekstrakt
polifenollerinin 6nemli roliini oldugunu gostermektedir. Ekstrakt polifenollerin miktari
daha az oldugunda, AgNP'lerin oksitlenmis polifenoller ile kapaklanma hizi yavastir,
cekirdeklenme orani ise nispeten yliksektir ve bu da bilylik boyutlu altigen
nanopartiklllerin gelismesine yol agar. Ekstrakt hacmi arttik¢a, daha kiiglik boyutlu
kiiresel AgNP'lerin gelismesine neden olan ¢ekirdeklenme orani ile karsilastirildiginda
kapaklanma orani daha yiiksektir. indirgeme siirecinden sonra ortamdaki bitki
ekstraktindaki oksitlenmis polifenoller NP'lerin buyuklGgine kiyasla boyut olarak ¢ok
daha kiguk oldugu icin, Ag cekirdegi etrafindaki molekiller arasi etkilesimler yoluyla
baglanip koruyucu kabuk benzeri bir yapi olusturdugu disiintlmektedir. Kullanilan
ekstrakt miktari daha yiksek oldugunda, niikleasyondan sonra olusan Ag cekirdekleri,
daha yliksek stabiliteye neden olan oksitlenmis polifenollerin olusturdugu kabuk
tarafindan iyi bir sekilde kaplanmaktadir. Aksine, ekstrakt miktari az oldugunda, NP’ler
oksitlenmis polifenoller tarafindan daha az stabilize edilir ve daha az stabiliteye sahip

ourlar [45], [46].

Yuksek miktarda = @

L
L]

L ]
[ ]

Oksitlenmi Orta seviyede < ] °®
" ‘e ¥ Ya
polifenoller @@ a'y

b

Ag cekirdek

Diigitk miktarda s ..

T ae - G
Sekil 2.8 Oksitlenmis polifenollerin, AgNP'lerin boyutunun ve seklinin ayarlanmasinda
roliinii gbsteren mekanizma [46]
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2.4.2.2 NP Sentezinde indirgeyici Ajan Olarak Dogal Uriinler

Bircok bitki tird, flavonoidler, kumarinler, ksantonlar, antrakinonlar ve terpenoidler
gibi farkh antioksidatif bilesik tirlerini (indirgeyici ajanlar) icerir. Flavonoidler, sebzeler
ve meyveler olarak kullanilan gesitli bitkilerde yiksek seviyelerde bulunan; ¢ay ve sarap
gibi iceceklerde yliksek miktarda var olan dogal olarak olusan fenoliklerdir.
Antioksidatif bitki fenoliklerinin farkh flavonoid tirlerinin (6rnegin flavon, flavanon,
flavonol, flavanonol) gicli bir indirgeyici ve antioksidan kapasiteye sahip olduklari
bilinmektedir. Bunlarin arasinda quercetin, isorhamnetin, kaempferol ve morin glicli
antioksidan &zellik gostermektedir. izoflavonlar ayrica dogal olarak olusan
flavonoidlerin 6énemli Uyeleridir ve NP sentezinde de 6nemli rol oynamaktadirlar.
Benzopironlar olarak da adlandirilan bir diger dogal Grin sinifi olan, kumarinler,
cogunlukla bitkilerde bulunur. Bitki kokenli kumarinler arasinda esculetin, daphnetin ve
fraeksetin en aktif maddeler olarak yer alirlar. Benzer sekilde, dogal bir lriin olan
ksantonlar sinifi piron benzeri flavonoidler olusur ve cesitli indirgeyici o6zellikler
sergilerler. Kumarinler ve ksantonlarin, giimis ya da altin gibi metal NP’lerin
hazirlanmasi icin iyi bir potansiyele sahip olduklari bilinmektedir [47].
Fenilpropanoidler yenilebilir olup meyve veren bitkilerde yaygin bir bicimde dagilim
gosterirler. Bu sinifin gesitli fenolik bilesikleri, 6zellikle fenilpropanoid glikositleri,
antioksidan kapasitesi ile on palna cikmaktadir. Milkemmel indirgeme aktivitesi
sergilemektedirler ve antioksidatif aktivitelerinin, molekil icindeki fenolik hidroksil
gruplarinin  sayisindaki  bir artis ile gliclendigi gozlemlenmistir. Bu nedenle,
fenilpropanoid bilesiklerin NP’lerin yesil sentezinde en iyi sonuglari gosterebilecegi
ortaya cikarilmistir. Terpenoidler de cesitli bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir.
Hidrofilik flavonoidlere kiyasla, lipofilik terpenoidlerin glicli antioksidatif etkilere sahip
olduklari ve oksidatif streslere karsi koruyucu etkilerinin oldugu ortaya cikarilmistir.
Dogal Urlinlerin farkh siniflarinaa ait olan bu bilesiklerin glicli indirgeyici 6zelliklere
sahip olduklari ve NP sentezi icin iyi bir dogal kaynak olarak kullanim potansiyeli

gosterdikleri yapilan calismalar ile ortaya konulmustur [48].
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2.4.2.3 Bitki Materyalinin Se¢imi, Toplanmasi ve Tanimlanmasi

Bitki tlrlerinin  segimi, toplanmasi ve tanimlanmasinda ¢esitli yontemler
uygulanmaktadir. Fitokimyasal arastirmanin tekrarlanabilirligi, segilen ve uygulanan
yontemlerden biyik oOlglide etkilenmektedir. Bu baglantidaki herhangi bir kusur, hatah
sonuclara yol acabilir, bu da calismanin bilimsel 6nemini azaltabilir. Bitkinin spesifik
bolimleri spesifik sekonder metabolitleri icerir. Bitkiden elde edilen ekstraktlarin
fitokimyasal araligi temsil etmesini saglamak igin bitkinin hangi béliminin en yiksek
metabolit seviyesini icerdigini bilmek gereklidir. Birden fazla bitki pargasinin veya
bltln bitkinin toplanmasi daha dogru bir strateji olarak ortaya g¢ikmaktadir. Bitki
kimyasalinin spesifik sinifinin nicel ve nitel degisimi yakindan iliskili bitki tlrleri arasinda
mevcuttur. Bu nedenle, arastirilan bitki tlrlerinde belirli bir dogal Griin sinifinin mevcut
olup olmamasina bakilmaksizin genis bir ¢ikarim yapilmasina 6zen gosterilmesi
onerilmektedir. ilac kesfi icin bitki tirlerinin seciminde bazi yaklasimlar

uygulanmaktadir, 6rnegin:

Geleneksel olarak gida, ilag veya zehir igin kullanilan bitkilerin bir literatir taramasina

veya yerel halkla roportaja dayali olarak incelenmesi,

Nispeten kesfedilmemis bir ekolojik bolgeden alinan bitki érneklerinin sistematik veya

rasgele topanmasi,
Belirli bir bilesigi Urettigi bilinen bir tire ait filogenetik bir iligski icinde olan bir bitki
tdrindn segimi,

Literatlrde verilen bir tirlin biyolojik etkinlik calismalarina ve raporlarina dayanan

secim [48].

2.4.3 NP’lerin Mikroorganizmalar Araciligi ile Sentezi

Mikroorganizmalar; bakteriler, algler, funguslar, mayalar, virlsler ve protozoonlar
ekosistemde c¢ok Onemli rollere sahiptir. Besin maddelerinin geri donisiiminde
ayristiricilar olarak goérev Ustlenmektedirler. Mikroorganizmalar toksik kimyasallar ve
siki kosullar olmaksizin ortam kosullarinda NP'yi hiicre i¢i veya hicre disi olarak

sentezleme potansiyeline sahiptir. Bu yolla sentezlenen NP'lerin ozellikleri kimyasal
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olarak sentezlenmis NP’lere olduk¢a benzemektedir [49]. Diger dogal kaynaklar
arasinda bakterilerin biyolojik NP sentezi icin nispeten kolay bir sekilde manipiile
edilmeleri nedeniyle yogun bir sekilde arastirma konusu olarak 6n plana c¢cikmistir.
Bircok bakteri, oda sicakhiginda ve hafif kiltir kosullarinda 0.1 nm'den 1000 nm'ye
kadar cesitli morfolojilere sahip NP'ler lretebilir [23], [50]. Bilinen birka¢c mekanizma,
biyosorpsiyon ve bakteriyel hiicrelerin icindeki veya disindaki proteinlerin yardimi ile
biyolojik indirgenmesini kapsamaktadir. NP'lerin mikrobiyal biyosentezi oldukga ilgi
gormekle beraber partikiil blylkligh ve morfolojisi, ¢ozeltinin pH degeri ve

inkibasyon siresi gibi ¢esitli fiziksel ve kimyasal parametrelere baghdir.

Bakteriler toksik metalik ortamlarda hayatta kalabilmek icin sayisiz detoksifikasyon
mekanizmasi  gelistirmistir.  Bu mekanizmalar, oksidasyon veya indirgeme,
komplekslesme, ¢okeltme ve daha fazlasini igemektedir [51]. NP'leri Giretmek igin var
olan mikrobik yetenek, en toksik agir metallere karsi dirence, mineral
detoksifikasyonuna ve membran iyonu akisina dayanmaktadir [52]. Bakteriler
tarafindan NP biyosentez mekanizmasi heniz tam olarak anlasilamamistir. Bununla
birlikte, mineral detoksifikasyonuyla ilgili en temel islemlerden biri, inorganik yapilarin
cekirdeklesmesini ve bliyiimesini kontrol eden bir organik matristen (yani proteinler
veya diger makromolekdller) biyolojik indirgemenin gerceklesmesidir [53], [54], [55].
NP (ireten mikroorganizmalarin ¢cogu biyosekestrasyon ve enzimlerin aracilik ettigi
minerallerin indirgenmesi yoluyla bunu gerceklestirmektedir. Biyolojik indirgenmede
proteinler, karbonhidratlar ve biyomembranlarinda rol aldiklari bilinmektedir.
Mikroorganizmalardaki rediktazlar, 6rnegin siilfat rediktaz NP'lerin bircok biyolojik

indirgeme sirecinde cok 6nemli islevler Gstlenmektedir [56], [57].

Biyosentezlenmis NP'lerin olusum vyerleri bakterilerin indirgeyici turlerine baghdir.
Hicrenin iginde veya hiicre duvarinda bulunan indirgeyici enzimler veya fonksiyonel
gruplar, hiicre i¢i NP’lerin olusumunda gorev almaktadir. Olusturulan NP'ler bu nedenle
belirli alanlarla sinirhidir ve bazen hiicreden kolaylikla cikarilamazlar. NP'ler
ekstraselller olarak, genellikle indirgeyici enzimler ¢o6zlicii ortamda ¢oziindigiinde

veya bakteriler enzimleri hiicre disina saldiginda olusurlar. NP'lerin bakteriler

21



tarafindan ekstraselller sentezi, NP'lerin uygulama amaciyla sentezlenmesinde daha iyi

bir alternatif saglamaktadir

2.5 Biyolojik Sentez Sonrasi NP Ayristiriimasi

2.5.1 Ultrasantrifiigasyon ve Liyofilizasyon

Bu yontem, NP’lerin ayrilmasi igin en sik kullanilan yéntemlerden biridir. Islak kimyasal
yontemlerden herhangi biri tarafindan hazirlanan NP’ler, uygun bir zaman periyodu
icin gesitli rpm'lerde bir ultra santrifijde santrifljlenir ve ¢okeltme ile siipernatant
alinir. Cokeltiler tekrarlanan santrifiijleme ile deiyonize su ile birkag kez yikanir,
ardindan NP’lerde herhangi bir artik ¢6ziici madde veya reaktan kalmamasi igin
sipernatanin uzaklastirilmasi gergeklestirilir. Daha sonra islak NP’leri kuru toz seklinde
elde etmek igin liyofilizatérde dondurup buharlastirma yontemi uygulanir ve sonucta

NP’ler kuru toz halinde elde edilir [58], [59].

2.5.2 Manyetik Ayirma Yontemleri

Bu yontemler metalik (manyetik olarak aktif) NP’ler, 6zellikle de demir oksit NP’ler
(FeEONP) icin spesifiktir. NP dispersiyonu iceren kap bir miknatis Gzerine yerlestirilir
(kullantlan miknatisin yogunlugu, materyalin tirine ve NP’lerin boyutuna bagl olarak
degistirilebilir). Stipernant atilir ve NP’ler tekrar tekrar deiyonize su ile yikanir. Nihayet,
kalan su buharlastirilir ve NP’ler kuru toz halinde elde edilir ve ileri ki ¢calismalar igin

hazir hale gelmis olurlar [3].

2.5.3 Membran Filtrasyonu

Uygun bir gozenek boyutuna sahip seliiloz zar ile donatilmis zar filtreleme birimi,
NP’lerin tutulmasi ya da istenen boyuttan daha blylk partikillerin ¢ikarilmasi igin
kullanilir. ikinci durumda, istenen boyuttaki NP’leri iceren siiziintii, parcaciklarin kuru
bir tozunu elde etmek icin ultrasantrifigasyon ile ve takiben liyofilizatérde

dondurularak kurutulmaya tabi tutulur [60].
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2.5.4 Kalsinasyon

Bu yontem metalik ve diger inorganik NP’ler icin uygundur. Birlikte-cokeltme gibi
yontemlerle olusan ¢okelti, basit filtrasyon yontemleriyle toplanir. Bu ¢okeltiler daha
sonra yliksek sicakliklarda (genellikle >350 °C) uzun sire (2 ila 3 saatten fazla)
kalsinasyona (isitma firininda isitma) tabi tutulur. Her zaman filtrasyon yontemleri
NP’lerin ayrilmasinda etkin olmamaktadirlar, ¢linkii olagan filtre ortamlarinin gézenek
boyutu onlari tutmak igin gok biyuktir. Bunun yaninda, alisilmis santriftjlerin rom'i de
nanopargaciklarin sedimentasyonuna yetmemektedir. Bu nedenle, rutin ayirma

yontemleri, nanoparcaciklarin boyutuna bagl olarak degistirilmelidir [3].

2.6 Biyolojik Sentez Sonrasi NP’lerin Karakterizasyonu

2.6.1 Sentezlenmis NP'lerin X-i1sin1 Kirinimi

X-1s1n1 difraksiyonu (XRD) madde fazi ve kristal yapisinin analizi igin gereklidir. XRD, bir
kristalin atomlari tarafindan X-isinlarinin sacilimi olup, bu da bir girisim efekti Uretir;
boylece desenin kirinimi, kristalin yapisi ya da kristalin bir maddenin kimligi hakkinda
bilgi verir [61]. Vakum atmosferi altinda kapali bir tip icinde Uretilen X isinlarinin toz
XRD analizi ve tip icinde 15-60 kV akim uygulamasi, bir Cr, Fe, Co, Cu, Mo veya Ag
anoduna carpan elektronlari verir [62]. Kuantum teorisine dayanarak, elektromanyetik
dalga, asagidaki bagintilarda ifade edilen temel 6zelliklere (enerji, momentum, vb.)

sahip bir foton veya i1sik kuantumu adi verilen bir pargacik olarak distinilebilir [63].

Kirinimin belirli a¢i degerlerinde bulunmasi gerekir ve bu a¢i degerleri Bragg denklemi

ile belirlenir [64].
nA=2dsinB (2.1)

Bu denklemde n, tam sayiy;; A, X-isininin dalgaboyunu; d, atomik dizlemler arasi
mesafeyi ve 6, kristal diizlem ile gelen i1sin arasindaki aclyr temsil etmektedir. Kristal
malzemelerde karakteristik kirinim deseni her pikin denk geldigi bir atomik diizlemi

temsil etmektdir. Orgii icerisinde atomlarin birbirlerine gore yerlesim yerlerini ve her
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atomun ne kadar X-isini sagtigini kirinim desenlerinin siddetleri gostermektedir.

NP'lerin ortalama kristalit boyutu Scherrer formiliinden hesaplanabilir [65], [66].

D =KA/(Bcos(6) (2.2)
Scherrer denkleminde bulunan D, kristal blyuklGgiund; K bicim faktort 0.9 sabitini; A, X
1sin1 dalgaboyu; B, radyan cinsinden pik yari genisligini (FWHM); 6, pikin gozlendigi 26
acisinin yarisini temsil etmektedir. Bunlarin denklemde degerlerinin bilinmesi ile kristal

blyuklGgu belirlenir.

2.6.2 Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

Sabit bir elektron demeti kullanan geleneksel TEM'ler, gériintiiniin lokal kirilma olgusu
nedeniyle goérintliniin Uretildigi olusum siireclerine dayanir. Absorpsiyon kontrasti

sadece kii¢cuk bir rol oynamaktadir. TEM'in temel bilesenleri sunlardir:

Elektron optik kolon,

e Vakum yapan bolim,

e Bir aydinlatma sistemi,

e Bir 6rnek tablasi,

e Bir objektif mercek sistemi,
e Bir blyltme sistemi,

e Veri kayit sistemi (leri),

Kimyasal analiz sistemi (leri).

Modern bir TEM tipik olarak dikey bir kolon tarafindan Ust lste konulan ve vakum
sistemini iceren bir kumanda konsolunu ve operatoér igin uygun sekilde yerlestirilmis
kontrol panellerini icermektedir. Mikroskop, cevresel kaynaklardan gelen paraziti
azaltmak icin tamamen kapatilabilir ve uzaktan calistirilabilir. Vakum yapan bélimde
elektron isinlari elde edilebilmesi icin 10™ ile 107 torr arasinda bir vakum degeri elde
edilmesi gerekmektedir. Hava emen dénddriicii pompalardan olusan rotasyon pompasi

ve serbest diflizyon olayindan istifade ederek hazirlanmis olan diflizyon pompalari bu
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bolimi olugturmaktadir. Aydinlatma sistemi, numuneye carpmasi igin yapiimis bir
elektron demetinden (genellikle paralel sekilde) olusur. Bu elektron demeti, tungsten
veya lantan hexaboride (LaB6) gibi bir termiyonik emisyon kaynag veya bir alan
emisyon kaynagi kullanan bir elektron tabancasi tarafindan uretilir. Aydinlatma sistemi
ayrica, elektron tabancasindan c¢ikan elektron demetinin numuneye odaklanmasindan
sorumlu bir kondenser lens sistemi igerir. Kondenser lens, elektron tabancasindan
¢citkan elektron demetini numuneye odaklar. Bu lens ayni zamanda elektromanyetik
Ozelliktedir ve 6nemli bir deger araliginda ayarlanabilen birka¢c santimetre odak

uzakligina sahiptir [67]

2.6.3 Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM)

Sentezlenmis NP'lerin morfolojik o6zellikleri SEM ile analiz edilebilmektedir. SEM,
yuksek enerjili bir elektron demeti aracilhigl ile tarama yaparak numune ylzeyini
gorintilemeyi saglar [68]. SEM’de elektron demeti, numunenin ylizeyine carpar ve
numunenin atomlariyla etkilesime girerek numune ylizey topografyasi ve bilesimi
hakkinda bilgi verir. Karakteristik X-isinlari, ikincil elektron ve geri sacilan elektron
seklinde sinyaller Uretirler. SEM’in optik kolonunda; elektron demetinin kaynagi olarak
gorev alan elektron tabancasi, elektronlari numuneye dogru hizlandirmada rol Gstlenen
ylksek gerilimin uygulandigl anot plakasi, demeti toplama ve yodnlendirme islemini
gerceklestirmekte kullanilan kondenser ve objektif mercekleri, demet ¢apini
sinirlamaya yarayan apertiirler, demeti uygun sekilde saptirarak numune ylizeyinin
taranmasini saglayan tarama bobinleri bulunur. Alttan numune ocagina agilan optik
kolon bulunmaktadir ve burada Ug¢ boyutlu hareket edebilen numune kizagi, elektron
demetinin numune ile etkilesmesiyle ortaya ¢ikan degisik sinyallere duyarli algilayicilar
bulunmaktadir. Genel olarak, SEM, polimer nanokompozitlerin, NP’lerin ve
nanofiberlerin ylzey yapisinin yliksek ¢ozlintrlikli goérintilerini Gretmek icin kullanilir

[69].
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2.6.4 Fourier Donisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier donisimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), kizilétesi yogunluga karsi dalga
boyunu veya 1sigin dalga sayisini 6lcen kimyasal bir analitik yontemdir. Spektrumdaki
tepe noktalarindan farkli fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi edinmek i¢in FTIR
spektroskopisi uygulanir. Sentezlenen metal NP’lerin kapaklanmasi ve etkin
stabilizasyonu icin kullanilan biyomolekilleri tanimlamak igin FTIR Olglimleri
gerceklestirilmektedir. Kizilotesi spektroskopi, numunenin kimyasal fonksiyonel
gruplarinin titresim oOzelliklerini tespit eder [40]. Kizil6tesi 1si8in madde ile etkilesmesi
durumunda, kimyasal baglarda gerilme, blizilme ve blkilme sekilleri ortaya c¢ikar.
Kimyasal baglarin spesifik tlrlerinin veya fonksiyonel gruplarin benzersiz emilim
isaretlerine dayali tanimlanmasi, kizilotesi spektroskopi ile mimkindir. Kimyasal bag
gerilmesi ve bikilmesi enerjinin emilmesi ile mimkindir. Bu enerji IR arahginda
elektromanyetik spektrumda yer almaktadir. FTIR konvansiyonel IR spektroskopiden
farkli olarak cesitli avantajlar sunmaktadir, dolayisiyla giiniimizde FTIR yaygin olarak
kabul goérmektedir. Metal NP yilizeyine bagh fonksiyonel gruplar, serbest
gruplarinkinden farkh  FTIR modelini gostermektedir, bu nedenle FTIR,
nanomalzemelerin ylizey kimyasi hakkinda bilgi edinmede yayarli bir arac haline
gelmistir. FTIR, bitkilerin veya onlarin ekstraktlarinin NP ile iliskili molekdillerinin

yapisini belirlemek i¢in kullanilaktadir [70], [71].

2.6.5 UV-Vis Spektroskopisi

UV-gorunir absorpsiyon spektroskopisi, nanoparcaciklarin  optik  ozelliklerini
arastirmada ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. UV-gorinir spektroskopi, ultraviyole ve
gorunir spektrumlarin spektral bolgesinde bir absorpsiyon spektroskopisi olarak kabul
edilir. Absorbans spektroskopisi, bir c¢ozeltinin optik 06zelliklerini belirlemek igin
kullanilir. Genellikle sollisyondaki molekillere uygulanir ve numune tanimlama igin
sinirh bir kullanimi vardir, fakat nicel 6lciimler icin yararhdir. Cozeltideki analit
konsantrasyonu, Lambert-Beer vyasasi uygulanarak belirli bir dalga boyundaki

absorbansin 6lcilmesiyle belirlenebilir. Kantitatif olusum izlenebilir ve NP’lerin boyutu
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bu teknik yardimi ile incelenebilir. Temel olarak, érneklem tarafindan 190-700 nm

dalga boyu araliginda elektromanyetik dalgalara tepki incelenmektedir [72].

Genel olarak, metallerin yilzeyinde bulunan serbest degerlik elektronlari atom
cekirdeginin pozitif yikinin cekim etkisinden dolay: titresir. Bu titresim metalin
disindaki karakteristik frekans ile elektron yogunlugu dalgalarina (ylzey plazmonuna)
neden olur. Metal ylzey plazmonunun frekansi ile esdeger isik fotonlarinin frekansi
temelinde fotonlarin enerjisi emilir [73] ve boylece diizlemsel yizey icin SPR ve
nanokitle boyutunda metaller icin lokalize ylzey plazmon rezonansi (LSPR) olusur [74].
NP'lerin absorpsiyon maksimumlari esas olarak boyuta, sekle, tiire ve ¢evresel olgulara
baghdir [75]. Cogu metal NP'lerde, kisith SPR'ye neden olan azami emilim,
elektromanyetik spektrumun ultraviyole bdlgesine diiser. Altin ve gimiis NP'lerde

rezonans, bantlar arasi gecisler nedeniyle gérinir bolgede yer alir [76].

2.6.6 Dinamik Isik Sacilmasi (DLS) ve Zeta Potansiyeli

DLS, ayni zamanda foton korelasyon spektroskopisi (PCS) olarak adlandirilan, lazer
difraksiyon metoduna dayanan NP'lerin ortalama parcacik boyutunu incelemek igin
kullanilan bir 1sik sagilim teknigidir [77]. Bu teknik sivi ortamda asili kolloidal
parcaciklardan gelen 1sigin dagilmasi prensibini kullanir. Brown hareketine sahip
parcacik ¢ozeltisi Uzerindeki monokromatik isik, hareketli parcaciklara ¢arptiginda
gelen 1s1gin dalga boyunu degistirerek bir Doppler etkisine neden olur. Bu degisiklik,
parcacik bulyiklGgi ile ilgilidir. Boyut dagilmini ¢ikarmak ve partikiiliin ortamdaki
hareketi hakkinda bir tanimlama yapmak mimkindlr, ayrica otokorelasyon
fonksiyonunu kullanarak partikiliin diflizyon katsayisi da olgllebilir [78]. Hidrodinamik
cap Olcimleri haricinde DLS cihazi, bir elektrik alanda NP'lerin elektroforetik
hareketliligini 6lcmek icin kullanilirken ortamin dogasina bagl olarak numunelerin zeta
potansiyelini hesaplamak icin de ardisik olarak kullanilabilir. Zeta potansiyeli, NP
ylzeyinin durumunun anlasilmasina ve NP'ler arasindaki elektrostatik itme
kuvvetlerine bagl olan uzun vadeli stabilitenin dngériilmesine yardimci olan yararl bir
Olclimdir [79]. Bu potansiyel yizey yukinin dolayll bir dlcimudir. NP'lerin ylizey

ylikindn yogunlugu ve dogasi, biyomolekiillerle olan elektrostatik etkilesiminin yani
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sira biyolojik ¢evre ile olan etkilesimlerini belirlediginden ¢ok dnemlidir. Genel olarak,
bir ortamdaki esit ylUkli pargaciklar itici elektrostatik kuvvet nedeniyle birbirlerini itme
egilimi gosterirler. Ayrica, parcaciklarin yikleri disinda, c¢cogunlukla parcaciklarin
mesafesine bagli olan van der Waals'in ¢ekim kuvveti de vardir. Kolloidal kararlilig

saglayan bu iki karsit kuvvetin ortak etkisidir [80]

2.6.7 Enerji Dagilim X-RAY Spektroskopisi (EDS)

EDS analizi, ylzeysel elementel kompozisyonu kesfetmek ve orantisini farkl
pozisyonda tahmin etmek icin kullanihr, boylece numunenin genel bir
haritalandiriimasi saglanir. Bu teknikte, bir elektron demeti test numunesinin ylzeyine
carpar. Isin enerjisi tipik olarak 10-20 keV araligindadir ve bu da X isinlarinin
numuneden yayildigina isaret eder. Genel olarak, X isinlarinin yaydigl enerji test
ornegine baglidir. Elektron i1sini 6rnek boyunca hareket eder ve gorintiler her bir
element icin elde edilir. NP ylizeyinde Au, Ag ve Pd'nin varligi kolayca tanimlanabilir;
bununla birlikte, dlisiik atom numarasi sahip elemanlari EDS kullanilarak tespit etmek

zordur [81].

