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OZET

Bu tez ¢alismasinda atkestanesi bitkisinin (Aesculus hippocastanum) yaprak oziitii ile
giimiis nanopartikiillerin (AgNP) biyosentezi gergeklestirilerek karakterizasyonu
yapilmistir. Karakterizasyon sonucunda ~464 nm dalga boyunda spektrum gosteren, -29
mV elektriksel yiike sahip ve 5045 nm biiyiikliigiinde kiiresel boyutta nanopartikiillerin
olustugu belirlenmistir. Biyolojik AgNP’lerin yaprak oziitii indirgenmesi sonucunda
cesitli fonksiyonel gruplara ait 3246, 2115, 1636, 1073, 589 cm? dalga boyunda
spektrumlar tespit edilmistir. AgNP’lerin, antimikrobiyal etkisi, serbest radikal giderim
aktivitesi, pBR322 DNA ile etkilesimi ve ilag salimm o6zellikleri in vitro ortamda
incelenmistir. Antimikrobiyal aktivite Ol¢iimii i¢in 14 bakteri ve 3 maya susu
kullanilmistir. Biyolojik AgNP’lerin yalnizca bakteri suslarina karsi etkili oldugu
mayalar iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Serbest radikal giderim
aktivitesi en yiiksek konsantrasyonda (100 ppm) %54,72 olarak belirlenmistir. Biyolojik
AgNP’lerin pBR322 DNA ile olan etkilesimi sonucunda DNA yapis1 iizerinde herhangi
bir degisiklik gdzlenmemistir. ila¢ salimmi ¢alismalarinda resveratrol ile baglanmis
AgNP’lerden resveratrolin pH 7,4’de yaklasik %33,3 oraninda serbest kaldigi

gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyosentez, AgNP, Biyolojik aktivite, Atkestanesi, Resveratrol
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BIOSYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES USING HORSECHESTNUT
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ACTIVIES AND DRUG RELEASE PROPERTIES

Seval COSKUNCAY

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, February 2017
Supervisor: Asst. Prof. Fatma OZTURK KUP
Prof. Dr. Fatih DUMAN

ABSTRACT

In this thesis study, biosynthesis and characterization of silver nanoparticles (AgNP)
using the leaf extract of horse chestnut plant (Aesculus hippocastanum) and their
characterisation was achieved. In the characterization result the nanoparticles with
spherical size of 50+5 nm had an electrical charge of -29 mV with a spectrum of ~464
nm. As a result of the leaf extract reduction of the biological AgNPs, spectra of 3246,
2115, 1636, 1073, 589 cm-1 wavelengths belonging to various functional groups were
detected. The antimicrobial effect, the free radical scavenging activity, the interaction
with pBR322 DNA and the drug release properties of AgNPs were investigated in vitro.
A total of 14 bacteria and 3 yeast strains were used for antimicrobial activity
measurement. It was determined that biological AgNPs have indicated effect only
against bacterial strains and that there is no effect on yeast The free radical scavenging
activity was determined to be 54.72% at the highest concentration (100 ppm). No
change was observed in the result of the interaction of biological AgNPs with pBR322
DNA. Resveratrol-bound AgNPs were found to release about 33.3% of resveratrol at pH

7.4 in drug release studies.

Key words: Biosynthesis, AgNP, Biological activity, Horse chestnut, Resveratrol
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GIRIS

Nanoteknoloji yeni bir bilim dali olarak en ¢ok ilgi ¢eken konulardan biridir. Boyutu
100 nanometreden kiigiik herhangi bir malzeme ile ilgilenen bu anabilim dali yer bilimi,
organik kimya, molekiiler biyoloji, yar iletken fizigi, mikro fabrikasyon gibi bilim
alanlarini icerir ve dogal olarak ¢ok genistir [1]. Nanometre terimi, antik Yunanca’ da
“clice” anlamina gelen “nano” kokiinden gelmektedir. Nanometre, metrenin milyarda
biri kadar olan bir 6l¢iidiir ve yaklasik 10 atomluk bir genisligi kapsamaktadir (Inm=10"
°m).

Nanoteknoloji ile elektronik nanogiplerin gelistirilmesi, goriintiileme kapasitesinin
arttirillmasi, ilag endistrisi, antibakteriyel ajan, kozmetik ve diger bir¢ok alanda
calismalar yapilmaktadir. Nanoteknolojide en fazla arastirilmis olan konulardan birisi

nanopartikiillerdir.

Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan, boyutlar: 10-100
nm arasinda degisen, hazirlama yontemine gore nanokiire veya nanokapsiil olarak
adlandirilan ve etkin maddenin partikiil iginde ¢oziindiiriildiigii, hapsedildigi ve/veya

yiizeye absorbe edildigi ya da baglandigi matriks sistemlerdir [2].

Bu partikiillerin sentezi i¢in farkli kimyasal ve fiziksel yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerle elde edilmis partikiillerin birgogunda, toksik kimyasallar kullanilmaktadir.
Dolayisiyla elde edilen partikiiller toksik ozelliklere sahip olmaktadir. Bu nedenle
herhangi bir toksik kimyasal kullanmadan, nanopartikiillerin hazirlanmasi
gerekmektedir. Bu amagla biyolojik yontemleri kullanarak partikiillerin sentezlenmesi

son yillarda arastirilmakta olan bir yontemdir.

Biyosentez, biyolojide canli organizmalardaki kimyasal stirecleri belirtir ve enerji

kullanilarak gergeklestirilen bu siiregler basit yapidaki maddelerden daha karmagsik



tiriinler elde edilmesini saglar. Nanoteknolojideki tanimi ise bitki, bakteri, mantar,
maya, alg, virlis vb. canli organizmalarla, kimyasallar kullanilarak nanopartikiil
sentezlemektir. Yesil kimyaya ve diger biyolojik proseslere karsi artan ilgi bilim
insanlarin1 basit, uygun fiyatli, biyomedikal ve farmakolojik uygulamalara uyumlu
ayrica genis bir yelpazede ticari iiretime elverisli olma gibi birgok avantaja sahip ¢evre
dostu bir nanopartikiil sentezine yonlendirmistir [3]. Giiniimiizde birgok bakteri ve bitki

hiicrelerini kullanarak, nanopartikiillerin sentezi literatiirde rapor edilmektedir.

Glimiis uzun yillardan beri tibbi ve endiistriyel islemlerde, mevcut bir¢ok bakteri susuna
ve mikroorganizmalara karsi inhibe edici bir madde olarak bilinmektedir. Giimiis ve
giimiis nanopartikiillerin (AgNP) en c¢ok kullanilan ve bilinen uygulamalar1 tip
alanindadir. Giiniimiizde nanopartikiil tiretim islemlerinde ¢esitli indirgeyici kimyasallar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Sentetik indirgeyici katki maddelerinin toksik
ozellikleri veya biyolojik zararlar1 nedeni ile dogal Oziitlere dayali giimiis
nanopartikiillerin {iretimi ¢evreci yaklagimlar agisindan en uygun yontem olarak

diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda AgNP’ nin atkestanesi (Aesculus hippocastanum) yaprak oziitii ile
biyosentezi gerceklestirilerek karakterizasyonu yapilmistir. Calisma sonucunda elde
edilen AgNP’lerin FT-IR (Fourier dontisiim kizil6tesi spektroskopisi), SEM (Taramali
elektron mikroskobu), ZETA potansiyeli ve UV-VIS (Ultraviyole ve goriiniir bolge
spektroskopisi) analizleri ile karakterizasyonu yapilmigtir. Ozellikleri belirlenen
AgNP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 29213,
Listeria monocytogenes ATCC 19115, Corynebacterium renale ATCC 19412,
Micrococcus luteus ATCC 10240, Enterococcus fecalis ATCC 292112) ve gram negatif
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, , Bacillus
cereus NRLL B-3008, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumonia
ATCC 13883, Pseudomonas fluorescens ATCC 49838 Proteus mirabilis ATCC 25933)
olmak iizere 14 bakteri ve 3 maya (Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicalis
ATCC 13803 ve Candida krusei ATCC 1424) suslar1 kullanilarak belirlenmistir.

AgNP’ nin antioksidant aktivitesi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemine gore

belirlenmistir. In vitro ortamda resveratrol ile baglanmis olan AgNP’ nin ila¢ salinim



Ozellikleri serbest kalan resveratrol miktarinin belirlenmesi ile tespit edilmistir. Ayni
zamanda AgNP’ nin DNA ile etkilesimi ve baglanma ilgilerinin tespit edilmesi,

pPBR322 plazmid’ inin DNA’ s1 ile yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Atkestanesi (Aesculus hippocastanum) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Atkestanesi bitkisinin taksonomik sistemdeki yeri soyledir [4].
Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta

Ust Sube: Spermatophyta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsinif: Rosidae

Takim: Sapindales

Familya: Hippocastanaceae
Cins: Aesculus

Tiir: Aesculus hippocastanum

Atkestanesi bitkisinin yaprak, cicek, kapsiil, meyve ve tohumunun goériinimii ve

bitkinin genel goriiniimii Sekil 1.1°de verilmistir.



Sekil 1.1. Aesculus hippocastanum bitkisinin genel ve bazi kisimlarinin gériiniimii

Atkestanesi her yil yaprak doken, biiyiik bir agactir. Uzunlugu 36 m’ye kadar ulasabilir.
Anavatan1 Asya ve Hindistan'dir. Asya’nin kuzey ve orta kisimlarinda dogal olarak
yayilis gostermekle birlikte 16.yy ortalarinda ingiltere’ye de tanitilmistir [5]. Cicekleri
kirmiz1 merkeze sahip beyaz veya pembe; yapraklar genis, bes ya da yedi lobdan olusan

kalin, yesil ve dikenli bir kilif katman igeren kahverengi tohumlar1 vardir [6].

Beyaz cigekleri u¢ kisimdan yavas yavas kalinlasan panikuladan dik bir sekilde uzanir.
Ciceklerin ¢ogu erkektir ama disi ya da erselik olanlar1 da vardir. Kaliks erimis ve
diizensiz 5 uca sahip ¢an seklinde olup, petaller {icii yukarida ikisi asagida olmak iizere
dipte ve biiyiidiikce saridan pembemsiye donen benekli, 10-15 mm boyundadir.
Petallerden daha uzun olan anterler 7 adet ve kirmizi renklidir. Ovaryum st durumlu ve
3 odacikhidir. Meyve kapsiilii yesil olup yumusak dikenler icerir ve koyu renkli tohum
bu kapsiiliin i¢erisindedir [7].



Yapraklart 5-7 loblu, palmat, uzun ve 20 cm uzunlugunda petiyole sahiptir [7].
Ozellikle geng ve taze olan tohumlar1 olduk¢a zehirlidir. Alkaloid olarak saponin ve
glikozit igerir. Dokunuldugunda zararli olmayan bu tohumlar sadece yendiginde toksik

olurlar. Ancak bazi memeliler bu toksinleri bozup besin olarak kullanabilmektedir [8].

Sekil 1.2. Atkestanesi meyve ve tohumlari

1.2. Atkestanesi’ nin Yapisinda Bulunan Bilesikler

Atkestanesi genel olarak saponin bilesenleri ile karakterize olmustur. Bunlarin yaninda
atkestanesi, farmakolojik olarak aktif bilesenler de icermektedir [9]. Bunlar basta
“aescin” olmak tlizere aga¢ kabugunda; kumarin glikoziti olan eskulin ve bunun
aglikonu olan aesculetin, oksikumarinik glikoziti olan fraksin ve skopolin bunlarin
aglikonu fraksetin ve skopoletin, allantoin ve kuersetin, ¢i¢eklerinde; flavonoid tiirevleri
rutin ve kuersitrin, aeskin, kolin ve purin, tohumlarinda; nisasta, aeskin, protein, yaglar,
seker ve katesik tanenler yapraklarda; kuersitrin, izokuersitrin, kuersetin adh

flavonoidler ve karotenoidler bulunur [10].



Atkestanesi tohumlari, en Onemli triterpenoid saponin bilesenlerinden biri olan ve
baslica kimyasal bilesenleri olusturan ‘“aeskin” igermektedir. Aeskin, atkestanesi
agacmin kurutulmus olgun tohumlarmin su ve etil alkol karisimi ile ekstraksiyonundan
elde edilir. Aeskin, triterpen ester saponinlerinin (30°dan fazla farkli saponinin)
kompleks bir karigimindan olusur. Antienflamatuar, antiddematéz ve kapillar koruyucu
Ozelliginden dolay1 aeskin, periferal vaskiiler bozukluklarin tedavisi ile selliilitten

korunma ve tedavisi i¢in kozmetik sahada yaygin olarak kullanilmaktadir [9].

Genelde amorf ve renksiz olan, fakat kristal yapida ve beyaz renkte tiirleri bulunan
saponinler; su, etil alkol, metil alkol gibi polar ¢oziiciilerde ¢6ziinen molekiillerdir.
Saponin iceren bitkiler ilave edilmis diyetlerle beslenmeye bagli olarak, plazma
kolesterol diizeyinin azaldigr ve sonug¢ olarak daha diisiik kardiyovaskiiler hastaliga

yakalanma riskinin azaldigi rapor edilmistir [10].

