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BOYUT KONTROLLU Ag NANOPARTIKULLERININ ve Ag@GO
NANOKOMPOZITIN PAPATYA (MATRICARIA CHAMOMILLA) BITKi
EKSTRESIKULLANILARAK BiYOJENIK SENTEZI ve ANTIBAKTERIYEL

AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI
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OZET

Nanomalzemelerin sentezinin son yillarda artmasi ile beraber, sentez ydnteminin de
belirlenmesi olduk¢a 6nem kazanmistir. Birgok uygulama alaninda kullanilan ve antibakteriyel
etkinligi olan giimiis nanopartikiillerinin (Ag NP) kimyasal yontemlerle sentezi mevcuttur.
Ancak, zararli kimyasallarin kullanimi1 sonucunda, toksik 6zellige sahip Ag NP'lerin sentezi
yerine biyolojik yontemler ile sentezlenen Ag NP'lerin elde edilmesi son derece Onem
kazanmistir. Bu ¢alismada Ag NP'lerin sentezi i¢in zararli kimyasallarin kullanilmadigi, ¢evre
dostu, basit ve ucuz bir yontem olan biyojenik sentez teknigi tercih edilmistir. NP'lerin
boyutlarindaki farklilik fiziksel, kimyasal ve mekanik &zelliklerini dogrudan etkilemektedir.
Matricaria chamomilla (M. chamomilla) sulu bitki ekstresi kullanilarak boyut kontrollii, farkli
boyutlarda Ag NP'ler (70 = 5 nm (Ag NP-1), 52 = 5 nm (Ag NP-2) ve 37 + 4 nm (Ag NP-3))
sentezlendi. Ag ile grafen oksitin (GO) bir araya getirilmesiyle Ag@GO nanokompozitin (NK)
sentezi gergeklestirildi. Antibakteriyel aktivite testleri i¢in Gram+ Staphylococcus aureus (S.
aureus), Gram- Escherichia coli (E. coli) bakterisi ve Candida fungus albicans (C. albicans)
mikroorganizmalar1 kullanildi. Ag NP'lerin olusumuna Ag” iyonu konsantrasyonu, bitki ekstresi
konsantrasyonu ve reaksiyon siiresinin etkileri incelendi. 100 mg/L M. chamomilla bitki ekstresi
tiim hedef patojenlerin gelisiminin inhibe etmede hafif bir 6nleyici etki gosterdi. 100 mg/L Ag
NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3 ve Ag@GO NK'i tiim patojenlerin biiyiimesini ~%100'e yakin
inhibe etmigtir. Ag NP-bitki ekstresi ve Ag NP-GO ikili ¢iftlerinin mikroorganizmalarin
inhibisyonunda sinerjistik etkiye sahip oldugu antibakteriyel testlerle gozlemlenmistir.
Sentezlenen boyut kontrollii Ag NP'lerinin ve Ag@GO NK'nin biyomedikal ve biyoanalitik

uygulamalarda kullaniminin genisleyecek olmasi umut vericidir.

Anahtar kelimeler: Giimiis Nanopartikiiller, Grafen Oksit, Biyojenik Sentez, Nanokompozit,

Papatya (Matricaria chamomilla) Bitkisi
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BIOGENIC SYNTHESIS OF SIZE CONTROLLED Ag NANOPARTICLES AND
Ag@GO NANOCOMPOSITES USING DAISY (MATRICARIA CHAMOMILLA)
PLANT EXTRACT AND INVESTIGATION OF THEIR ANTIBACTERIAL
ACTIVITIES
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ABSTRACT
Nanomaterials synthesis amd determination of synthesis method has gained importance in
recent years. There have been chemical methods for synthesis of silver nanoparticles (Ag NPs)
which have been used in many application areas and have antibacteral activity. Ag NPs
synthesized by biological methods compared to Ag NPs synthesized using toxic chemicals have
significant advantages. Environmentally friendly, simple and cheap methods bio-synthesis
technique was preferred in this study. The difference in NPs size directly affects their chemical
and mechanical properties. In this work, the size-controlled Ag NPs with different sizes (70 + 5
(Ag NP-1), 52 + 5 (Ag NP-2) and 37 + 4 nm (Ag NP-3)) were synthesized using Matricaria
chamomilla (M. chamomilla) aqueous plant extract. Ag-graphene oxide nanocomposites
(Ag@GO NC) has been produced with the interaction between Ag and GO. Gram+
Staphylococcus aureus (S. aureus), Gram- Escherichia coli (E. coli) bacteria and Candida
albicans (C. albicans) fungus microroganisms were used for antibacterial test. The effects of
Ag’ ion concentration, plant extract concentration and reaction time were investigated on the
formation of Ag NPs. M. chamomilla with 100 mg/L plant extract showed a slight inhibitory
effect in inhibiting the development of all target pathogens. 100 mg/L Ag NP-1, Ag NP-2 and
Ag NP-3 and Ag @GO NC showed almost ~%100 inhibitory effect to the growth of all bacteria.
Synergistic effect between Ag and plant extract; Ag NP and GO were observed and antibacterial
test has been concluded with success. Potential use of the synthesized size controllable Ag NPs