2.6.8 Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM), malzemelerin ylizeyini nanometre seviyesinde
gorlintileyen en yaygin ve ideal araglardan biridir. Kontrol (nitesinden ayri olarak,
AFM makinesinin ana pargalari cantilever, lazer isini Ureteci ve fotodiyot detektoridir
[82]. Gorlintileme islemi sirasinda, konsolun ucu numunenin ylzeyi ile etkilesime girer
ve ucun hareketinin sapmasina neden olur. Bu sapma, ucun arka tarafinda
yonlendirilen lazer 1sininin fotodiyot dedektérii Gzerinde farkh bir konuma
yansitilmasina neden olur. Ucun bu hareketi numunenin ylzeyini haritalamak ve
topografik haritasini olusturmak icin kullanilabilir [83]. Genel olarak, AFM'nin temasli,
temassiz ve hafifce vurma yontemleri, nanomalzemelerin boyut ve seklini belirlemek
icin kullanilir. Bu yontemler ¢ogunlukla cantilever ucu ve test érneginin ylizey atomlari
arasindaki mesafeden dolayr farkhlik gostermektedir [84]. Temaslh modunda ug,

numunenin ylizey atomlariyla temas halindedir ve hareket eden atomun elektron
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bulutlarinin neden oldugu itici atomlararasi kuvvetleri Uretir. Temassiz AFM modunda
cantilever wuglari numunenin vylzeyinde titresir ve atomlararasi kuvvetlerden
kaynaklanan bu titresimin degisimi algilanir ve numunenin vyizeyinin topografik
gorintilerine donustirilar. Hafifce vurma modunda, ug ve ylizey atomlari arasindaki
mesafe yukarida acgiklanan diger iki mod arasinda bir yerdedir ve u¢ numunenin ylizeyi
ile temasa gectiginde degisir. AFM, nanoyapilarin yilizey oOzelliklerinin tahribatsiz bir

bicimde karakterizasyonu igin gugli bir aragtir.

2.7 Metal NP’lerin Kullanim Alanlari

Son zamanlarda, metalik NP’lerinin gesitli uygulamalari, biyomedikal, tarimsal, ¢evresel

ve fizyokimyasal alanlarda arastirilmistir (Sekil 2.9) [85], [86], [87], [88], [89].
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Gunlmuzde bazi metal NP'ler genis sekilde biyomedikal alanlarda [90], [91], ila¢
saliniminda [92], [93], katalizor olarak [94], tarim alanlarinda [95], antioksidan olarak
[96], antikanser ajan olarak [97], antibakteriyel ajan olarak [98] ve antibiyofilm ajan

olarak [99] kullaniimaktadir.

AgNP’ler, biyomedikal uygulamalarin da ¢ok farkh amaglar igin kullanilmaktadir [100].
AgNP’ler, antibiyotik tedavisine direncli patojen mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisi igcin umut verici alternatifler olarak kabul edilen
glcli antimikrobiyal ajanlardir [101]. Bu nedenle bu parcaciklar, nanomalzemeler ile
imal edilmis ticari cihazlar ve tiiketim mallarinda antimikrobiyaller olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir [102]. Bu acidan AgNP'ler hem insan saglhgi hem de cevresel

perspektiflerden en yogun bicimde incelenen NP tirtdur [103].

Demir oksit NP’ler, kanser tedavisi, hipertermi, ila¢ dagitim, doku onarimi, hiicre
etiketleme, hedefleme ve imminoassaylar, biyolojik sivilarin detoksifikasyonu,
manyetik rezonans goérintileme ve manyetik olarak yanit veren ilag terapisi igin
uygulanmistir [104]. Cinko ve titanyum NP’ler, biyolojik olarak uyumlu, toksik olmayan,
kendi kendini temizleyen, cilt uyumlu, antimikrobiyal olup dermatolojik
davranislarindan dolayr biyomedikal uygulamalarinda, kozmetikte, ultraviyole (UV)
bloke edici ajanlar olarak ve c¢esitli ileri teknoloji isleme uygulamalarinda
kullanilmaktadir [105], [106]. Bakir ve paladyum NP’leri, piller, polimerler,
plastiklerdeki plasmonik dalga kilavuzlari ve optik sinirlayici cihazlara uygulanmaktadir
[107], [108]. Ayrica metal NP’ler, bu molekilleri daha yuksek duyarhlik ve uzaysal
¢Ozlinlrluk ile gorsellestirmek igin cesitli biyomolekillerin, c¢esitli metabolitler,
peptidler, nikleik asitler, lipidler, yag asitleri, glikosfingolipidler ve ilagc molekiillerinin

mekansal analizinde kullanilmaktadir [109]

2.7.1 Biyomedikal Uygulamalar

Biyomedikal alanlardaki metalik NP'lerin uygulamalari sayisizdir ve bu alanda surekli
kullanimlari icin glicli bir potansiyel vardir. Metalik NP'ler antimikrobiyal 6zeliklerinden
dolayir yaygin olarak kullanilmaktadir; 6rnegin, AgNP’ler yara sargilarina, kemik
¢imentosunda ve implantlarda kullanilmistir [82]. AuNP'ler, tibbi acidan 6nemli optik
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ve antikanser Ozelliklere sahiptir. Genel olarak biyomedikal uygulamalari asagidaki

basliklar altinda 6zetleyebiliriz.

2.7.1.1 ilag Dagitimi ve Kanser Tedavisi

Biyosentezlenmis NP'ler belirli memeli dokularinin isleviyle etkilesime girebilir ve
bunlari degistirebilir. Ornegin, metalik NP'ler, antioksidan savunma sistemini bozarak
reaktif oksijen tirlerinin birikmesine, mitokondrinin yok olmasina ve hicre
apoptozununa sebep olabilir [110]. Bu etki hedeflenebilir, c¢linkii metal NP
maruziyetinin in vivo etkileri guigli bir sekilde kapaklayict maddeye baglidir: farkl
kapaklayici ajanlara sahip olan ayni AgNP'lerin hem sitotoksik hem de sitotoksik
olmadigl yapilan c¢alisamalarda ortaya c¢ikmistir [110], [111]. Stabil metal NP'lerin
tasiyici olarak kullanilmasi, geleneksel kemoterapoétik ajanlarin yan etkilerini, normal
hiicreleri etkilemeden, anti-kanser ajanlarinin malign hicrelere secici olarak
verilmesiyle en aza indirebilir. Ornegin, altin, tiyollere (-SH) ve aminlere (-NH,) kuvvetli
bir sekilde baglanma yetenegi sayesinde kolaylikla modifiye edilebilir. Béylece, NP
ylzeyini kemoterapotik ve hedefleyici ajanlar olarak gérev yapan biyomolekiiller ile
kaplamak nispeten kolaydir [112]. Farkh kapaklayici ajanlarin segimi ile, metalik
NP'lerin sitotoksik aktivitesi, hem ilag salimi hem de kanser hiicresi hedeflemesi igin
kullanilabilir. Hedeflenen NP'lerin kendilerinin tedavi edici olmalari ya da NP'lerin
baska bir ajan icin tasiyici gorevi gorlip gormedikleri 6énemli bir konu haline
gelmektedir ve boylece biyosentezlenmis NP’lerin nanotipta 06nemi giderek

artmaktadir.

2.7.1.2 Tibbi Teshis ve Sensorler

Biyosentezlenmis NP'ler ayni zamanda algilama ve teshis alanlarinda tiptaki
gelismelere 6nemli katkilar saglamaktadir. Bu malzemeler, peroksitler ve glikoz dahil
olmak Uzere tibbi olarak ilgili bilesikleri tespit edebilen kimyasal sensorlerler ile birlikte
basariyla uygulanmistir.  Ornegin, yumurta kabugu membrani, AuNP'lerin
biyosentezinde bir indirgeyici madde ve iskele olarak kullanilmistir [113]. Bunun ile

hazirlanan sensor, farkh glikoz konsantrasyonlarindaki 17 uM saptama siniri ile lineer
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bir tepki gostermektedir. Ayni materyal, insan kan serumu 6rneklerinin glikoz igerigini
olgmek icin kullanilmis ve analizin, standart bir rutin tibbi spektrofotometrik test ile

uyum gosterdigi bildirimistir [114].

Hidrojen peroksit, astim veya kronik obstriktif akciger hastaliginda (KOAH) 6nemli bir
rol oynayan, oksidatif stresin bir tanisal gostergesi olarak kabul edilmistir. Yapilan
¢calismalarda Bacillus subtilis bakteri susu kullanilarak hazirlanan biyosentezlenmis
selenyum NP'lere (SeNP) dayanan bir hidrojen peroksit sensori olusturulmustur. Elde
edilen SeNP'ler kiresel ve tek boyutlu trigonal tellere donistirilebilmekte olduklar
bildirilmistir (B. subtilis hiicrelerinden atilan proteinler template olarak hareket eder).
Temiz bir camsi karbon elektrot (GCE), bir kolloidal SeNP siispansiyonunun damlasi ve
bir enzim olan horseradish peroksidaz damlasiyla gelistirilmistir. Donglsel voltametri
calismalari, SeNP'lerin, 80 nM saptama siniriyla sonuglanan H,0, tespitini artirdigini
dogrulamistir. Bu nedenle bu materyal, 6rnegin, KOAH'tan etkilenen hastalarin ekshale

edilmis nefes kondensinde hidrojen peroksidin saptanmasi igin kullanilabilmigtir [115]

2.7.1.3 Tibbi Goriintiileme Uygulamalari

Metalik nanokristallerin optik 6zellikleri yizyillardir ilgi ¢ekimektedir. Biyosentez
yontemlerinin dahil edilmesi, bir dizi boyut, sekil ve dielektrik 6zelligi olan metal
NP'lerin hazirlanmasini mimkin kilmistir. Metal NP'ler ile iliskili optik 6zellikler
arasinda yliksek veya duslik refraktif indeks, yiliksek seffaflik, yeni fotoliminesans
ozellikleri, fotonik kristaller ve plazmon rezonans bulunmaktadir [116]. Isigin dalga
boyundan daha kiiclk parcaciklarla etkilestigi alandaki nanofotonik calismalari, lokalize
ylzey plazmon rezonansi ve boyuta bagl yar iletken bant boslugu gibi yeni
fenomenlere yol agmaktadir [117]. Biyosentezlenmis AgNP'lerden mavi turuncu isik
emisyonu yapilan c¢alismalarda mevcuttur. Fungal aracii AgNP'ler bir Trichoderma
viride filtrati kullanilarak sentezlenmis, lazer uyarilmasindan sonra fotoliiminesans
Olclimlerinin, 320-520 nm araliginda bir emisyon gosterdigi ve bunun da AgNP'lerin
gelecekte etiketleme ve goriintlileme uygulamalari icin Gmit verici oldugu iddia

edilmistir [118].
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Modern lazer tibbinin dnemli bir problemi, operasyon alani disindaki hassas alanlarin
genis Olcide maruz kalmasidir. Bu problem, radyasyona maruz kalan dokularin yizeyi
Uzerine radyasyonun tersinir sekilde kararmasini saglayan boyalarin yerlestirilmesiyle
¢ozulebilir. Bu olguya optik radyasyon sinirlamasi denir [119]. Coriandrum sativum
yaprak ekstrati kullanilarak biyosentezlenen AgNP'lerin, lazer irradyasyonunun gugli
ters doyurulabilir absorpsiyonunu sergiledikleri ortaya cikarilmistir [120]. Yapilan
calismalarda lazer darbeleriyle Z-tarama teknigi kullanilarak dogrusal olmayan kirilma
ve absorpsiyon katsayilari ol¢ilmistir. Bu sonuclardan AgNP'lerin nonlineer optik

yetenegine sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir

2.7.2 Atik Su Aritma

Tim NP'ler nano boyutlarindan dolayr kendilerine 06zglin bir etkiye sahip
olabilmektedirler ve hilicre membran 0zelliklerini degistirerek (6rnegin, membran
gecirgenliginde artis ) zar hasarina neden olmaktadirlar[121], [122]. Bu faktérin yani
sira metalik ve metal oksit NP'lerin etkisi atik/atiksu aritma ve ¢camur bertarafinda
aerobik ve anaerobik kosullara biyik 6l¢tiide bagimlidir. Aerobik sartlar altinda AgNP'le
ve diger metal NP’ler ROS olusumuna sebep olabilir ve hiicrede oksidatif strese neden
olabilir. Ayrica, bazi metal NP’ler metal iyonlarini (Ag*) serbest birakirlar ve bu nedenle
de metal toksisitesine neden olurlar [123], [124]. Karanlik ve oksijensiz kosullar altinda,
bu tur NP'lerin toksisitesi esas olarak metal iyonlarinin salinimi ile iligkili iken hicbir ROS
tiretimine sebep olmazlar [125]. Ote yandan, sifir degerlikli demir nanopartikiil (NZVI)
benzersiz ve hizli bir sekilde hidrojen gazi Uretir ve bu da anaerobik sindirime zarar
verebilmektedir [126]. Ayrica, metalik ve metal-oksit NP’ler su aritiminda virUslerin
inaktivasyonunda ve biyolojik kirlilik kontroliinde de dezenfeksiyon amaciyla
uygulanmaktadirlar [121], [127]. Ayni zamanda, nano ZnO ve NZVI, endstriyel atiksu
aritiminda da uygulanmaktadirlar [123], [128], [129]. Bu tiir NP'lerin faydali kullanimi
ile potansiyel toksisiteleri arasinda buylk 6lcekli kulanimlarini hizlandirmaya yardimci

olacak bir denge kurmak icin gelecekteki arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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2.7.3 Kozmetik

Metalik NP’ler agirlikl olarak kozmetik ve ilag kaplama malzemeleri olmak tizere farkli
ticari uygulamalar icin kullanilmaktadir [130]. Altin, glimis ve platin gibi nano boyutlu
metal NP’ler, sampuan, sabun, deterjan ve ayakkabi gibi ¢esitli ticari Grinler igin genis
capta uygulanmaktadir. Kimyasal maddeler cogunlukla sentetiktir ve insana yan
etkilere neden olur. Sonug olarak, yesil metalik nanoparcaciklar saglk ve kozmetik

endustrilerinde koruyucu ajanlar icin alternatiftir.

2.7.4 Gida Endiistrisi

Gumis metali ¢ok 1si ileten bir malzemedir, bundan dolayr AgNP c¢esitli 1da
sureglerindeki mekanik cihazlarda kullanilmaktadir. Genellikle PCR kapagi ve UV-
spektrofotometre gibi 1siya dayanikh cihazlarda kullanilir. Enstriimantasyonun
parcalarinda malzeme kaplamasinda AgNP kullaniimaktadir. Yiiksek sicaklikta
numunelere herhangi bir midahale gerektirmeden kararli yapilarini korurlar [131].
Gida endustrisinde, gida Urlinleri, hammadde imalati, islenmesi ve nakliye gibi ¢esitli
acik Olgekli proseslere bagl olarak yiksek mikrobiyal kontaminasyon potansiyeli her
zaman olasidir. Bu nedenle, Urlinlerin kalitesini degerlendirmek igin uygun maliyetli bir
biyosensor gelistirmeye ihtiyac¢ vardir. Metalik NP’ler biyosensor olarak gelistirilirler ve
etkili bir sekilde patojen tespitinde islev gorerek kirleticinin farkh evrelerini disuk

maliyetle ve hizl bir bicimde izlemeye olanak saglamaktadirlar [132].

2.8 NP’lerin Antimikrobiyal Etkinlikleri ve Mekanizmasi

Literatlirdeki galismalar, ¢ogunlukla bir bakteri hilicresini canlihgini devam ettirmesi
acisindan 6nem arzeden bakteri hiicre zari ile NP etkilesimlerine eslik eden cesitli
olaylari arastirmayi hedeflemistir. Hicre zari ile NP etkilesimin en az (¢ sekilde
gerceklestigi distunilmektedir: (i) elektrostatik kimyasal absorpsiyon kuvvetleri
nedeniyle hiicre ylzeyi Uzerine kolloidal metal parcaciklarin yapismasi; (ii) bir metal
partikllin yapismasina verilen hiicre tepkisi, boylece atomun oksitlenmesiyle parcacik
"cozUnilr" ve atomlar ile iyonlarin birlesmesiyle daha biyuk bir boyuta sahip yeni metal

parcaciklarinin olusmasi; ve (iii) mikrobiyal hiicrelerin NP yapisma yerlerinde agregat
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olusturabileri. Buna ek olarak, metal NP’lerin etkilesimlerinin canli ve 6lU hicreler
arasinda 6nemli olgtide farkhlastigi ve hiicre zari bolgeleri arasinda degisebilen hiicre
ylzeyi ylikindn etkilesimlerde 6nemli bir rol oynadigi degerlendirilmistir [133]. Cok
sayida parcacik olusmasi ve hacimsel olarak yiksek ylizey alanina sahip NP’lerin ¢ok az
miktarlarda bile yiksek etkinlik gostermelerini sagladiklari yapilan ¢alismalar ile ortaya
cikarilmistir [134]. Hem bakterilerin hem de memeli hiicrelerinin membran yapisi Sekil
2.10'da gosterilmektedir. Temel olarak, bakteriyel hiicre duvarlarinin temel 6zellikleri,
hiicreleri mekanik ve ozmotik hasardan koruyabilecek kadar gicli bir sertlige sahip
olmalaridir [135]. iki sinif bakteri (prokaryotik hiicre), yani Gram-pozitif (1) ve Gram-
negatif (2) bakteri yapi ve kimyasal bilesim bakimindan farkli karakteristik hicre
duvarlarina sahiptir. Gram-pozitif bakteriler (monoderm bakteriler veya monoderm
prokaryotlar), hiicre zari disindaki teikoik asitlere baglanan, lipit peptidoglikanin 20-50
nm tekli kalin tabakasina sahip hiicre duvarlarindan olusurken; Gram-negatif
bakteriler, teikoik asitler ya da lipoteikoik asitlere bagl olmayan 2-3 nm ince ¢ok
katmanl lipid peptidoglikan ile sandvi¢ yapisinda hiicre duvarlarindan (8 nm
kalinliginda) (yani, hem bir sitoplazmik zar hem de bir dis hiicre zari ile sinirlandiriimis)
meydana gelmektedir. Cogunlukla, Gram-negatif bakterilerin dis zarlari, periplazmik
bosluk bolgesi icinde peptidoglikan bulunur. Lipoproteinler ise peptidoglikan
tabakasinin dis membran tabakasina baglanmasini saglarlar ve dis zar bu
lipoproteinlere bagli lipopolisakarit omurgalardan olusur. Bu lipopolisakarit omurgasi
membran ylzeyine yapisal bitilnlik ve hiicre yasayabilirligi kazandirmanin yani sira
negatif yuk saglar [136]. Hlcre duvarlarinin bu yapisal bltlinligl ayni zamanda NP gibi
yabanci cisimlere bakterilerin toleransina veya hassasiyetine neden olur. Ayrica, dis zar,

porinler ve lipopolisakkarit molekillerini icerir [137].
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Sekil 2.10 Hicre zar yapisi ve bunun antimikrobiyal secicilik Gizerindeki etkisi.

(a) Membran aktif antimikrobiyallerin seciciligini saglayan memeli ve mikrobiyal
hicreler arasindaki plazma membran bilesimindeki farklilik ve (b) memeli hiicrelerinin
hiicre zariile ¢esitli hiicre zarlari arasindaki biiyik farklari gosteren kesitsel diyagram
[138]

2.8.1 Giimiis NP’lerin Antimikrobiyal Ozellikleri ve Mekanizmasi

Gumus metali farkh uygarhklar boyunca yaygin bir bigimde antimikrobiyal olarak
kullanilmaktadir. Bircok toplum giimisi kuyumcu, slisleme ve glizel ¢atal bicak takimi
olarak kullanmaktadir. Gimusin kullanimi, sitli siseleri kaplamak icin glimisi dogal
bir biyosit olarak kullanan Fenikeliler'e kadar uzanmakta olup mikroplarin

kontaminasyonunu 6nlemek icin antimikrobiyal kullaniminin uzun bir gecmisi vardir.
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GUmusln, gram negatif ve gram pozitif bakteriler, funguslar veya virisler gibi farkh
siniflardan 650'den fazla mikroorganizmaya karsi etkinlik gosteren bir antimikrobiyal
ajan oldugu bilinmektedir. Eski Hint tip sisteminde (Ayurveda olarak adlandirilir),
gimds bir¢cok hastalik icin terapotik madde olarak tarif edilmistir [139]. Antimikrobiyal
Ozelliklere sahip olan tiim metallerin arasindan, glimisiin en etkili antibakteriyel etkiye
sahip oldugu ve hayvan hiicrelerine en az toksik oldugu bulunmustur. Gim{s, Birinci
Diinya Savasi'ndaki yarali askerler icin tibbi tedavi amach olarak yaygin olarak
kullanilmis ve mikrobik blylmeyi 6nledigi gdzlemlenmistir [140]. GUmis genellikle
antimikrobiyal etki yaratmak icin nitrat formunda kullanihr, ancak AgNP’ler
kullanildiginda, mikroorganizmalarin maruz kalabilecegi ylizey alaninda buylk bir artis

meydana gelmektedir.

AgNP’lerin antimikrobiyal 6zellikleri asagidakilere baghdir:
1. Boyut ve gevresel kosullar (boyut, pH, iyonik kuvvet),

2. Kapaklayici ajan.

AgNP’lerin antimikrobiyal veya toksisite aktivitelerinin kesin mekanizmalari hala
bilinmemekte ve son zamanlarda en ¢ok arastirilan konulardan bir tanesi olmaktadir.
Ag iyonlari Uizerindeki pozitif yiik, antimikrobiyal aktiviteler i¢in hayati 6neme sahiptir.
GUmisln herhangi bir antimikrobiyal 6zelliginin olmasi icin iyonlasmis formda olmasi
gerekir. iyonlasmis formunda, giimis inerttir ancak nemle temas ettiginde giimis
iyonlarini birakir [141]. Ag® iyonlari, nikleik asitlerle kompleksler olusturabilir ve
tercihen nikleik asitlerin fosfat gruplari yerine niikleozidlerle etkilesime gegebilirler.
Dolayisiyla, gozlenen antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan glimis veya giimis iceren
bilesiklerin tim formlari baska bir giimis iyonu kaynagi (Ag’) olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu gimis iyonlari maddeye dahil edilebilir ve glimis silfadiazin gibi
zamana bagl olarak yavasca serbest birakilabilir veya giimus iyonlari, AgNP’lerde
oldugu gibi kati bir glimis parcasinin ylizeyinin iyonize edilmesinden kaynakl da
meydana gelmektedir [122], [142]. Pozitif yikli NP’ler ile negatif yukli bakteri
hiicreleri arasindaki elektrostatik cekimi gosteren bazi literatiir calismalari mevcuttur

[143] ve bunlarin en uygun bakterisidal madde oldugu 6ne sirilmektedir [144]. Bu
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NP’lerin zar igerisinde biriktigi gosterilmistir ve daha sonra hiicrelere niifuz ederek
hicre duvarina veya hicre zarlarina zarar verebildigi ortaya cikarilmistir GUmus
iyonlarinin, tiyol gruplarina (-SH) baglandigi ve daha sonra hiicre zari igerisinde
deaktivasyonuna neden oldugu distnilmektedir. Ag (1) iyonunun hicreye girip iki
iplikgik arasindaki hidrojen bagini keserek DNA molekllini denatire edip plrin ve

pirimidin baz ciftleri arasinda interkalasyon yaptigi 6ne sirilmektedir.
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Sekil 2.11 Gimus NP’lerin gesitli antibakteriyel etki mekanizmalari [87]

AgNP’lerinin olasi antibakteriyal mekanizmalari su sekilde siralanabilir (Sekil 2.11):

(1) Mikroorganizma nanometre o6lceginde parcacikla daha iyi temas eder, AgNP’ler
bakterilerle temas i¢in son derece genis bir ylizey alani saglamaktadir. Nanoparcaciklar

hiicre zarina baglanir ve ayrica bakterilere nifuz eder [145], [146].

(2) Bakteri membranlar silfir guruplari iceren proteinleri icermektedir ve Ag * gibi
AgNP'ler yani sira DNA gibi fosfor iceren bilesiklerle etkilesime girerek fonksiyonu
inhibe eder [147], [148],

(3) AgNP’ler veya Ag’, bakteriyel mitokondrideki solunum zincirine zarar verebilir ve

hiicre 6limiuine yol acabilir [122],
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(4) AgNP'ler, bakteriyel hiicreler icinde (diisiik pH'll bir ortamda) Ag™'nin siirekli serbest
birakilmasina neden olabilir; bu da serbest radikallerin olusumuna sebep olabilir ve

oksidatif stres olusturarak bakterisidal aktivitelerini daha da arttirabilir [149], [150].

AgNP’ler, hiicre zari ve DNA’yI bozarak, hayati metabolik enzimleri inhibe ederek ve
hiicresel unsurlari yok eden reaktif oksijen tirlerini (ROS) Ureterek bakteri gelisimini
durdururlar [145], [151]. Mikrobiyal hiicreler, reaktif oksijen tirlerine duyarhdir ve bu
NP’ler mikrobiyal hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasini bypass edebilecek
kadar yeterli reaktif oksijen tlrln{ Greten herhangi bir muamele igin, enfeksiyonu ve
ortaya ¢ikan mikrobik direnci yok etmek icin umut verici bir strateji olma potansiyeline

sahiptir [152].

Cok yonli etkisinden dolayl, AgNP’ler ortaya c¢ikan mikrobik direncin Ustesinden
gelmek icin umut vadeden alternatifler olmaktadir. Bakteriyel diren¢ diinya ¢apinda
ciddi bir saghk sorunu olmasi nedeni ile genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye
sahip yeni terapotik ajanlarin arastirilmasi gerekmektedir. Etkili stratejilerden biri de,
sifali bitkilerden terapo6tik molekdiller ile gimis iyonlarini indirgemek ve kaplamaktir.
Bitkiler alemi, ortaya cikan bakteri direnciyle miicadelede AgNP’ler ile birlikte yliksek
etkinlige neden olabilen biyolojik olarak aktif fitokimyasallarin ¢ok yonla bir kaynagidir.
Boyle bir kombinasyon terapisi, glimis ve biyoaktif kapakli biyomolekillerin
antimikrobiyal 06zelliklerinden sinerjik bir yaklasim ortaya koymaktadir. Ayrica,
biyojenik AgNP’lerin, kitosan gibi biyolojik olarak uyumlu bir biyopolimerle
islevsellestiriimesi, biyolojik aktivitelerini daha da arttirmaktadir. Kitosan, genis
spektrumlu antibakteriyel aktiviteye ve glicli biyouyumluluk 6zelliklerine sahip olan
dogal bir karbonhidrat polimeridir. Kitosanla islevsel hale getirilmis NP’lerin bakteri ile
temas eden araylzlerini degisir, bu da metal nanopargaciklarinin biyolojik aktivitesini
arttirmaktadir [153]. Kitosan, negatif ylikli bakteri membranina niifuz ederek (katyonik
yapisi nedeniyle) bakteri biyofilmlerine zarar verme kabiliyetine de sahiptir [154],
[155]. Boylece, biyojenik AgNP’lerin kitosan molekilleri ile ylizey modifikasyonu

antimikrobiyal aktivitelerini ve biyouyumluluklarini muazzam ol¢lide artirmaktadir.
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2.8.2 Bakir Oksit NP’lerin Antimikrobiyal Ozellikleri ve Mekanizmasi

Bakir ylzyillarca bir biyosit ajani olarak kullaniimistir. Hipokrat déneminde (milattan
once 400) antik Yunanlilarin, akciger hastaliklarina ve igme suyunun arindiriimasinda
bakir kullandigi bilinmektedir. Hindu dindarlarina kutsal bir armagan olarak verilen

"Kutsal su" suyu temiz tuttuguna inanildigi icin bakir kaplarda saklanmaktaydi [156].