Atkestanesi cilt sagligi i¢in ¢cok faydahdir. Kirigiklik giderme gibi cilt problemleri igin
kullanilan kremlerde ve triinlerinde kullanilmaktadir. Ciltte olusan genis gozeneklerin
kapatilmasi i¢in atkestanesi bitkisinin damar biizme etkisi kullanilmaktadir. Kozmetik
alanda bazi krem ve viicut bakim iiriinlerinde botox etkisi olarak kullanilmaktadir.
Variste agr1 azaltma ve dolasim diizenleyici olarak kullanilmaktadir. Almanya Saglik
Bakanliginin bitkisel preparatlarin hazirlanmas:1 ve ruhsatlandirilmasindan sorumlu E
Komisyonu bu bitkinin varislerde kullanilabilecegini belirtmistir. Bitkinin i¢inde
bulunan aescin kilcal damar kanamalarin1 durdurma 6zelligine sahiptir. Bu 6zelliginden

dolayi atkestanesi bitkisi basur tedavisinde de kullanilmaktadir [11].
1.3. Giimiis ve Metalik Giimiis

Atom numarasi 74, elektron dagilimi Kr.4d105s1, atom agirligi 107.868 g/mol, erime
noktas1 960.8 °C, kaynama noktas1 1950 °C, yiikseltgenme basamagi +1, +2, +3 olan
glimiis metali kimyasal bir ajandir. Herhangi bir elementten daha yiiksek olan % 95’den
fazla kizilotesi yansitma 6zelligine sahiptir. Glimiisle temas eden radyoaktif enerjinin %
95’1 kaynagina geri doniis yapacaktir. Boylece ortamdaki 1s1 kaybi1 oldukga azalacaktir.

Bu 6zelliginden dolay1 glimiisiin sardigi ortam uzun siire sicak kalacaktir [12].



Sekil 1.3. Metalik Giimiis [12]

Gezegenin en ¢ok 1s1 iletkenligine ve en g¢ok elektrik iletkenligine sahip elementi
giimiistiir. Yalitkan iki maddenin birbiriyle siirtiinmesi sonucu ortaya ¢ikan elektriksel
yiik, glimiisiin varligr ile hizli dagilir ve statik yilikiin verdigi stres gibi zararlardan

korunma saglar.

Gilimiis ayn1 zamanda, insan viicudunun i¢inde ve diginda bir antimikrobiyal ajan gibi
davranir. Az miktarlarda kullanildigi zaman toksik degildir ve memeli hiicrelere
antimikrobiyal etkide bulunur. Antimikrobiyal kullaniminda giimiisiin en etkin formu,
iyon halidir. Glimiis iyonlar1 antimikrobiyal, antiviral ve antifungal 6zelliklere sahiptir
ve dokularin yenilenmesinde rol oynayabilmektedir. Oldukga giivenli ve antimikrobiyal

kabul edilmektedir [12].

Giimiisiin giivenli durumlarinin yaninda zararli yonleri de vardir. Insanlar igin toksik
Olmayan glimiis, glinese uzun siire maruz kalan insanlarda deri, géz veya her ikisindeki
pigmentleri tahrip etmektedir. Ayrica ‘“‘Argyria” yaralara giimiis bilesikler
uygulandiktan sonra glimiisiin agza alinmasi, kana direk enjekte edilmesi, direk
solunmasi1 veya mukozal yilizey uygulamalari ile meydana gelen bir durumdur. Giimiis
bu durumda emilerek viicudun cesitli yerlerine taginir. Tasinan giimiisiin viicutta
birikmesi i¢ organlarda ve farkli dokularda gosterilmesine ragmen, toksik etkisi sadece
birka¢ durumda gozlenmistir. Gliimiis diger metallerle karsilastirildiginda en az toksik
metallerden biridir.



1.4. Antibakteriyel Giimiis

Modern bat1 tibb1 giimiis elementini dogal ve suni olarak en etkili antimikrobiyal ajan
olarak kabul etmektedir. Ilk antibiyotik maddenin giimiis oldugu diisiiniilmektedir.
Gilimiis metal yaprag: tarihte sargi i¢in kullanilmistir. Bugiin ise, neredeyse enfeksiyon
kontroliiniin kritik oldugu her yerde, bandajlardan yanik tedavisinde kullanilan ilaglara
kadar saglik iriinlerinde ¢ok genis ¢apli bir alanda antimikrobiyal 6zellikli olmasi
nedeniyle giimiis kullanilmaktadir. Endistriyel alanlarda da glimiis teknolojisi
kullanilmaktadir. Yiizme havuzu filtrelenmesinde, igme suyu filtrelenmesinde ve

savunma sistemlerinde giimiis yaygin olarak kullanilmaktadir [12].

Antimikrobiyal 6zellikteki giimiisiin tarihi eskilere dayanmaktadir. Ornegin; Giimiis
sikkeler, eski Roma ve Yunan medeniyetinde suyu temizlemek i¢in kullanilmaktaydi.
Bugiin ise, NASA uzay mekiklerinde ayni amac¢ i¢in hala glimiisii kullanmaktadir.
1800’1l yillardan 6nce glimiis ¢esitli tibbi slireglerde kullanilmaktaydi. %1 giimiis nitrat
soliisyonu dogumdan sonra yenidogan bebeklerde gonoreal oftalmi hastaligini
engellemek icin hala yaygin olarak kullanilmaktadir. On dokuzuncu yiizyilin son
ceyreginde bakterileri engellemek ve neden olduklar1 enfeksiyonlar1 temizlemek igin

giimis farkli sekillerde kullanilmaktadir [12].

Glimiigiin antibakteriyel oOzelliginin en fazla proteinler lizerinde oldugu tahmin
edilmektedir. Bu tahminler i¢in ¢esitli mekanizmalar agiklanmistir. Bunlardan ilkinde
proteinlerin yapisinda bulunan tiyol gruplarinda SH gruplarina baglanan giimiisiin
proteinleri inaktif hale getirdigi belirtilmistir. Ikincisinde ise hiicre duvarmdaki
transmembran proteinlerin bir araya gelerek, tiyol gruplari ile kararli S-Ag bagi
olusturdugu ve bdylelikle enerji iiretimi ve iyon transportunun engellendigi ©6ne
siiriilmiistiir. Uciincii mekanizmada ise, giimiisiin katalitik oksidasyonun bir pargasi
olabilecegidir. Dolayisiyla proteinlerde disiilfit baglarinin ortaya ¢ikmasi goriilebilir. Bu
baglarin olusum mekanizmasi soyle aciklanmistir. Hiicrede duvarindaki tiyol gruplar
gimiis ile tepkimeye girerek, katalizor gérevi yapmaktadir. Su molekiilii disar1 ¢ikar ve
iki farkli aminoasit arasinda bag olusur. Disiilfit baglarinin olusmasi nedeniyle de hiicre
icinde ve duvarinda olan enzimlerin sekillerinde bozukluklar ortaya c¢ikmaktadir.
Enzimlerde ortaya ¢ikan bu sekil degisimleri, anahtar bolgelerini tetikleyerek enzimi

inaktif hale getirir. Bakterilerin solunum sisteminde gorevli olan proteinler bu
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mekanizma ile inaktif olmaktadir. Ornegin; manitol, siiksinat, glutamin ve pirulin

enzimleri inaktiftir [13].
1.5. Nanopartikiiller

Nanoteknoloji terimi ilk kez 1974’de Norio Taniguchi tarafindan yayimlanan bir
makalede kullanilmistir. Norio Taniguchi nanoteknoloji’yi makalede soyle
tanimlamistir: “Atom ya da molekiilii ayirma, birlestirme, bozma siirecine nanoteknoloji
denir” [14]. Nanopartikiiller biyoloji, fizik ve kimyanin miithendislik ile biitiinlestirildigi
son donemin en 6nemli yontemlerinden biridir. Nanoteknoloji ile yapilmak istenen ayni
materyalin minyatiirize edilerek fiziksel ozelliklerini degistirmektir. Herhangi bir
materyalin pargalanip boyutlar1 kiigiildikce fiziksel ve kimyasal ozellikleri
parcalanmamis seklinden ¢ok daha farkli olmaktadir [15].

Nanoteknolojinin gelismesi ile birlikte nanokristal, nanopartikiil, nanotiip gibi nano
boyutlu malzemelerin {iretilebilmesi saglanabilmektedir. Son yillarda biiyiik 6nem
kazanan  nanopartikiiller,  nanoteknolojinin  temelini  olusturmaktadir  [16].
Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan, boyutlar: 10-100
nm arasinda degisen hazirlama yontemine goére nanokiire veya nanokapsiil olarak
adlandirilan ve etkin maddenin partikiil i¢inde ¢oziindiiriildiigli, hapsedildigi ve/veya

ylizeye absorbe edildigi ya da baglandigi matriks sistemlerdir (Sekil 1.4.) [2].

Nanokiire Nanokapsil

Polimerik kabuk+Yagh veya

Polimerik matriks B
sulu géivde

Polimerik zincir

ilag molekili .

Sekil 1.4. Nanokiire ve nanokapsiil yapisinin sematik gosterimi

Nanopartikiiller diger ticari malzemelerden genelde farkli ve iistiin kabul edilen
ozellikler gostermektedir. Sikca belirtilen nanopartikiil 06zelliklerinin ¢ekiciliginin

giiniimiizde bilinen nedenleri ise soyledir:
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Kuantum boyut etkileri

Elektronik yapisinin boyut bagimliligi

Yiizey atomlarinin benzersiz karakterleri

Yiiksek yiizey/hacim orant

Nanopartikiil sentezi bu yapilarin sergiledikleri olagandis1 6zellikler sebebiyle yiiksek
aktiviteli katalizorler, optik uygulamalar i¢cin 6zel teknolojik malzemeler ile birlikte
stiper iletkenler, asinmaya karst katkilar, yiizey aktif maddeler, ilag tasiyicilar ve 6zel
teshis aletleri gibi bir¢ok teknolojik ve farmakolojik iiriinlerin hazirlanmasinin yolunu
agmistir  [17]. Nanopartikiiller farkli 6zelliklerine gore farkli siniflandirmalar

bulunmakla birlikte basit olarak su sekilde siniflandirilabilirler [18].
1. Karbon bazli nanopartikiiller (fullerenes, ¢cok duvarli karbon nanotiibler vb.),

2. Metal bazli nanopartikiiller (altin kolloidler, nanokabuklar, nanogubuklar,

stiperparamagnetik demiroksit nanopartikiiller vb.),

3. Yari iletken bazli nanopartikiiller (kuantum noktalar1 vb.).

1.6. Nanopartikiillerin Sentezi
1.6.1. Kimyasal Sentez

Nanopartikiillerin sentezlenme yontemleri; “Bottom up” asagidan yukariya ve “Top
Down” yukaridan asagi olarak isimlendirilmektedir. Top down yontemlerinde disaridan
mekaniksel veya kimyasal islemler ile enerji verilen malzeme nano boyuta
parcalanmaktadir ve bu pargalanma islemi bu yontemlerin esasini olusturur. Bottom up
yontemlerde ise, mekanik Ogiitme ve asindirma gibi islemler esas alinmaktadir. Bu
tekniklere yiiksek enerjili 68iitme veya yiiksek hiz degirmenleri denilmektedir. Ciinkii
klasik ogiitme islemlerinden ¢ok daha fazla enerji tiiketimi olmaktadir. Bottom up
yaklasimina dahil yontemler ise; atomik veya molekiiler boyuttaki yapilar1 kimyasal
reaksiyonlar ile biyiiterek partikiill olusumunun gergeklestirilmesi  olarak
tanimlanmaktadir. Kullanilan polimer baz alindiginda, biyouyumluluk, parcalanma
davranigi, uygulama yolu, ilacin istenilen salim profili, biyomedikal uygulama tipi,
polimer secimine bakildiginda, ilk yillarda monomerlerin ¢esitli ortamlarda in situ

polimerizasyonuna dayanmaktadir. Ilerleyen yillarda, tam olarak karakterize edilmis
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onceden sentezlenmis polimer veya dogal makromolekiillerin dispersiyonlarina dayali

yontemler gelistirilmistir [19].
1.6.2. Biyolojik Sentez

Metal nanopartikiillerin klasik sentez yontemleri kompleks ve ¢cok maliyetli olmaktadir.
Ayrica nanopartikiillerin sentezlenmesinde ve stabilize edilmesinde kullanilan kimyasal
ayiraglar toksiktir ve atiklar ile de doga dostu olduklar1 sdylenemez. Biyosentez ise
basit ve az maliyetli olup, toksik madde kullanimi gerektirmez. Farmakolojik ve
biyomedikal uygulamalara uygun, genis yelpazede ticari iiretime elveriglidir. Bu sebeple

biyolojik yaklagimlar tizerinde ¢alisilmaktadir.

Biyosentez, biyolojide canli organizmalardaki kimyasal siirecleri belirten terimdir ve
enerji kullanilarak gergeklestirilen bu siirecler basit yapidaki maddelerden daha

karmasik iirtinler elde edilmesini saglar.

Nanoteknoloji’ deki tanim ise bitki, mikroorganizma, mantar, maya, alg, viriis vb. canli
organizmalar1 kullanarak nanotanecik sentezlemektir. Yesil kimya da denilen sentez

yontemi metalik nanopartikiillerin sentezinde kullanilmaktadir [20].