and Ag@GO NC in biomedical and bioanalytical applications are promissing for the future.

Keywords: Ag Nanoparticles, Graphene Oxide, Biogenic Synthesis, Nanocomposites, Daisy

(Matricaria chamomilla) Plant
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1. GIRIS ve AMAC

Metal nanopartikiillerin (NP’lerin) sentezi ve ¢esitli uygulamalarda kullanimi
nanoteknolojideki gelismeler ile birlikte artmistir. Metal NP’lerden olan gilimiis
nanopartikiilleri (Ag NP) vyiiksek antibakteriyel etkinlige sahip olup farkli
uygulamalarda kullanimina sik¢a rastlanmaktadir (1). Ag NP’lerin antibakteriyel
etkinlige sahip olmalarindan dolay1r optik, elektronik, manyetik, sensorler, gida
endiistrisi,su  aritimi, tarim, tekstil ve ila¢ salinimi gibi uygulamalarda

kullanilmaktadirlar (2).

Nanokompozitler (NK'ler) iki farkli 6zellige sahip malzemelerin bir araya gelerek, tek
baslarma iken gosterdikleri etkileri artan ¢ok fonksiyonlu malzemelerdir (3). Grafen
oksit (GO) antibakteriyel etkinlige sahiptir. Ayrica biyouyumlu, yiiksek yiizey alanina
sahip, mukavemeti yiiksek ve c¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Yapisinda
bulundurdugu fonksiyonel gruplar ve genis ylizey alanmi sayesinde ¢esitli malzemelerin
montaji i¢in uygun bir platformdur (4). Ag@GO NK seklinde bir araya geldiklerinde
sinerjistik etki ile tek baslarina iken gosterdikleri antibakteriyel etkinlikleri artmistir (5).
Ag@GO NK'1 biyouyumlu malzeme olmasindan dolay1 kanser tedavisi ve ilag ylikleme

uygulamalarinda kullanilmaktadir (6).

NP’lerin boyutu fiziksel ve kimyasal oOzelliklerini dogrudan etkilemektedir (2).
Uygulanilacak alana gére NP’lerin boyutu daha da 6nem kazanmaktadir. Ornegin; akilli
ilag tasima calismalarinda kiiclik boyutlara sahip NP’ler, yiizey alanlarinin genis

olmasindan dolayi tercih edilmektedirler (7).

Nanomalzemeler fiziksel ve kimyasal yontemler ile sentezlenebilmektedirler. Ancak
zararli kimyasallarin kullanimi, yiiksek maliyet ve ¢evreye zarar vermesinden dolayi
biyojenik sentez teknigi tercih edilmektedir. Son yillarda biyojenik sentez teknigi ile

nanomalzemelerin sentezinde artis goriilmektedir.



Cevre dostu, maliyeti diisiik ve fazlamiktarda NP sentezi i¢in avantajli bir yontemdir.
Mikroorganizmalar ve bitki kokenli malzemeler kullanilarak biyojenik sentez islemi

gergeklestirilmektedir (8).

Ek olarak, bitki kokenli malzemeler ucuz ve kolay temin edilebildikleri gibi sahip
olduklar1 dogal antibakteriyel etkinliklerinden dolay1r sentez de kullanildiklarinda,
sentezlenen malzemenin antibakteriyel etkinligini arttirmaktadirlar. Dogal indirgeyici

ajan olarak NP'lerin sentezinde bitki kullanimi son yillarda popiiler hale gelmistir (9).