Bakir ve bakir oksit nanopargaciklarinin bakteri tGzerindeki etki sekli icin birkag rapor
mevcuttur [157]. Cu(bakir) hayvan hiicrelerine nispeten toksik olmayip bircok mikro
organizmaya karsi toksiktir ve bu, antimikrobiyal tedaviler igin yeni umutlar
sunmaktadir [158], [159]. Arastirmacilar, metalik bakir nanopartikillerin (CuNP) etki
mekanizmasinin, AgNP ve CuONP’lerin etkisine benzeyebilecegini ongérmektedirler
[160]. Bazi arastirmalarda, linoleik asit kapli CuNP’lerin bakterilere niifuz ettikten sonra
enzimlerini inaktif hale getirerek bakteri hiicre 6limiine neden olan hidrojen peroksit
Urettigini onermektedir [161]. Yapilan bir baska calismada, CuNP’lerin, protein
denatlirasyonuna yol acan -SH gruplar ile etkilesimlerinden dolayi genis bir bakteri
turtne karsi etkili bir antibakteriyel madde olarak gorev yaptigi varsayilmistir [162].
CuNP’ler, B. subtilis gibi organizmalarin hiicre yizeyinde bulunan aminler ve karboksil
gruplarina olan yakinliklari nedeniyle hiicre zari lizerinde etki yaptiklari bilinmektedir
[163], [164]. Hlcrelere girdikten sonra, NP’ler DNA molekiilleri ile baglanabilir ve
nikleik asit iplikgikleri icinde ve arasinda gapraz baglanarak sarmal yapiyi bozabilir.
Bakteri hiicrelerindeki bakir iyonlari ayrica biyokimyasal siregleri bozmaktadir [165].
CuONP’lerin E. coli'ye karsi etki sekli icin Onerilen olasi mekanizmaya gore; hiicre
ylizeyine adsorbe edilen CuONP’ler hiicre duvari ile etkilesime girer ve daha sonra
hiicre membranina zarar verirler, bu da gecirgenligini arttirir ve CUONP c¢Ozeltisinde
bakterilerin yasayabilirligini azaltir [157]. CuONP’lerin antimikrobiyal etkisine iliskin
kesin mekanizma bilinmemektedir ve agikliga kavusturulmasi gereken konular arasinda

yer almaktadir.

Arastirmacilar CuONP’lerin  6karyotik hicreler Uzerinde vyaptigi toksik etkilerini
potansiyel olarak aciklayan, oksidatif stres, koordinasyon etkileri ve homeostasis etkiler

Uzerine g farkl mekanizmayi 6nermislerdir [166]. NP’lerin kiiclik boyutlarindan dolayi
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hiicre zarindaki mevcut gézenekler yoluyla dogrudan hiicreye dagilabilecegi ya da
plazma zarinda bulunan iyon kanallari ve tasiyici proteinlerden girdikleri 6ne
surilmektedir. Bazi NP’ler ise, endositoz yoluyla hiicrelere girebilirler. Hlicreye giren
NP’ler, mitokondri gibi oksidatif organellerle dogrudan etkilesime girebilir. Daha sonra,
redoks aktif proteinler hiicrelerdeki reaktif oksijen tirlerini (ROS) Uretir ve NP’ler
tarafindan dretilen iyonlar (Cu®"), cesitli kimyasal reaksiyonlarla ROS'u indiikleyebilir.
ROS, DNA iplikciklerinin koparilmasina neden olabilir ve gen ifadesini etkileyebilir.
Ayrica, Cu®* iyonlari, biyomolekiiller ile kenetleme maddeleri olusturma veya
fonksiyonel protein inaktivasyonuna neden olabilecek belirli metaloproteinlerde metal
iyonlarini yerinden etme becerisine sahiptir. Buna ilaveten, CuONP’ler tarafindan
salinan  Cu*”’nin lokal konsantrasyonu arttiginda bunlar hicre toksisitesi ile
sonuclanacak sekilde hiicresel metal katyonu homeostazini bozmaktadirlar. Yukarida
actklanan tim toksisite mekanizmalari Sekil 2.12'de gosterilmektedir
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Sekil 2.12 Bakir oksit NP’ler tarafindan hiicresel toksisite olusturan farkli yollarin
sematik gorinimdi [167]
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2.8.3 Demir Oksit NP’lerin Antimikrobiyal Ozellikleri ve Mekanizmasi

FeONP’lerin antibakteriyel etkisi konusunda su ana kadar yapiimis cesitli calismalar
mevcuttur. Onceki ¢alismalar, metal oksitlerin siiperoksit anyon {retimi ile
antimikrobiyal aktivite gosterdigini isaret etmektedir. Manyetitte bulunan demir
iyonlari, Fenton reaksiyonu vyoluyla hidrojen peroksidi reaktif radikal haline
donustiriarler [168]. Bu iyonlar tarafindan Uretilen radikaller, polisakkaritleri, DNA
iplikciklerinin  koparilmasini, enzim inaktivasyonunu ve lipit peroksidasyonunu
baglatabilirler. Ayni zamanda NP’ler elektrostatik etkilesimler yoluyla hiicre zarina
baglanarak bakterilerin 6liimiine yola agmakta olup negatif yikli bakterilerin pozitif

ylkli metal iyonlarina yapismasini arttirmaktadilar [169].

2.9 NP’lerin Antibiyofilm Ozellikleri ve Mekanizmasi

2.9.1 Biyofilm Yapisi ve Olusum Basamaklari

Biyofilmler, c¢esitli ylzeylere tutturulmus kendi kendine Uretilen bir polimerik madde
matrisi icinde yasayan organize bir mikroorganizma grubu olarak tanimlanabilir [170].
Bu mikrobiyal kollektiflerin neredeyse her ortamda bulundugu goérilmektedir.
Biyofilmler hem biyotik hem de abiyotik yilizeylerde bulunur [171]. Biyofilmler, hiicre
disi polimerik maddelerin bir matrisine (EPS) gdmuli homojen veya heterojen bakteri
topluluklari icermektedirler. Bakteriyel hiicreler hiicre disi polimerik maddelerle
birbirine baglanir ve gelisim siirecinin bir parcasi olarak her bir hiicre ylizeyi ve hiicre-
hicre etkilesimini iceren bir ylzeye (substrat) baglanir [172]. EPS c¢ogunlukla
polisakaritlerden olusur, ancak protein, lipid ve nikleik asitler gibi diger biyo-
molekiller de EPS'de bulunur [171]. Glikopeptidler, lipidler ve lipopolisakkaritler gibi

polimerler bir iskelet olusturur ve biyofilmi birlikte tutar [173].

Biyofilm, bir matriste yakin bir bicimde kiimelenmis bakterilerin kompleks birlesimini
temsil eder. Biyofilm gelisiminde bir dizi fiziksel, kimyasal ve biyolojik slirec¢ yer alir.
Mikrobiyal biyofilm, ilk geri donlsimli baglanma, geri donisimsiz baglanma,
olgunlasma evresi |, olgunlasma asamasi Il ve dagilim gibi bes ardisik asama boyunca

gelisir [174]. Birinci asamada, planktonik mikrobiyal hicreler yiizeye fiziksel kuvvetler
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ve Pilli veya Flagella gibi bakteri yapilari ile ylzeye yapisirlar [175]. Yizey islevi, sicaklik
ve basing gibi farkh faktorler, bakteri yapismasini bilyiik 6l¢lide modile edebilir.
Mikrobiyal hiicrenin bir ylzey Uzerine tutturulmasi adezyon olarak bilinirken,
mikrobiyal hicreler arasindaki baglanti ise baglanma olarak adlandirilir. Bakteriyel
ylzeylere yapismaya bagh fiziksel kuvvetler van der Waals kuvvetleri, sterik
etkilesimler ve elektrostatik (cift katmanli) etkilesimleri icerir [176]. ikinci asamada,
geri donlsimli hiicrelerin  bazilari  hareketsiz kalir ve c¢ekim kuvvetleri itici
kuvvetlerden daha blyilk oldugunda geri dondirilemez olarak yapisirlar. Yizey ile
bakteriler arasindaki hidrofobik etkilesim, aralarindaki itme kuvvetini azalttig igin
hicre ylzeyi hidrofobikligi, bakterileri hidrofobik polar olmayan bir ylizeye yapismasi
durumunda biyofilm olusumunda da 6nemli bir rol oynamaktadir [177]. Bu nedenle
kisaca, biyofilm gelismesinin birinci ve ikinci asamasinda, mikrobiyal hiicreler,
baslangicta ilgili ylzeyle gevsek olarak iliskilendirilir ve sonra bu ylizeysel ve yapiskan
durum basarili olur [178]. Biyofilm olusumunun Uglincl evresi olgunlasma I'dir. Bu
evrede, mikrobiyal hiicreler biyofilm spesifik genlerin sentezlenmesiyle sonuglanan
otoindiktor sinyallerinin Gretimi yoluyla birbirleriyle iletisim kurmaya baslarlar [179].
Bu asamada, mikroorganizma, biyofilm agini stabilize etmek icin hiicre disi polisakarit
maddeleri salgilar. Bir sonraki asamada, mikrokoloninin boyutu artar ve kalinlig
yaklagik 100 um'ye ulasir. Biyofilm mikrokolonileri genellikle ¢esitli mikrobik
topluluklardan olusur. Bu c¢ok 6zellikli mikro-konsorsiyum nispeten karmasik ve
koordineli bir sekilde calisir. Onlarin yakinligi, substrat degisimini, metabolik Grinlerin
dagihmini ve toksik son driinlerin uzaklastirilmasini arttirir. Uglinci ve dérdiinci
asamalar, hucrelerin bir araya toplanmasini, yapismis hiicrelerin blylimesi ve
olgunlasmasi ile mikro-koloniler olusturmayi icerir. Bu olgunlasma evresinde, biyofilm,
yapisini, fizyolojisini ve metabolizmasini manipile ederek dis kosula adapte olur.
Besinci asama, biyofilm ayrilmasini isaret eden ve sabit hicrelerinin hareketli hale
doénismesini gosteren dagilimdir [178], [180]. Bu son asamada, biyofilm yayilir ve yeni
ylzeylere kolonize olur. Bu evrede, biyofilm icerisindeki mikrobiyal toplum, biyofilmi

stabilize eden polisakaritleri parcalayan farkli sakarolitik enzimler Uretir ve boylece yeni
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bir ylzeye kolonizasyon igin biyofilm yapisinin Ustiinde bulunan yizey bakterileri

serbest kalir (Sekil 2.13).

/\ planktonik hiicreler /—\ \

Mikroorganizmalarin '\ . ' \

ylizeye tutunmasi @

Tutunma  Mikrokolon olusumu Biyofilmin olgunlagmasi Biyofilm dagilimi
ve stabilizasyonu

Sekil 2.13 Biyofilm olusum asamalari [180]

2.9.2 NP’lerin Antibiyofilm Etkinlikleri

Biyofilmler fizyolojik olarak bircok acidan planktonik muadillerinden c¢ok farkhdir;
bunlardan biri antimikrobiyal ajanlara karsi direncidir [102]. Biyofilmlerin, planktonik
hiicrelere gore antibiyotiklere 100-1000 kat daha direngli oldugu bildirilmistir [103].
Cevrede ciddi sorunlara neden olabilirler ve insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlara
neden olabilirler [104]. Sonug olarak, hastanelerde ve tibbi ortamlarda yaygin olarak
kullanilan biyositler, biyofilmleri ortadan kaldirmak icin etkisiz kalabilmektedir [105].
Biyofilm direnci hakkindaki muamma vyillardir arastirmacilar icin ilgi konusu olmustur
[106], [107]. Kompleks matris yapisinin varligina bagl olarak biyofilm igerisindeki
difizyonun sinirlanmasi, biyositlere karsi biyofilmlerdeki hicreler icin bir koruyucu
mekanizma olabilir [181], [182]. Biyofilm matrisindeki negatif ylkli polisakkaritler
ayrica aminoglikozitler gibi pozitif yikli antibiyotiklere baglanabilir [183]. Matrix ayrica
defensinler ve diger antimikrobiyal peptidler gibi kiiciik molekillerin hareketini

geciktirir ve boylece sinerjik olarak onlarin bozunmalarini artirmak icin B-laktamaz gibi
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cesitli antibiyotik degrede edici enzimlerle galigir [184]. Biyofilmlerdeki hiicrelerin yavas
blylime oranlari, antibiyotik direncine atfedilen baska bir mekanizma olabilir, ¢link
penisilin gibi bazi antibiyotikler béliinen hiicreleri hedef alir ve dncelikle hizli blylyen
hicreleri oldurirler [185]. Geleneksel antibiyotikler, biyofilm olusturan bakterilere
kars! etkisiz kalmislardir. Dogal olarak direncli dogalarindan dolayi biyofilmler, tibbi ve
miihendislik ortamlarinda biiyiik zararli etkilere sahip olabilirler. Ornegin, bagisiklik
sistemi zayif olan hastalardaki kronik enfeksiyonlarin yarisindan fazlasi biyofilm
olusumuyla ilgilidir [186]. Buna ek olarak, endustriyel ortamlarda biyofilm olusumu,
membran sistemlerinde biyolojik kirlilige ve suda ve / veya petrol boru hatlarinda ve
depolama tanklarinda biyokorozyona neden olmakta ve bu da her yil milyarlarca dolar

ekonomik kayba neden olmaktadir [187].

Biyofilm olusumunu engelleyen veya gelisen biyofilmlerin bozulmasina neden olan
cesitli mekanizmalarin biyofilmleri kontrol ettigi bildirilmistir. Bunlarin arasinda,
nanomalzemelerin bakterisidal etkinlikleri biyofilmlerle miicadele etmek icin bir firsat
olusturmaktadir. Cesitli nanomalzemelerin antimikrobiyal aktiviteler sergiledigi
gosterilmistir [188], [189]. Kuclk boyut ve vyiksek ylzey alani/hacim orani,
nanomalzemelerin mikroorganizmalarla yakindan etkilesime girmesine izin veren essiz

ozellikleridir [149].

Son zamanlarda, metal ve metal oksit NP'lerinin mikrobiyal blylimeyi ve biyofilm
olusumunu 6nlemek icin kullaniimalari hakkinda literatiirde bazi ¢alismalar mevcuttur
[190]. Biyosentezlenmis AgNP'lerin Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureus'un birincil biyofilm olusumuna karsi ylksek aktivite gosterdigi ortaya
cikariimigtir [191]. Biyofilm olusumunu 6nlemek igin genis bir antimikrobiyal aktivite
spektrumuna sahip nanomalzemeler tibbi cihazlarin ylzeylerine de kaplanmistir.
GuUmis nanoparcaciklar katetere kaplanarak alti farkli bakterinin biyofilm olusumunda
mikemmel bir inhibisyon gostermislerdir [192]. Buna ek olarak, bakterisidal
nanomalzemelerin biyomalzemelere antibiyofilm 06zellik kazandirmasi bir baska
yaklasimdir. Ornegin, AgNP’ler ve cinkooksit NP’leri gibi nanomalzemelerin regine
esasli dis kompozitlerine dahil edilmesi, oral biyofilmlerin kontroliinde kullaniimaktadir

[193], [194]. Ayrica, on alti farkl deniz biyofilm bakteri izolati, antibiyofilm aktivitesi
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icin arastinlmis ve bunlara farkli konsantrasyonlarda biyosentezlenmis AgNP'ler
uygulanmistir. Test edilen bakteriler arasinda 50 mg/mL konsantrasyonundaki
AgNP'lerin biyofilm 6nledigi kaydedilmistir [99]. Nanomalzemeler, antibiyofilm ajanlari
tasima ve hedefe iletme gorevinde de kullanilabilir. Nitrik oksit (NO), biyofilm yayilimini
indikleyen hiicre-hiicre iletisimini kesebilmektedir [195]. NO salinimh silika
nanopargcaciklarinin etkinligi antibiyofilm ajanlar olarak test edilmistir ve Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Candida albicans'in biyofilmlerindeki hiicrelerin % 99'undan fazlasinin etkili bir sekilde
inhibe edildigi ortaya c¢ikarilmistir [196]. NP’ler, biyofilm hiicrelerinin 6ldirilmesinde
onemli bir rol oynayan biyofilm matrisi boyunca NO penetrasyonunu
kolaylastirmaktadir. Ancak, ozellikle yesil sentezle elde edilen nanopartikillerin
antibiyofilm kapasiteleri ¢ok fazla bilinmemektedir. Bu tez calismasinda yesil sentezle

elde edilen NP’lerin antibiyofilm etkinlikleri degerlendirilmistir.

Sekil 2.14 implant ylzeylerinde biyofilm olusumunu 6nlemede (g farkli yaklagimi
gostermektedir. Bunlar sirasi ile su sekildedir; (i) ylzeye mikrobiyal tutunmayi
engellemek icin yapiskan olmayan kaplamalarin yilzeyler lzerinde kullaniimasi, (ii)
baglanmis bakterilerin hayatta kalmasini engellemek igin NP’lerin ve antibiyotiklerin
kullanilmasi, (iii) 6nceden olusturulmus biyofilmi bozmak icin dispersin ve DNaz gibi

bilesiklerin kullaniimasi.
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BiYOFILM OLUSUMUNU ENGELLEMEK ICIN ADIMLAR
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Adhezyon engelleyici Antimikrobiyaller, Dispersin, DNaz gibi
ajanlarin kullanimi antibiyotikler ve Cw/Ag bilesiklerin kullanilmas:
nanopartikiillerin kullanimi

Sekil 2.14 implant yiizeylerinde biyofilm olusumunu énlemede i¢ farkl yaklasim.[180]

2.10 Thymbra spicata (Zahter) Bitkisi

Giney Avrupa ve Dogu Akdeniz'de, benzer kokulara bagli olarak cesitli Origanum,
Satureja, Thymbra, Thymus ve Corydothymus tirleri kekik olarak bilinir "Zahter" ve
"Karabas kekik" olarak da bilinen Thymbra spicata Lamiaceae familyasina aittir ve bu
bitkinin 4 taksonu Tirkiye'de bulunmaktadir. Tilrkiye'nin Glineydogu Anadolu ve
Akdeniz bolgelerinde yaygin olarak bulunur ve ekonomik olarak 6nemli bir bitkidir
¢clinkl yapraklar ve cicekler yaygin olarak yiyecek, icecek lretiminde ve tibbi amaclar
icin kullanilmaktadir. Kekik yaglar ozellikle parfim ve kozmetik Uretiminde, dis
macunlari, agiz gargaralari, 6ksurik ilaglarinda, aroma ve gida sanayilerinde kullanilir.
Tirkiye'den yilda yaklasik 1000 ton civarinda Lamiaceae familyasina ait bitki ihrag
edilmektedir. Onceki calismalarda, ¢ok diisiik miktarlarda bulunan diger bilesenlere ek
olarak, % 70 oraninda karvakrol, karpenpin ve p-cymene bilesenleri iceren T. spicata

esansiyel yaglarinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri bildirilmistir [197], [198]. T.
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spicata'nin tim esansiyel yaglari arasinda baskin monoterpenik fenol olan karvakrol,
antimikrobiyal, analjezik, anti-enflamatuar, antioksidan, insektisidal, antiparazitik ve
antitimor aktiviteleri iceren bazi &zelliklerle gdsterilmistir [199], [200], [201]. icerik
olarak bu kadar zengin olmasina ragmen simdiye kadar literatiirde bu bitki aracihg ile
sentezlenmis NP’ler ve bunlarin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve sitotoksik

etkinlikleri hakkinda bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.11 Cynara scolymus (Enginar) Bitkisi

Genel olarak diinyada enginar olarak bilinen Cynara scolymus, Akdeniz bdlgelerinin
dogal otsu bir bitkisidir ve Akdeniz nifusu tarafindan yaygin olarak tiiketilmektedir.
Anti-fotosing ve antioksidan 6zellikleri de dahil olmak lizere tibbi 6zellikleri nedeniyle
Akdeniz bélge iilkelerinde geleneksel tip alaninda kullaniimaktadir [202], [203]. Onceki
calismalar, enginarin ana bilesenlerini olusturan luteolin ve di-kafeolkuinik asitler,
ozellikle de sinarin (1,3-dikafeolkuinik asit asit) ve klorojenik asit (3-O-kafeolkuinik asit)
gibi ylksek polifenol iceriginden dolayl enginarin antioksidan aktivite gosterdigini
gostermistir [204], [205]. Bu antioksidanlar reaktif oksijen tirleriyle (ROS) miicadele
edebilir ve sonug olarak yaslanma ve oksidatif stresle iliskili hastaliklarin 6nlenmesini

saglayabilir.

2.12 Mentha piperita (Nane) Bitkisi

Labiatae familyasina ait olan Mentha piperita (Nane), Amerika, Avrupa ve Asya'da
ihman iklimlerde yetisen, yillik ya da ¢ok yillik, otsu, 30-100 cm uzunlugunda olabilen
bir bitkidir. Nane, vanilya ve turuncgillerden sonra gelen diinyadaki en énemli ve en
yaygin lezzetlerden biridir. Mentha tirlerinin taze veya kurutulmus yapraklari bir ¢cesni
olarak kullanmakta ve ayrica ucucu yaglari da lretilmektedir [206]. Nane kullaniminda
cesitli faydali etkilerin oldugu belirlenmistir. in vitro, hayvan modellerine ve insan
calismalarina dayanan sonuglara gore nanenin; antioksidan, antitiimor, antimikrobiyal,
antialerjenik ve imminmodiile edici 6zellikleri ve sindirim sistemine faydalari oldugu
belirlenmistir [207]. Nane wucgucu vyaglari c¢ogunlukla terpenlerden, &zellikle

monoterpenlerden olusmaktadir. Bununla birlikte, degisken miktarda flavonoidler
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organik ¢ozucu kullanilarak ekstrakte edilebilinmektedir. Daha karmasik kimyasal
bilesim nedeniyle, ugucu yagin antioksidan ozelligi icin cesitli bilesikler arasindaki
sinerjistik etkiler cok 6nemli olabilmektedir. Nane’den elde edilen ugucu yag ve
ekstraktlar, antik ¢aglardan beri, kusma, gaz, istahsizlik, bronsit tedavisi icin geleneksel

tip alaninda kullanilmaktadir [208], [209].
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BOLUM 3

3.1 Materyal

3.1.1 Ekipman

DENEYSEL CALISMALAR

Cizelge 3.1 Calismalarda kullanilan ekipman ve sarf malzemeler

Ekipman/Sarf Malzeme Marka
Sogutmali santrifij Nuve
Otoklav Nive
Ultrasonik su banyosu Isolab
Su banyosu Memmert
Vortex Isolab
pH metre Mettler Toledo

Dondurucular

+4 °C cam kapakl buzdolabi
-20 °C buzdolabi LIEBHERR

Class Il steril kabin (laminar flow) Esco
Manyetik Karistirici VWR
Isiticih karistirici VWR
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Cizelge 3.2 Calismalarda kullanilan ekipman ve sarf malzemeler (devami)

CO, inkiibator Memmert
inkiibatér Memmert
Inverted Mikroskop Nikon
TEM 1400 JEOL
SEM SU-1510 Hitachi High-Technologies Corp.
AFM XE-100 Park systems
ATR-FTIR Nicolet 380 Thermo Scientific
XRD ADP PRO 2000 GNR Analytical
Instruments Group
Liyofilizator Teknosem TRS

Mikroplate okuyucu

BioTek Instruments

Multiplate okuyucu

Lab-Line Instruments

Saf Su Cihazi

Merck Milipore direct-Q 3,5,8

Parcacik boyut 6l¢lim cihazi

Nanoplus-3 particle/zeta analyzer
MiKromeritics

Zeta Potansiyel Ol¢iim Cihazi

Malvern ZEN 3600 Nano ZS

UV-Vis Spektrofotometre

Cary 60 Agilent Technologies

Steril pipetler (5,10 ve 25 ml’lik)

Lp Italiana Spa

Serolojik pipet tabancasi Thermo
Steril 15 ve 50 ml’lik tlipler Falcon
10, 100, 1000 ul'lik mikropipetler Brand
1-10, 10-100, 100-1000 pl 'lik tek Brand

kullanimlik pipet uglar

Santrifdj ttpleri 1, 2, 15, 50 ml

Eppendorf, ISOLAB
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Cizelge 3.3 Calismalarda kullanilan ekipman ve sarf malzemeler (devami)

ELISA 24, 48 ve 96 kuyulu plakalar VWR
50-1000ml'lik otoklavlanabilir cam siseler ISOLAB
250-1000ml'lik erlenler ISOLAB
0,22 um ve 0, 45 um'lik siringa filtreleri Merck Milipore
Bitki Oguitiici Bosch
Kagit Filtre Whatman No.1

3.1.2 Kimyasallar

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzeme Marka
Gumis Nitrat, AgNO; Sigma-Aldrich
Bakir silfat pentahidrat, CuSO4.5H,0 Sigma-Aldrich
Demir stilfat heptahidrat, FeS0,4.7H,0 Sigma-Aldrich
Potassium phosphate monobasic, Sigma-Aldrich
KH;PQOq4
Sodium phosphate dibasic dihydrate, Sigma-Aldrich
Na,HPO4.2H,0
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich
Gentamisin Oxoid
Kristal viyole Merck
Askorbik asit Merck
DMSO Sigma-Aldrich
Etil alkol Merck
Metanol Merck
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Cizelge 3.5 Calismada kullanilan kimyasal malzemeler (devami)

Sulfarik asit, H,SO4 Merck
Baryum klorid, BaCl,.2H,0 Sigma-Aldrich
Sodium Chloride, NaCl Sigma-Aldrich
Potassium chloride, KCl Sigma-Aldrich
Sodium acetate, C;H3sNaO, Sigma-Aldrich
Sukroz Sigma-Aldrich
Kongo red Sigma-Aldrich
L-Glutamin Biological Industries
Tripan Mavisi Biological Industries
FBS Biochrom AG

Penisilin-Streptomisin (PEST)

Biochrom-AG (penisilin/streptomisin:
10000 unite /10000 pg/mL)

Agar Sigma-Aldrich
Brain Heart Infusion Broth Merck
Nutrient Agar Merck
Nutrient Broth Merck
Miller Hinton Agar Merck
Miller Hinton Broth Merck
F12 1.1 karisimi olan DMEM/F12 Sigma-Aldrich

(Dulbecco's Modified Eagle Medium:

Nutrient MixtureF-12)
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3.1.3 Deneylerde Kullanilan Tampon, Kiiltiir Ortamlari ve Kimyasallarin Hazirlanigi

3.1.3.1 Cozeltiler

e PBS tamponu

8 g NaCl, 0,2 g KH,POq4, 1,8 g Na,HPO4.2H,0 ve 2 g KCl tartilip deiyonize su eklenerek
pH’1 7,4’e ayarlandi, ardindan 1 It'ye tamamlanarak siizlildi ve otoklavlandi.

e  %0.1’lik kristal viyole soliisyonu (1 mg/mL)

100 mg kristal viyole 100 ml deiyonize suda iyice ¢ozlildl. +4 °C’de gilines isinlarindan
korumak icin koyu renkli sise icerisinde saklandi. Antibiyofilm aktivite testi icin

kullanildi.
o %1’lik siilfurik asit hazirlanmasi

90 mL deiyonize su lzerine 1 mL H,SO4 eklendi ve karistirildi. Son hacim 100 mL’ye

deiyonize su ile tamamlandi.
e  %1.175’lik baryum kloridin hazirlanmasi

1.175 mg BaCl,.2H,0 tartildi ve 50 mL deiyonize su ile karistirilarak BaCl,.2H,0’in

erimesi saglandi ve son hacim deiyonize su ile 100 mL'ye tamamlandi.
e Tripan mavisi sollisyonunun hazirlanmasi

100’lik ambalajlarda % 0,5 konsantrasyon seklinde Tripan mavisi sollisyonu 10 pL alindi
ve 90 plL deiyonize ile seyreltilerek sayim sollisyonu hazirlandi. 98 pL sayim sollisyonu

ve 2 uL hiicre slispansiyonu karistirilarak 100 uL karisim elde edildi.