Biyosentez giiniimiizde sik¢a kullanilan bir yontem haline gelmistir. Bir tepkimenin ya
da bir materyalin yesil olabilmesi i¢in;

1. Giivenli olmasi

2. Tek bir tepkime basamagindan olugsmasi

3. Atik tiretimi gerceklestirmemesi

4. Yenilenebilir hammaddelerin kullanimi ile elde edilebilmesi

5. Cevresel olmasi

6. Uriin ayrigtirilmasinin basit olmasi

7. % 100 verim vermesi kosullarini saglamasi gerekmektedir. Bir¢ok tepkimede ise bu

kosullarin tamamini yerine getirmek oldukc¢a zordur.
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Toksik kimyasallar bulundurmadigr ve dogal sinirlama maddeleri bitkiler tarafindan

dogrudan sentezlenebildigi i¢in nanopartikiil sentezi igin bitkiler iyi bir se¢enektir. Altin

ve giimiis nanopartikiiller bitki o6ziitlerinden elde edilmektedir. Bitkinin yani sira

mantar, maya ve bakteri gibi canlilardan da nanopartikiil sentezlenmektedir. Cok hiicreli

ve multikiiltiirel organizmalar hiicre i¢i ve hiicre disi inorganik nanopartikiiller

iiretebilirler. Biyolojik sentezlenen nanopartikiillerin bazilar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir

[21] [22].
Tablo 1.1 Biyolojik kaynakli nanopartikiiller [21]
Kaynak | Bilimsel ismi Lokalitesi Urettig! pitytiklik
nanopartikiil (nm)
Azadirachta indica Hiicre dis1 Ag, Au 50-100
o Geranium yaprak ekstrakti - Ag 16-40
Bitkd Avena sativa Hiicre dis1 Au 5-85
Aloe vera Hiicre dis1 Au 50-350
Fusorium oxysporum Hiicre igi Au 20-40
Verticillium sp. Hiicre igi Ag 25-12
Fungi Aspergillus fumigatus Hiicre igi Ag 5-25
Schizosacchromyce pombe Hiicre igi Cds 200
Fusarium oxysporum Hiicre igi Magnetite 20-50
Yeast strain MKY3 Hiicre dis1 Ag 2-5
Maya Candida glabrata Hiicre ici Cds 200
Schizosacchromyce pombe Hiicre ici CdSs 200
Pseudomonas stutzeri Hiicre ici Ag 200
et Lactobacillus strains Hiicre igi Ag, Au -
Essherichia coli Hiicre ici CdS 2-5
Klebsiella pneumoniae Hiicre dis1 Au 5-32

1.7. Antimikrobiyal aktivite

Viriis harici mikroorganizmalar1 Oldiiren veya onlarim biiylimelerini engelleyen

maddelere antimikrobiyal maddeler denir [23]. Son yillarda artan mikrobiyal kaynakli
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hastaliklar sonucu insanlar bitkilerde antimikrobiyal aktiviteleri arastirmaya yonelmistir.
Antimikrobiyal aktivite diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan testlerden bazilari

sOyledir:

1) Disk difiizyon testleri
2) Diliisyon testleri:
a. Agar diliisyon testleri
b. Broth diliisyon testleri
1. Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi
2. Mikrodiliisyon testleri
3) Gradient strip testleri (E-test, MICE)

4) Otomatize yontemler
1.8. Antioksidant Aktivite

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek igin
viicuttaki var olan savunma sistemlerine antioksidanlar denir. Canli dokularda
istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarini 6nleyen maddeler antioksidanlardir. Vitaminler
ve mineraller yaninda bazi enzimler de antioksidandirlar. Antioksidanlar, oksidatif
stresle olusan serbest radikaller olarak adlandirilan zararli molekiillere karsit koruyucu
etkiye sahiptirler. Antioksidanlar; serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidasyon
stirecini engellerler. Bu esnada kendileri okside olurlar. Bu antioksidant maddelerin
aktivite ol¢iimili i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Oksijen Radikal Absorbans
Kapasitesi (ORAC) Yontemi, Toplam Radikal Yakalayici Parametre (TRAP) Yontemi,
Krosin beyazlatma ve DPPH yontemi bunlardan bazilaridir [24].

1.9. Tla¢ Salimim

Organizma i¢in gerekli olan etkin maddenin salim hizin1 kontrol ederek hedef hiicreye
ulastiran sistemlere “kontrollii salinim sistemler” adi verilir. Bir bagka deyisle, kontrolli
salim sistemleri ilact tasiyan ve tasidiklari ilaci istenilen hiz ve siirede salabilen
uygulama sekilleridir. Ila¢ alanindaki ¢alismalarin asil hedefi; ilag dozunu minimuma
indirmek, doz uygulama araliin1 uzatmak, hastanin yan ve zararhh -etkilerden
etkilenmemesini saglayarak yasam kalitesini arttirmaktir. Bu beklentilere en iyi yanit

veren sistemler “kontrolli salinim sistemleri” dir [25].
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llag salim sistemleri kimyasal bir uyariya cevap olarak ilacin serbest birakildig
sistemlerdir. Kontrollii salinim sistemleri etkin maddenin bdlgesel veya sistematik
olarak 6nceden belirlenmis oranlarda ve spesifik zaman araliklarinda salinim yapmasini
saglar. Etkin madde salinimi, dozaj formu igerisinde kullanilan polimerin 6zellikleri ile
baglantilidir. Bu nedenle kullanilacak olan polimerin 6zelliklerinin, formiilasyona

uygunlugunun ayrintili olarak tetkik edilmesi gerekmektedir [25].

Polimer Membran

Etkin Madde

Zaman=0 Zaman=t

Sekil 1.5. ilag salinim1 [25]

llaglarin polimer ya da lipit sistemlerinden salimi igin dort genel mekanizma

bulunmaktadir:
1) Ilaglarin sistemden diflizyonu

2) Bir kimyasal ya da enzimatik reaksiyonla sistemin bozunmasini takiben ilag¢ salimi

ya da ila¢ molekiiliiniin sistemden kopmasi
3) Sistemin sismesi ya da osmoz yoluyla ¢6ziicii hareketlenmesi
4) Fizyolojik bir gereksinime cevap olarak saliminin gergeklesmesi
Ayrica bu mekanizmalarin kombinasyonu da miimkiindiir [25].
1.10. Literatiir Ozeti

Jha ve Prasad (2010) tarafindan yapilan calismada Cycas (yalanci sagu palmiyesi)
yaprak Oziitii kullanilarak 2-6 nm boyutunda AgNP’lerin sentezi gergeklestirilmistir. Bu

calismada X ray verilerinin analizi sonucu AgNP’lerinin yiizey merkezli kiibik hiicre
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yapisina sahip oldugu, UV-Vis c¢aligmalarinda ise ylizey plazmon rezonansinin 449 nm

oldugu da ortaya konmustur [26].

Yildiz ve ark. (2011), AgNP’ nin liken 6ziitii (Cetraria islandica L.) ile biyosentezini
gerceklestirmiglerdir. Bu c¢alisma ile sahip olduklari istiin optik ve elektronik
ozellikleriyle son yillarda birgok alanda kullanimi arastiritlan AgNP’ nin daha ucuz ve

daha uyumlu biyosentezini ortaya koymaya c¢alismislardir [20].

Bilgili ve Aydin (2012), yaptiklar1 ¢calismada AgNP sentezine pH etkisini arastirmislar,
bu ¢alismalarinda endemik bir bitki tiirii olan Liquidambar orientalis (Giinliik—Sigla
agaci) yapraklarindan elde ettikleri bitki 6ziitlinii kullanmislar ve pH 5,5-6 civarinda en

cok nanopartikiiliin elde edildigi sonucuna varmiglardir [27].

Singh ve ark. (2011), Zingiber officinale (zencefil) bitkisi kullanarak giimiis ve altin
nanopartikiil iiretimine yesil materyal yaklasimini inceledikleri calismada bitkinin
yaprak Oziitiinii kullanmislar ve nanopartikiillerin biiytimesini UV-vis spektrofotmetresi
ile izleyerek, taramali elektron mikroskobu, X 1sm1 kirinim ve fourier transform
kizil6tesi spektroskopisi kullanarak karakterize etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda
taramali elektron mikroskobundan alinan sonuglara gére, 10 nm ve 30.31 nm ortalama
boyutlarinda AUNP ve AgNP dagilimi gozlenmistir. Bu gozlemler ve X 1511 kirinimi
caligmalar1 ise nanopartikiillerin giimiis ve altin oldugunu ve yesil yaklagim ile bu

bitkiden nanopartikiil sentezlendigini dogrulamistir [28].

Yilmaz ve ark. (2011), Stevia rebaudiana (seker otu) yaprak oziitii kullanarak biyolojik
olarak AgNP sentezlemislerdir. X 1511 kirmnimi ve taramali elektron mikroskobunda
yapilan incelemeler sonucunda nanopartikiillerin kiiresel ve 2-50 nm ¢ap1 arasinda ¢ok
yonlii dagildigr gozlenmistir. Dagilmadan sonra yeniden agregasyon gozlenmis ve
agregasyonlarin gergeklesmesinde ketonlarin rol oynadigi kizil6tesi absorbiyon yontemi
ile ortaya konmustur. Bu sonu¢ dogrultusunda ketonlarin giimiis iyon tasiniminda aktif

rolde oldugunu gostermislerdir [29].

Dizaji ve ark. (2012), Rhodopseudomonas palustris bakterisinden elde edilen hiicre
Oziitiinii kullanarak AgNP iiretimi gerceklestirmis ve yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
bakterideki ¢ogalmanin nanopartikiilde ¢ogalmaya neden oldugunu saptamislardir.

AgNP’ nin antibakteriyel 6zelligi arastirilmig, MIC ve MBC degerleri E.coli i¢in 0.187
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pgml? ve S.aureus icin 0.37 pgml?! bulunmustur. Sitotoksisite sonuglar1 ise
partikiillerin 0,6 ppm den fazla derisimlerde 1929 hiicreleri icin toksik oldugu ve 5 ppm

de de hiicrelerin yarisinda 6liime yol agtig1 belirlenmistir [13].

Gilinaydin ve Bodur (2015), ceviz yapraklart oziitinden elde ettigi nanopartikiilleri
cerrahi maske yapiminda kullanmistir. Ceviz yapraklar 6ziitii ile giimiis nitrat karigimi
19 saat bekletilerek nanopartikiil elde edilen bu ¢alismada, dairesel olacak sekilde
caplar1 2,5 ve 8 cm olan iki farkli boyutta maske kumaslar1 nanopartikiil ile kaplanarak,
kontrol gruplari olarak S. aureus ve E. coli bakterileri kullanilmigtir. Calisma sonucunda
kontrol gruplarindan alinan %98-99 oranlarinda bakteri Oliimiiniin gézlenmesi,
antibakteriyel cerrahi maske yapiminda nanopartikiillerin ¢ok basarili oldugunu ortaya

koymustur [30].

Venkatpurwar ve ark. (2011), AgNP sentezinde yesil sentezden yararlanmislardir.
Kirmizi deniz alginden (Porphyra vietnamensis) elde edilen siilfatlanmis polisakkaritten
indirgen olarak faydalanan aragtirma grubu ayrica elde edilen AgNP’ nin E.coli ve S.
aureus tzerindeki antibakteriyal aktivitelerini Slgmiislerdir. Sonug¢ olarak 13+£3 nm
capinda AgNP sentezlenmis ve sentezlenen AgNP’ nin E. coli’ye karst yiiksek bir
antibakteriyal diren¢ gosterirken S. aureus iizerinde daha diisiik etkili oldugu
belirlenmistir [31].

Khandelwal ve ark. (2010)’ da tarafindan yapilan ¢alismada Argemone mexicana’ nin
(Meksika hashas1) yaprak 6ziitli kullanilarak AgNP’ nin biyosentezi ger¢eklestirilmis ve
bu nanopartikiiller UV-vis absorbsiyon spektroskopisi, FTIR, XRD ve taramal1 elektron
mikroskobu ile karakterize edilerek 30 nm ¢apinda yapr goOstererek bakterilere ve
funguslara karsi antimikrobiyal aktiviye sahip oldugu belirlenmistir. Bu caligma ile
Argenome mexicana bitkisinin yaprak Oziitli ilk kez nanopartikiil sentezinde

kullanilmistir [32].

Kim ve ark. (2007), literatiirde tanimlandig1 gibi 2x10° M sodyum borohidridin 300
ml’lik sulu soliisyonu ile 1x10° M giimiis nitrain 100 ml sulu soliisyonunun
karistirilmas1 sonrasi stabilize edici ajanlar ve vakum evaporatorlar kullanilarak
hazirladiklar1 giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitelerini arastirdiklari
calismalarinda, E.coli, ve S.aureus kullanarak AgNP’ nin gesitli mikroorganizmalardaki

mikrobiyal aktiviteleri inhibe edici etkisini ortaya koymuslardir. Miiller Hilton agar
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kullandiklar1 bu ¢alismanin sonucunda AgNP’ lerinin E.coli ve S.aureus iizerinde diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili oldugu ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda AgNP’ nin antimikrobiyal kontrol sistemlerinde ve degisik medikal
cihazlarin  mikroorganizmalardan  korunmasinda kullaniminin  etkili  oldugunu
belirtmislerdir [33].

Venkata ve Savithramma (2013), Hindistan’in Andra Pradesh sehrinin Kurnool
bolgesinde Vitiligo hastaliginin tedavisi i¢in yogun olarak kullanilan, Cabada fruticosa’
nin  antimikrobiyal aktivitesini 6lgmek igcin  AgNP kullanmiglardir. UV-Vis
spektrofometresi ve AFM ile karakterize ettikleri nanopartikiillerin yuvarlak sekilde ve
ortalama 35,1 nm c¢apinda oldugunu gozlemlemislerdir. Bu bitkinin igerdigi sekonder
metabolit ve diger bilesenlerin cesidine gore antimikrobiyal aktivitesinin degistigini

ancak her durumda bu hastaligin tedavisinde basarili oldugunu gostermistir [34].

Gade ve ark. (2010), Opuntia ficus-indica (hint inciri) bitkisini kullanarak AgNP
sentezlemisler, in vitro antibakteriyal aktivitesini ve bu aktivitenin ger¢eklesmesinde rol
oynayan mekanizmalari ¢alismiglardir. Bu ¢alisma sonucunda, ampisilin ve streptomisin
maddesinin en yiiksek antibakteriyal aktiviteyi olusturdugunu belitmislerdir. Ayrica bu
calismadan elde edilen verilere gore, nanopartikiillerin formasyonunun, biorediiksiyon
ve nanopartikiillerin formasyonuna yol agan bir ara kompleksten olusan iki basamakli

bir mekanizma oldugu ortaya konmustur [35].