3.1.3.2 Besiyerleri
e Nutrient Agar Besiyeri

20 g Nutrient agar tartilarak son hacim 1000 mL olacak sekilde deiyonize su ile
tamamlandi. Ortami tamamen ¢ézmek icin 1sitma islemi uygulandi. 15 dakika boyunca
121 °C’'de otoklav islemi ile sterilizasyon gerceklestirildi. 45-50 °C'ye sogutulduktan

sonra iyice karistirildi ve petri kaplarina dagitildi.
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e Nutrient Broth Besiyeri

8 g Nutrient broth tartilarak son hacim 1000 mL olacak sekilde deiyonize su ile
tamamlandi. Uygun siselere esit hacimde dagitildi. 15 dakika boyunca 121 °C otoklav

islemi ile sterilizasyon gergeklestirildi.
e  Miiller Hinton Agar Besiyeri

34 g Mller Hinton agar tartilarak son hacim 1000 mL olacak sekilde deiyonize su ile
tamamlandi. Ortami tamamen ¢ézmek igin i1sitma islemi uygulandi. 15 dakika boyunca
121 °C otoklav islemi ile sterilizasyon gergeklestirildi. 45-50 °C'ye sogutulduktan sonra

iyice karistirildi ve petri kaplarina dagitildi.
e  Miiller Hinton Broth Besiyeri

21 g Miiller Hinton broth tartilarak son hacim 1000 mL olacak sekilde deiyonize su ile
tamamlandi. Uygun siselere esit hacimde dagitildi. 15 dakika boyunca 121 °C otoklav

islemi ile sterilizasyon gerceklestirildi.
e Kongo red Agar

50 g siikroz, 37 g brain heart infusion broth, 10 g agar ve 0.8 g Kongo red tartildi ve son

hacmi deiyonize su ile 1000 mL’ ye tamamlanacak sekilde ayarlanarak hazirlandi.
e DMEM/F12 ortami (% 10 Fetal Sigir Serumu, Penicillium-Streptomisin ilaveli)

5ml % 1 200 mM L-Glutamine, 2.5 ml % 0,5 Penisilin-Streptomisin, 500 ml DMEM F12
karstirildi. Elde edilen soliisyondan daha sonra; DMEM F12 45 ml FBS 5 ml olacak

sekilde medyum hazirlanir.

3.2 Metot

3.2.1 Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Yapilan calismada NP’lerin sentezinde Thymbra spicata L. var. spicata (Zahter), Cynara
scloymus (Enginar) ve Mentha piperita (Nane) bitkisinin yapraklari kullanildi. Calismada
bitki materyali olarak kullanilan zahter bitkisi ciceklenme déneminde toplandi ve

bitkinin teshisi Ondokuz Mayis Universitesi Biyoloji Bélimiinden destek alinarak tayin
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anahtarlarina gore gergeklestirildi. Enginar ve Nane bitkileri Konya ilinde sebze
pazarinda taze 6rneklerden segildi. Alinan bitkilerin yapraklari 6nce ¢esme suyu daha
sonra deiyonize su ile yikandiktan sonra bir hafta boyunca kurumaya birakildi.

Kurutulmus bitki yapraklari 6gutlicii yardimi ile toz haline getirildi.

3.2.2 Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Glnes 15181 altinda kurutulmus ve islemden 6nce deiyonize su ile iyice li¢ kez yikanarak
tozdan arindirilmis (10 g) bitki yapragi, 100 mL'lik deiyonize su ile ekstraksiyon islemine
tabi tutuldu. Su igindeki askida bulunan bitki materyali 60 °C'de 30 dakika isitildi ve
daha sonra oda sicakliginda (24 °C) 60 dakika manyetik karistiricida karistirildi. Nihayet,
elde edilen su ekstrakti stizildi (Whatman filtre kagidi No. 1) ve berrak sivi kissm daha
ileri asamalarda kullanim igin 4 °C'de saklandi. Deneyler de tim cam kaplari deiyonize

suyla iyice yikandi ve firinda kurutuldu.

3.2.3 AgNP Sentezi

AgNP’lerin hazirlanmasinda Ts1AgNP elde etmek icin 1 mL T. spicata yaprak
ekstraktinin son hacminin 1 mM AgNO; ile 100 ml'ye tamamlanarak c¢ozeltinin
karistiriilmasiyla baslandi. AgNP'lerin bliyukligini ve morfolojisini degistirmek amaci
ile ekstrakt miktari Ts2AgNP'leri elde etmek igin 5 ml'ye yikseltildi. Ayrica, AgNP’ler
sirasiyla kolloid CsAgNP’leri ve MpAgNP’leri elde etmek icin 5 ml C. scolymus ve M.
piperita yaprak ekstrakti cam siseye aktarilarak son hacim 100 mL 1 mM AgNO;
sollisyonu ile tamamlanarak sentez baslatildi. Reaksiyon ¢ozeltisi TSIAgNP, Ts2AgNP ve
MpAgNP icin 24 ° C'de (oda sicakliginda) (350 rpm) ve CsAgNP icin 60 °C'de (350 rpm)
karistirildi ve acgik kahve ile koyu kahverengi renk degisimi, glimus iyonlarinin AgNP’lere
déniisimiiniin bir gostergesi olarak kabul edildi. islem sonunda, hazirlanan NP’lerin
(AgNP) kolloidal stispansiyonu, 15 dakika sireyle santrifiij islemine (10.000 rpm, 4 ° C)
tabi tutuldu ve nihai Urin, baglanmayan kalintilarin hepsini ¢ikarmak icin t¢ defa
deiyonize su ile yikandi. Son olarak, saflastiriimis AgNP'ler vakum altinda liyofilizator
vasitas! ile dondurularak kurutuldu ve daha ileri diizeyde kullanim igin koyu renk

siselerde 4 °C'de saklandi.
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3.2.4 CuONP Sentezi

CuONP'lerin hazirlanmasi igin hazirlanan T. spicata (zahter) bitki ekstraktinin 40 ve 80
mL'si sirasi ile Ts1ICUONP ve Ts2CuONP’leri elde etmek icin damla damla son hacim 1
mM sulu CuSO,4-5H,0 sollsyonu ile 500 mL’ye tamamlanacak sekilde cam sise igerisine
aktarildi. Karigim 4 saat boyunca 80 °C'de karistirilarak bekletildi. Reaksiyon
karisimlarinin rengi, 1sitma islemi sirasinda kademeli olarak koyu kahverengiye
donidsmistir ve bu dontisim CuONP’lerin olusumu icin bir gosterge olarak kabul
edildi. Reaksiyon sonunda elde edilen karisim 10.000 rpm 4 °C’de 15 dakika iki kez
deiyonize su ile yikandi ve 100 ° C'de 24 saat kurutulma islemine tabi tutuldu. Kurutma
islemi sonunda elde edilen nihai kurutulmus toz daha ileri analizlerde kullaniimak tizere

uygun bir bicimde etiketli koyu renkli siselerde 4 °C'de saklandi.

3.2.5 FeONP Sentezi

T. spicata ekstraktindan 20 ve 40 mL alindi ve siselere eklenerek son hacim 0,1 M
FeS0,4.7H,0 sollisyonu ile son hacim 100 ml'ye tamamlandi. Ts1FeONP ve
Ts2FeONP’leri elde etmek igin kullanilan 20 ve 40 mL ekstrakt miktari ile karistirilan
FeS04.7H,0 sollisyonu karisimi oda sicakliginda nanopartikll olusumu ve renk degisimi
ile gdozlemlendi. Daha sonra hazirlanan NP’lerin kolloidal slispansiyon, 10,000 rpm 4
°C’de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu. ilk santrifiijden sonra %50'lik etil alkol
kullanilarak santriflij yapilip 1 saat oda sicakhginda kurumaya birakildi ardindan koyu

renk siselerde 4 °C’'de saklandi.

3.2.6 Sentezlenen NP’lerin Karakterizasyonu

3.2.6.1 UV-Vis Analizi

Sentezlenen NP’ler bir kuvars kiiveti icine alinmis ve absorbans 1 nm'lik bir ¢ézlindrlige
ayarlanmis bir Cary 60 UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 200 ila 800 nm dalga boyu

araliginda olcilmdistar.
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3.2.6.2 XRD Analizi

Elde edilen NP tozu, Cu Ka radyasyonu (k = 1.54 A) ile bir ADP PRO 2000 X-isini kirinim
sistemi kullanilarak analiz edildi. XRD paterni 10° ile 80° arasinda 20 araliginda 0,02
adim blyukligh ile calsilmistir. Kristalin alan boyutu Debye-Scherrer formila

kullanilarak hesaplandi.

3.2.6.3 AFM Analizi

Hazirlanan NP c¢ozeltileri saf su ile 100 kat seyreltildi ve seyreltilmis ¢cozeltilerden birer
damla 1 cm x 1 cm boyutlarinda temiz bir cam yiizeye yayildi ve etlivde 40 °C'de
kurutuldu. Bu sekilde hazirlanan 6rneklerin atomik kuvvet mikroskobu ile fotograflari
cekildi. Nanoparcaciklarin morfolojisi XE-100 atomik kuvvet mikroskopisi ile analiz

edildi.

3.2.6.4 NP’lerin Zeta Potansiyelinin Olgiilmesi

Zeta potansiyel 6l¢timleri, 25 ° C'de Malvern Zetasizer Nano-ZS lizerinde, 633 nm'lik bir
dalga boyu ve 1732 geri yansima agcisi ile gergeklestirildi. Tek kullanimlik zeta
potansiyeli hiicreleri (1 cm uzunlugundaki yol), etanol ile durulandi, ardindan numune
yiklemeden once deiyonize su ile yikandi. Zeta Potansiyel analizi, sollisyondaki
(kolloidler) NP’lerin yizey yukinl belirlemek igin kullanilan bir tekniktir. NP’lerin

stabilitesini 6ngoren ylizey durumunu anlamak i¢in de 6nemli bir aractir.

3.2.6.5 NP’lerin Boyut Olgiimleri

Sentezlenen NP’lerin boyut dagilimi, dinamik 1sik sacilmasi (DLS) kullanilarak belirlendi.
Ayrica, NP’lerin polidispersitesi ve boyut dagilimi dlclimleri, deiyonize su ile seyreltilen
NP’lerin sonikasyon islemine tabi tutulmasindan sonra Nanoplus-3 parcacik analiz
cihazi kullanilarak gerceklestirildi. DLS deneylerinden elde edilen polidispersite
indeksleri (PDI) partikil agregasyonlarinin bir kriteri olarak temel alinmistir.
Polidispersite indeksi, DLS-6l¢iilen yogunluk otokorelasyon fonksiyonunun bir kiimiile
analizinden hesaplanan bir parametredir. Kiimile analizinde, tek bir parcacik boyutu

modu varsaylilir ve varsayilan Gauss dagiliminin genisligini tanimlayan otokorelasyon
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fonksiyonuna tek bir {istel uyum uygulanmaktadir. Polidispersite indeksi, boyutsuzdur
ve 0.05'ten kiiclik degerlerin, olduk¢ca monodisperse standartlar disinda nadiren
goriilecegi ve 0,7'den bilyik degerler, numunenin okunamayan ve dolayisiyla DLS
teknigi icin uygun olmayan c¢ok genis bir boyut dagilimina sahip oldugunu

gostermektedir.

3.2.6.6 FTIR Analizi

Fourier donisumi kizilétesi spektroskopisi (FTIR), sentezlenmis NP'ler icin olasi bir
stabilizator olarak islev goren biyo-organik bilesenlerin varligini gosterir. NP'lerin
sentezinden sonra, onunla iliskili biyomolekiller FTIR 6&l¢imleriyle tanimlanmistir.
NP'lerin kuru tozlari yukarida belirtilen sekilde elde edildi. Kurutulmus tozun dikkatli bir
sekilde tartilmis bir miktari FTIR analizine tabi tutulmustur. Numuneler, iyi
sinyal/gurilti orani elde etmek icin 400-4000 cm™ araliginda taranan spektruma sahip
bir kizilétesi kaynagina maruz birakildi. NP'ler Gzerinde bulunan farkli fonksiyonel

gruplari belirlemek icin gesitli titresim modlari tanimlanmis ve tayin edildi.

3.2.6.7 SEM ve EDS Analizi

Sentezlenen NP’lerin kimyasal bilesim analizi ve morfolojisi bir taramali elektron
mikroskobuyla iliskili bir EDS analizéri kullanilarak gerceklestirildi. Sentezlenmis ve
stabilize edilmis NP’lerin ¢ok az miktarda numunesi bir karbon kapli bakir 1zgarada
hazirlandi ve daha sonra puskiirtmeli kaplayici kullanilarak altin tabakayla kaplanarak

SEM goriintisi alindi.

3.2.6.8 TEM Analizi

NP’lerin morfolojisi ve boyut dagilimi TEM kullanilarak degerlendirildi. TEM analizi i¢in
NP sollsyonlari bakir izgaralarina damla kaplama yapildi. Fazla ¢Ozelti bir parca
yumusak filtre kagidi kullanilarak ¢ikarildi. Bakir 1zgara daha sonra oda sicakliginda
kurumaya birakilarak TEM goriintist alindi. Boyut dagilimlari Imagel yazilim paketi

kullanilarak goriinti analizi ile belirlendi [210].
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3.2.7 Sentezlenen NP’lerin Antibakteriyel Aktiviteleri

3.2.7.1 Mikroorganizmalar ve Kiiltiir Ortamlari

Sentezlenen NP’lerin antibakteriyel aktivitesi, Kirby-Bauer disk diflizyon deneyi ile
degerlendirildi. Microbiologics Inc'den (Saint Cloud, ABD) Bacillus cereus (ATCC 11778),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) ve Salmonella
typhimurium'un (ATCC 14028) liyofilize kllturleri tedarik edildi.

3.2.7.2 McFarland Standartlarinin Hazirlanmasi

McFarland Standartlari %1’lik H,SO4 ve %1.175’lik BaCl,.2H,0 kapakli tiiplere Cizelge

3.6’da yer alan hacimlerde karistirilarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.6 McFarland standartlarinin hazirlanmasi igin kullanilacak karisimlarin oranlari

Hacim (mL)
Standart no BaCl, .2H,0 (%1.175) H,S04 (%1)

0.5 0,5 99,5
1 0,1 9,9
2 0,2 9,8
3 0,3 9,7
4 0,4 9,6
5 0,5 9,5
6 0,6 9,4
7 0,7 9,3
8 0,8 9,2
9 0,9 9,1
10 1 9
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3.2.7.3 Disk Difiizyon Yontemi

Bakteri slispansiyonlari, yaklasik 1.5 x 108 koloni olusum birimini (CFU / mL) temsil
eden 0.5 McFarland bulanikhigina ayarlandi. inokulum Mueller Hinton agar plakalarina
yayildive oda sicakliginda havayla kurutuldu. Jel delme aleti yardimi ile Muller-Hinton
Agar plakasinda yaklasik 7 mm capinda kuyu olusturuldu. AgNP’lerin 50 uL'lik alikotlari
kuyulara ilave edildi ve daha sonra disklerin etrafindaki agik alanla gosterilen inhibisyon
boélgelerinin ¢aplari (mm), 35 °C'de 24 saat inklibasyon siiresinin sonunda ol¢lilmistar.
NP’lerin antibakteriyel aktivitesi, gentamisin (10 ug diskler) standart antibiyotik

disklerine kiyasla belirlendi ve deneyler li¢ defa tekrarlandi.

3.2.7.4 Mikrodiliisyon Yontemi

Sentezlenen NP’lerin antibakteriyel aktiviteleri, bakteri gelisiminin inhibisyonuna yol
acan minimum inhibitér konsantrasyonun (MIK) belirlenmesi icin mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak degerlendirildi. NP’lerin stok ¢o6zeltisi, steril 96 kuyucuklu
mikroplakalara 100 pl Mueller Hinton Broth ile 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56
and 0.78 pg/mL konsantrasyon araligina seyreltildi ve test edilen bakteriler ( 10°-10°
CFU/mL ) ile inokule edildi. Sirasiyla pozitif ve negatif kontroller olarak Gentamisin ve
DMSO kullanildi. Ardindan mikroplakalar kapatildi ve 35 ° C'de inkiibasyona birakildi.
24 saat inklibasyondan sonra bakteriyel blylime, her bir bilesigin blylime inhibisyonu
icin MIK degerini belirlemek icin bir mikroplaka okuyucu kullanarak 600 nm'de
Olcllmustlr. Bu deneyler iki tekrar halinde gergeklestirildi. Minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK), calisilan (MiK) seri diliisyonlarinin 24 saat sonra ilgili agar
plakalarina 0.01 mL kullanilarak alt kiltlirlenmesiyle saptanmis ve 37 ° C'de 24 saat
inkiibe edilmis, kolonilerin sayisi belirlenerek besiyerinde bakteri kolonisinin

bliyimesini engelleyen NP’lerin en diisiik konsantrasyonu olarak degerlendirildi [211].

3.2.7.5 Hiicre Bilesenlerinin Salinimi Tayini

AgNp, CuONP ve FeONP neden oldugu zar hasari, ortam igerisine hiicre bilesenlerinin
saliniminin élctilmesiyle de dogrulanabilmektedir [20]. Farkli konsantrasyonlarda (MiK

ve 2 X MiK) NP’ler ile muamele edilmis mikroorganizmalar 37 °C'de 4 saat inkiibe

61



edildi. inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler santrifiij (8000 rpm, 10 dakika) islemine
tabi tutuldu ve toplanan sitpernatantin, 260 nm ve 280 nm'de absorbansi dlgilerek

hiicre bilesenlerinin salinimi analiz edildi.

3.2.7.6 NP'lerin S.aureus Biiyiime Kinetigi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

NP'lerin bakteriyel biyime kinetikleri Uzerindeki etkisi, S. aureus igin bir
spektrofotometre kullanilarak absorbansta artis olarak 540 nm'de oOlglldi.
Nanopartikiiller son konsantrasyonlari 6.25 ve 3.13 pg/mL olacak sekilde seyreltme
islemine tabi tutuldu. Yogunlugu 0.1 absorbans degerine ayarlanan S. aureus Nutrient
Broth besiyerine inokule edilerek toplam 200 ul'lik bir son hacimde 96’lik
mikroplakalarda 37 °C’de 14 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresince 2, 6, 10
ve 14. saatlerde absorbans olgiimleri gerceklestirildi. Deney, pozitif kontrol (inokulum
olmaksizin NP ve besiyeri) ve bir negatif kontrol (NP olmaksizin inokulum ve besyeri)

icerdi.

3.2.8 NP’lerin Antibiyofilm Etkinlikleri

3.2.8.1 Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

S. aureus turunin biyofilm olusturmasinin dogrulanmasi Kongo red agarda yapildi. 37
°C de 24 saat inklibasyon siiresinin sonunda siyah renkli koloniler biyofilm pozitif,
pembe-kirmizi renkli koloniler biyofilm negatif olarak kabul edildi [212]. Biyofilm pozitif
kontrol susu olarak Staphylococcus aureus ATCC 35556 ve biyofilm negatif kontrol

olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu kullanildi.

3.2.8.2 Antibiyofilm Aktivite Tayini

Toplam 10 mL’lik Miller Hinton Broth besiyerine 6ze dolusu bakteri kiltirlerinin ekimi
gerceklestirilerek 24 saat 37 °C de inklbasyona birakildi. Kiltirler daha sonra 1:100
oraninda taze besiyeri ile dilie edildi. 0.2 mL dilie edilmis kaltir 96 kuyucuklu
miroplaklara ilave edildi. Son hacimde 180 ul besiyeri, 10 pl inkiibe edilmis bakteri

kiltirt ve 10 ul NP c¢ozeltisinden ilave edildi. NP’lerin konsantrasyonu 6.25 ve 100
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ug/mL arasinda olacak sekilde ayarlandi. Yalnizca steril sivi besiyeri blank olarak islem
gordii. inkiibasyon isleminden sonra, kuyucuklar 4 kere 0.2 mL fosfat tamponlu salin
(PBS) ile yikandi (pH 7.2). Kuyucuklarda kalan biyofilmler %2 sodyum astetat ile
karistirihip ve %0.1 kristal viyole ile boyandi. Fazla kalan boya deiyonize suyla yikandi ve
kuyucuklar kurutulmaya birakildi. Kuruma isleminden sonra 200 pL % 95 (v/v) etanol
ilave edilip optik yogunluk 620 nm de ¢oklu plaka okuyucuda 6lgildi ve ortalama OD
degerleri biyofilm inhibisyon etkinligi hesaplmasinda asagidaki formul temel alinarak

degerlendirildi.
% biyofilm inhibisyonu =

[1-(ODgyo NP’lerle islem gérmus hiicreler / ODg,o negatif kontrol)x100] (3.1.)

3.2.9 NP’lerin Sitotoksik Aktivetelerinin Belirlenmesi

Biyosentezlenmis farkh AgNP'lerin L929 fare fibroblast hiicre canhhgl Uzerindeki
etkileri, XTT hicre canlihgl testi kullanilarak incelendi. L929 hicreleri DMEM-F12
ortaminda (% 10 Fetal Sigir Serumu, Penicillium-Streptomisin ile takviye edilmistir)
kiltirlenmistir. Hicreler 37 ° C'de % 5 CO, ile inklbe edildi. Tamamen konfluent
hiicreler, kiltlir kabindan ayrilmak Gzere tripsinize edildi. Tripan mavisi boyali hiicreler
Thoma slaytlari ile sayildi ve canli hiicre sayisi 1 mL ortamda 10° canl hiicreye
ayarlandi. Hicre sispansiyonundan 100 pL, 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna

ekildi.

Artan konsantrasyonda (0, 6, 18, 42, 60, 180, 300 pug/mL) NP’ler kuyulara ayri ayri
eklendi (n = 5) ve 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra NP igceren ortam aspire edildi ve
100 puL 0.5 mg/mL 2,3-Bis- (2-Metoksi-4-Nitro-5-Siilfofenil)-2H-Tetrazolyum-5-
Karboksanilid (XTT) ¢ozeltisi (7.5 ug/mL Fenazin metostilfat ile) taze besiyerine ilave
edildi. Plakalar, 37 ° C'de 4 saat daha inklbe edildi ve optik yogunluk, coklu plaka

okuyucu ile 450 nm'de olclilerek degerlendirildi.
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3.2.10 DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesinin Belirlenmesi

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderim aktivitesi degerlendirmesi,
antioksidan aktivite ¢alismalarinda standart bir testtir. Spesifik bilesiklerin radikal
giderim aktivitesinin taranmasi igin hizli bir yontem olarak gérilmektedir. DPPH radikal
giderim aktivitesi 96’lik mikroplakalar kullanilarak yapildi. Kuyularda 12.5-100 pg/mL
arasinda degisen cesitli konsantrasyonlarda NP’ler ilave edildi. Metanolde 0.135 mM
DPPH radikali ¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltinin 100 pl'si bitliin kuyucuklara ilave
edildi. Reaksiyon karisimi daha sonra iyice karistirildi ve 30 dakika boyunca oda
sicakhginda karanlikta birakildi. Emilim daha sonra 517 nm'de spektrofotometrik olarak
Olculdu. Absorbsiyonda gercek azalma, kontrol ile karsilastirilarak élglilmustir. NP’lerin

radikal giderim kabiliyeti asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.
DPPH giderim etkinligi % 100 = ((Abs kontrol-Abs numune) / Abs kontrol) x 100  (3.2)

Abskontrol, DPPH + metanol absorbansini; Absnumune ise DPPH + 6rnek (NP’ler/

standartlari) absorbansini temsil etmektedir.

3.2.11 istatiksel Analizler

Deney sonuglari, U¢ tekrarin ortalama * standart sapmasi (SD) olarak ifade edildi.
Veriler tek yonli varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. 0.05'ten kicgik p
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tim analizler icin Minitab 17 istatistik

paketi kullanildr.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Gumiis NP’ler

4.1.1 AgNP Sentezi

Sentez isleminde yapilan optmizasyon calismasinda (Cizelge 4.1) T. spicata ekstrakti bir
kez T. spicata® ve iki kez T. spicatab filtreden gecirilirek farkh iki filtratla da ¢alisilmistir.
iki defa filtreden gecirilen bitki ekstraktlarinda NP’lerin santrifiij isleminde daha kolay
bir bicimde elde edildikleri tespit edildi. Bundan dolayi iki defa filtre isleminin daha
uygun olacagi dasundldi. Ayni zamanda optimizasyon calismasinda AgNP sentezine

sicaklik ve farkli miktarda T. spicata konsantrasyon etkisi incelendi.

Sekilde 4.1'de gorildigu gibi T. spicata yaprak ekstraktlarinin aracilik ettigi AgNP
sentezinin oda sicakliginda 12 saat iginde kolay bir bicimde geregklestigi tespit edildi;
bu da toksik kimyasallar veya enerji girdileri gerektirmeyen bir sentez isleminin
gerceklestigini gostermektedir. Ayrica, M. piperita yaprak esktrakti kullanilarak AgNP
sentezinin de oda sicakliginda gerceklestigi ve renk degiiminin 60. dakikada basladigi
belirlendi. Bununla birlikte, ekstrakt ve AgNO3 karisiminin 60 °C'de isitma islemine tabi
tutulmasi ile C. scolymus yaprak ekstraktinda etkili renk degisiminin 2 saat sonra
basladigi gbzlemlendi. Mikrodalga ile yapilan sentezde ise 2. dakikada renk degisiminin

basladig gorilda (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 NP sentezinde kullanilan bitkiler ve sentez kosullari

Ornek | Ornek Son AgNO; Ekstrakt | Sentez NP sentezinde
no ismi hacim | konsantrasyonu | miktari sicakhk renk
sartlari degisiminin
baslama siiresi
1 T. 100 1 mM 1mL mikrodalga | 2.dakikada renk
spicata® | mL degisimi basladi
2 T. 100 1 mM 1mL oda sicakligl | 25.dakikada
spicata® | mL renk  degisimi
basladi
3 T. 100 1mM 1mL oda sicakligl | 25.dakikada
spicatab mL renk  degisimi
basladi
4 T. 100 1 mM 5mL oda sicakligl | 25.dakikada
spicatab mL renk  degisimi
basladi
5 T. 100 1 mM 5mL 60 °C 15.dakikada
spicartab mL renk  degisimi
basladi
6 T. 100 1mM 5mL 100 °C 10.dakikada
spican‘ab mL renk  degisimi
basladi
7 T. 100 1 mM 5mL Mikrodalga | 2. dakikada renk
spicata® | mL degisimi basladi
8 C. 100 1 mM 5mL 60 °C 2 saat sonra
scolymus | mL renk  degisimi
b basladi
9 M. 100 1mM 5 ML oda sicaklig | 60. dakikada
piperitab mL renk  degisimi
basladi

@ Ekstraktin bir kez filtreden gegirilmis hali, ® Ekstraktin iki kez filtreden gecirilmis hali
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c

Sekil 4.1 T. spicata yaprak ekstrakti AgNO3 karisimi ile AgNP sentezinin zamana bagli
renk degisimi a) Yaprak ekstrakti-AgNOs karisimi (b) 1 saat sonra yaprak ekstrakti-
AgNOs karisimi (c) 12 saat sonra yaprak ekstrakti-AgNOs karisimi

4.1.2 AgNP UV-Vis Karakterizasyonu

4.1.2.1 AgNP UV-Vis Karakterizasyonu

Siyah-kahverengi renkli numune, deiyonize suda ¢o6ziindiikten sonra NP’lerin suda iyi
bir dagilim géstermeleri icin belirli bir stire sonikasyona tabi tutuldu. Bu sollisyon daha
sonra kivete vyerlestirildi ve NP’lerin ve ekstraktlarin absorbansi UV-Vis
spektrofotometre araciligi ile dlglilerek kaydedildi. Ev tipi mikrodalgada gerceklestirilen
sentezin cok kisa slrede gerceklestigi ve zamana bagh olarak UV-Vis absorbans

degerinde herhangi birdegisimin olmadigi gdzlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 T. spicata sulu ekstraktindan elde edilen 1 numaral 6rnegin zamana bagh
degisimini gosteren UV-Vis analizi
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Sekil 4.3 T. spicata sulu ekstraktindan elde edilen 2 numarali 6rnegin zamana bagh
degisimini gosteren UV-Vis analizi gorinmektedir. Brada zamana bagh olarak

absorbans degerinde bir artis oldugu gozlemlendi.
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Sekil 4.3 T. spicata sulu ekstraktindan elde edilen 2 numarali 6rnegin zamana bagl
degisimini gosteren UV-Vis analizi
Sekil 4.4’te yaprak ekstrakti-AgNOs karisiminin  UV-Vis spektrumlarinin, sirasiyla
Ts1AgNP ve Ts2AgNP icin 452 ve 444 nm'de net pikler sergiledigini gostermektedir.
Elde edilen yizey plasmon rezonans (SPR) bantlari, AgNP'ler icin literatlir raporlariyla
tutarhydi [213], [214]. NP’lerin SPR bantlarindaki fark, sentezde kullanilan T. spicata
yaprak ekstraktlarini farkli miktarlarlarda kullanilmasina bagh olabilir. NP’lerin ig
partikil mesafesi ve cevresindeki ajanlar gibi faktérler SPR sogurumunun ve emiliminin
¢Ozeltideki parcaciklarin dogasina, boyutuna ve sekline hassas olmasi gergegi ile

aciklanabilir.
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Sicakhgin AgNP sentezine etkisi UV-Vis ile degerlendirildi. Sentez igin uygulanan sicaklik

degerinin arttik¢a absorbans
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degerinin arttigi belirlendi (Sekil 4.5). Burada en yliksek

krodalgada sentezi gerceklestirilen AgNP’ler gosterdi.
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Sekil 4.5 T. spicata sulu ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin sicakliga bagh degisimini

gosteren UV-Vis analizi
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Ayrica, CsAgNP ve MpAgNP'in UV-goriinir absorpsiyon spektrumlarinin sirasiyla 458 ve
452 nm'de en yiliksek pik gosterdigi belirlendi (Sekil 4.6 ve 4.7). Burada elde edilen
sonuclar temel alindiginda farkli bitki tirleri kullanilarak elde edilen AgNP’lerin farkli

dalga boylarinda en yliksek absorbans spektrumu gosterdikleri belirlendi.
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Sekil 4.7 MpAgNP UV-Vis analizi

70



4.1.2.2 AgNP XRD Karakterizasyonu

X-1sin1 kirinim  teknigi, T. spicata (Ts2AgNP) aracilikh NP’lerin kristalin yapisini ve
elemental bilesimini belirlemek igin kullanildi (Sekil 4.8). Hazirlanan AgNP’lerin XRD
spektrumu, yiz merkezli kiiplin karakteristik Bragg kirinim planlari (111), (200), (220)
ve (310) olan 26 = 38.15, 44.33, 64.50 ve 77.47'de dort kirlnim bandi gosterdi. Toz
Kirlnim Standartlari Ortak Komitesi (JCPDS) dosya no: 04-0783 veritabaninin
eslesmesinde, sirasiyla, gimisin kristal yapisini icermektedir [215]. Ts2AgNP'lerin
ortalama kristal boyutu, Debye-Scherrer formiiliine gore yaklasik olarak 10 nm olarak

hesaplandi:

D = 0.94\ / BcosB (4.1)
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Sekil 4.8 Ts2AgNP XRD analizi

4.1.2.3 AgNP AFM Karakterizasyonu

AFM, NP’lerin ylzey ozellikleri hakkinda bilgi elde etmek icin gelismis bir mikroskopik
yontemdir. AgNP’lerin ylzey morfolojisini ve 3D topografyasini incelemek icin AFM

analizi gerceklestirildi (Sekil 4.9). AFM gorintilerinin dogrudan gézlenmesi ¢cogunlukla
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20-50 nm arasinda bir boyuta sahip NP’lerin (Ts2AgNP) kiresel sekillerini

gostermektedir.

Sentezlenen NP’lerin AFM goriintileri (2 um X 2um) bir alandaki NP’ler taranarak elde
edildi. Hazirlanan AgNP’lerin sekil ve boyut 6zellikleri AFM kullanilarak incelendi. Sekil

4.9'dan gorilecegi lizere, sentezlenen Ts2AgNP’ler kiiresel formdadir.

Sekil 4.9 Ts2AgNP AFM analizi ve lic boyutlu goriintisi

4.1.2.4 AgNP FTIR Karakterizasyonu

FTIR spektroskopik incelemeler, metal NP’lerin olusumunda metal rediiksiyonunda rol
oynayan olasi fonksiyonelligi arastirmak icin ylrttilmastir. Ekstraktlarin spektrumlari,
AgNO3 c¢ozeltisi eklenmeden 6nce ve sonra kaydedildi. Fonksiyonel gruplari tanimlayan

yogun bantlar, standart degerlerle karsilastirildi. T. spicata ekstrakti Gizerinde 400-4000

72



cm™ bolgedeki 3322.89, 1634.51 ve 599.62 cm™'de bulunan bantlar géraldi (Sekil 4.

10).
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Sekil 4.10 T. spicata ekstrakt FTIR analizi

Ts2AgNP icin 3335.26, 2359.17, 1635.38 ve 600.25 cm™'de bantlar gorildu ve T.

spicata ekstraktinin FTIR analizinde goriilen bantlara goére bazi kaymalar oldugu

belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 T. spicata AgNP FTIR analizi
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C. scolymus yaprak ekstaktinda 3330.66, 2358.70, 1635.05, 646.44 ve 599.76 cm™'de
bantlar gortlmektedir (Sekil 4.12). CsAgNP icin ise 3330.00, 2359.18, 1635.48, 650.19
ve 599.83 cm™'de bantlar gorilmektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12 C. scolymus yaprak ekstrakti FTIR analizi
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Sekil 4.13 C. scolymus AgNP FTIR analizi

M. piperita yaprak ekstakti icin 3333.06, 2359.17, 1635.28, 650.173 ve 600.09 cm1'de
bantlar gorilmektedir(Sekil 4.14).MpAgNP icin ise 3334.16, 2359.20, 1635.46, 650.10

ve 600.13 cm™de keskin bantlar gorilmektedir(Sekil 4.15). Ayrica asagida gérilen
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diger bazi diger piklerde mevcuttur. 3335 cm™ civarindaki bantlar, ekstraktaki fenolik
bilesiklerden O-H gerilme titresimi sergilemektedir. 2359 ve 1635 cm™'de bulunan pik,
sirastyla, amidlerin N-H uzantisini ve alkenlerin C = C uzantisini veya amidlerin C = O
uzanimini temsil eder [216]. Ozellikle, sirasiyla C. scolymus yaprak ekstrakti icin 2358 ve
M. piperita yaprak ekstrakti icin 2359’da gortilen pik T. spicata yaprak ekstraktinda
gorilmemistir. 600'deki pikin ise alkil halojentrlere C-Cl germe titresimlerine karsilik
geldigi distnilmektedir. Bu fonksiyonel gruplar AgNP’lerin yesil sentezinde etkili bir
role sahip olabilirler. Ancak, olasi mekanizma heniiz belirsiz ve daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ duymaktadir.

1007 A

3750027 373446 %
B
.

"
—
—
S — e
1458 B7 3
1418,267 5
/
S/
//

-ansmittance
1635287 ———
1506,99

%Tr

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1300 1600 1400 1200 1000 500 600

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.14 M. piperita yaprak ekstrakti FTIR analizi
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Sekil 4.15 M. piperita AgNP FTIR analizi

4.1.2.5 AgNP SEM ve EDS Karakterizasyonu

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ve Enerji Dagilimi X-RAY Spektroskopisi (EDS)
calismalari, Ts2AgNP'lerin kiiresel dogasini ortaya koymustur (Sekil 4.16 ve 4.17). EDS
analizi, NP’lerin olusumunda rol oynayabilecek elementlerin nitel ve nicel statlsini
vermektedir. EDS spektrumu giimis bolgede yaklasik 3 keV'de glicli bir sinyal ortaya
cikarir ve AgNP'lerin olusumunu teyit eder. Genel olarak, metalik glimis nanokristaller,
ylizey plazmon rezonansi nedeniyle yaklasik 3 keV'de tipik bir optik absorpsiyon piki
gosterirler [217].Hazirlanan Ts2AgNP'lerin EDS analizi, her element ylizdesinin Ag (%

85.18), Cl (% 5.95), Si (% 5.60) ve P (% 3.28) oldugunu gostermistir (Cizelge 4.2).
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SU1510 20.0kV 15.0mm x10.0k SE

Sekil 4.16 Ts2AgNP SEM goriintisi

Fed

Sekil 4.17 Ts2AgNP EDS spektrumlari
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Cizelge 4.2 Ts2AgNP’lerin EDS analizine gore elementlerin agirlikga yizdeleri

Element Weight % Weight %
Sigma
Ag 85.18 1.18
Cl 5.95 0.70
Si 5.60 0.70
P 3.28 0.79
Total 100.00

Ayni sekilde CsAgNP ve MpAgNP’lerinde element analizi ve kiresel yapisi acgik¢a
gorilmektedir (Sekil 4.18, 4.19, 4.20 ve 4.21). Ayrica, EDS sonuclari Cs2AgNP’lerin Ag
(% 84.25), Cl (% 15.75), ve MpAgNP’lerin ise Ag (% 45.17), O (% 50.08), Cl (% 1.65) ve
Cd (% 3.10) elementlerin agirlikga ylzdesini gostermistir (Cizelge 4.3 ve 4.4).

&

%

SU1510 20.0kV 14.8mm x10.0k SE

Sekil 4.18 CsAgNP SEM gorintisi
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Sekil 4.19 CsAgNP EDS spektrumlari

Cizelge 4.3 CsAgNP’lerin EDS analizine gore elementlerin agirlikca ylizdeleri

Element Weight % Weight %
Sigma
Cl 15.75 0.47
Ag 84.25 0.47
Total 100.00

Sekil 4.20 MpAgNP SEM goriintisi
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Sekil 4.21 MpAgNP EDS spektrumlari

Cizelge 4.4 Sentezlenen MpAgNP’lerin EDS analizine gore elementlerin agirlik¢a

ylzdeleri
Element Weight % Weight %
Sigma

Ag 45.17 0.77

o 50.08 0.84

Cl 1.65 0.08

Cd 3.10 0.35
Total 100.00

4.1.2.6 AgNP TEM Karakterizasyonu

Ekstrakt miktarindaki degisimle birlikte AgNP'lerin morfolojik karakterizasyonu ve
boyut degisimi TEM kullanilarak mikroskopik analizle incelendi. Sekil 4.22’"de 1 mL T.
spicata yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin li¢gen, altigen ve kiresel gibi cok
cesitli sekillerde olustuklari gozlendi. TEM ile cap 6lcimleri, rastgele secilmis 100
partikllin histogramin da normal dagilim ile gosterildi ve Ts1AgNP icin ortalama

tanecik capi 70.2 nm ve ¢cap dagilimi 37.6 ila 128 nm arasinda gergeklesti (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22 Ts1AgNP TEM analizi

Ortalama: 70.2

Frelkans

Cap (nm)

Sekil 4.23 Ts1AgNP TEM ortalama biyukltk dagilimi

Fakat, 5 ml ekstrakt kullanilarak hazirlanan AgNP'lerin ki¢lk kiresel formasyon
gosterdikleri tespit edildi (Sekil 4.24). Ts2AgNP'lerin ¢ap dagilimi, 11.8 ila 57.2 arasinda
ve, ortalama partikiil cap1 25.1 nm olarak belirlendi (Sekil 4.25). Yapilan TEM analizleri,
iki farkli T. spicata yaprak ekstrakt konsantrasyonu ile elde nanopartikiil seklinin ve

ortalama pargacik ¢apinin degistigini gosterdi.
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Sekil 4.24 Ts2AgNP TEM analizi

Ortalama: 25.1
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Sekil 4.25 Ts2AgNP TEM ortalama biyuklik dagilimi
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Sekil 4.26 ve 4.27, CsAgNP'lerin 35 nm pargacik ¢apina sahip oldugunu ve kiresel

formasyonda olduklari tespit edildi.

Sekil 4.26 CsAgNP TEM analizi

251

COrtalama: 35

208 +

19 4

Frekans

Cap am)
Sekil 4.27 CsAgNP TEM ortalama buylklik dagihmi
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Sekil 4.28 ve 4.29°da MpAgNP'lerin ortalama cap buyuklGginin 24.2 nm oldugunu
gosterdi. Elde edilen TEM gorintisinde nanopartikillerin kiresel formasyonda

olduklari gozlendi.

2007

Sekil 4.28 MpAgNP TEM analizi

Ortalama: 24.2

Sekil 4.29 MpAgNP TEM ortalama bulyuklik dagilimi
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4.1.2.7 AgNP DLS ve Zeta Potansiyel Karakterizasyonu

Reaksiyon karisimlarindaki AgNP'lerin ortalama pargacik boyutu, boyut dagilimi ve
PDI'si DLS yontemi ile belirlendi. DLS ile belirlenen ¢ozeltideki Ts1AgNP icin ortalama
parcacik ¢ap boyutu 147.7 nm olarak bulundu. Ts1AgNP’lerin polidisperiste indeksi
(PDI) ise 0.288 olarak belirlendi (Sekil 4.30). DLS analizi sonucunda ortaya Ts1AgNP
ortalama pargacik ¢ap blyuklugi icin ¢ikan sayisal degerler yogunluk dagiliminda 252.7
nm, hacim dagiliminda 58.2 ve sayi dagiliminda 39.3 nm olarak tespit edildi (Cizelge
4.5). Bu sonuclara gore, ortalama parcacik cap blyukligi icin TEM sonuglarina en yakin

DLS sonucunun sayi dagilimda ortaya ¢iktigi belirlendi.
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Sekil 4.30 Ts1AgNP DLS analizi
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Cizelge 4.5 Ts1AgNP DLS analizi sonucunda ortaya cikan sayisal degerler

Yogunluk Hacim Dagilimi | Sayi Dagilimi
Dagilimi

GCap | Standart | Cap | Standart | Cap | Standart
(nm) | sapma | (hm) | sapma | (nm) | sapma

252.7 | 216.3 | 58.2 36.0 39.4 11.3

Ts1AgNP icin ortalama pargacik ¢cap boyutu 58.4 nm olarak bulundu. Ts1AgNP’lerin
polidisperiste indeksi (PDI) ise 0.314 olarak belirlendi (Sekil 4.31). DLS analizi
sonucunda ortaya Ts2AgNP ortalama pargacik ¢ap blyuklGgu icin ¢ikan sayisal degerler

yogunluk dagiliminda 100.4 nm, hacim dagihminda 25.3 ve sayi dagiliminda 17.2 nm
olarak tespit edildi (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.31 Ts2AgNP DLS analizi
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Cizelge 4.6 Ts2AgNP DLS analizi sonucunda ortaya cikan sayisal degerler

Yogunluk Hacim Dagilimi | Sayi Dagilimi
Dagilimi

GCap | Standart | Cap | Standart | Cap | Standart
(nm) | sapma | (hm) | sapma | (nm) | sapma

100.4 81.2 25.3 15.4 17.2 4.9

CsAgNP icin ortalama parcacik ¢ap boyutu 119.2 nm olarak bulundu. CsAgNP’lerin
polidisperiste indeksi (PDI) ise 0.246 olarak belirlendi (Sekil 4.32). DLS analizi
sonucunda ortaya CsAgNP ortalama parcacik ¢ap blyuklGgi icin ¢ikan sayisal degerler
yogunluk dagiliminda 140.9 nm, hacim dagihminda 79.4 ve sayi dagiliminda 60 nm
olarak tespit edildi (Cizelge 4.7).
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Sekil 4.32 CsAgNP DLS analizi
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Cizelge 4.7 CsAgNP DLS analizi sonucunda ortaya ¢ikan sayisal degerler

Yogunluk Hacim Dagilimi | Sayi Dagilimi
Dagilimi

GCap | Standart | Cap | Standart | Cap | Standart
(nm) | sapma | (hm) | sapma | (nm) | sapma

140.9 68.8 79.4 33.0 60.0 15.9

MpAgNP icin yapilan DLS sonuglarina gore, ortalama pargacik ¢ap boyutu 104.9 nm
olarak bulundu. MpAgNP’lerin polidisperiste indeksi (PDI) ise 0.251 olarak belirlendi
(Sekil 4.33). DLS analizi sonucunda ortaya MpAgNP ortalama pargacik ¢cap blylkligu
icin ¢ikan sayisal degerler yogunluk dagiliminda 145.2 nm, hacim dagihminda 62.9 ve

sayl dagihminda 44.6 nm olarak tespit edildi (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.33 MpAgNP DLS analizi
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Gizelge 4.8 MpAgNP DLS analizi sonucunda ortaya ¢ikan sayisal degerler

Yogunluk Hacim Dagilimi | Sayi Dagilimi
Dagilimi

GCap | Standart | Cap | Standart | Cap | Standart
(nm) | sapma | (hm) | sapma | (nm) | sapma

145.2 87.7 62.9 31.1 44.6 12.7

Zeta potansiyeli, soliisyondaki metal NP’lerin kararhligini ve dagilimini belirlemek igin
onemli bir parametre olarak kabul edilirken ayni zamanda numunenin soliisyonda

sahip oldugu toplam yik{ de géstermektedir.

+30 mV'den yiksek veya -30 mV'den kiglk Zeta potansiyelleri olan sivi icerisindeki
NP’ler tipik olarak stabil kabul edilmektedir. Bunun nedeni, askida kalan tim NP’lerde
mevcut olan blyilk negatif veya pozitif Zeta potansiyelinin parcaciklarin bir araya
gelmesi igin itilmeye ve zorluga yol agmasidir. Bununla birlikte, NP’lerin Zeta
potansiyelinin dislik olmasi durumunda, pargaciklarin bir araya gelip aglomerasyon

olusturmasini engelleyebilecek giic bulunmamaktadir.

Cizelge 4.9 Nanoakiskanlarin Zeta potansiyeli ile iliskis i[217]

0-+t5mV Hizli koagtilasyon veya flokilasyon
+10mV-+30mV Hassas dispersiyon esigi
+30mV-+40mV Orta stabilite
+40 mV - + 60 mV lyi stabilite
+ 61 mV'den fazla Mikemmel stabilite
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Ayrica, deiyonize suda sonikatdr yardimi ile homojen dagilmis biyosentezlenmis AgNP,
siraslyla Ts1AgNP, Ts2AgNP, CsAgNP ve MpAgNP icin -34.8, -34.3, -39.9 ve -30.5, mV'lik
zeta potansiyel degerlerini gosterdi (Sekil 4.34, 4.35, 4.36 ve 4.37). Cizelge 4.9’a gore

elde ettigimiz AgNP’lerin stabilitesinin “orta stabilite” gurubunda yer aldigi belirlendi.

Ortalama(mV) Alan (%) Std.Sapma(mV)
Zeta Potansiyeli (mV): -34,8 Pik1: -34.8 100,0 7.62
Zeta Potansiyeli Dagilimi
250000
£ 200000
>
3
v
£ 150000
© |
a
2 100000
50000
0
-100 0 100 200
Zeta Potansiyeli (mV)
Sekil 4.34 Ts1AgNP zeta potansiyeli
Ortalama(mV) Alan (%) Std.Sapma(mV)
Zeta Potansiyeli (mV): -34,3 Pik 1: -34,3 100,0 8,05
Zeta Potansiyeli Dagilimi
160000
140000
£ 120000
s [
& 100000}
,_Ew 80000}
S 60000
hd A
40000
20000
0
Zeta Potansiyeli (mV)

Sekil 4.35 Ts2AgNP zeta potansiyeli
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Ortalama(mV) Alan (%) Std.Sapma(mV)
Zeta Potansiyeli (mV): -39,9 Pik 1: -40,3 97.5 7,01

Zeta Potansiyeli Dagilhmi

00000+ ===+ == v e rmm e e T TN PR

E 150000+ v crnrrrieneriiieeee e RO
[+
w N
£ : : : :
B 100000 - -eeeeeeeend I B F . ek
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Zeta Potansiyeli (mV)
Sekil 4.36 CsAgNP zeta potansiyeli
Ortalama(mV) Alan (%) Std.Sapma(mV)
Zeta Potansiyeli (mV): -30,5 Pik 1: -30,5 100,0 8,45
Zeta Potansiyeli Dagilhmi

160000

140000
£ 1200007
Z 1000001
£ 80000
©
S 600007
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Sekil 4.37 MpAgNP zeta potansiyeli

4.1.3 AgNP'lerin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi

Secilen Gram pozitif bakterilerin (Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus) ve Gram-
negatif bakterilerin (Escherichia coli ve Salmonella typhimurium) biyosentezlenmis
AgNP’lere yénelik in vitro duyarhliklari, disk diflizyonu ve mikrodiliisyon yontemleri ile
belirlendi. NP’leri iceren diskler etrafindaki zon bélgesinin ¢api (mm), Cizelge 4.10 ve
Sekil 4.38'de gosterildi. Elde edilen sonuglara gore, Ts1AgNP, Ts2AgNP ve CsAgNP'lerin
B. cereus'a karsi olusturmus olduklari inhibisyon zonu 14.67 + 0.35, 14.10 + 0.10 mm
iken, MpAgNP’ler ile muamele edilmis B. cereus inhibisyon zon bolgesi ise 14,40 £ 0,26
mm olarak belirlenmistir. CsAgNP'ler ile muamele edilen S. aureus icin saptanan

maksimum inhibisyon zonu 18.53 + 0.45 mm olarak gézlemlendi. Ts1AgNP, Ts2AgNP ve
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MpAgNP’ler ile muamele edilmis ornekler igin elde edilen inhibisyon zonu sirasiyla
16.20 £ 0.10, 13.37 £ 0.15 ve 12.93 £ 0.38 mm olarak belirlendi. Ts1AgNP ve Ts2AgNP
mumalesinden sonra kaydedilen inhibisyon zon ¢api, E. coli'de 11.60 + 0.20 ve 11.40 +
0.20 mm; S. typhimurium'da sirasiyla 14.20 + 0.20 ve 11.30 + 0.10 olarak elde
edilmistir. CsAgNP ve MpAgNP'ler, E. coli'de 12.63 + 0.40 ve 11.10b * 0.10 mm
inhibiszyon zon c¢api gésterdi ve S. typhimurium igin ise inhibisyon zon ¢ap1 12.57 £ 0.15

ve 10.60 £ 0.20 mm olarak olguldi.

Cizelge 4.10 Disk diflizyon yontemi ile bakteri suslarina karsi glimis NP’lerin mm
cinsinden zon bolgeleri (¢ap)

Ornekler
Ts1AgNP Ts2AgNP CsAgNP MpAgNP

« B.cereus 14.67°+0.35 14.10°t0.10 14.40°+0.26 -
S (ATCC11778)
o
E S. aureus 16.20°+0.10 13.37°+0.15 18.53°+0.45 12.93°+0.38
O

(ATCC 25923)
« E coli 11.60°°+0.20 11.40*°+0.20 12.63°+0.40 11.10°+0.10
8  (ATCC25922)
=2
€ S typhimurium 14.20°:0.20 11.30°+#0.10 12.57°+0.15 10.60%#0.20
O

(ATCC 14028)

B. cereus = Bacillus cereus; S. aureus = Staphylococcus aureus, E. coli = Escherichia coli,

S. typhimurium = Salmonella typhimurium
* Veri noktalari ortalama % standart sapma (ortalama + SD) seklinde ifade edildi.

— Bir antibakteriyel aktivite gostermez.

92



25,00 -

T

20,00 - T
T 1500 1 i B Ts1ANP
E & - - & Ts2AgNP
a o i o E CsAgNP
S 1000 - |- - - - & MpAgNP
e . B AgNO3
hod o M Gentamisin

500 - |

0,00 L L & e Il

B. cereus S. aureus E. coli S. typhimurium
Bakteriler

Sekil 4.38 AgNP’lerin ile bakterilere karsi gostermis olduklari antibakteriyel aktivitenin
mm cinsinden zon caplari

NP’lerin 200 ila 1.56 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlari, Cizelge 4.11'de
gosterilen MIK ve MBK degerlerini belirlemek igin test edildi. MiK, gorinir bir
bliiyimenin olmadigl en diisik konsantrasyon olarak tanimlandi; buna karsiik MBK,
koloni gérilmeyen en dislik konsantrasyon olarak tanimlandi [218]. AgNP'lerin gram-
pozitif bakterilere yénelik MiK ve MBK degerleri 12.5 ila 100 pg/mL arasinda iken,
AgNP’lerin MIK ve MBK degerleri gram negatif bakterilerde daha yiiksekti. Cizelge
4.11'de belirtildigi gibi, biyosentezlenmis AgNP’ler arasinda, MpAgNP'lerin B. cereus’a
karsi daha az aktivite gdstermesine ragmen, CsAgNP'lerin 12.5 pg/mL MiK degeri ile
(25 ug/mL MBK) gram-pozitif bakterilere karsi en yiliksek antibakteriyel etkinligi
gosterdigi belirlendi. Sonuclar, Ts2AgNP'lerin MiK degerlerine kiyasla Ts1AgNP'lerin B.
cereus, E. coli ve S. typhimurium icin daha diisik MIK degerlerine neden oldugunu
gostermektedir. TsIAgNP'nin MiK degerleri sirasiyla gram-pozitif bakterilerde ve gram-
negatif bakterilerde 25 ve 50 pg/mL (50 ve 100 MBK) olarak elde edildi. Sirasiyla B.
cereus, E. coli ve S. typhimurium'da Ts2AgNP’ler icin MiK degerleri sirasiyla 50, 100 ve

100 pg/mL olarak bulundu. Ekstrakt konsantrasyonunun farkli oranlarda kullanilmasiyla
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kaydedilen sonuglara gore, daha yiksek ekstrakt konsantrasyonunda elde edilen

AgNP’lerin en dlsuk antibakteriyel etkinligi sergiledigini gosterdi.