Abdel-Aziz ve ark (2014) Chenopodium murale yaprak 6ziitii kullanilarak sentezlenen
AgNP’ nin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek i¢in bir caligma
yapmiglardir. Taramali elektron mikroskobu analizleri sonucu AgNP’ nin 30-50 nm
capinda oldugu belirlenmis ve C. murale yaprak oziitiiniin icerdigi esansiyel yagdaki
toplam fenolik bilesenler iizerinde c¢alisma yapilarak yaprak oziitii igeren AgNP’ nin,
bitki Oziitii ve giimiis nitrat ¢ozeltisinden daha yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [36].

Vanmathi ve ark. (2014), AgNP’ nin antihelmintik, antikanserojenik ve antioksidant
aktivitesini Olgmek i¢in Fusarium oxysporum kullanarak elde ettigi Oziitii
kullanmiglardir. Ve yapilan c¢alismalar sonucunda bu AgNP’ nin aktivitelerinin
antihelmintik, antikanserojenik ve antioksidant aktivitelerinin i¢inde en yiiksek olaninin

antioksidant aktivitesi oldugu sonucuna varmislardir [37].
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Mittal ve ark. (2012), Rhododendron dauricum’un ¢icek ekstraktindan klasik
yontemlerle elde ettikleri AgNP’ nin antioksidant kapasitesini Olgmiislerdir.
Antioksidant kapasitesini 6lgmek i¢in DPPH metodunu kullandiklar1 bu c¢alisma
sonucunda, ¢igek Oziitiiniin flavonoidler, fenolik, triterpenoid ve kumarin bilesikleri
icerdigini ve bu bilesenlerin yiiksek antioksidant kapasitesi oldugunu ortaya

koymuslardir [38].

Lee ve ark. (2010) Elsholtzia splendens bitkisinin nanopartikiil yiikli ekstraktindan
antioksidan aktiviteyi Ol¢miis ve Oziitte bulunan kitosan nanopartikiillerinin E.

splendens’ in antioksidant kapasitesini artirdigini belirtmislerdir [39].

Torres ve ark. (2012) yilinda yaptiklar1 ¢alismada Pantoea agglomerans bakterisini
kullanarak selenyum nanopartikiillerinin biyosentezini gergeklestirmis ve antioksidant
kapasitesini Olgmiislerdir. X 1511 dagilimi spektroskopisi ve taramali elektron
mikroskobu 1ile karakterize ettikleri ve goriintiiledikleri selenyum nanopartikiilleri
tizerinde insan umbilikal damar endotelyal hiicrelerini kullanarak antioksidant kapasite
Olciimii  yapmislar ve sonu¢ olarak 100 nm den daha kiigiik selenyum
nanopartikiillerinin antioksidant kapasitesinin insan sagligi ile alakali oldugunu, gida
takvitesi ile potansiyel antioksidant kapasiteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir
[40].

Duman ve ark. (2016) papatya ciceginin 6ziitii ile elde ettikleri CuO nanopartikiillerin
antioksidant aktivitesini ve plazmid DNA (pBR322) ile etkilesimini ¢alismiglardir. CuO
nanopartikiillerini karakterize etmek i¢in UV-vis spektroskopisi, FT-IR, DLS, X 1s1m1
kirmimi, EDX spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu kullandiklar1 bu ¢alisma
sonucunda DPPH metodu ile antioksidant aktiviteyi belirlemisler ve CuO
nanopartikiillerinin DNA’nin ¢ift heliks yapisin1 hem bozdugunu hem de kirdigini
bulmuslardir [41].

Wang ve ark (2000) yilinda, Kadmiyum siilfit nanopartikiilleri ile DNA oligomer
baglanmas1 etkilesimi {izerine bir ¢alisma gerceklestirmisler ve yaptiklar1 calisma
sonucunda ise, kadmiyum siilfatin DNA oligomer baglanmasi iizerindeki etkisinin

minimum oldugu sonucuna varmislardir [42].
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S6zmen (2008)’ de yapmis oldugu yiiksek lisans tezinde akilli polimerlerin
karakterizasyon yontemine yeni bir yaklasimla quartz kristal mikro dengeleyici
sistemlerle (QCM) daha hizli, gercek zamanli, uygulamasi kolay, hassas, siirekli
tekrarlanan islemler nedeni ile takip etme zorunlulugu olmayan etkin bir alternatif
yontem gelistirmek icin calismistir. Ve gelistirilen bu yontemin uygulanabilirligini ilag

salinim sistemi kullanarak ortaya koymustur [43].

Dogan ve Basal, (2009)’ da yaptiklar1 ¢alismada elektrolif ¢gekim yontemi ile elde edilen
biyopolimer nanoliflerin ilag salinimi, doku iskelesi ve yara Ortiisii olarak kullanimina
deginmis ve yaptiklari ¢alisma sonucunda ila¢ salinimi sisteminin elektrolif ¢ekim
yontemi ile elde edilen biyopolimer nanoliflerinin saliniminda oldukga etkili oldugunu

ortaya koymuslardir [44].

Asmaz ve Aroguz, (2010)’ da manyetik nano siingerlerin sisme davranislar1 ve kontrollii
ilag salimi 1iizerine ¢alisma yapmiglardir. Calismada jelatin kapli manyetik
nanosiingerler hazirlanarak kontrollii ilag saliniminda kullanilmistir. Calisma sonucunda
manyetik nano siingerlerin ilag salinimi i¢in uygun materyaller oldugu ortaya

koyulmustur [45].

Kahraman ve Sanli, (2012) yaptiklar1 ¢alismada kanser ilaci 5-fluorouracil’in magnetit
igeren kitosan/metil seliiloz nanokiirelerden kontrollii salimi iizerinde durmuslar ve ilag
salinim sistemi ile ilac1 hedeflenen uygun bdlgeye tagimay1 bagarmislardir. Sonug olarak

ise, bu sistemin genel toksisiteyi azaltip etkiyi artirdigini gozlemlemislerdir [46].

Mert ve Karagozler, (2013) altin nanopartikiillerin ila¢ salinim sistemindeki kullanimi
lizerine bir ¢alisma yapmis ve yaptiklar1 ¢alisma sonucunda altin nanopartikiillerin ¢ok

yonlil bir ilag salinim sistemi oldugunu ortaya koymuslardir [47].

Ak ve ark., (2014) akciger kanseri tedavisine yonelik yeni bir ilag tasiyict sistem olarak
pemetrexed yiiklii nanopartikiiller {izerine ¢alisma yapmaislar ve ila¢ salinim sisteminin

bu ilag¢ i¢in basarili oldugunu ortaya koymuslardir [48].

Ferrati ve ark., (2015) devamli testosteron yerine koyma tedavisinde nanokanal salinim
sistemi lizerinde calismislar ve nanokanal ilag salinim sisteminin devamli testesteron

yerine koyma tedavisinde basarili oldugunu ortaya koymuslardir [49].



2. BOLUM
GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Bitki Ornegi

Bu ¢alismada AgNP’ nin sentezinde Atkestanesi (Aesculus hippocastanum) bitkisinin
yapraklar1 kullamilmustir. Bitki 6rnekleri Erciyes Universitesi kampiis alani igerisinden
toplanmistir. Toplanan bitkilerin yapraklar1 6nce ¢esme suyu daha sonra deiyonize su ile
yikandiktan sonra iki hafta boyunca kurumaya birakilmistir. Kurutulmus bitki yapraklar

ogiitiicii ile toz haline getirilmistir.
2.1.2. Mikroorganizma Ornekleri

Calismada sentezlenen glimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek
amaciyla 14 bakteri ve 3 maya Ornegi olmak {izere toplam 17 mikroorganizma
kullanilmistir. Kullanilan mikroorganizmalarin isimleri ve kiiltlir koleksiyon kodlar

Tablo 2.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 2.1. Kullanilan organizmalar ve kiiltiir koleksiyon merkezi kodlar1

MiKROORGANIZMA ORGANIZMA KODU

1 Bacillus cereus NRLL B-3008
2 Bacillus subtilis ATCC 6633

g Enterobacter aerogenes ATCC 13048
4 Enterococcus faecalis ATCC 29212
5 Escherichia coli ATCC 25922
6 Klebsiella pneumonia ATCC 13883
7 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
8 Staphylococcus aureus ATCT 25923
9 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
10 | Listeria monocytogenes ATCC 19115
11 | Micrococcus luteus ATCC 10240
12 | Pseudomonas fluorescens ATCC 49838
13 | Corynebacterium renale ATCC 19412
14 | Proteus mirabilis ATCC 25933
15 | Candida tropicalis ATCC 13803
16 | Candida albicans ATCC 90028
17 | Candida krusei ATCC 1424

Bacillus cereus: 1x3-4 um biiyiikligiinde, gram pozitif, cubuk seklinde, endospor
olusturan, fakiiltatif aerobik bir bakteridir Bir toprak bakterisi olan Bacillus cereus
emetik ve enterotoksin salgilamasi ile birgok tipteki besine etki ederek gida

zehirlenmelerine yol agabilir [50].

Bacillus subtilis: Toprakta yaygin sekilde bulunan gram pozitif gubuk sekilli bakteridir.
Tipkt B. cereus gibi B.subtilis’de endospor olusturan bir bakteridir ve bu 6zelligi ile
ekstrem kosullara kars1 asir1 dayaniklhidir. B.subtilis hali hazirda toprak, hava, bitki vs.
gibi her ortamda bulunmaktadir. Insan viicudunun dahil oldugu bu ortamlarda inaktif

olarak bulunur ve aktiflestiginde bir¢ok enzim iireterek hastaliklara vs. yol acarlar [51].

Enterobacter aerogenes: Toprak, su ve giinliik {iriinler ile hayvan ve insanlarin dogal

gastrointestinal florasinda bulunan gram negatif bakteridir. Cubuk seklindeki bu bakteri
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cesitli biiylikliiklerde olup spor olusturmaz ve hareketli ve hareketsiz, aerobik ya da
anaerobik olabilir [52].

Enterococcus faecalis: Hareketsiz, gram pozitif, kiire bi¢iminde bakteridir. Tek basina,
ciftler halinde ya da kisa zincirler halinde, genellikle insanlarin biiylik bagirsaklarinda
bulunur. Fermantatif metabolizmaya sahip bir fakiiltatif anaerobik organizmadir.
Antibiyotige en direncli bakteri olarak da bilinmektedir. Birgok dogal antibiyotik direng
maddesi igerir [53].

Escherichia coli: Escherichia coli, ortalama 2-6 pm boyunda, 1-1,5 um eninde Gram
negatif bir basil peritris kirpikleri sayesinde hareketlidir. Hareketsiz suglar1 da vardir.
Bazi suglarda kapsiil veya mikrokapsiil bulunmaktadir. Spor olusturmazlar ve fakiiltatif

anaerobturlar [54].

Klebsiella pneumonia: Bir¢cok hastaliga neden olabilen gram negatif bakteridir.

Pnémoni, kan enfeksiyonlari, yara ya da ameliyat bolgesi enfeksiyonlar1 ve menenjit bu

hastaliklardan bazilaridir [55].

Pseudomonas aeruginosa: Gram negatif, nonfermantatif olan bakteri, spor liretmez.
Diiz ve hafif kivrimhidir. Cubuk sekilli bu bakteriler tek veya c¢oklu kamgilar ile
genellikle hareketlidir ve dogada yaygin bulunurlar [56].

Staphylococcus aureus: Micrococcaceae familyasina ait olan Staphylococcus aureus
bakterisi gram pozitif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz ve katalaz

pozitif olan bir bakteridir [57].

Staphylococcus epidermidis: Cekirdeklerin salkim halinde bulundugu stafilokoklardan
bir bakteri tiirli olan Staphylococcus epidermidis, gram pozitif, katalaz pozitif, kogiilaz
negatif Ozelliktedir. Dogal olarak insan iist solunum yollarinda bulunur. Penisilin ve

metisilini de igeren genis bir antibiyotik grubuna direng gosterirler [58].

Listeria monocytogenes: Fakiiltatif anaerob, gram pozitif bakteridir. Listeriosis adi

verilen enfeksiyona neden olur [59].
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Micrococcus luteus: Gram pozitif, hareketsiz, saprofitik bir bakteridir. Ureaz ve katalaz
pozitiftir. Kum, toprak, su, hava ve memeli derisinin normal florasinda yer alir. Ayrica

insan ag1z, mukoza, orofarinks ve iist solunum yollarinda da dogal olarak bulunur [60].

Pseudomonas fluorescens: Zorunlu aerobik, gram negatif, gubuk seklinde bakteridir.
Bitkiler, toprak ve su gibi ylizeyler gibi bircok ¢evrede bulunan bir bakteridir. Hareket
etmek i¢in birden ¢ok polar kamgilar1 vardir ve demir toplayarak bunlarin hareketini

saglarlar [61].

Corynebacterium renale: Gram pozitif, gubuk seklinde 1.3 ila 2.6 um arasinda degisen
uzunluktadir. Spor olusturmazlar ve kapsiile sahip degildirler. Fakiiltatif anaerob olan

bu bakteri hayvan patojenidir. Ve genellikle bobrek rahatsizliklarina neden olur [62].

Proteus mirabilis: Enterobacteriacae familyasinda bulunan Proteus mirabilis; toprakta,
suda ve insan gastrointestinal sisteminde yasayabilen ve insanlarda enfeksiyonlara
sebebiyet veren bir bakteridir. Bu genusa ait mikroorganizmalar; hareket organelleri
icermeleri, HoS olusturmalart ve iireaz enzimine sahip olmalari bakimindan bir ¢ok

mikroorganizma tiiriinden rahatlikla ayrilabilmektedir [63].

Candida tropicalis: Candida cinsine ait bir maya olup, yaygin bir tibbi maya patojeni
olmasiyla kolaylikla taninabilir. Zeytin agacindan biyodizel iiretimi i¢in bu bakteri

kullanilabilir [64].

Candida albicans: Saccharomycetaceae familyas1 mensubu Candida albicans , maya
formundaki fungus tiirlerinden olusmaktadir.. Dogal flora elemani oldugu bilinen bu
bakteri, Ozellikleri bagisiklik sistemi baskilanmis ve viicudu i¢ine yabanci materyal
yerlestirilmis hastalarda, firsatgr patojen olarak celikti enfeksiyonlardan sorumlu
olmaktadir [65].

Candida krusei: Cikolata iiretiminde kullanilan bir maya olan Candida krusei, hastane
kaynakli patojenlerin basinda gelir. Flukonazole kars1 dogal bir direng gostermektedir.

Maksimum 43-45 °C’ de maksimum gelisme gosterir [66].
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2.1.3. Besiyerleri

Sabouraud %4 Dekstroz Agar Besiyeri (gr/lt) : 10,0 gr pepton; 40,0 gr D(+) glikoz;
15,0 gr agar 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Sabouraud %2 Dekstroz Sivi Besiyeri (gr/lt) : 5,0 gr pepton (et), 5,0 gr pepton
(kazein), 20,0 gr D(+) glikoz 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Miiller Hinton Agar Besiyeri (gr/It): 2,0 gr et oziitli, 17,5 gr kazein hidrolizat, 1,5
gr nisasta, 17.0g agar 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmigtir.

Miiller Hinton Sivi Besiyeri (gr/It): 2,0 gr et oziitii, 17,5 gr kazein hidrolizat, 1,5 gr
nisasta 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.4. Kullamilan Kimyasal Maddeler, Tamponlar ve Cozeltiler
Mikroorganizmalarin iireme durumlarinin tayininde kullanilan kimyasal madde:

2,3,5- Triphenyltetrazolium Chloride 250 mg tartilarak 100 ml etanolde (%96) iyice

¢Oziilmiis ve sprey 6zellikli cam sisede buzdolabinda saklanmustir.
McFarland No: 0.5 Bulaniklik Standarda:

0,5 ml BaClz (% 1.175) ve 99,5 ml H2SO4 (0.36 N) karigtirilarak 10 ml” lik kapakli tiipe
doldurulmus ve kapagi parafilm ile sikica kapatilan tiip, karanlikta oda sicakliginda

saklanmustir.

Pozitif Kontrol Olarak Kullamilan Standart Maddeler:
-Kloramfenikol (30 pg)

-Flukonazol

-Ampisilin (10 pg)

Biyolojik nanopartikiil sentezi icin kullanmilan ¢ozeltiler

5 mM Giimiis nitrat (AgNO3): 0,050 gr AgNOs tartilip 60 ml distile suda ¢oziiliir.
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Kimyasal nanopartikiil sentezi i¢in kullanilan c¢ozeltiler

4 mM Giimiis nitrat (AgNO3): 3,39 mg tartilip 5 ml distile suda ¢oziiliir.

1 mM Sodyum borohidrid (NaBHa) : 1,70 mg tartilip 45 ml deiyonize su da ¢0ziiliir
3,55 mM Trisodyum sitrat (TSC): 46,98 mg tartilip 45 ml deiyonize suda ¢oziiliir.

0,1 M Sodyum hidroksit (NaOH): 0,079 gr tartilip 20 ml deiyonize suda ¢oziiliir.
Antioksidant aktivite icin kullanilan ¢ozeltiler

0,1 mM DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) : 0,0027 gr tartlip 70 ml metanolde ¢oziiliir.

BHT (Biitillenmis hidroksi toluen): 100 ppm konsantrasyonda metanol icerisinde

¢oOziilerek hazirlanir.
fla¢ salimimm icin kullamlan cézeltiler
Resveratrol (RSV) : %1°lik etanol icerisinde 50pg/ml konsantrasyonda hazirlanir.

Fosfat tamponu: 8 gr NaCl, 0,2 gr KCI, 1,44 gr Na;HPOs, 0,24 gr KH2PO4 i 1 litre
distile suda ¢oziiliir. HCl ile pH 7.4’ e ayarlanr.

DNA etkilesimi ¢alismalar icin kullanilan ¢ozeltiler:

-Tris Asetik Asit EDTA (TAE) Tamponu (x50) (pH 8.0): 242 g Tris, 57,1 ml Glasiyal
asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8.0), maddeler distile su igerisinde ¢oziilerek

hacim 1000 ml’ ye tamamlanmistir.
-Yiikleme tamponu: % 0,1 bromfenol mavisi, % 0,1 ksilen cyanol
-TE: 10mM Tris-HCI, 0,1 Mm EDTA

-Etidyum bromiir: 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde muhafaza

edilmistir.
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2.2. Giimiis Nanopartikiillerinin (AgNP) Biyolojik Sentezi

AgNP’ nin biyolojik sentezi asagidaki yonteme gore yapilmistir [41]:

1) Kurutulmus bitki yapraklari havanda ezilerek toz haline getirilmistir ve 20 gr

tartilarak lizerine 100 ml distile su eklenmistir.

2) Hazirlanan ¢ozelti yaklasik 5 dakika boyunca kaynatilir. Kaynama islemi bittikten

sonra karigim oda sicakliginda sogumaya birakilmaistir.

3) Oda sicakligina getirilen karisim Whatman No 1 filtre kagidi ile stiziliir ve filtratlar

sentezde kullanilmak iizere +4 derecede bekletilmistir.

4) Hazirlanan yaprak o6ziitiinden 20 ml alinarak tizerine 5 mM 60 ml AgNOs ¢ozeltisi

eklenir. Karisim oda sicakliginda renk degisimi gergeklesene kadar karistirilmastir.

5) Renk degisimi gozlendikten sonra karisim 4-5 kez 10.000 g de 10 dk santrifiij

edilmistir. Bu sayede nanopartikiiller diger organik molekiillerden arinacaktir.
6) Her seferinde siipernatan distile su ile yer degistirilmistir.

7) Son olarak dipte kalan kisim etiivde kurutulmustur.

2.3. Giimiis Nanopartikiillerinin (AgNP) Kimyasal sentezi

AgNP’ nin kimyasal sentezi i¢in 45 ml 1 mM sodyum borohidrid (NaBH4) ve 3,55 mM
trisodyum sitrat (TSC) karisim1 30 dakika boyunca 60 °C’ de 1sitilmistir. 30 dakikanin
sonunda 4 mM AgNO:s ¢ozeltisinden 5 ml damla karigima eklenmis ve sicaklik 90 °C’
ye kadar ¢ikarilmigstir. Sicaklik 90 °C’ye ulastiginda 0,1 M NaOH kullanilarak karigimin
pH’s1 10,5’ e ayarlanmis ve 1sitma islemine renk degisimi ger¢eklesene kadar devam
edilmistir. Renk degisimi gerceklestikten sonra karisim oda sicakliginda sogutulmustur.
Reaksiyona girmemis reaktiflerden armmasi igin karisim 12000 rpm’ de 15 dk santrifiij

edilmistir. Deiyonize su ile ii¢ kez yikanip kullanilmak iizere 4 °C’ de saklanmistir [67].

2.4. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Biyolojik ve kimyasal olarak sentezlenen AgNP’lerin 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
FT-IR, SEM (Zeizz Evo Is10) 25 kV ¢alisma geriliminde kullanilarak goriintiiler elde
edilmistir. ZETA potansiyeli (Malvern), ve UV-Vis spektrometre (Perkin Elmer)
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analizleri Erciyes Universitesi Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (ERNAM) ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (TAUM) ’inde hizmet alimi seklinde
yaptirilmistir.

2.5. Serbest radikal giderim aktivitesi

AgNP’ nin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
serbest radikali kullanilarak belirlenmistir. Yontem radikalin karakteristik mor renginde
meydana getirilen renk degisikliginin 512 nm dalga boyunda spektrofotometre ile

Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir [39]. Yontem asagidaki gibidir:
1) Sentezlenen AgNP’ den 50 pl alinarak deney tiiplerine aktarilmigtir..

2) Uzerlerine 1 ml 0,1 mM DPPH radikalinin metanol ile hazirlanan ¢ozeltisi
eklendikten sonra vorteks ile karistirllip oda sicakliginda, karanlikta 2 saat

bekletilmistir.

3) Ayni islem bilesik yerine ¢oziicii iceren bir kor tiipii i¢in es zamanli olarak

tekrarlanmistir.

4) Karisimlarin absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okunmustur. Her bilesik icin dlgiimler ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuclarin ortalamasi

alinmustir.

5) Cozeltilerinin serbest radikal temizleyici etkisi DPPH absorbsiyonunun %

inhibisyonu olarak belirtilmistir. Bu deger asagidaki formiile gére hesaplanmustir:

Radikal giderim aktivitesi (% Inhibisyon) = 100 x (A kontrol-A 6rnek)/ A kontrol)

Ayni islemler pozitif kontrol olarak kullanilan sentetik antioksidan BHT (Biitillenmis

hidroksi toluen) i¢in tekrarlanmustir.
2.6. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar

AgNP’ nin ve yaprak Oziitiiniin antimikrobiyal aktivite denemeleri agar kuyucuk
difiizyon yontemi ile analiz edilmistir [68]. Calismada 7’ ser adet Gram pozitif ve
negatif 14 bakteri ve 3 adet maya susu olmak iizere toplam 17 mikroorganizma
kullanilmistir (Tablo 2.1).
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Stok kiiltiirlerden, bakteriler nutrient sivi besiyerinde 35 °C’ de 24 saat, maya suslari
Saboruod Dekstroz sivi besiyerinde 30 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakilarak

yetigtirilmistir.

S1v1 ortamlarda gelistirlen her mikroorganizma kiiltiiriinden tekrar sivi ortamlar1 igeren
tiiplere %1 oraninda asilanarak 18 saat ekponansiyel faza gelene kadar yetistirilmis ve

kiiltiirlerin yogunluklar1 Mc Farland 0,5’e gore ayarlanmistir [68].

Yogunluklar1 ayarlanan mikroorganizmalardan 100 pl alinarak Muller hinton agar besi
ortamina yayma ekim ile ekilmis ve sonrasinda 6 mm c¢apinda kuyucuklar acilmastir.
Agilan kuyucuklar icerisine AgNP ve yaprak oziitiinden 100 pl ilave edilip inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyondan sonra inhibisyon zonlarmin cap1 olgiilerek etkileri

belirlenmistir [69]. Denemeler ii¢ tekrarli olarak yapilmustir.

Agar kuyucuk yonteminde mikroorganizmalara kars: etkili oldugu tespit AgNP’ nin en
diisiik inhibe edici konsantrasyonlar1 (MIK) 96 kuyucuklu mikrotitrasyon petrileri
kullanilarak mikrodilisyon yontemi ile belirlenmistir (Sekil 2.21.). Mikrotitrasyon
petrilerinin ilk kuyucuklarina 90 pl siv1 besiyeri ve 100 pl stok AgNP ve yaprak 0ziitii
(%20’lik) pipetlenip karistirildiktan sonra 100 pl alinarak bir sonraki kuyucuga
pipetlenip bu seyreltmelere son kuyucuga kadar devam edilerek her kuyucuktaki
konsantrasyon bir dncekinin yarisi olacak sekilde ayarlanmistir (100, 50, 25, 12,5, 6.25,
3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.09, 0.045 ppm ) ve son olarak da her kuyucuga 100 pl
organizma ilave edilerek bakteriler icin 35°C’de 24 saat, mayalar i¢in 30 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda test bilesiklerinin MIK degerleri
petrilerin tizerlerine sikilan trifenil tetrazolyum Klorid (TTC)> in 37°C’ de 3 saatlik
inkiibasyonu sonucu meydana gelen renklenmeye bakilarak tespit edilmistir (Sekil 2.1).
Uremenin gozlemlendigi en kii¢iik numarali kuyucugun temsil ettigi konsantrasyon

MIK olarak saptanmustir. Deneyler ii¢ paralel olarak tekrarlanmistir.
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Sekil 2.1. Mikrodilusyon Broth Tekniginin Denemelerde Uygulanis Sekli [70]

2.7. Ila¢ Salimm Cahsmalar

AgNP’ nin ilag salimm o&zelliklerinin belirlenmesi Kumar ve ark.’larinin (2014)
caligmasma gore yapilmigtir [71]. ilk olarak resveratroliin AgNP ile birlesmesini
saglamak amaciyla 10pug/ml konsantrasyonda %1°lik etanol igerisinde hazirlanmis 6 ml
resveratrol (RSV) ¢ozeltisi iizerine 30 ml AgNP damla damla ilave edilerek 2 saat 150
rpm’de oda sicakliginda karistirilmistir. Hazirlanan RSV@AgNP soliisyonu 18,600
g’'de 1

spektrofotometre ve FT-IR analizleri yapilmustir.

saat santrifiij edilmis ve pellet distile su igerisinde ¢oziilerek UV

Hazirlanmis olan RSV@AgNP’ den resveratrolun in vitro geri salinimi iki farkli pH
ortaminda (pH 5.2 ve pH 7.4) membran diyaliz metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Resveratrol ile kaplanmig giimiis nanopartikiiller 37 °C’de fosfat tamponunda (pH 5.2
ve pH 7.4) diyaliz tiiptine (Molecular weight cut-off (MWCO) =10 kDa) yerlestirilmis
ve 100 rpm’ de kangtirilmistir. Resveratrol salinim miktarint belirlemek i¢in 30
dakikalik periyotlarda 1’er ml 6rnek alinip UV visible spektrofotometrede 304 nm dalga
boyunda absorbans degerleri Olciilmiistiir. Salinimi gergeklesen resveratrol miktarini
hesaplamak i¢cim %1’lik etanaol igerisinde 1 mg/ml ile 50 mg/ml arasinda
konsantrasyonlarda hazirlanmig resveratrolun 304 nm dalga boyunda ol¢iimleri ile

olusturulan standart egri kullanilmigtir.
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2.8. DNA Etkilesimi Calismalar

AgNP’ nin ve plazmid DNA arasindaki etki agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan AgNP’lerin 20 pl si tizerine 2 pl plazmid DNA
(0,5 pg/ml) ilave edilmistir. Ornekler 37 °C’ de 24 saat karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. inkiibasyondan sonra AgNP —DNA karisiminin 10 pl’si yiikleme tamponu ile
karistirtlip %1°1ik agaroz jele yiiklenerek TAE tamponu igerisinde 60 V’ta 2 saat siire
ile elektroforez yapilmistir. Elektroforezden sonra jeller etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile
boyanarak goriintiileme sisteminde fotograflari alinmistir. Denemeler ii¢ tekrarli olarak

yapilmistir [72].