Cizelge 4.11 Mikrodilisyon yontemi ile bakteri suslarina karsi glimis NP’lerin minimum
inhibisyon ve bakterisidal konsantrasyonlari (MiK ve MBK) (ug/mL

Gram Pozitif Gram Negatif
Ornekler B. cereus S. aureus E. coli S. typhimurium
MiK  MBK MiK MBK MiK MBK MiK MBK
Ts1 25 50 25 50 50 100 50 100
Ts2 50 50 25 50 100 100 100 200
Cs 12,5 25 12,5 25 50 100 25 50
Mp 100 100 50 100 100 200 200 200

Biyosentezlenmis AgNP’lerin neden oldugu membran hasari, ortamdaki hiicre bilesen
aliniminin belirlenmesi Ts1AgNP ve CsAgNP’ler icin bir kez daha gosterildi. Membran
hasari hiicresel bilesenlerin, en 6nemlisi proteinlerin ve nikleik asitlerin kaybiyla
sonuclanir ve buda 280 ve 260 nm'de absorbans olcerek belirlenebilir [20,43].
Hazirlanan AgNP’lerin artan konsantrasyonlari ile birlikte 280 ve 260 nm'de
absorbansta bir artis gozlendi (Cizelge 4.12 ve 4.13). Bu sonuglar AgNP’lerin bakteriyel
membrani doza bagimh bir sekilde yok ettigini ve bunu periplazmik proteinlerin ve
niikleik asitlerin ortama salinmasinin takip ettigini gostermektedir [43,44]. Ts1AgNP ve
CsAgNP’ler icin MIK ve 2xMIiK miktarinda maruz biraktigimiz bakterilerin hiicre
bilesenlerinin salinim tayinindeki elde ettigimiz sonuclarina gore antibaktriyel etkisi
fazla olan AgNP’lerin OD260 ve OD280 degerlerinin daha yliksek oldugu bulundu.
Ts1AgNP’leri ile 2XMIiK konsantrasyonunda muamele edilen S. aureus OD260 ve
0OD280’de sirasiyla 0.34 ve 0.47 degerlerini gostererek test edilen bakteriler arasinda

en yliksek deger oldu.
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Cizelge 4.12 Ts1AgNP’ler ile muamele edilen bakterilerin hiicre bilesenlerinin
saliniminin élgtImesi

Mikroorganizmalar Ts1AgNP 0D260 0OD280
konsantrasyonu
B. cereus 0 0.007 0.09
MIK 0.20 0.32
2xMIK 0.29 0.41
S. aureus 0 0.009 0.08
MiK 0.28 0.36
2xMIK 0.34 0.47
E. coli 0 0.007 0.06
MiK 0.15 0.21
2xMIK 0.22 0.29
S. typhimurium 0 0.006 0.07
MiK 0.18 0.25
2xMiK 0.26 0.34

AgNP’ler arasinda ise CsAgNP’ler ile muamele edilen S. aures’ta en ylksek OD260 ve
OD280 sirasiyla 0.34 ve 0.47 degerleri elde edilerek bulundu. Ayrica AgNP’lerin doz
miktari arttikca OD degerlerininde yilikseldigi ve membran hasarinin arttigl ortaya

cikarildi
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Cizelge 4.13 CsAgNP’ler ile muamele edilen bakterilerin hiicre bilesenlerinin saliniminin

Olglilmesi
Mikroorganizmalar CsAgNP 0D260 0OD280
konsantrasyonu
B. cereus 0 0.007 0.09
MIK 0.23 0.34
2xMIK 0.30 0.42
S. aureus 0 0.009 0.08
MiK 0.32 0.38
2xMIK 0.37 0.46
E. coli 0 0.007 0.06
MiK 0.17 0.24
2xMiK 0.23 0.31
S. typhimurium 0 0.006 0.07
MiK 0.16 0.24
2xMiK 0.24 0.32

AgNP'lerin S. aureus blyume kinetikleri (zerindeki etkisi bir spektrofotometre
kullanilarak absorbansta meydana gelen artis olarak 540 nm'de 6l¢ildi. NP’lerin son
konsantrasyonlari 6.25 ve 3.13 ug/mL olacak sekilde ¢alisildi. Ts1AgNP ile Ts2AgNP’yi
kiyasladigimizda 6.25 pg/mL konsantrasyonda Ts1AgNP’nin S. aureus’un buyimesini

daha da yavaslattigi goériinmektedir ( Sekil 4.39 ve 4.40).
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Absorbans (540 nm)
(=] (@]

Sekil 4.39 Ts1AgNP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un biyliime profilinde
zamana bagl degisim
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Sekil 4.40 Ts2AgNP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un biyliime profilinde
zamana bagh degisim

Cs2AgNP ve MpAgNP’lerin ise sirasi ile 14 saat sonunda 6.25 pg/mL konsantrasyonda
0.07 ve 0.10 ve 3.13 pg/mL konsantrasyonda 0.15 ve 0.16’lik bir absorbans artis degeri
kaydedildi. Bu da CsAgNP’lerin S. aureus’un blyiumesini diger tim NP’lere kiyasla daha

fazla olumsuz yonde etkiledigi goriinmektedir (Sekil 4.41 ve 4.42)
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Sekil 4.41 CsAgNP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un biiyiime profilinde

zamana baglh degisim
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Sekil 4.42 MpAgNP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un biyliime profilinde

zamana baglh degisim

konsantrayonunda da ise absorbans artis degeri 3.13 pg/mL

AgNOs5’Un her iki

konsantrasyon icin 14 saat sonunda 0.02 olarak kaydedilirken T. spicata ekstraktinin

1/4 ve 1/8’ lik seyreltme oranlarinda sirasi ile 0.30 ve 0.35 degerinde bir absorbans

artisi kaydedildi ( Sekil 4.43 ve 4. 44).
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Sekil 4.43 AgNOs’lin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un blyliime profilinde

zamana baglh degisim
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Sekil 4.44 T. spicata ekstraktinin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un biyime

profilinde zamana bagli degisim

Sekil 4.1
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4.1.4 AgNP'lerin Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Sekil 4.45 Congo Red Agar'da slime Uretiminin fenotipik ekspresyonu. A: siyah
koloniler, biyofilm Ureticisi ; B: kirmizi koloniler, biyofilm {retcisi olmayan.

Sekil 4.45'de S. aureus suslarinin Congo Red Agar'da slime Uretiminin fenotipik
ekspresyonu gorinmektedir ve NP’lerin antibiyofilm etkinlikler biyofilm Ureticisi
oldugu dogrulanan siyah koloniler meydana getiren sus ile gerceklestirildi. Sekil
4.46'daki sonuglar, AgNP'lerin konsantrasyona bagli biyofilm olusum inhibisyonunu
gostermektedir. Veriler 6.25 ve 100 pg/ml'de konsantrasyon araliginda 24 saat

uygulamadan sonra olusan biyofilm inhibisyon yiizdelerini gostermektedir.

CsAgNP 6.25 ve 100 pg/ml'de S. aureus tarafindan olusturulan biyofilmlerin
olusumunu % 59 + 0.7'sini ve % 80 * 0.9'unu inhibe ederk Ts1AgNP, Ts2AgNP, MpAgNP
ve AgNOs’e kiyasla en yiksek inhibisyon degerini gosterdi. 100 pg/mL'de sirasi ile
Ts1AgNP, Ts2AgNP ve MpAgNP igin % 68 + 1.0 , % 61 + 3.3 ve % 62 + 2.5 sayisal
degerinde S. aureus biyofilm olusum inhibisyon degeri gorildi. 6.25 pg/mL'de ise sirasi
ile TSIAgNP, Ts2AgNP ve MpAgNP icin % 48 + 1.3, % 41 + 0.8 ve % 40 * 0.8 inhibisyon

inhibisyon degeri bulundu.
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Sekil 4.46 Sentezlenen AgNP’lerin S. aureus’a karsi gostermis olduklari antibiyofilm
aktivitelerinin % inhibisyon degeri

4.1.5 AgNP’lerin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

XTT'nin prensibi, XTT'nin mitokondriyal aktivite sonucu turuncu renkli suda ¢6zlnir
boyaya donustirilmesine dayanmaktadir. Yalnizca canli hiicreler XTT reaktanini
donustirme ozelligine sahiptir, bu nedenle optik absorbsiyon degeri dogrudan hiicre
canhhg ile ilgilidir. L929 hiicrelerindeki Ts1AgNP, Ts2AgNP, CsAgNP ve MpAgNP'in XTT
sonuclari sirasiyla Sekil 4.47, 4.48, 4.49 ve 4.50'de gosterildi. Sekil 4.1-48,
Ts1AgNP'lerin  L929 hiicreleri (zerindeki etkisini gostermektedir. Hlcrenin
yasayabilirligi, NP'lerin artmis konsantrasyonlari ile 6nemli derecede etkilenmistir. Sekil

4.47'e gore, hiicre yasayabilirligi, 50 ug/mL konsantrasyonda dismustir.
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Sekil 4.47 Ts1AgNP’lerin L929 hiicreleri izerine sitotoksik aktivitesi

Sekil 4.48, Ts2AgNP'lerin hicreler lzerindeki toksik etkisini gosterir ve sekilde
goruldugu gibi, hicreler canlihgini yaklasik 150 ug/mL konsantrasyonunda tamamen

kaybederler.

Ts2AgNPs
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Sekil 4.48 Ts2AgNP’lerin L929 hiicreleri lGzerine sitotoksik aktivitesi
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CsAgNP'ler, digerleri NP’ler arasinda, Sekil 4.49'da gorildiugi gibi en toksik AgNP’lerdir.
Elde edilen sonuglar, CsAgNP’lerin hem antibakteriyel hemde sitotoksik aktivitelerinin
diger NP’lere gore oldukca yiiksek oldugunu gosterdi ve bunun da bitki icerigindeki

0zglin biyomolekillerden kaynaklandigi distiintilmektedir.

CsAgNPs
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[ ]

0,000
0 50 100 150 200 250 300 350
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Sekil 4.49 CsAgNP’lerin L929 hiicreleri Gizerine sitotoksik aktivitesi

MpAgNP'lerin toksisite profili, Ts2AgNP'lerle benzerdir ve incelenen NP’ler arasinda en
az toksik etkiye sahiptir. Hlcreler yaklasik 150 ug/mL konsantrasyonunda canhliklarini
kaybettiler (Sekil 4.50). Sekil 4.51'de ise AgNOs’lin L929 hiicreleri Uzerine sitotoksik

aktivitesi gorilmektedir.
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Sekil 4.50 MpAgNP’lerin L929 hiicreleri izerine sitotoksik aktivitesi

Sekil 4.1

AgNO,
i)
<
[h}
a
>
o
@)

. ®
100 150 200 250 300 350
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.51 AgNOs’lin L929 hiicreleri Gzerine sitotoksik aktivitesi

4.1.6 AgNP Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Oksidatif stres, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli kronik hastaliklarin

baslica nedeni olarak tanimlanmistir [219]. AgNP'lerin antioksidan potansiyeli DPPH
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serbest radikal giderim aktivitesi agisindan degerlendirildi ve sonuglar Sekil 4.52'de
sunuldu. AgNP'lerin DPPH radikal giderim aktivitesi doza bagimliydi ve en yiksek
inhibisyon 100 pg/mL konsantrasyonunda % 48.8 sayisal degeri ile MpAgNP’ler
gosterdi. Pozitif kontrol olarak kullanilan askobik asid 100 ug/mL icin % 90.3 sayisal

degerinde aktivite gosterdi.

100 -
£ 90 g8
(1] ::::
T 80 -
> 70
% 60 01 Askorbik asid
E 50 B Ts1AgNP
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g 40 ETs2AgNP
[+/]
30
; B CsAgNP
& 20
a & MpAgNP
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0

12,5 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL

Konsantrasyon

Sekil 4.52 AgNP’lerin gostermis olduklari % DPPH serbest radikal giderim aktivite
degerleri

4.2 Bakir Oksit NP’ler

4.2.1 CuONP Sentez ve Karakterizasyonu

Bu calismada, CuONP T. spicata yapraklari kullanilarak, herhangi bir zararli indirgeyici
veya kaplayici madde kullanilmadan, organik c¢oziciller yerine su ¢Ozlici olarak
ekstrakte edilmis sollisyon kullanilarak sentezlenmistir. NP’lerin sentezinde, bitki 6zl
hem indirgeyici hem de kapayici (capping) ajanlar olarak hareket edebilir. Sekil 4.53’de
T. spicata yaprak ekstrakti CuSO4.5H,0 karisimi sonrasi CUONP sentezini gosteren renk

degisimi gosterildi.
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Sekil 4.53 T. spicata yaprak ekstrakti CuSO4.5H,0 karisimi sonrasi CUONP sentezini
gosteren renk degisimi

CuONP sentezi 4 saat boyunca 80 °C'de karisim karistirilarak gergeklestirildi.
CuONP'lerin olusumu UV-Vis spektroskopisi ile kontrol edildi. Sekil 4.54, CuONP
olusumunun UV-Vis spektrumunu gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglar, yesil
sentezlenmis CuONP'lerin maksimum absorbansinin, nano boyutlu kuprik oksit
partikillerin yizey plazmon emilimine bagh olarak 247 nm'de oldugunu gosterdi.
Reaksiyonun rengini degismesi ve maksimum pik degerinin 247 nm'de gerceklesmesi

reduksiyon islemini ve NP’lerin olusumunu gosterdi.
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Sekil 4.54 T. spicata ekstrakti araciligl ile sentezlenen CuONP’lerin UV-Vis spektrumu
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Ts2CuONP’lerin ylzey morfolojisini ve 3D topografyasini incelemek igin AFM analizi
gerceklestirildi (Sekil 4.55). AFM analizi sonucunda ¢ogunlukla Ts2CuONP’lerin 50 nm
civarinda bir parcacik boyutuna sahip olduklari ve kiiresel formasyon gosterdikleri

belirlendi.

re Meirm) Mafe}  Mdpw) Mearspm) Rovm)  Refm) Rairm) L L
BRsa 259  N24T 265 0000 57182 11908 9455 0S80 QI 275

Sekil 4.55 Ts2CuONP AFM analizi

Sekil 4.56'da gosterildigi gibi ortaya ¢ikan CUONP’lerin ylizey yapisini karakterize etmek
icin FTIR analizi gerceklestirildi. Gorlinen bantlar, NP’ler (zerine adsorbe edilen
biyomolekillerin fonksiyonel gruplarini gosteren kafes titresim modlarndir. CuO
nanopartikillerin FTIR spektrumlari, CuONP’lerin olusumunu dogrulayan Cu-O
titresimlerine atfedilebilecek 400-600 cm™ bélgesinde titresimler sergiledi. Cu-O

fonksiyonel grubun titresimlerine bagl olarak 601 cm™de bir absorpsiyon bandi
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gorildi. Hidroksil fonksiyonel gruplarin gerilme hareketlerine karsilik gelen bdlgede
3200-3500 cm-1 yogun ve genis bir bant ortaya ¢ikti [220]. CUONP igin yapilan FTIR
analizinde gozlemlenen pikler 3292.78, 2359.68, 2161.,16, 1586.60, 1505.04, 1352.17,
1231.02, 1044.39, 806.13, 667.54 ve 601.46 sayisal degerleri gosteren piklerden

olusmaktadir. T. spicata ekstraktinda ise goriilen pikler daha 6ncede ifade ediligi gibi

3322.89, 1634.51 ve 599.62 cm 'de gorildi.
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Sekil 4.56 Ts1CuONP FTIR analizi

Sekil 4.57’de elde edilen Ts1CuONP’ SEM gorintileri gorinmektedir. Genellikle

nanopartikillerin kiiresel formasyon gosterdikleri goruld.

SU1510.20.0KkV 6.9mm %20.0k SE

Sekil 4.57 Ts1CuONP SEM gorintiisu
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T. spicata yaprak ekstrakti araciligi ile elde edilen biyosentezlenmis CUONP'lerin eneriji-
dispersif X-i1sini spektrumu (EDS), Sekil 4.58'de gosterildi; ve spektrumularda kalsiyum,
oksijen ve bakir ile ilgili sinyaller gozlemlendi. Bakir bolgesindeki gugli sinyaller
CuONP'lerin olusumunu dogruladi. Metalik Cu nanokristalleri genellikle ylzeysel
Plasmon rezonansi nedeniyle yaklagik 1.0 ve 8.0 keV'de tipik optik absorpsiyon pikleri

gosterirler.

., Map Sum Spectrum
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Sekil 4.58 Ts1CuONP EDS spektrumlari

Hazirlanan CuONP'lerin EDS analizi, her element yizdesinin Cu (% 34.40), O (% 64.68)
ve Ca (% 0.93) oldugunu gosterdi (Cizelge 4.14). Ayrica EDS analiz ile gorilen

elementelerin alan harita analizleride gerceklestirildi (Sekil 4.59).

Cizelge 4.14 Sentezlenen CuONP’lerin EDS analizine gore elementlerin agirlik¢a

ylzdeleri
Element Weight % Weight % Sigma
Cu 34.40 0.34
Ca 0.93 0.06
o] 64.68 0.34
Total 100.00
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EDS Layered Image 2

Spm pm

Sekil 4.59 Ts1CuONP elementel analizi

Sekil 4.60’da elde edilen Ts2CuONP’ SEM gorintileri gorinmektedir.Genellikle

nanopartikillerin kiiresel formasyon gosterdikleri goruldi.

O Rl T T O

SU1510 20.0kV 6.9mm x40.0k SE 1.00um

Sekil 4.60 Ts2CuONP SEM goruntusu

CuONP'lerin morfolojik karakterizasyonu ve boyut degisimi TEM kullanilarak incelendi

Transmisyon elektron mikroskobu, CuONP’lerin morfolojisi, sekli ve blyuklGgi
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hakkinda daha fazla bilgi vermistir. Sentezlenen CuONP'lerin TEM gorintilsu,
neredeyse kiresel morfolojiye sahip CuONP’lerin olustugunu ve aglomerasyon
olmaksizin nispeten iyi bir monodispersitenin ortaya ¢iktigini ortaya koymustur (Sekil
4.61 ve 4.63). TEM ile gap 6l¢limleri sonucunda Ts1CuONP ¢ap dagiliminin analizinden
elde edilen rastgele secilmis 100 partikiliin histogramindan elde edilen sonuglar baz
alindiginda ortalama tanecik ¢api 26.8 nm ve boyut dagiliminin 14.35 ila 40.7 nm
arasinda oldugu belirlendi (Sekil 4.62).

o » 4 G .\.

100.nm

Sekil 4.61 Ts1CuONP TEM analizi

Ortalama: 26.8

Frekans

15 20 25 30 35 40 45
Cap (hm)

Sekil 4.62 Ts1CuONP TEM ortalama blyuklik dagilimi

Ts2CuNP'lerin ¢ap dagihmi, 11.5 ile 36.6 nm arasindaydi, ortalama partikil ¢api 21

nm'dir (Sekil 4.64). 20 mL ve 40 mL 06zut kullanilarak sentezlenen CuONP’ler
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AgNP’lerdeki gibi ekstrakt konsantrasyonun degisimine gore sekilsel olarak farklilk
gostermemektedir. Buna ragmen, AgNP’lerdeki gibi ekstrakt konsantrasyonunun
artistyla NP ortalama capi kigllmustir. Bunlara ek olarak sentezlenen bakir
nanopartiklllerin tanecik ¢aplari kullanilan ekstrakt konsantrasyonuna bagh olarak
ciddi oranda farkhliklar olusturmamistir. Elde edilen bakir nanopartikillerin tamami

kiiresel formasyon gostermektedir.

100 nm

Sekil 4.63 Ts2CuONP TEM analizi

259 Ortalama: 21

20
15

10

Frekans

10 15 20 25 30 35 40
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Sekil 4.64 Ts2CuONP TEM ortalama biyuklik dagilimi

Reaksiyon karisimlarindaki AgNP'lerin ortalama pargacik boyutu, boyut dagilimi ve

PDI'si DLS yontemi ile belirlendi. DLS ile belirlenen ¢ozeltideki NP’lerin ortalama
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parcacik boyutu dagilimi 257.6 nm polidispersite indeksi ise (PDI) 0.167 olarak
Ts1CuONP igin elde edildi(Sekil 4.65). DLS analizi sonucunda ortaya Ts1CuONP
ortalama parcacik cap buyUlkligi icin cikan sayisal degerler yogunluk dagiliminda 264.3
nm, hacim dagiliminda 141.1 nm ve sayl dagiliminda 103.4 nm olarak tespit edildi

(Cizelge 4.15).

Yogunluk Dagilimi Hacim Dagilimi
W f " _— 0
I . E
Z - F n
< £E - F
& 3 v £
§ H : ¢
- wEE 3 wi
z i : i
: 5t
£ o B 5

\L.._. '

4 b 18ees 1 [ sas
Diameter (mm) : Ceameter (nm)

1)

LN(G2(T}-1)vs T

Sayi Dagihmi
L] _._\-_\-"\_\_‘

E 1 \\

£. 5l - |

: o3l N

;5 £ it oy,

g il 3 ¥

g’ f P’m‘

108 s : a0 m
Diametsr [ﬂrr] 1 -] m Tn‘e.?‘:':‘ec} 10008 100000 1000
Kiimiile Sonuclar Olgtim Kosullan
Temperature » 25.0 (°C)

Diameter (=576 (nm) Diluent Name : WATER
Polydispersity Index (P.1.) :0.167 Refractive Index 1 1.3328

Sekil 4.65 Ts1CuONP DLS analiz sonuglari

Cizelge 4.15 Ts1CuONP DLS analizi sonucunda ortaya cikan sayisal degerler

Yogunluk Dagilimi Hacim Dagilimi Sayi Dagilimi

Cap Standart | Cap | Standart | Cap | Standart
(nm) sapma (nm) sapma (nm) sapma

264.3 133.5 141.1 61.9 103.4 28.9
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DLS ile belirlenen ¢ozeltideki NP’lerin ortalama pargacik boyutu dagilimi Ts2CuONP igin
410.5 nm polidispersite indeksi ise (PDI) 0.263 olarak elde edildi (Sekil 4.66). DLS analizi
sonucunda ortaya Ts2CuONP ortalama parcacik cap buyldkligla icin ¢ikan sayisal
degerler yogunluk dagihminda 423 nm, hacim dagiliminda 114.1 nm ve sayi

dagiliminda 81.3 nm olarak tespit edildi (Cizelge 4.16).

Yogunluk Dagilimi Hacim Dagilimi
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Polydispersity Index (P.I.) :0.263 Refractive Index 1 1.3328

Sekil 4.66 Ts2CuONP DLS analiz sonuglari

Cizelge 4.16 Ts2CuONP DLS analizi sonucunda ortaya cikan sayisal degerler

Yogunluk Dagilimi Hacim Dagilimi Sayi Dagilimi

Cap Standart | Cap | Standart | Cap | Standart
(nm) sapma (nm) sapma (nm) sapma

423.0 377.7 114.1 64.0 81.3 22.1
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Yapilan zeta dlgiimlerine gore, Ts1ICUONP ve Ts2CuONP’lerin zeta degerleri sirasi ile -

26.1 ve 16.5 olarak belirlendi (Sekil 4.2-15 ve 4.2-16).

Ortalama (mV) Alan (%) Std.Sapma(mV)
Zeta Potansiyeli (mV): -26,1 Pik1: -26,1 100,0 7,73

Zeta Potansiyeli Dagihmi
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-100 0 100 200
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Sekil 4.67 Ts1CuONP zeta potansiyeli

Ortalama(mV) Alan (%) Std. Sapma(mV)

Zeta Potansiyeli (mV) : -16,5 pik 1: -16,5 100,0 5,76

Zeta Potansiyeli Dagilimi
200000

150000

100000
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50000

0

0
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Sekil 4.68 Ts2CuONP zeta potansiyeli

4.2.2 CuONP Antibakteriyel aktivitesinin Belirlenmesi

Secilen Gram-pozitif bakterilerin ve Gram-negatif bakterilerin biyosentezlenmis
CuONP’lere in vitro duyarhliklan, disk difizyonu ve mikrodillisyon yéntemleri ile
belirlendi. NP’leri iceren diskler etrafindaki zon bolgesinin ¢api (mm), Cizelge 4.17 ve
Sekil 4.69'da gosterildi. Sonuclara gore, Ts1CuONP'lerin, Ts2CuONP'lerin B. cereus'a
kars! inhibisyon zonu 11.43 + 0.15, 10.93 + 0.12 mm iken; Ts1CuONP, Ts2CuONP ile
muamele edilmis 6rneklerin S. aureus’a karsi saptanan maksimum inhibisyon zonu

15.25 + 0.13 ve 10.22 * 0.13 mm olarak belirlendi. Ts1ICUONP ve Ts2CuONP

115



mumalesinden sonra kaydedilen inhibisyon zon ¢api, E. coli ve S. typhimurium igin

gozlemlenmedi.

Cizelge 4.17 Disk diflizyon yontemi ile bakteri suslarina karsi CUONP’lerin mm cinsinden
zon bolgeleri (cap

Ts1CuONP Ts2CuONP

B. cereus 11.43 +0.15 10.93 +0.12
(ATCC 11778)

S. aureus 15.25+0.13 10.22 £ 0.13
(ATCC 25923)

Gram Pozitif

E. coli - -

(ATCC 25922)

S. typhimurium - -

(ATCC 14028)

Gram Negatif

B. cereus = Bacillus cereus; S. aureus = Staphylococcus aureus, E. coli = Escherichia coli,

S. typhimurium = Salmonella typhimurium

* Tek tek veri noktalari ortalama + standart sapma (ortalama + SD) seklinde ifade

edildi.
— Bir antibakteriyel aktivite gbstermez

NP’lerin 200 ila 1.56 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlari, Cizelge 4.18'de
gosterilen MiK'lerini ve MBK'lerini belirlemek icin test edildi. CUONP'lerin gram-pozitif
bakterilere yénelik MiK ve MBK degerleri 100 ila 200 pg/mL arasinda iken, NP’lerin MiK
ve MBK degerleri gram negatif bakterilerde 200’den fazla olmasi sebebiyle daha
yiksekti. Cizelge 4.18'de gosterilen sonuclar temelinde Ts2CuONP'lerin  MiK
degerlerine kiyasla Ts1CuONP'lerin B. cereus ve S. aureus icin daha disiik MiK
degerlerine neden oldugunu gostermektedir. Ts1CUONP'nin MIK degerleri sirasiyla
gram-pozitif bakterilerde 100 ve 100 pg/mL (100 ve 200 MBK) idi. Sirasiyla B. cereus ve
S. aureus'da Ts2CuONP’ler icin MiK degerleri sirasiyla 200 ve 200 ug/mL (200 MBK)
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olarak bulundu. TSICuONP ve TS2CuONP’lerin gram-negatif bakteriler igin MiK
degerleri tespit edilemedi. Cu iyon formunda ise elde edilen MiK ve MBK degerleri
siraslyla gram-pozitif bakterilerde 100 ve 200 pg/mL (200 MBK) iken gram-negatiflerde

tespit edilemedi.

Sekil 4.69 Disk diflizyon yontemi ile bakteri suslarina karsi CUONP’lerin gostermis
olduklari antibakteriyal aktivite
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Cizelge 4.18 Mikrodiliisyon yontemi ile bakteri suslarina kargi CUONP’lerin minimum
inhibisyon ve bakterisidal konsantrasyonlari (MiK ve MBK) (ug/mL)

Gram Pozitif Gram Negatif
Ornekler B. cereus S. aureus E. coli S. typhimurium
MIK  MBK MiK MBK MiK MBK MiK MBK
Ts1CuONP 100 100 100 200 >200 >200 >200 >200
Ts2CuONP 200 200 200 200 >200 >200 >200 >200

Biyosentezlenmis Ts1CuONP’lerin neden oldugu membran hasari, ortama S. aureus
hiicre bilesenlerinin  saliniminin  belirlenmesi ile teyit edilmistir. Hazirlanan
Ts1CuONP’lerin artan konsantrasyonlari ile birlikte 280 ve 260 nm'de absorbansta bir
artis gozlenmistir (Cizelge 4.19). Bu sonuglar Ts1CuONP’lerin bakteriyel membrani doza
bagimh bir sekilde yok ettigini ve bunu periplazmik proteinlerin ve nikleik asitlerin
ortama salinmasinin takip ettigini gdstermektedir. TsICONP’ler icin MIiK ve 2xMiK
miktarinda maruz biraktigimiz bakterilerin hiicre bilesenlerinin salinim tayinindeki elde
ettigimiz sonuglarina gdére 2XMiK konsantrasyonunda S. aureus icin OD260 ve OD280
degerleri sirasiyla 0.17 ve 0.24 olarak o6lculiirken, B. cereus icin OD260 ve OD280

degerleri sirasiyla 0.18 ve 0.21 olarak 6l¢uld.
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saliniminin élgtImesi

Gizelge 4.19 Ts1CuONP’ler ile muamele edilen bakterilerin hiicre bilesenlerinin

Mikroorganizmalar Ts1CuONP 0D260 0OD280
konsantrasyonu

B. cereus 0 0.007 0.09

MIK 0.14 0.17

2xMIK 0.18 0.21

S. aureus 0 0.009 0.08

MiK 0.15 0.18

2xMIK 0.17 0.24

T. spicata sulu ekstrakti ile sentezlenen CuONP'lerin S. aureus blylime kinetikleri
Uzerindeki etkisi bir spektrofotometre kullanilarak absorbansta meydana gelen artis
olarak 540 nm'de olgtldi. NP’lerin son konsantrasyonlari 6.25 ve 3.13 pg/mL olacak
sekilde calisilmistir. Ts1CuONP ile Ts2CuONP’yi kiyasladigimizda 6.25 pg/mL
konsantrasyonda Ts1CuONP’nin S. aureus’un blylimesini daha da yavaslattig
gortiinmektedir. Ts1CuONP, Ts2CuONP ve CuSQO,4.5H,0’larin sirasi ile 14 saat sonunda
6.25 pg/mL konsantrasyonda 0.33, 0.47 ve 0.34°lik bir artis goruldu. 3.13 pg/mL
konsantrasyonda ise Ts1CuONP, Ts2CuONP ve CuSQ4.5H,0’larin sirasiyla 0.41.0.50 ve
0.41’hk bir absorbans artis degeri kaydedildi (Sekil 4.70, 4.71 ve 4.72).
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Sekil 4.70 Ts1CuONP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un blyliime
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Sekil 4.71 Ts2CuONP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un biyime

profilinde zamana bagli degisim
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Sekil 4.72 CuS04.5H,0 degisen konsantrasyonlarinda sonra S. aureus'un blyime
profilinde zamana bagli degisim

4.2.3 CuONP Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Sekil 4.73'teki sonuglar, CuONP'lerin konsantrasyona bagli biyofilm olusum
inhibisyonunu gostermektedir. Elde edilen veriler 6.25 ve 100 ug/mL'de CuONP
konsantrasyon araliginda 24 saat uygulamadan sonra olusan biyofilm inhibisyon
yuzdelerini gostermektedir. Ts2CuONP 6.25 ve 100 pg/ml'de S. aureus tarafindan
olusturulan biyofilmlerin olusumunu % 34.6 + 1.48'ini ve % 57.6 + 1.03'Un0 inhibe
ederek Ts1CuONP ve CuS04.5H,0’ya kiyasla en yiksek inhibisyon degerini gostermistir.
6.25 pg/mL'de sirasi ile TsICuONP, CuSQO4.5H,0 igin % 31.7 + 2.26 ve % 24.6 + 5.19
inhibisyon degeri gorildu. 100 pg/mL'de ise sirasi ile Ts1ICUONP, CuSO4.5H,0 i¢in %
49.8 £ 4.0 ve % 53.8 + 4.9 sayisal degerinde S. aureus biyofilm olusum inhibisyon degeri

gorulda.
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Sekil 4.73 Sentezlenen CuONP’lerin S. aureus’a karsi gostermis olduklari antibiyofilm
aktivitelerinin % inhibisyon degeri

4.2.4 CuONP Sitotok Etkisinin ve Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

L929 hicrelerindeki Ts1CuONP, Ts2CuONP ve CuS04.5H,0'nun toksisiteleri XTT
testinden elde edilen sonuglar sirasiyla gosterilmektedir. Hlicre canhligi, NP'lerin artmis
konsantrasyonlari ile 6nemli derecede etkilenmistir. Sekil 4.74, Ts1CuONP'lerin
hiicreler Gzerindeki toksik etkisini gosterir ve sekilde goraldigu gibi, hiicreler canhligini

yaklasik 180 pg/mL konsantrasyonunda tamamen kaybetmislerdir.
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Sekil 4.74 Ts1CuONP’lerin L929 hiicreleri Gzerine sitotoksik aktivitesi

Sekil 4.75'e gore Ts2CuONP’lerin hicre canhlig, yaklasik olarak 6 pg/mL
konsantrasyonda dlismistlr. Bunlara ilaveten CuSO4.5H20 hicreler yaklasik 180

ug/mL konsantrasyonunda canhliklarini blylk oranda kaybetmislerdir (Sekil 4.76).
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Sekil 4.75 Ts2CuONP’lerin L929 hiicreleri Gzerine sitotoksik aktivitesi
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Sekil 4.76 CuSO4.5H,0’nun L929 hiicreleri izerine sitotoksik aktivitesi

CuONP'lerin antioksidan potansiyeli DPPH serbest radikal giderim aktivitesi agisindan
degerlendirildi ve sonuglar Sekil 4.77’de gosterildi. CUONP'lerin DPPH radikal giderim
aktivitesi kontrol gurubuna gore ¢ok fazla yliksek degildi ve en yiliksek inhibisyonu 100

ug/mL konsantrasyonunda % 28.6 sayisal degeri ile Ts1CuONP gosterdi.
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Sekil 4.77 CuONP’lerin gbstermis olduklari % DPPH serbest radikal giderim aktivite
degerleri
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4.3 Demir Oksit NP’ler

4.3.1 FeONP Sentezi ve Karakterizasyonu

T. spicata sulu yaprak ekstraktinin 2 farkli konsantrasyonunda sentez gercgeklestirildi. T.
spicata sulu ektrakti Fe;S0O4.7H,0 (0,1 M) ile karistirildiktan sonra sari renkteki yaprak

ekstrakti aninda siyah olarak degisti ve bu da FeONP olusumunu dogruladi (Sekil 4.78).

Sekil 4.78 T. spicata ekstrakti araciligi ile sentezlenen FeONP goriintlsi

T. spicata yaprak 6zitid kullanilarak sentezlenen demiroksit NP’lerin UV-Vis spektrumu,
gortnir aralikta slirekli absorpsiyon gosterdi. FeONP'lerin 200-800 nm araliginda

spektrum analizi Sekil 4.79'da gosterildi.

4 -

Absorbans

0 T T T T T |
200 400 600 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.79 T. spicata ekstrakti araciligi ile sentezlenen FeONP’lerin UV-Vis spektrumu
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Yapilan AFM analizinde Ts2FeONP partikillerinin ortalama blyikliginin 200 nm

civarinda oldugu ve kiresel formda olduklari gézlemlendi (Sekil 4.80).

Sekil 4.80 Ts2FeONP AFM analizi

Sentezlenen FeONP’ler icin yapilan FTIR analizinde gozlemlenen pikler 3245.51,
1582.78, 1513.40, 1256.18, 1043.23, 812.00, 666.30 ve 600.18 sayisal degerleri
gosteren piklerden olusmaktadir (Sekil 4.81). 3245cm™'de (genis) hidroksil icin ve 1043
cm™'de C-0 icin karakteristik absorpsiyon banti veya alifatik aminlerin C-N gerdirme
titresimi olarak degerlendirilebilir. Son olarak, 600'de gorilen karakteristik pik

FeONP’lerdeki Fe-O baginin titresimini sergilemektedir.
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Sekil 4.81 Ts1FeONP FTIR analizi

T. spicata yapragi ekstrakti ile olusan FeONP’lerin SEM goriintileri Sekil 4.82 ve 4.83 'te
gosterildi ve boyutlarinin AgNP ve CuONP’lere gbre daha biyik oldugu belirlendi.

SU1510.20.0kV 12.7mm%20.0k SE 2.00um | SU1510 20.0kV 15.8mm x5.00k SE

Sekil 4.82 Ts1FeONP SEM analiz goriintisii
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SU1510 20.0kV 12.8mm x30.0k SE

Sekil 4.83 Ts2FeONP SEM analiz goriintisi

Genellikle, EDS analizi iledemir nanomalzemelerinin yizey bilesimi, her element veya
bilesenin ylzdesiyle birlikte tanimlamaya olanak saglamaktadir. T. spicata yaprak
ekstrakti araciligi ile elde edilen biyosentezlenmis FeONP'lerin enerji-dispersif X-isini
spektrumu (EDS), Sekil 4.84'te gosterilmistir. Hazirlanan FeONP'lerin EDS analizi, her
element yizdesinin Fe (% 53.96), O (% 43.90) ve S (% 2.14) oldugunu gostermistir
(Cizelge 4.20). S sinyali, sentez isleminde kullanilan 6ncil kaynakl iken, O sinyallerinin
temelde zahter oziindeki polifenoller ve diger molekillerden kaynaklandigi
disiinilmektedir. Ayrica Ca sinyalide gorilmis ama ihmal edilmistir. Demir
bolgesindeki gicli sinyaller FeONP'lerin olusumunu dogrulamaktadir. Metalik Fe
nanokristalleri genellikle ylizeysel Plasmon rezonansi nedeniyle yaklasik 0.7, 6.4 ve 7.1
keV'de tipik optik absorpsiyon pikleri gostermektedirler. Ayrica, Sekil 4.85te

FeONP’lerin EDS alan harita analizleri gosterildi.

B Map Sum Spectrum

Sekil 4.84 Ts1FeONP EDS spektrumlari
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Cizelge 4.20 Sentezlenen FeONP’lerin EDS analizine gore elementlerin agirlikca

ylzdeleri
Element Weight % Weight %
Sigma
Fe 53.96 0.58
o 43.90 0.56
S 2.14 0.10
Total 100.00

EDS Layered Image 1

Sum

Sekil 4.85 Ts1FeONP elemental

FeONP'lerin morfolojik karakterizasyonu ve boyut degisimi TEM kullanilarak
mikroskopik analizle incelendi Transmisyon elektron mikroskobu, FeONP’lerin
morfolojisi, sekli ve blydkligi hakkinda bilgi verdi. TEM sonuclari sentezlenen
FeONP’lerin  aglomera  oldugunu  gostermektedir.  Aglomerasyon,  demir
nanopartiklllerinin ylizeyinde bulunan biyomolekiillere bagh olabilecegi disinildi.
TEM ile ¢ap olgimleri Image J yazihmi kullanilarak gergeklestirildi. FeONP ¢ap
dagihminin analizinden elde edilen rastgele segilmis 100 partikilin histogramini,
Ts1FeONP-a icin ortalama tanecik ¢api 120.3 nm ve buyilklik araligl 88.9 ila 178 nm
arasinda oldigu belirlendi (Sekil 4.86 ve 4.87).
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Sekil 4.86 Ts1FeONP-a TEM analizi
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Sekil 4.87 Ts1FeONP-a TEM ortalama biyuklik dagilimi

Ts2FeONP-b'lerin ¢ap dagilimi 10.6 ila 28 nm arasindaydi ve ortalama partikil capi 17
nm'dir (Sekil 4.88 ve 4.89). Ayni TEM alan taramasinda iki farkh buyuklikte

nanopartikll olusumu gozlendi.
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Sekil 4.88 Ts1FeONP-b TEM analizi

Ortalama: 17
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Sekil 4.89 Ts1FeONP-b TEM ortalama buyuklik dagilimi

Ts2FeONP icin ise ortalama tanecik ¢capi 93.9 nm ve bulyuklik dagiliminin 68.6 ila 128.3
nm arasinda oldugu belirlendi (Sekil 4.90 ve 4.91). 40 mL T. spicata yaprak oziti ile
sentezlenen Ts1FeONP’lerin ayni anda ve ortamda iki farkli TEM o&lcimleri elde
edilmistir. TEM gozlemlerinde yuzeyden gesitli agilarda gikinti yapan, ancak genellikle
kiire merkezinden radyal yonde uzanan sa¢ benzeri yapilara sahip kiireler seklinde

parcgaciklari ortaya giktigi gézlendi.
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Sekil 4.90 Ts2FeONP TEM analizi
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Sekil 4.91 Ts2FeONP TEM ortalama biyuklik dagilimi

Reaksiyon karisimlarindaki FeONP'lerin ortalama parcacik boyutu, boyut dagilimi ve
PDI'si DLS yontemi ile belirlendi. DLS analiz sonuglarina gére, Ts1FeONP icin ortalama
parcacik boyutu dagilimi 1312.0 polidispersite indexi (PDI) 0.352 sayisal degerleri elde
edildi (Sekil 4.92). DLS analizi sonucunda ortaya Ts1FeONP ortalama parcacik cap
blydkliglu icin ¢ikan sayisal degerler yogunluk dagiliminda 1357.8 nm, hacim

dagiliminda 779.7 nm ve sayi dagihminda 585.6 nm olarak tespit edildi (Cizelge 4.21).
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Sekil 4.92 Ts1FeONP DLS analiz sonuglari

Cizelge 4.21 Ts1FeONP DLS analizi sonucunda ortaya ¢ikan sayisal degerler

Yogunluk Dagilimi | Hacim Dagilimi Sayi Dagilimi

Cap Standart | Cap Standart | Cap Standart
(nm) sapma (nm) | sapma (nm) | sapma

1357.8 | 638.2 779.7 | 322.2 585.6 | 158.1

DLS analiz sonuclarina gore, DLS analiz sonuglarina gore, Ts2FeONP icin ortalama
parcacik boyutu dagihmi 922.2 nm polidispersite indexi (PDI) 0.352 sayisal degerleri
elde edildi (Sekil 4.93). DLS analizi sonucunda ortaya Ts2FeONP ortalama parcacik cap
bliydkligu icin c¢ikan sayisal degerler yogunluk dagiliminda 1061.8 nm, hacim
dagiliminda 477.9 nm ve sayi dagihminda 335.6 nm olarak tespit edildi (Cizelge 4.22)
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Sekil 4.93 Ts2FeONP DLS analiz sonuglari

Cizelge 4.22 Ts2FeONP DLS analizi sonucunda ortaya ¢ikan sayisal degerler

Yogunluk Dagilimi Hacim Dagilimi Sayi Dagilimi
Cap Standart | Cap | Standart | Cap | Standart
(nm) sapma (nm) sapma (nm) sapma
1061.8 601.3 477.9 236.7 335.6 97.1

Ts1FeONP ve Ts1FeONP icin sirasi ile zeta potansiyeli degerleri -16.8 ve -12.4 olarak

bulundu (Sekil 4.94 ve 4.95). Bu sonuglar FeONP’lerin stabilitesinin diger AgNP ve

CuONP’lere kiyasla daha diisiik oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.94 Ts1FeONP zeta potansiyeli
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Sekil 4.95 Ts2FeONP zeta potansiyeli

4.3.2 FeONP Antibakteriyel AktivitesininBelirlenmesi

FeONP’lerin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere yonelik in vitro duyarhhklari, disk
difizyonu ve mikrodillisyon yontemleri ile belirlendi. FeoNP muamelesinden sonra
kaydedilen galismada yer alan bakteriler igin inhibisyon zonu goézlemlenmedi (Sekil
4.96).

NP’lerin 200 ila 1.56 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlari, Cizelge 4.24'te
gosterilen MiK'lerini ve MBK'lerini belirlemek icin test edildi. Ts1FeONP'lerin B.
cereus’a yonelik MiK ve MBK degerleri 200 pg/mL olarak ortaya c¢ikmaktadir ve en

diisiik MiK degerini ise S. typhimurium’ karsi 100 pg/mL ile gdstermistir.
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Sekil 4.96 Disk difizyon yontemi ile bakteri suslarina karsi FeONP’lerin gostermis
olduklari antibakteriyal aktivite

Sekil 4.3

T. spicata yaprak ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ts1FeONP’lerin neden oldugu
membran hasari ortama salinan B. cereus ve S. typhimurium hicre bilesenlerinin
absorbanslarinin 260 ve 280 nm’de olgilmesi ile belirlendi. Hazirlanan Ts1CuONP’lerin
artan konsantrasyonlari ile birlikte B. cereus 260 ve 280 nm'de absorbansta AgNP ve
CuOnP’lere gore oldukea disiik bir artis gdzlendi (Cizelge 4.23). Ts1FONP’ler icin 2xMiK
NP konsantrasyonuna maruz biraktigimiz bakterilerin hicre bilesenlerinin salinim
tayinindeki elde ettigimiz sonugclarina gére 2XMiK konsantrasyonunda S. typhimurium

icin OD260 ve OD280 degerleri sirasiyla 0.08 ve 0.15 olarak olguldi.
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Cizelge 4.23 Ts1FeONP’ler ile muamele edilen bakterilerin hiicre bilesenlerinin
saliniminin élgtImesi

Mikroorganizmalar Ts1FeONP 0D260 0D280
konsantrasyonu
B. cereus 0 0.007 0.09
MiK 0.08 0.11
2xMIK 0.09 0.14
S. typhimurium 0 0.006 0.07
MiK 0.05 0.09
2xMIK 0.08 0.15

Cizelge 4.24 Mikrodilisyon yontemi ile bakteri suslarina karsi FEONP’lerin minimum
inhibisyon ve bakterisidal konsantrasyonlari (MiK ve MBK) (ug/mL)

Gram Pozitif Gram Negatif
Ornekler B. cereus S. aureus E. coli S. typhimurium
MiIK  MBK MIiK MBK MiK  MBK MiK MBK
Ts1FeONP 200 200 >200 >200 >200 >200 100 200

Ts2FeONP 200 >200 >200 >200 >200 >200 200 >200

FeONP'lerin S. aureus blylme kinetikleri lzerindeki etkisi 540 nm'de absorbansta
meydana gelen artis olarak spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildi. FeONP’lerin son
konsantrasyonlari 6.25 ve 3.13 pg/mL olacak sekilde calisildi. Ts1FeONP ile
Ts2FeONP’yi kiyasladigimizda 6.25 pg/mL konsantrasyonda Ts1FeONP’nin S. aureus’un
bliyimesini daha da vyavaslattigi goriinmektedir. Ts1FeONP, Ts2FeONP ve
FeS0,4.7H,0’larin sirasi ile 14 saat sonunda 6.25 pg/mL konsantrasyonda 0.23, 0.30 ve
0.53’lik bir artis gorilmistir. 3.13 pg/mL konsantrasyonda ise Ts1FeONP,Ts2FeONP
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ve FeS04.7H,O’larin sirasiyla 0.28, 0.32 ve 0.55'lik bir absorbans artis degeri

kaydedilmistir (Sekil 4.97, 4.98 ve 4.99).

[06,25 pg/mL
BE3,13 ug/mL
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Zaman {saat)

Sekil 4.97 Ts1FeONP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un blylime

profilinde zamana bagli degisim
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Sekil 4.98 Ts2FeONP’lerin degisen konsantrasyonlarinda S. aureus'un biiylime

profilinde zamana bagli degisim
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Sekil 4.99 FeS0O4.7H,0 muamelesinden sonra S. aureus'un biyime profilinde zamana
bagl degisim

4.3.3 FeONP Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Sekil 4.100'deki sonuglar, FeONP'lerin konsantrasyona bagl biyofilm olusum
inhibisyonunu gostermektedir. Veriler 6.25 ve 100 pg/mL konsatrasyon araliginda 24
saat uygulamadan sonra olusan biyofilm inhibisyon ylizdelerini gostermektedir.
Ts2FeONP 6.25 pg/mL'de S. aureus tarafindan olusturulan biyofilmlerin olusumunu %
25.9 + 3.36'sin1 inhibe ederk Ts1FeONP ve FeS0,4.7H,0’ya kiyasla en yiksek inhibisyon
degerini gosterdi. FeS0;.7H,0 100 pg/ml'de ise S. aureus tarafindan olusturulan
biyofilmlerin olusumunu % 53.6 + 2.0'ini inhibe ederek Ts1FeONP ve Ts2FeONP’ye
kiyasla en yliksek inhibisyon degeri elde edildi. 6.25 pg/mL'de sirasi ile Ts1FeONP,
FeS04.7H,0 icin % 22.1 + 4,59 ve % 15.0 + 4.49 inhibisyon degeri goruldid. 100
pg/mL'de ise sirasi ile Ts1IFeONP, Ts2FeONP igin % 39.1 + 0.99 ve % 45.4 + 3.18 sayisal

degerinde S. aureus biyofilm olusum inhibisyon degeri gorildi.
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Sekil 4.100 Sentezlenen FeONP’lerin S. aureus’a karsi gostermis olduklari antibiyofilm
aktivitelerinin % inhibisyon degeri

4.3.1 FeONP Sitotoksik Etkisinin ve Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Ts1FeONP, Ts2FeONP ve FeS04.7H,0'nun L929 hiicrelerinde meydana getirdikleri
toksik etki XTT sonuclari ile sirasiyla Sekil 4.101, 4.102 ve 4.103’te gosterildi. Elde
edilen sonuglarda hem FeONP’lerin hem de FeS04.7H,0’nun L929 hiicrelerinin canlihig

Uzerinde herhangi bir toksisite gostermedikleri tespit edildi.
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Sekil 4.101 Ts1FeONP’lerin L929 hiicreleri lizerine sitotoksik aktivitesi

Ts2FeONP

2,500

2,000

1,500

1,000

0,500 -

0,000 ; . .
0 50 100 150
Konsantrasyon (pg/mL)

200

Sekil 4.102 Ts2FeONP’lerin L929 hiicreleri lizerine sitotoksik aktivitesi
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Sekil 4.103 FeSO4.7H20’nun L929 hiicreleri Gizerine sitotoksik aktivitesi

FeONP'lerin antioksidan potansiyeli DPPH serbest radikal giderim aktivitesi agisindan
degerlendirildi ve sonuglar Sekil 4.104’te gosteildi. FEONP'lerin DPPH radikal giderim
aktivitesi diger metel NP’ler ile kiyaslandiginda 100 pg/mL konsantrasyonunda en

yuksek % 20.4 Ts2FeONP’lerin gostermis oldugu ve bu degerin olduga disiik oldugu
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Sekil 4.104 FeONP’lerin gostermis olduklari % DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Genellikle NP’lerin sentezi igcin kimyasal yontemler, cevresel ve biyolojik agidan
potansiyel risk olusturan, dis indirgeme maddeleri ve toksik organik ¢ozlcller icerir. Bu
nedenle, NP sentezi icin hizli, temiz, toksik olmayan ve cevre dostu bir sirec
gelistirilmesinde bitki 6zltlerinin kullanilmasi daha tercih edilen bir yaklasimdir. Bu
calismada zengin dogal kaynakli polifenolik bilesikler ve flavonoidik grup icermesi
nedeniyle NP sentezi icin Thymbra spicata tercih edilmistir [221]. Bu calisma ile birlikte
ilk kez NP'lerin boyut ve sekil kontrollii hazirlanmasi igin indirgeyici ajan olarak T.
spicata'nin yaprak 6zitinln kullanilmasi NP’lerin biyolojik sentezinde gevre dostu bir
yolla degerli bir kaynak olabilecegi gosterilmistir. Hem indirgeyici hem de stabilize edici
ajanlar olarak T. spicata ekstrakti kullanarak AgNP, CUONP ve FeONP’lerin "yesil" bir
sentezini bu tez calismasi ilegdsterdik. Bu prosedir, geleneksel protokollere uygun
maliyetli ve "yesil" bir alternatif sunar ve diislik sentez sicakliklari ve zaman gerksinimi
dislintldigiinde enduistri i¢cin kolayca Olceklendirilebilir bir sentez siirecini
gostermektedir. Sentez esnasinda kullanilan bitki ekstrakti miktarinin kontrol
edilmesinin, NP boyutunun degisimini sagladigini ve bu vyolla boyutun kontrol

edilebilecegini ortaya koymaktadir.