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Atkestanesi Yaprak Oziitii ile Giimiis Nanopartikiillerin Sentez ve

Karakterizasyonu

UV-Vis spektrofotometre kullanimi metalde var olan lokalize ylizey plazmon
rezonansini uyararak, bir elektrik alan olusturup belirli bir dalga boyunda rezonans
meydana getirir ki o dalga boyunda gii¢lii 151n sag¢ilmasina neden olmaktadir. Bu sayede
spektrofotometrik dl¢limlerin degerlendirilmesi; farkli dalga boylarinda renksel ya da
Kolorimetrik olarak kullanilan skala degerlendirmesi yapilir. Atkestanesi yaprak 0ziitii
AgNP kompleksindeki Ag* iyonunun Ag® iyonuna indirgenmesi, yiizey plazmon
rezonansinin uyarilmasini saglanmigtir ve sonu¢ olarak UV-Vis spektrofotometrede
Olgim yapilmigtir. UV-Vis Olgiimlerine gore 420-470 nm dalga boyunda AgNP

olusmasi beklenir.

Atkestanesi yaprak oOziitiiniin UV-vis ol¢iimii ile ~311 nm absorbans piki verdigi
goriilmistiir. Kimyasal ve biyolojik olarak sentezlenen AgNP’ nin UV-Vis spektrumu

strastyla ~396 nm ve ~464 nm olarak belirlenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Biyoloji AgNP, kimyasal AgNP ve yaprak 6ziitiiniin UV-Vis spektrumlari

Sentezlenen nanopartikiillerin ve yaprak oziitiiniin elektriksel yiikii zeta analizi ile

belirlenmistir. Yapilan 6l¢lim sonuglarina gore yaprak oOziitii, biyolojik AgNP ve

kimyasal AgNP’ nin elektriksel yiikii sirasiyla -16 mV, -29 mV, -25 mV olarak tespit

Biyolojik AgNP

edilmistir (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2. Biyoloji AgNP, kimyasal AgNP ve yaprak Oziitiiniin zeta potansiyel grafikleri
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Sentezlenen nanopartikiillerin yiizey morfolojileri ve boyutlar1 SEM ile belirlenmistir.
Yapilan goriintiileme sonucunda biyolojik AgNP’ nin kiiresel boyutta ve 50+5 nm
biiyiikliigiinde (Sekil 3.3), kimyasal AgNP’ nin kiiresel boyutta ve 70+5 nm
biyiikliigiinde (Sekil 3.4) oldugu belirlenmistir.

£ EHT =2500kvV WD= 70mm Mag= 50.00KX Signal A=SE1

Sekil 3.3. Biyolojik AgNP’ nin SEM g0riintiisii

e EHT=2500kV WD=75mm Mag= 50.00KX SignalA=SEl G2 BrOarm

Sekil 3.4. Kimyasal AgNP’ nin SEM goriintiisii
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AgNP’lerin biyolojik indirgenmesinden ve stabilizasyonundan sorumlu molekiillerdeki
cesitli fonksiyonel gruplarin varligi FT-IR analizleri ile belirlenmistir. G6zlemlenen
siddetli bantlar, fonksiyonel gruplart tamimlamak i¢in standart degerlerle
karsilagtirilmistir. Biyolojik AgNP’lerin yaprak Oziitii indirgenmesi ile 3246, 2115,
1636, 1073, 589 cm™ dalga boyunda spektrumlar gosterdigi belirlenmistir. 3246 cm™
dalga boyundaki titresimlerin saponin yapisindaki -OH gruplarindan kaynaklandigi
belirlenmistir. 2115, 1636 ve 1073 cm™ dalga boyunda aromatik bilesiklerin —CH
gruplarindan kaynaklanan giiclii dalgalanmalar 6l¢iilmiistiir. 589 cm™ dalga boyunda —

CO gruplarinda ve —CC gruplarinda gerilme titresimleri goriilmektedir (Sekil 3.5).

Kimyasal AgNP 3259 cm™ dalga boyunda O-H gruplarindan kaynaklanan belirgin
bantlar vermistir. 2109, 1634 cm™ dalga boyunda —CH gruplarindan kaynaklanan giiglii
dalgalanmalar gdstermistir. 598 cm™ C=0 gruplarinda ve C=C gruplarinda gerilme

titresimleri goriilmektedir (Sekil 3.6).

Yaprak &ziitiiniin 3256 cm™ dalga boyunda O-H gruplarindan kaynaklanan belirgin
bantlar vermistir. 2116, 1634 cm™ dalga boyunda —CH gruplarindan kaynaklanan giiclii
dalgalanmalar géstermistir. 619 cm™ —~CO gruplarinda ve —CC gruplarinda gerilme

titresimleri goriilmektedir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.5. Biyolojik AgNP FT-IR spektrumlari
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Sekil 3.6. Kimyasal AgNP FT-IR spektrumlari
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Sekil 3.7. Atkestanesi yaprak oziitii FT-IR spektrumlar1
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3.2. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

3.2.1. Agar Difiizyon Sonuclari

Atkestanesi yaprak Oziiti ve AgNP’ nin antimikrobiyal aktiviteleri 100 ppm
konsantrasyonun da agar kuyucuk yontemi ile gram pozitif bakterilerinden, S. aureus
ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228, B. subtilis ATCC 29213, L.
monocytogenes ATCC 19115, C. renale ATCC 19412, M. luteus ATCC 10240, E.
fecalis ATCC 292112, gram negatif bakterilerden P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922, , B. cereus NRLL B-3008, E. aerogenes ATCC 13048, K. pneumonia
ATCC 13883, P. fluorescens ATCC 49838 P. mirabilis ATCC 25933 olmak lizere 14
adet bakteri susu ve mayalardan C. albicans ATCC 10231, C. tropicalis ATCC 13803
ve C. krusei ATCC 1424 olmak tizere 3 adet maya susu kullanilarak belirlenmistir. Elde

edilen sonuglar Tablo 3.1 de gosterilmistir.

Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’ nin ¢alisilan 14 bakteriye karsi etkili oldugu
gozlenmistir. Mayalara kars1 herhangi bir etkisi tespit edilmemistir. AgNP Gram (+)
bakterilerinden S. aureus ATCC 25923’e kars1 etki gostermis olup zon ¢ap1 17,5£2,12
mm olarak Ol¢iilmiistiir. AgNP Gram (+) bakterilerinden S. epidermidis ATCC 12228
ve Listeria monocytogenes ATCC 19115’e karsi etkisi aynt olup 13+0,00 mm
inhibisyon zon cap1 Ol¢iilmiistiir. AgNP Gram (+) bakterilerinden B. subtilis ATCC
29213 kars1 etki gostermis olup 15+2,64 mm inhibisyon zon capiyla etki gostermistir.
AgNP Gram (+) bakterilerinden C. renale ATCC 19412’e kars1 12+0,00 mm inhibisyon
zon ¢apiyla etkili olmugtur. AgNP Gram (+) bakterilerinden M. luteus ATCC 10240’¢

kars1 etkisi 17+0,00 mm inhibisyon zon ¢apryla etkili olmustur.

AgNP gram (+) bakterilerinden E. fecalis ATCC 292112 ve B. cereus NRLL B-3008’¢
kars1 etkisi ayn1 olup 10,5+1,41 mm inhibisyon zon cap1 Slmiistir. AgNP gram (-)
bakterilerinden P. aeruginosa ATCC 27853’ e kars1 etkisi 200,00 mm inhibisyon zon
cap1 Ol¢lilmistiir ve en direngsiz bakteridir. AgNP gram (-) bakterilerinden E. coli
ATCC 25922 ve P. mirabilis ATCC 25933” ¢ kars1 etkisi aynt olup 100,00 mm
inhibisyon zon ¢ap1 Ol¢iilmiistiir. AgNP gram (-) bakterilerinden E. aerogenes ATCC
13048’ e karsi etkisi 11+£0,00 mm inhibisyon zon ¢ap1 Olglilmiistiir. AgNP gram (-)
bakterilerinden Klebsiella pneumonia ATCC 13883’¢ kars1 etkisi 12,5+0,70 mm
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inhibisyon zon ¢ap1 Olgiilmiistir. AgNP gram(-) bakterilerinden Pseudomonas
fluorescens ATCC 49838’¢ kars1 etkisi 8+0,00 inhibisyon zon ¢ap1 Ol¢iilmiistiir ve en

duyarl bakteri olarak belirlenmistir.

Kimyasal olarak sentezlenen AgNP’ nin ve yaprak 6ziitiiniin test edilen konsantrasyon

da bakteri ve maya suslar1 lizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Tablo 3.1. Biyolojik ve kimyasal AgNP ve yaprak oziitiiniin antimikrobiyal etkisi.

Mikroorganizmalar | Yaprak Biyolojik Kimyasal | Ampisilin Flukonazol
oziitii AgNP AgNP (50 ng) (10 png)

S. aureus - 17,5+2,12 - 51,66+0,58 -

S. epidermidis - 13+ 0,00 - 20,6+0,59 -

B. subtilis - 15+£2,64 - 26,33+1,15 -

L. monocytogenes - 13 £0,00 - 31,84+0,00 -

C. renale - 12+ 0,00 - 54,24+0,00 -

M. luteus - 17 +£ 0,00 - 40,3+0,08 -

E. fecalis - 10,5+1,41 - 28,33+1,52 -

P. aeruginosa - 20 + 0,00 - - -

E. coli - 10 £ 0,00 - 16,66+1,15 -

B. cereus - 10,5+ 1,41 - 26+0,00 -

E. aerogenes - 11+ 0,00 - - -

K. pneumonia, - 12,5+ 0,70 - 13,9 +0,00 -

P. fluorescens - 8+ 0,00 - - -

P. mirabilis - 10+ 0,00 - 28,3+0,58 -

C. albicans - - - - 29+0,00

C. tropicalis - - - - 30+0,00

C. krusei - - - - 30+0,00

-: Inhibisyon yok

*: Inhibisyon zonlarma 6 mm delik ¢ap1 dahil edilmistir

3.2.2. MiK Sonuglan

Agar difiizyon yonteminde bakterilere kars: etkili oldugu tespit edilen bilesiklerin MIK
degeri 96 kuyucuklu pleytler kullanilarak mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir.
Tablo 3.2 de test edilen bilesiklerin bakterilere kars1 minimum inhibe edici degerleri (ug

ml?) verilmistir.

Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’ nin test edilen mikroorganizmalardan M. luteus, E.

aerogenes ve C. renale’ye kars1 12,5 (ug ml™) MIK degeri ile etkili olmustur.
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AgNP’ den test edilen mikroorganizmalardan MiK= 6,25 (ug ml™) degeri ile K.

pneumonia, P. mirabilis ve B. subtilis e kars etkili olmustur.

AgNP’ den test edilen mikroorganizmalardan MIK= 3,125 (ug ml™) degeri ile B. cereus

ve S. epidermidis e kars1 etkili olmustur.

AgNP’ den test edilen mikroorganizmalardan MIK= 1,56 (ug ml™) degeri ile E. coli, P.

fluorescens, S. aureus, P. aeruginosa ve L. monocytogenes e karsi etkili olmustur.

AgNP’ den test edilen mikroorganizmalardan MiK= 0,19 (ug ml?) degeri ile E.

fecalis e kars1 etkili olmustur.



Tablo 3.2. Test edilen mikroorganizmalarin MIK degerleri
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3.3. Serbest Radikal Giderim Aktivite Sonuclar:

Atkestanesi yaprak 0ziitii, biyolojik ve kimyasal AgNP’ nin antioksidan aktiviteleri
DPPH yontemiyle Olclilmiistiir. Sonuglar % inhibisyon olarak belirtilmis ve sentetik

antioksidan olan BHT’ nin % inhibisyon degerleri ile karsilastirilmistir.

Calisilan yaprak 6ziitii, BHT, biyolojik ve kimyasal AgNP’nin % inhibisyon degerleri
Tablo 3.3. gosterilmistir.

Tablo 3.3. DPPH siipiirme aktivitesi sonucu inhibisyon degerleri

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Biyolojik Kimyasal .

Yaprak Oziitii BHT
(ppm) AgNP AgNP
1,5625 21,42+0,04 33,76+0,052 15,40+0,002 88,90
3,125 20,96+0,032 34,82+0,032 41,49+0,00° 91,14
6,25 24.28+0,00% 36,56+0,06% 74.75+0,00° 91,56
12,5 26,45+0,01% 40,4240,022°¢ 89,16=+0,17°% 92,75
25 27,62+0,02% 50,030,062 92,840,244 92,82
50 40,50+0,03° 53,59+0,04% 93,42+0,95¢ 93,48
100 54.,72+0,02° 60,63+0,08¢ 94,36+0,11¢ 93,48

*Her bir siitunda ayni kiiglik harflerle gosterilen degerlerin ortalamalar1 varyans analizi ve Tukey testine
gore % 5 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli degildir.