Bu tezin ilk bélimiinde, T. spicata bitkisinin farkl ekstrakt konsantrasyonlari ve degisik
parametreler kullanilarak AgNP’ler sentezinde optimizasyon calismasi gerceklestirildi.
Nanopartikiller cesitli analitik yontemler kullanilarak karakterize edildi. Ayrica,

ekonomik acidan 6nemli (¢ bitkinin (7. spicata, C. scolymus ve M. piperita) yaprak
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ekstraktlari ile sentezlenen AgNP’lerin antibakteriyel, antibiyofilm, antioksidan ve
sitotoksik aktiviteleri karsilastirmali olarak incelendi. AgNP’ler icin elde edilen UV-Vis
spektrumlarinin en yiliksek pik degerlerini sirasiyla Ts1AgNP, Ts2AgNP CsAgNP ve
MpAgNP'in 452,444,458 ve 452 nm olarak sergiledigi ve bu sonuglarin AgNP'ler igin
literatidr ile uyumlu oldugu belirlendi. XRD, Ts2AgNP’lerin kristalin yapisini ve ortalama
kristal boyutunu, Debye-Scherrer formiliine gore yaklasik olarak 10 nm olarak
gosterdi. AFM analizi NP’lerin ylizey 6zellikleri hakkinda bilgi elde etmek icin kullanildi
ve NP’lerin ylizey morfolojisini ve 3D topografyasi hakkinda bilgi verdi. AFM goriintlsi
ile Ts2AgNP’lerin 20-50 nm arasinda bir boyuta sahip olduklari ortaya ¢ikti. NP’lerin
olusumunda rol oynayan olasi fonksiyonelligi belirlemek igin FTIR spektroskopik
analizler yapildi ve belirlenen fonksiyonel gruplarin NP’lerin yesil sentezinde etkili bir
role sahip olabilecekleri diisiinlilmektedir. Ancak, bu mekanizmalar tam olarak
anlasilabilmis degildir ve ileri analizler buna isik tutacaktir. Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM) ve Enerji Dagilimi X-RAY Spektroskopisi (EDS) galismalari, NP'lerin
morfolojik ve elementel dogasini ortaya koydu. 3 keV'de gii¢lii bir sinyal ile elde edilen
EDS spektrumu AgNP'lerin olusumunu teyit etti. FTIR ve EDS kimyasal analizler, bitki
ekstraktinda bulunan bilesikler ile birlikte stabilizasyonun da gerceklesebilecegi disey
ve dengeleyici maddelerin oldugunu dislindirmektedir. AgNP'lerin morfolojik
karakterizasyonu ve boyut 6lglimleri TEM kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuclar 1 mL T. spicata yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin daha yiksek
parcacik boyutu gosterdigini ortaya cikarirken, 5 ml ekstrakt kullanilarak hazirlanan
AgNP'lerin daha kii¢clik parcacik boyutu gosterdikleri tespit edilmistir. Literatiirde,
benzer bir bicimde kullanilan ekstrakt miktarindaki azalmanin bir sonucu olarak NP'nin
boyutunun artabilecegi bulunmustur [46]. Clnkl NP sentezinde ekstrakt azalmasi yeni
olusturulmus glimis cekirdegini kaplamak icin polifenollerin varliginin azalmasi
anlamina gelmektedir ve buda giimis ¢ekirdeklerin bir araya toplanmasiyla daha biytk
NP boyutuna neden oldugu disiniilmektedir. Ayrica, TEM analiz sonuglarina gore,
ekstraktin miktari azaltildiktan sonra NP’lerin Uggen, altigen, kire ve diizensiz
sekillerde daha fazla gériinmesine karsin, ekstraktlarin miktarini arttirdigimizda daha

kiicik olan daha kiresel NP'lerin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu gostermektedir.
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Sonuglarimizdan yesil NP sentezi sirasinda bitki ekstraktinin miktarinin NP boyutunu ve
seklini ayarlamada o6nemli bir faktor oldugu ortaya cikmaktadir. Ayrica, AgNP'lerin
ortalama parcacik boyutu, boyut dagilimi ve PDI'si DLS yontemi ile belirlendi. Farkh
karakterizasyon analiz ol¢iimlerinde gozlemlenen boyut farki, AgNP vylzeyindeki
bitkilerin biyoaktif molekdllerinin varligina bagli olabilir. Prathna ve ark. AgNP'lerin
farkh pargacik boyutlarinin farkl karakterizasyon teknikleri kullanilarak bulundugunu
ve parcacik boyutu O6lceginin DLS> AFM> TEM> XRD oldugunu ve elde ettigimiz
sonuclarin bu diizenle uyumlu oldugu belirlendi [222]. Zeta potansiyelinin negatif
degeri, gimis nanoparcaciklarin negatif yikli biyomolekillerle kaplandigini ve bu
NP’ler arasindaki elektrostatik itme etkilesiminin olasi agregasyonu Onleyerek
nanopargaciklarin uzun vadeli stabilitesinden sorumlu olabilecegini ortaya koymaktadir

[223].

Ag" iyonlarinin AgNP’lerin mikroorganizmalara olan toksisitesindeki roli ile ilgili devam
eden bir tartisma vardir [224]. Bircok calisma, ¢dziinmiis Ag’ iyonlarinin AgNP’lerin
toksisitesini kaynagini teskil ettigini bildirdi [225]. Bunun aksine, bircok ¢alisma, salinan
Ag’ iyonlarinin etkisinin dnemli olmadigini ve AgNP tarafindan tetiklenen toksisitenin
sadece salinan Ag’ iyonlarina degil, daha cok parcaciklarin boyutuna, sekline, yiizey
kaplamasina ve ylzey yikiine bagh olarak olarak degisebilecegini 6ne slirdi. Bu
faktorler, Ag" iyonlarinin saliniminin oranini, kapsamini, yerini ve zamanlamasini
etkileyen mekanizma yoluyla dolayl olarak toksisiteyi etkileyebilir [226], [227], [228],
[229].

Ts1AgNP ve Ts2AgNP icin elde edilen inhibisyon zonlarinin sonuglari, AgNP’lerin
antimikrobiyal aktivitelerinin sekil bagimli oldugunu goéstermektedir ve bu olgu, DLS ve
TEM analizi ile elde edilen sonuglarla uyumludur. Ayrica C. scolymus yaprak ektrakti
kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin, T. spicata ve M. piperita'nin yaprak ekstaktlari ile
sentezlenen AgNP’lere kiyasla daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari

bulundu.

Antibakteriyel etkinin esas olarak, NP’lerin boyutuna, sekline ve dozuna bagh oldugu ve

gram-negatif bakterilere gbére gram-pozitif bakterilere karsi daha belirgin oldugu
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bildirildi [230]. Bu, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin hiicre duvari
kompozisyonundaki yapisal farkliliktan kaynaklanabilir. Gram-negatif hiicre duvari,
gram-pozitifden daha negatif yikli bir dis lipid membran (lipopolisakarit) ile kaphdir.
Zeta degerinden de anlasilacagi lizere, biyojenik AgNP’ler negatif ylklidir ve AgNP’ler
ile gram negatif bakteriler arasindaki elektrostatik itme, parcaciklarin hticre i¢ine niifuz
etmesini ve penetrasyonunu engelledigi duslnilmektedir [223]. Metalik NP’lerin
boyutunun azaltilmasinin, daha kiglk nanopargaciklarin 6nemli 6lglide genis ylizey
alanina bagli olarak antibakteriyel aktiviteyi arttirmasi beklenir [231], [232]. Normalde,
Gram negatif bakteriler, NP'lere maruz kaldiklarinda Gram pozitif bakterilerden daha
hassastir  [233]. Bununla birlikte, bu c¢alismadan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde Uggenler, altigenler, kiireler ve dlzensiz sekillerden olusan
Ts1AgNP'lerin farkli sekillerde AgNP icermesinden dolayr Ts2AgNP'lere (ortalama cap
25.1 nm) kiyasla TS1AgNP'lerin (ortalama ¢ap 70.2 nm) daha fazla antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugunu dastundirmektedir. Ts2AgNP'ler ise daha ¢ok kiresel
formasyon sergilemektedir. Yani sonuglar, AgNP’lerin sekil-bagimh bakteriyel
aktivitesinin 6l¢imu igin bir temel olusturmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda farkh
sekle sahip AgNP’lerin bakterisidal ozellikleri UGzerine vyapilan karsilastirmali bir
calismada, antibakteriyel aktivite U(zerine NP’lerin seklinin etkilerini ortaya
cikarmislardir. Sonucg olarak, calismalarinda farkli sekillerde ama ayni boyuttaki
AgNP’lerin aktif ylzeyler icin farkli etkili ylzey alanlarina sahip olabilecegi ve
AgNP’lerin bununla birlikte farkli antibakteriyel etkiler gdsterebilecegini tartismislardir
[234]. Bunun olasi bir acgiklamasi da, Ts2AgNP’lerin sahip oldugu 0.318 sayisal
degerindeki daha yiksek PDI degeri ile bu daha kiicik capli AgNP’lerin (Ts2AgNP) daha
fazla agregasyon gosterdigini ve bu daha kiiclik capli AgNP’lerin daha ylksek capa
sahip AgNP’lere (Ts1AgNP) kiyasla daha disik antibakteriyel aktivite gostermesinin
baslica nedeni olabilecegi duslinilmektedir. AgNP’lerin sekil-bagimli antibakteriyel
aktivitesi ve agregasyon etkisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir ve hangi faktorlerin
esas olarak bakteriyel inhibisyona neden oldugunu heniiz tam olarak belli degildir. Bu
nedenle bu glincel konuyla ilgili gelecekteki calismalar 6nem tasimaktadir. Ayrica,

sentezlenen AgNP’lerin neden oldugu membran hasari bakteri hiicresel bilesenlerin
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saliniminin 260 ve 280 nm'de absorbansi dlgllerek belirlendi ve NP’lerin antibakteriyel
aktiviteleri teyit edilmis oldu. Bunlara ilaveten, NP'lerin 6.25 ve 3.13 pg/mL
konsantrasyonlarindaki S. aureus buylime kinetikleri Gzerindeki etkinligi 540 nm'de
absorbans o6l¢limu ile belirli zaman araliklarinda olgllerek gercgeklestirildi. CsAgNP’lerin
S. aureus’un bliyimesini diger tim AgNP’lere kiyasla daha fazla negatif yonde etkiledigi
sonucuna varilmidir. Ayni zamanda CsAgNP 100 pg/ml'de S. aureus tarafindan
olusturulan biyofilmlerin olusumunu % 80 oraninda inhibe ederek diger NP’lere ve Ag

iyonuna kiyasla en yiksek inhibisyon degerini gosterdi.

NP’lerin sitotoksik aktiviteleri XTT'nin prensibine gére XTT'nin mitokondriyal aktivite
sonucu turuncu renkli suda ¢6zinilr boyaya donustlirtilmesine temeline gore calisilarak
hiicre canliigi 6lgildi. Yine burada antibakteriyel ¢alismalara benzer olarak
CsAgNP’lerin 1929 fibroblast hiicreleri lizerinde en fazla toksisite gosteren AgNP’dir.
AgNP'lerin toksisite miktarlarina gore siralamasi CsAgNP> AgNO3z> Ts1AgNP> Ts2AgNP>
MpAgNP seklinde dustnulebilir. AgNP'lerin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri
belirlenerek antioksidan kapasiteleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gére AgNP'lerin
DPPH radikal giderim aktivitesi doza bagimliydi ve en yilksek giderim aktivitesini
MpAgNP gosterdi. AgNP’lerin DPPH radikaline kargsi etkisinin daha yiksek dozlarda iyi

bir aktivite degerine ulasacagi elde edilen sonuglara gore goriilmektedir.

Bu tez calismasinin calismasinin ikinci boliminde, T. spicata yaprak ekstraktinin farkli
iki konsantrasyonu kullanilarak 80 °C'de CuONP’lerin elde edilmesi gerceklestirildi.
Polifenolik bilesikler, bitki ekstrakti aracili nanomateryallerin sentezi sirasinda
indirgeyici ajan olarak goérev almaktadirlar [235].T. spicata ekstrakti da polifenolik
bilesikler ve flavonoidik gruplarin zengin bir kaynagidir. Bu bitiin polifenolik bilesikler
cu® iyonunun indirgenmesi icin indirgeyici madde olarak hareket edebilir. Olasi
mekanizmanin ilk asamasinda, ekstrakt metal tuzu cozeltisi ile karistirldiginda,
polifenolik bilesiklerin hidroksil gruplari cu® ile kompleks olusturur ve onu Cu'ya
indirger. Bu sekilde olusturulan metalik bakir atomlari, en kararl oksit yani CuO
olusturmak icin mevcut atmosferik oksijen ile reaksiyona girer. Daha sonra, olusmus
CuO molekdlleri bir araya gelerek nikleasyonu izler ve bunu takiben NP’lerin

olusumuyla sonuglanir. CuONP’ler UV-Vis spektrumunda 247 nm'de en yiksek pik
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degerini gosterdi. Ts2CuONP’lerin ylizey morfolojisini ve 3D topografyasini incelemek
icin yapilan AFM analizi sonucunda sentezlenen NP’lerin 50 nm civarinda oldugu
belirlendi. CuONP’lerin ylzeyindeki fonksiyonel gruplari karakterize etmek igin
gerceklestirilen FTIR analizinde CUONP’lerin olusumunu dogrulayan Cu-O0 titresimlerini
gosteren 400-600 cm™ bélgesinde titresimler meydana getiren bantlar gorildu.
CuONP'lerin analizleri sonucunda kalsiyum, ve oksijen ile birlikte yaklasik 1.0 ve 8.0
keV'de tipik bakir optik absorpsiyon pikleri elde edildi. Sentezlenen CuONP'lerin boyut
Olclimleri ve sekilsel karakterizasyonu TEM kullanilarak incelendi ve elde edilen
sonuglar kiresel morfolojiye sahip CuONP’lerin olustugunu gosterdi. Ts1CUONP ve
Ts2CuONP ortalama partikiil cap blyuklGginin ise sirasi ile 26.8 ve 21 nm oldugu
gozlemlendi. Fakat AgNP’lerdeki gibi ekstrakt konsantrasyonunun artisiyla NP ortalama
capinda ciddi oranda farkhliklar olusmadi. DLS ile belirlenen c¢ozeltideki NP’lerin
polidispersite indeksleri (PDI) ve olglilen zeta degerlerine goére Ts1CuONP ve
Ts2CuONP’lerin  stabilitesinin iyi oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Biyosentezlenmis
CuONP’lerin gram-pozitif bakterilerin ve gram-negatif bakterilere in vitro duyarhlklari,
disk diflizyonu ve mikrodilisyon yontemleri ile belirlendi. Disk diflizyon testinde
maksimum zon ¢api Ts1CUONP ile muamele edilmis S. aureus’un gosterdigi belirlendi.
CuONP’lerin gram-negatif bakterilere karsi herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigi
gozlemlendi. Elde edilen deneysel sonuclar biyosentezlenmis CuONP'lerin gram pozitif
bakteriler lzerinde antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gosterdir. Bu nedenle
NP'lerin antibakteriyel aktivitesi daha sonra serbest kalan bakir iyonlarinin DNA
molekillerine baglanmasi ve nikleik asitler arasinda ¢apraz baglanma yoluyla sarmal
yapinin bozulmasina yol agmasi seklinde aciklanabilir. Bakteriyel hicrelerin icindeki
bakir iyonlarinin da biyokimyasal sireci bozarak zarar verdigi bilinmektedir [236],
[237]. Ayrica CuONP’lerin antibakteriyel aktiviteleri NP’ler ile muamele edilen S.
aureus’un hiicre membran zararinin 6l¢lilmesi ve bliyime kinetigi lGzerindeki etkinin
ortaya cikarilmasi ile de teyit edildi. CuUONP’lerin doz miktari arttikca OD degerlerinin
de vyikseldigi ve membran hasarinin arttigi ortaya cikmaktadir. Bliyime kinetigi
sonucuna baktigimizda 6.25 pg/mL konsantrasyonda Ts1CuONP’lerin S. aureus’un

bayimesini daha da yavaslattig gorinmektedir. Ts2CuONP 100 pg/ml'de S. aureus
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biyofilm olusumunu % 57.6 oraninda inhibe ederek Ts1CuONP ve CuSO4.5H,0’ya

kiyasla en yuksek inhibisyon degerini gosterdi.

Ts1CuONP, Ts2CuONP ve CuS04.5H,0'nun L929 hiicreleri Gzerindeki toksisiteleri XTT
yontemi ile c¢alisildi ve hiicre canhliginin CuONP'lerin artmis konsantrasyonlari ile
onemli derecede azaldigi ortaya cikarildi. CuONP'lerin toksisite miktarlarina gore
siralamasi Ts2CuONP > Ts1CuONP > CuSO4.5H20 seklinde dustintlebilir. CUONP'lerin
DPPH serbest radikal giderim aktivitesi degerlendirildi ve kontrol gurubuna goére cok
fazla aktiviteye sahip olamdiklari goriildii. Genel olarak degerlendirir isek AgNP’lerin

DPPH radikaline karsi aktivitesinin CUONP’lere gore daha ylksek oldugu bulundu.

Tezin son asamasinda ise, T. spicata sulu yaprak ekstraktinin farkh iki konsantrasyonu
kullanilarak FeONP sentezi oda sicakliginda gergeklestirildi ve renk degisimi FeoNP’lerin
olusumu icin temel gosterge olarak alindi. Sentezlenen FeONP’lerin UV-Vis spektrumu,
gorinur aralikta surekli absorpsiyon gosterdi. Fe,SO4ile daha 6nce yapilan ¢alismalarda
da sulu cay ozutleri kullanilarak sentezlenen amorf FeNP’ler icin benzer UV-Vis
spektrumlari elde edilmistir [238]. FTIR analizi sonucu gorilen absorpsiyon bantlari,
sentezlenen FeONP’lerin polifenoller ve proteinler tarafindan gevrelendigi ihtimalini
ortaya cikarmaktadir [239]. FeONP'lerin EDS analizi, element bilesenlerinin Fe, O ve S
‘den olustugunu gosterdir. Metalik FeONP’ler 0.7, 6.4 ve 7.1 keV'de tipik optik
absorpsiyon pikleri gostermislerdir. FeEONP'lerin morfolojik karakterizasyonu ve boyut
analizleri TEM kullanilarak gerceklestirildi. TEM sonuglari 40 mL T. spicata yaprak 6ziti
ile sentezlenen Ts1FeONP’lerin ayni anda ve ortamda iki farkli TEM olgimleri elde
edildi. Ts1FeONP-a i¢in ortalama partikil ¢api 120.3 nm ve Ts2FeONP-b'lerin ortalama
partikdl ¢capi 17 nm olarak elde edildi. Bu sonug sentez sirasinda dengeli bir karisim
olmadigini veya baska kosullarin neden olabilecegini gostermektedir. TEM sonuglari
ylizeyden cesitli acilarda cikinti yapan ve radyal yonde uzanan kireler seklinde
FeONP’lerin olustugunu ortaya cikardi. Yapilan DLS analizi ve zeta potansiyeli 6lctiimleri
baz alindiginda sentezlenen FeONP’lerin sentezlenen AgNP ve CuONP’lere gore
stabiletisinin dusiik oldugu belirlends. FeONP’ler aglomerasyona bagh olarak cesitli
sekil ve boyutta olusmuslardir. Elde edilen verilerde FeONP’lerin aglomere oldugu

gorinmektedir. Sentezlenen FeONP’lerin aglomerasyonunun nedeni, Markova ve ark.
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tarafindan  bildirildigi Gzere biyomolekdllerin  varligindan kaynaklanabilecegi

distnilmektedir [240].

FeONP’lerin gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi aktiviteleri disk diflizyonu ve
mikrodilisyon yontemleri ile belirlendi. Disk diflizyonu testinde FeONP uygulananan
test bakterileri icin inhibisyon zonu gézlemlenmedi. Ts1FeONP'ler en diisiik MiK
degerini ise S. typhimurium’ karsi 100 pug/mL ile gosterdi. Ts1FeONP’lerin bakterilerde
neden oldugu membran hasari ortama salinan hiicre bilesenlerinin absorbanslarinin
Olclilmesi ile belirlendi ve B. cereus icin 260 ve 280 nm'de absorbansta AgNP ve
CuONP’lere gore oldukga distk bir artis degeri elde edildi. Elde edilen sonuglardan
ayrica Ts1FeONP’lerin S. aureus’un bliylimesini daha da yavaslattigl goriinmektedir ve
bunun nedenin de sentez sirasinda TEM gorintilerinde de ortaya ¢ikan kiigik boyutlu
Ts1FeNP’lerin oldugu dlstnilmektedir. Antibiyofilm etkinliklerine bakildiginda Fe iyon
formuna gore sentezlenen FeONP’lerin aktivitelerinin oldukga disiik oldugu gorildi.
FeS04.7H,0 'nun L1929  hiicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisine bakildiginda,
nanopartikillere kiyas ile daha toksik oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Hicrenin canlihigl,
NP'lerin artmis konsantrasyonlari ile c¢ok fazla etklenmedi. Ts1FeONP'lerinin
sitotoksisite profili, Ts2FeONP'lerle benzerdir ve incelenen AgNP ve CUONP arasinda en
az toksik etkiye sahiptir. NP'lerin toksisite miktarlarina gore siralamasi
FeS0,4.7H,0>Ts1FeONP=Ts2FeONP seklinde duslintlebilir. FeONP'lerin DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi aktivitesinin diger metal NP’ler ile kiyaslandiginda oldukga
dislik oldugu belirlendi. FeONP’lerin dislik sitotokisk etkinlikleri ile canli viiciidiinda
bircok calismada biyouyumlu bir bicimde kullaniima potansiyeli oldugu

degerlendirilmektedir.

S. aureus, klinik yénetimini zorlastiran gii¢li biyofilm Ureticileri olarak bilinmektedir.
insanlarda, yasami tehdit eden bircok enfeksiyonun nedenleri olarak kabul
edilmektedir [241]. Artan prevalansi ile basarili tedavi daha da zorlasmaktadir. Kronik
enfeksiyonlarda bu tir bakteriler oldugunda metisilin direnci ve antibiyotik etkisizligi
onemli sorun teskil etmektedir. Boylelikle, CsAgNP ile biyofilm bazli bakteriyel
enfeksiyonlarla micadele icin konvansiyonel antibiyotik tedavisinin yani sira yeni

alternatif bir strateji olabilir.
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Hem antibakteriyel hem de sitotoksik ¢alismalarin sonuglari géz 6nline alindiginda,
boyut, sekil ve farkli bitki kaynaklarindan gelen yaprak 6ziitlinin NP’lerin biyolojik
aktivitelerinin kontroliinde 6nemli parametreler oldugu ortaya cikmaktadir. NP’ler
insan vicudunun maruz kaldigin uygulamalarda kullanildiginda, biyouyumluluk
calismalari gereklidir. Bununla birlikte, antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan NP’lerin
cogu, belirli konsantrasyonlarda kullanildiginda insan hicreleri Gzerinde sitotoksik

etkilere sahiptir.

Altin, gimUs, paladyum, platin, titanyum gibi metal NP’lerin optik, elektronik, katalitik
ozellikleri ve bir¢ok alanda uygulamalari nedeniyle teknolojik 6nemi bulunmaktadir.
Bunlarin arasinda Ag ve CuNP’leri, ¢oklu ilaca direngli organizmalar da dahil olmak
Uzere cok gesitli mikroorganizmalara karsi glicli antimikrobiyal 6zelliklerinden dolayi
yeni antimikrobiyal ajanlar olarak énem kazanmiglardir. Gimus pahali bir metaldir ve
dolayisiyla AgNP’lerin sentezi icin maliyet yliksektir. Tam tersine, bakir giimise kiyasla
daha ucuzdur ve kolayca bulunur ve dolayisiyla CuNP’lerin sentezi maliyet agisindan
etkili olmaktadir. CuNP’lerin ilave bir avantaji, polimer veya makromolekiillerle kolayca
karisabilen CuONP’lerini oksitlemek ve olusturmak ve hem kimyasal hem de fiziksel

ozellikler bakimindan nispeten daha kararli olmasidir [242], [243].

Demir, demir oksitler, bakir, bakir oksitler, titanyum, titanyum oksitler, ginko, ¢inko
oksitler, glimis ve altin gibi gesitli NP'ler ve bunlarin oksitleri kuvvetli antimikrobiyal
ajanlar olarak kullanilmistir. Nanopartikil veya iyonik formda bulunan giimis, diger
metallerle karsilastirildiginda mikroorganizmalar igin en toksik olani olarak ortaya

¢itkmaktadir [122].

Bakteriyel enfeksiyonlar ile miicadelede inorganik nanomateryallerin kullaniimasi,
kliniklerde ve geleneksel tipta uygulanan umut verici bir tedavi yontemidir. Dogal
antimikrobiyal etki ile fonksiyonel olmayan NP’ler icin ¢oziinmis iyonlar, DNA ile
etkilesime girerek, ribozom fonksiyonlarini degistirerek ve zarin bozulmasina neden
olarak farkli bir sekilde etki ederler. Bu mekanizmalar prokaryot hiicreleri icin secici
degildir, dolayisiyla 6karyot hiicrelerinde toksik etkileri tetiklerler. ROS lretimi, islevsel

olmayan inorganik NP’ler tarafindan aracilik edilir ve hizlandirilir ve bu molekiiller,
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mitokondriyal disfonksiyonlarin, DNA hasarinin ve degistirilmis protein Uretiminin
neden oldugu hiicre 6lim mekanizmalarinda da rol alir. Okaryot hiicreleri igin
biyouyumlulugun gelistirilmesinde bazi girisimler, nanoparcacik ylizeyinin polimerlerle
veya kiiciik molekiiller ile kaplanmasiyla yapilabilmektedir. Okaryot hiicreleri icin daha
fazla biyouyumlu sistem elde etmek icin yapilan diger girisimler, dogal anti-enfektif
ozellikler sergilemeyen ve bunlari fitokimyasallar, antibiyotikler veya antimikrobiyal

peptitler ile islevsellestiren NP’lerin kullanimini gergeklestirmektedir.

Son zamanlarda, yesil sentez yontemleri ile elde edilen antimikrobiyal 6zelliklere sahip
NP’lerin elde edilmesi ve etkinligi konusunda ki c¢alismalara yogun bir ilgi
gorulmektedir. Fitokimyasal olarak islevsellestirilmis NP’ler, patojenlerde c¢oklu ilag
direncinin Gstesinden gelmek icin daha fazla biyouyumlu ve daha etkili sistemler elde
etmek icin yeni gelisen bir yaklasimdir. Sentez islemi, bitki 6zleri ile metal tuzlarinin
rediksiyonuna dayanmaktadir. Bu tiir NP’lerin elde edilmesini ve test edilmesini
gosteren calismalar olsa bile, molekiler mekanizmalar (izerinde ¢ok fazla g¢alisma

yapilmamistir.

Metalik NP’lerin etki mekanizmasi dnerilmisse de, bu NP’lerin bakteriyel sitoplazmada
etkilestigi yerler konusu ¢ok net degildir. Bu nedenle, AgNP'lerin etkilesime girdigi
mikroorganizma hedeflerini belirlemek i¢cin daha fazla c¢alisma yapilmasi

gerekmektedir.

Sulu ¢ozelti icinde ve standart sicaklik ve basing kosullari altinda redoks reaksiyonlari
yuritmek icin tim biyolojik sistemlerin kullandigi dogal makineler, ¢cogu zaman
maliyetinin ¢ok altinda, ¢ok cesitli nano boyutlu malzemeler Gretmek icin glcliu bir
strateji saglamaktadir. Biyosentezlenmis NP'ler siklikla bir biyolojik tasiyiciya baglanirlar
ve pek ¢ogu, cevresel kosullar altinda NP'lerin uyumlulugunu ve stabilitesini artiran
biyojenik kapaklayici materyallere sahiptir. Kapaklayici maddeleri, biyosentez igin
kullanilan belirli organizmalara 6zgldiir, bu sayede cok cesitli ilging 6zellikler elde

edilebilecegi distniilmektedir.

Biyosentezlenmis NP'ler, geleneksel NP'lerin kullanildigi neredeyse her alanda

kullanilmaktadir. Biyojenik NP'lerin zorluklarindan biri de NP'lerin biyolojik maddeden
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ayrilmasidir. Son yillarda NP biyosentez arastirmalarinda hacim ve bilyime gbz 6niine
alindiginda, ozellikle NP’lerin uygulamalarina yonelik ¢cok daha yaygin ve yogun
arastirmalar gorilmektedir. Fakat NP elde edilmesinde altta yatan biyosentez
yontemlerinin daha fazla arastiriimasi ve gelistiriimesi ve bununla birlikte yeni
biyosentetik NP formlarinin olusturulmasi beklenmektedir. Ayrica, Degisik sekillerde
nanopartikiil sentezleyip seklin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesindeki rollni
molekiler seviyede calismak ileriye donik hedefler arasinda olmalidir. Antibiyofilm
aktivitesi icin nanopartikillere maruz kalan S. aureus icin molekiiler mekanizmalari
aciklayici calismalar yapmak daha detayh bir antibiyofilm aktivite 06ngorisu
olusturacaktir. Ulkemizin sahip oldugu endemik bitki potansiyelini degerlendirerek
farkh bitkiler ile nanopartikiil sentezi gerceklestirmek ileriye donik hedefler arasinda

yer almaktadir.
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