Serbest radikal giderim aktivesinde en yiiksek konsantrasyonda (100 ppm) biyolojik ve
kimyasal olarak sentezlenen AgNP’ nin % inhibisyon degerleri sirastyla %54,72 ve %
60,63 olarak hesaplanmistir. Yaprak oziitiiniin ve BHT’ nin inhibisyon degerleri ise
sirastyla % 94,36 ve % 93,48 olarak hesaplanmistir. Konsantrasyon artisina baglh
olarak serbest radikal giderim aktivitesinde artis olmustur. Yaprak Oziitiiniin serbest

radikal giderim aktivitesi kontrol ile kiyaslandiginda en yiiksek olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.8. DPPH yontemi ile belirlenen antioksidant aktivite degerleri

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi Ile Nanopartikiil-DNA Etkilesimi Sonuc¢lar

Biyolojik ve kimyasal yontemle sentezlenen AgNP’ nin 5SmM stok ¢dzeltisinden 100,

50, 25, 12,5 ve 6.25 ppm konsantrasyonlarda olacak sekilde distile su ile seyreltmeler

yaptlmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler pBR322 plazmit DNA ile +37 °C de 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler %1° lik agaroz jel iizerinde 60

V’ ta 3 saat elektroforezle yiiriitiilerek bilesiklerin DNA {izerindeki etkisi belirlenmeye

calisilmigtir.

Agaroz jel elektroforez yontemine gore incelenen nanopartikiil-DNA etkilesim

caligmalarinin gosterdigi sonuglara gore biyolojik AgNP, yaprak 6ziitii ve kimyasal

AgNP’nin DNA {izerinde herhangi bir etkisi goriilmemistir (Sekil 3.9).

Biyolojik AgNP Yaprak Oriitii Kimyasal AgNP

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 1314 15 16 17 18

e mr ow e e wm s - T ey NGRS SR W T W F'Drm]]

TP ———————— S e Y nﬂqu*-——- Form I

Sekil 3.9. Farkli konsantrasyonlardaki biyolojik AgNP, yaprak oziitii ve kimyasal
AgNP’nin pBR322 DNA ile etkilesimi ile elde edilen agaroz jel goriintiisii.
(1-7-13. Kontrol pBR322, 2-14.100 ppm, 3-15. 50 ppm, 4-16. 25 ppm, 5-17.
12,5 ppm, 6-18. 6,25 ppm. 8. %20, 9. %10, 10. %5, 11. %2.5, 12. %1.25)
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3.5. fla¢ Salimim Calismalar

Biyolojik ve kimyasal yontemle sentezlenen AgNP’ nin ila¢ salinim 6zellikleri in vitro
ortamda incelenmistir. Yapilan ¢alismada ilk olarak resveratrol ile AgNP’lerin
baglanmasi gergeklestirilmistir. Resveratrol ile biyolojik AgNP’ nin baglanmasi UV-Vis
spektrofotometrede yapilan 6l¢iimler ile belirlenmistir (Sekil 3.10).

4,5
4 - Biyolojik AgNP
3,5 - === RSV@Biyolojik A

3

Absorbans

0,5 3\\~_‘¥
0 T T
250 450 650 850 1050

Sekil 3.10. Biyolojik AgNP ve RSV(@ Biyolojik Ag NP’nin UV spektrumlari

Baglanmadan sonra AgNP’nin gdstermis oldugu 464 nm dalga boyundaki maksimimum
absorbansin ~10 nm (452 nm) azaldig1 belirlenmistir. FT-IR analizinin sonuglari ile bu
baglanmanin basarili bir sekilde gerceklestigi teyit edilmistir. Resveratrol hidroksil
gruplaryla ilgili olan 3170 cm-1 dalga boyunda belirgin bantlar vermistir. Ayrica 1583,
1511, 1381, 1247, 1145, 964, 828, 675 ve 604 cm-1 dalga boylarinda —CH gruplarindan
kaynaklanan gii¢lii dalgalanmalar gostermistir. 1145, 964, 828 ve 675 cm™® -CO
gruplarinda, 604 cm™ CC gruplarmin gerilme titresimleri goriilmektedir (Sekil 3.11).

RSV@biyolojik AgNP’ nin 3249 cm™ dalga boyunda belirgin bantlar vermistir. 2101,
1633 ve 600 cm™ dalga boyunda —CH gruplarindan kaynaklanan giiglii dalgalanmalar

gbstermistir. 600 cm™® —CO gruplarinda ve —CC gruplarinda gerilme titresimleri
goriilmektedir (Sekil 3.12).

RSV@kimyasal AgNP’ nin 3254 cm™ dalga boyunda belirgin bantlar vermistir.2110,
1633 ve 627 cm™ dalga boyunda —CH gruplarindan kaynaklanan giiclii dalgalanmalar
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gdstermistir. 627 cm™? —CO gruplarinda ve —CC gruplarinda gerilme titresimleri

gorilmektedir (Sekil 3.13 ). RSV@AgNP’ nin igin standart resveratrol ve AgNP’ nin

fonksiyonel gruplar ile eslesen dalgalanmalar gézlemlendi.
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Sekil 3.11. Resveratroliin FT-IR spektrumlari
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Sekil 3.12. RSV@ biyolojik AgNP FT-IR spektrumlari
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Sekil 3.13. RSV@kimyasal AQNP FT-IR spektrumlari
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Biyolojik ve kimyasal AgNP’ nin resveratrol ile baglanmasi sonucunda olusan

komplekslerin elektriksek yiikii zeta analizi ile belirlenmistir (Sekil 3.14). Resvaratrol’

iin elektriksel yiikii -12 mV, RSV(@biyolojik AgNP’ nin elektriksel yiikii -34 My,

RSV@kimyasal AgNP elektriksel yiikii -39 Mv olarak belirlenmistir. Bu sonuglar,

resveratroliin  nanoparcaciklarin

ylizeyine

baglandigr veya

elektrostatik olarak kararli nanoparcaciklar iirettigini acik¢a gostermektedir.
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Glimiis nanopartikiil ile baglanmis olan resveratrolun salinimi farkli pH degerlerinde
(pH 5.2 ve 7.4) zamana bagli olarak 304 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilarak
belirlenmistir. RSV-AgNP yapisindan salinan resveratrol miktar1 hazirlanan standart

resveratrol egrisine gore degerlendirme yapilarak hesaplanmistir.

3 -

25 1

E

e

I 2 - y =0,3945x

) R?=0,9623

% 1,5

g

fa]

a]

=T

0,5
0 . . . . .
1 5 15 25 35 45
Resveratrol Konsantrasyonu (ug/ml)
Sekil 3.15. Resveratrol standart grafigi.
Tablo 3.4. Farkli pH ortamlarinda in vitro resveratrol salinim miktarlari.
Resveratrol Salinim (%)
Biyolojik Biyolojik Kimyasal Kimyasal
Zaman (dk) AgNP AgNP AgNP AgNP
(pH 5.2) (pH 7.4) (pH 5.2) (pH 7.4)

0 0 0 0 0
30 6,33 11,02 0,76 0,25
60 11,28 15,96 0,5069 1,14
90 20,02 19,13 1,77 1,26
120 25,72 27,88 2,78 2,02
150 27,50 29,53 2,15 3,16
180 30,03 30,16 1,39 1,77
210 30,54 31,55 3,16 1,26
240 31,30 31,93 1,39 1,90
270 31,43 32,31 1,77 1,77

300 32,57 33,33 1,39 2,53
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Sekil 3.16. pH 5.2” de gergeklesen zamana bagli resveratrol salinimi.
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Sekil 3.17. pH 7.4’ de gergeklesen zamana bagli resveratrol salinimi.

[lag salinimi galismalarinda 30 dk zaman araliklarinda ve farkli pH degerlerinde ( pH
5.2 ve pH 7.4) ornekler alinmigtir. Resvaratroliin baglanip geri salinmasi incelenmistir.
Biyolojik ve kimyasal olarak sentezlenen AgNP’ nin % resvatrol salinimi farkli pH da
farki ¢ok azdir; pH 5.2 de ilk 30. dakikasinda % resvatrol salinimi 6,33 iken pH 7.4 de
% resvatrol salinimi1 11,02 dir. Zamana bagli olarak ilag salimiminin arttigi ve 5 saat
sonra pH 5.2’de %32,57, pH 7.4°de ise %33,33 oldugu belirlenmistir. Biyolojik olarak
sentezlenen AgNP’nin zamana gore % resveratrol salinimi daha fazladir. Farkli pH

ortamlarinda in vitro resveratrol salinim miktarlar1 Tablo 3.4. gosterilmistir.



4. BOLUM

TARTISMA VE SONUC

AgNP’ lerin sentezi i¢in kullanilan toksik kimyasallar nanopartikiil kullanim alanini
kisitlamaktadir. Nanomalzemeler su, yiyecek, kozmetik {iriinler, ilaglar ve ilag tastyici
sistemleri araciligiyla viicut igerisine girebilmektedir. Bu sekilde viicut igerisine giren
nanoboyutlu partikiiller ve tiirevleri insan sagligin1 6nemli bir sekilde tehdit edici
unsurlara doniisebilmektedir [73]. Bu nedenle herhangi bir toksik Kkimyasal
kullanmadan, nanopartikiillerin hazirlanmasi1 gerekmektedir. Giiniimiizde biyolojik
sentez yontemi, genel adiyla "yesil kimya" yaklasimi ile nanopartikiillerin sentezi
olduk¢a ilgi cekmektedir. Cevre dostu ve zararli kimyasallarin kullanilmamasi,
sentezlenen AgNP’ lerin tip alaninda kullanimin1 yaygin hale getirmistir.
Nanopartikiiller bir¢ok fonksiyona sahip ve iki ya da daha fazla malzemenin
birlestirilmesi ile olusan yapilardir. Tek baslarina etkinlik orani diisiik iken baska bir
malzeme ile bir araya geldiginde etkinligi ¢cok daha yiiksek yeni bir malzeme meydana

gelmektedir.

Bu calismada atkestanesi bitkisinin yaprak oziiti kullanilarak AgNP’lerin biyolojik
olarak sentezi gergeklestirilmistir. Sulu ortamda hazirlanan yaprak 6ziitii 5 mM AgNO3
cozeltisi ile oda sicakliginda karigtirilarak renk degisimi (kahverengi) gerceklesmesi ile
sentez tamamlanmistir. Nanopartikiil olusumunu belirlemek icin yapilan UV-Vis 6l¢iim
sonucunda biyolojik AgNP’ lerin spektrumu ~464 nm olarak belirlenmistir. Yapilan
ol¢tim sonucunda biyolojik olarak AgNP’ lerin sentezinin gerceklestigi belirlenmistir.
Yapilan onceki c¢alismalar ile AgNP’ ler i¢in 410 ile 470 nm arasinda bir spektrumun
gozlendigini ve kiiresel nanopargaciklara atfedilebilecegini onerilmektedir [74]. Aym
zamanda indirgeyici ajanlar olarak kimyasallarin kullanilmas: ile sentezlemis
oldugumuz AgNP’lerin spektrumu ise ~396 olarak belirlenmistir. AgNP’lerin yiizey

yiikii zeta potansiyelinin Ol¢iimii ile belirlenmistir. Yapilan Sl¢lim sonucunda yaprak
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oOziitl, biyolojik AgNP ve kimyasal AgNP’nin ylizey yiiki sirasiyla -16 mV, -29 mV,
-25 mV olarak tespit edilmistir (Sekil 3.2). Yiiksek negatif potansiyel degerin olmasi
negatif-negatif itme kuvvetinden dolayr AgNP’lerde yiiksek dagilim, uzun siireli

kararlilik ve iyi kolloidal yapinin olustugunu gostermektedir [75].

Sentezlenen nanopartikiillerin yiizey morfolojileri ve boyutlart SEM analizi ile
belirlenmistir. Yapilan goriintiileme sonucunda biyolojik AgNP’ nin kiiresel boyutta ve
50+5 nm biiytikliginde (Sekil 3.3), kimyasal AgNP’ nin kiiresel boyutta ve 70+£5 nm
biiyiikliigiinde (Sekil 3.4) oldugu belirlenmistir.

Ag+ iyonlarinin biyolojik olarak Ag°®’a indirgenmesi ve AgNP’lerin stabilizasyonu i¢in
yaprak Oziitiinde bulunan fonksiyonel gruplarin belirlenmesi FTIR analizleri ile
yapilmistir. FTIR sonuglarina gore biyolojik AgNP’lerin yaprak 6ziitii indirgenmesi ile
3246, 2115, 1636, 1073, 589 cm™ dalga boyunda spektrumlar gosterdigi belirlenmistir.
3246 cm™ dalga boyundaki titresimlerin OH gruplarindan, 2115, 1636 ve 1073 cm™
dalga boyunda aromatik bilesiklerin —CH gruplarindan, 589 cm™ dalga boyunda —CO
ve —CC gruplarindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 3.5). Kimyasal
olarak sentezlemis oldugumuz AgNP’lerin 3259, 2109, 1634, 598 cm™ dalga boyunda
dalgalanmalar gosterdigi belirlenmistir. Yaprak oziitiinde 3256, 2116, 1634, 619 cm™
dalga boyunda titesimler elde edilmistir (Sekil 3.6-3.7)

Jyoti ve arkadaslart (2016) Urtica dioica’nin yaprak oOziitiinii kullanarak AgNP’lerin
sentezini ve karakterizasyonu ¢alismiglardir.  Yaptiklar1 ¢alismada UV-Vis
spektrumunda; 414 nm'de AgNP sentezini dogrulayan tek, giicli ve genis bir pik
gozlemlemislerdir. AgNP'lerin boyut dagilimin1 ve zeta potansiyelini DLS ile
belirlemisler ve nanopartikiillerin ~36 nm boyutunda ve -24.1 mV zeta potansiyel
degerine sahip oldugunu belirlemislerdir. FT-IR sonucglarina goére sentezlenen
nanopartikiillerin alkol ve fenoldeki ~OH gruplarmdan dolay1 3422 cm™ dalga boyunda,
aromatik bilesiklerin yapisinda bulunan —CH gruplarindan dolayr 2921 ve 2856 cm-
ldalga boylarinda titresimler gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica proteinlerin yapisinda
bulunan N-H ve C-H gruplarindan dolayr sirasiyla 1450 cm™ ve 1043 cm
dalgalanmalar 6l¢miislerdir [76].



51

Yildiz ve ark. (2011), Cetraria islandica L. liken 6ziitiinii kullanarak nanoteknoloji
alaninda yaygin olarak arastirilan Ag nanopartikiillerin biyolojik olarak sentezini
gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda farkli kosullarda sentezlenen 6rneklerin UV -
Vis analizleri yapilmis ve 405-438 nm araliginda pikler elde edilmistir. TEM analizi ile
taneciklerin biiyiikliigli ortalama 5.6- 28.6 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Ag nanotaneciklerin
sentezinin hangi baglar iizerinden yiiridiigiinii belirleyebilmek icin elde edilen liken
oziitliniin AgNO3 ile etkilestirilmeden once ve sonra FT-IR ile analizleri yapilmis ve
etkilesimin oncesi ve sonrasindaki FT-IR spektrumlarinda 1750 cm™ dalga sayisindaki
bandin zayifladigi ve 1650 cm™ dalga boyunda ki bandin kuvvetlendigi belirlenmistir
[20].

Sankar ve arkadaglar1 (2014), Carica papaya bitki 6ziitii ile CuO nanopartikiillerinin
sentezini ve Kkarakterizasyonunu incelemiglerdir. Yaptiklari ¢alismada FT-IR
sonuglarina gore sentezlenen nanopartikiillerin yapisina amid N-H, alken C-H, anhidrit

C=0, C-0 baglandigini, 473 cm™ bantlarinda Cu-O baglandigim belirlemislerdir [76].

Yapmis oldugumuz tez calismasinda AgNP’lerin sentezi gerceklestirildikten sonra
karakterizasyonu yapilarak antimikrobiyal etkisi, antioksidan aktivitesi ve DNA ile olan
etkilesimleri belirlenmistir. Ayni zamanda in vitro ortamda resveratrol ile baglanmig
olan AgNP’ nin ilag¢ salinim 6zellikleri serbest kalan resveratrol miktarinin belirlenmesi

ile tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite 6l¢iimil i¢cin 8 gram pozitif ve 6 gram negatif olmak iizere
toplam 14 bakteri ve 3 maya susu kullanilmistir. Biyolojik AgNP, yaprak oziitii ve
kimyasal AgNP’nin gostermis oldugu inhibisyon zon capi degerleri Tablo 3.1.
verilmistir. Yalnizca biyolojik AgNP’nin ¢alisilan bakteri suslarina karsi etkili oldugu
gozlenmistir. Gram pozitif bakteriler arasinda en yiiksek inhibisyon zon ¢ap1 S. aureus
ATCC 25923’te 17,5+2,12 mm, M. luteus ATCC 10240°da 17+0,00 mm olarak
Ol¢iilmiistiir. En diisiik inhibisyon zon ¢ap1 ise E. fecalis ATCC 292112 ve B. cereus
NRLL B-3008’de 10,5+1,41 mm olarak belirlenmistir. B. subtilis ATCC 29213 ve C.
renale ATCC 19412’¢ kars1 olgiilen inhibisyon zon g¢ap1 degerleri ise sirasiyla 15+2,64
ve 1240,00 mm olarak belirlenmistir. S. epidermidis ATCC 12228 ve L. monocytogenes
ATCC 19115’e kars1 etkisi aynt olup inhibisyon zon c¢apr 13+0,00 mm olarak

belirlenmistir.
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Gram negatif bakteriler arasinda en yiiksek inhibisyon zon ¢ap1 200,00 mm olarak P.
aeruginosa ATCC 27853’¢ kars1 Ol¢iilmiistiir. P. fluorescens ATCC 49838’e kars: etkisi
840,00 inhibisyon zon c¢ap1 Ol¢iilmiistiir. Biyolojik AgNP’nin K. pneumonia ATCC
13883, E. aerogenes ATCC 13048, E. coli ATCC 25922 ve P. mirabilis ATCC 25933
kars1 etkili oldugu belirlenmis ve inhibisyon zon ¢aplart sirasiyla 12,5+0,70, 11+0,00 ve

10+0,00 mm olarak ol¢iilmiistiir.

Agar diflizyon yonteminde bakterilere karsi etkili oldugu tespit edilen bilesiklerin en
diisiik inhibe edici konsantrasyon degeri (MIK) 96 kuyucuklu pleytler kullanilarak
mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Biyolojik AgNP’ nin test edilen
mikroorganizmalardan M. luteus, E. aerogenes ve C. renale’ye karsi etkisi MIK=6,25
(ug ml?), K. pneumonia ve B. subtilis’e kars1 etkisi MIK= 3,12 (ug ml!) P. mirabilis,
B. cereus ve S. epidermidis’e kars: etkisi MIK= 1,56 (ug ml™) ve E. fecalis’ e karsi
etkisi MiK= 0,09 (ng ml™?) olarak belirlenmistir. Test edilen mikroorganizmalardan E.
coli, P. fluorescens, S. aureus, P. aeruginosa ve L. monocytogenes’e karst MiK= 0,78

(ug ml't) degeri ile etkili olmustur.

Logeswari ve ark. (2012) yaptiklari ¢alismada Ocimum tenuiflorum (kutsal feslegen),
Solanum trilobatum (itiiziimii), Syzygium cumini (java erigi), Centella asiatica (gotu
kola) ve Citrus sinensis (portakal) bitki oziitlerini kullanarak giimiis nanopartikiillerin
(Ag NPs) sentezini gergeklestirmislerdir. AgNP’ lerin karakterizasyonunu UV-Vis,
XRD, atomik ylizey mikroskobu (AFM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
yapmusglar ve analizler sonucunda O. tenuiflorum, S. cumini, C. sinensis, S. tricobatum
ve C. asiatica bitkileri ile elde edilen nanopartikiillerin ortalama olarak sirasiyla 28 nm,
26,5 nm, 65 nm, 223 nm ve 284 nm boyutunda oldugu belirlenmistir.
Nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesini S. aureus, P.aeruginosa, E. coli ve K.
pneumoniae'ye karst agar difiizyon yontemi ile belirlemislerdir. En yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi S. aureus (30 mm) ve E. coli (30 mm)’ye kars1 S. tricobatum,
O. tenuiflorum bitki 6ziitii ile sentezledikleri nanopartikiiller tarafindan olusturuldugunu
tespit etmislerdir. Yapilan g¢alisma sonucunda sentezlenen AgNP’ lerin, patojenik
bakterilere karst etkili antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu ve giimiis
nanopartikiillerin nanoteknoloji ve nanotip alaninda kullanilabilecegini ileri

stirmislerdir [77].
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Sentezlenen biyolojik ve kimyasal AgNP’ nin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemiyle
belirlenerek % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Elde edilen inhibisyon degerleri
BHT ile karsilastirllmistir. En yiiksek konsantrasyonda (100 ppm) yaprak oziitii ve
BHT’ nin inhibisyon degerleri ise sirasiyla % 94,36 ve % 93,48 biyolojik ve kimyasal
AgNP’ nin % inhibisyon degerleri ise sirasiyla %54,72 ve %060,63 olarak
hesaplanmistir. Reddy ve ark. (2014) Piper longum (uzun biber) meyve oziiti ile
biyolojik olarak sentezledikleri AgNP’lerin ortalama %67 inhibisyon degeri ile standart
ve meyve 0ziitlinden (~%80) daha diisiik bir aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Bizim
yapmis oldugumuz ¢alismada da biyolojik AgNP’nin serbest radikal giderim aktivitesi
yaprak oziitii ve standart BHT den daha diisiik bulunmustur [78].

Duman ve ark. (2016) papatya ¢iceginin Oziitii ile elde ettikleri CuO nanopartikiillerin
antioksidant aktivitesini ve plazmid DNA (pBR322) ile etkilesimini ¢alismiglardir. CuO
nanopartikiillerini karakterize etmek ig¢in UV-vis spektroskopisi, FT-IR, DLS, X 1sin1
kiriimi, EDX spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu kullandiklar1 bu galisma
sonucunda DPPH metodu ile antioksidant aktiviteyi belirlemigler. CuO NP'lerin
ortalama yiizde inhibisyonu % 87.27 ve CuO nanopartikiillerinin DNA’nin ¢ift heliks
yapisint hem bozdugunu hem de kirdigimi bulmuslardir [41]. Bizim yaptigimiz
caligmada biyolojik ve kimyasal olarak sentezlemis oldugumuz AgNP’lerin ve yaprak

Oziitlinlin pBR322 DNA yapisi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

[lag salintm1 ¢alismalarinda biyolojik ve kimyasal yontemle sentezlenen AgNP’ nin ilag
salinim oOzellikleri incelenmistir. Yapilan c¢alismada resveratrol ile AgNP’lerin
baglanmas1 gerceklestirilmis ve karekterizasyonu yapilmistir. UV-vis ve FT-IR
sonuglar1 degerlendirilmis resveratroliin baglanmasi incelenmistir. AgNP ile baglanmis
olan resveratrolun salinimi farkli pH degerlerinde (pH 5.2 ve 7.4) zamana bagl olarak
304 nm dalga boyunda absorbans Ol¢iimii yapilarak belirlenmistir. RSV-AgNP
yapisindan saliman resveratrol miktart hazirlanan standart resveratrol egrisine gore
degerlendirme yapilarak hesaplanmistir. Farkli pH ortamlarinda resveratrol salinimi ile
ilgili olarak 6nemli bir fark goriilmemistir. Biyolojik AgNP’ nin % resvatrol salinimi
pH 5.2 de ilk 30. dakikasinda % 6,33 iken, pH 7.4 de % 11,02 dir. Zamana bagl olarak
resveratrol saliniminin arttig1 ve 5 saat sonra pH 5.2°de %32,57, pH 7.4°de ise %33,33
oldugu belirlenmistir. Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’nin zamana goére %

resveratrol salinimi kimyasal AgNP den daha fazladir.
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Kumar ve ark. (2014) etkili ila¢ saliverme araglar1 olarak resveratrol ile konjuge edilmis
biyojenik altin nanopartikiillerin uygulanabilirligi ile ilgili c¢alisma yapmuslardir.
Yaptiklar1 ¢alismada hem indirgeyici hem de sinirlandirict ajanlar olarak hizmet eden
Delftia sp KCM-006 susunun siipernatantint kullanarak biyolojik olarak altin
nanopartikill sentezlemislerdir. Sentezlenen altin naopartikiilleri resveratrol ile konjuge
ederek, olusan RSV-AuNP'lerden resveratroliin in vitro salinimini, 8 saat siireyle pH 5.2
ve pH 7.4'te PBS sollisyonunda degerlendirmislerdir. Resveratrol salinim profilleri, pH
5.2'de, pH 7.4'e kiyasla daha yliksek bulunmustur, yani resveratroliin % 95'1 pH 5.2'de
salimirken, sadece% 26'st pH 7.4'te salinmistir. Resveratrol ile konjuge edilen
AuNP'lerin fizyolojik pH'da (7.4) plazmada daha uzun bir siire nanopargacik yiizeyinde
kaldigi ve boylece normal dokulara olan yan etkileri biiyilk oranda distirdigi
gozlemlenmistir. RSV-AuNP'ler tiimor hiicrelerine girdikten sonra, resveratrol,
endositik bolmelerdeki asidik ortam (pH degerleri 4.5 ila 6.5 arasinda degisir) nedeniyle
hizli bir sekilde serbest birakilir. Bu, resveratroliin kisa bir siire iginde 6nemli miktarda
birikmesine neden olur ve biyoaktif maddenin tiimor hiicrelerine etkin bir sekilde
iletimini saglar. Calisma sonucunda yiiksek stabilite ve biyouyumluluk sergileyen
biyolojik olarak sentezlenmis AuNP'lerin, ilag iletim sistemi i¢in farkl ilaglara konjuge

edilecek uygun nanomalzemeler olarak kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir [71].

Yapmis oldugumuz c¢alismada atkestanesi yaprak Oziiti kullanarak giimis
nanopartikiillerin biyolojik olarak sentezi gerceklestirilmistir. Antimikrobiyal ve
antioksidant aktivite gosteren giimiis nanopartikiillerin tipta genis bir kullanim alam
bulabilecegini diistinmekteyiz. Basit, hizli, ucuz ve ¢evre dostu biyolojik sentez yontemi
ile farkli uygulama alanlarinda rahatlikla kullanilabilecek yeni nesil nanomalzemelerin
sentezi gergeklestirebilmektedir. Farkli &zellikteki malzemeler bir araya getirilip,
aralarinda sinerjistik etkinin saglanmasi ile ¢ok daha verimli nanoyapilarin sentezi ve
biyomedikal, biyoanalitik uygulamalarda kullaniminin genislemesi adina umut verici bir
calisma olmustur. Bu konu ile ilgili yapilacak olan detayli calismalar ile

nanopartikiillerin kullanim alanlar1 daha da genisletilebilir.
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