Bu tez ¢alismasinda papatya (Matricaria Chamomilla) bitki ekstresi indirgenme ajani
olarak kullanilmistir. Boyut kontrollii Ag NP’leri ve Ag@GO NK’leri senetezlenmistir.
NP’lerin birgok fiziksel ve kimyasal 6zelligi dogrudan boyuta baglhdir. Ornegin,
nanopartikiillerin toksisite, biyouyumluluk ve biyoyararlanim 6zellikleri boyuta bagh

olarak degismektedir.

Bu ¢alismada, sentezlenen Ag NP ve Ag@GO NK’lerin morfolojileri ve antibakteriyel
Ozellikleri incelenmistir. Genel itibari ile NP iretimi kimyasal yontemler ile elde
edilirken, bu ¢alismada bitki ekstrakti kullanilarak yesil sentez ile boyut kontrollii Ag

NP'lerin toksisitesinin 6nemli oranda diistiriilmesi hedeflenmistir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda, Ag@GO NK’lerin Ag-GO arasindaki sinerjistik
etkiden dolay1 ¢ok yiiksek antibakteriyel 6zellige sahip olduklar1 rapor edilmistir. Fakat
bitki ekstrakti kullanilarak boyut kontrollii Ag NP’ler ve Ag@GO NK’lerin sentezine
literatiirde rastlanmamaistir. Bu ¢alisma ile ilk kez boyutkontrollii ve biyojenik sentez

teknigi ile cevre dostu NP’ler ve NK yapilar daha diisiik maliyetle sentezlenmistir.



2. GENEL BILGILER

Nanobilim; nanoteknoloji, nanobiyoteknoloji, fizik, kimya, biyoloji ve miithendislik gibi
alanlar1 icermektedir. Biitiin bu alanlarin ortak sonucu olarak da etkinligi yiiksek,
kontrol edilebilirligi kolay ve nano boyutlara sahip malzemelerin sentezlenmesi ve
cesitli uygulamalar igin kullanilabilirligi saglanmistir (10). Nano boyut ifadesi ilk olarak
Nobel odiiliine sahip fizik¢i Richard Feynman tarafindan "Asagida daha ¢ok yer var"
ifadesini kullanmas: ile birlikte bilim ve teknoloji alanlarinda parcacik boyutunun daha
kiiciik Ol¢ekte olabilecegine dikkat ¢ekmesinin ardindan nanobilim ve nanoteknoloji

alanlarinda 6nemli gelismeler saglanmistir (11).

Nano boyuta sahip materyallerin manyetik, optik ve elektriksel gibi bir¢ok 6zelligi
makro boyuttaki materyallere gore farklilik gostermektedir. Ornegin nano &lgekte
kirmizi ve mavi renkte goriinen altin, makro Olgekte sari renge sahiptir (12). Nano
malzemenin boyutu kiiciildiik¢e ylizey alan1 hacmine oranla biiyiir ve bunun sonucunda
da esneklik ve sertlik gibi fiziksel 6zelliklerinde degisiklikler gozlemlenir (13). Bir
nanometre(nm) metrenin(m) milyarda birine esit olup (Inm = 10 m), yiiksek yiizey
alanina sahip NP'lerin kimyasal reaksiyona girme aktiviteleri ytksektir. Tip,
mihendislik, saglik gibi bircok alanda ve katalizor olarak da ¢esitli uygulamalarda

kullanilmaktadirlar (14).

Nanomateryaller, sekil ve boyutlarina bagl olarak elektronik, optik ve manyetizma gibi
farkli fizikokimyasal 6zellikler gdstermelerinden dolayr bilim adamlarmin biiyiik ilgi
odagi olmuslardir (15). Buna bagli olarak nanomateryallerin sentez ve uygulama
alanlarinda artis goriilmektedir (16). Altin NP’ler ve polimerler, fonksiyonel hale
getirildikten sonra biyoloji ve tip uygulamalarinda kullanilan bazi nanomateryallere

ornek olarak verilebilir (17).

Nanomalzemeler, yapilarindaki partikiillerin (tanecik) biiyikligine ve geometrik

sekillerine bagl olarak dort farkli boyut olarak siniflandirilirlar.Sifir boyutlu (0



Dimensions, 0D) nanomalzemeler kiime (cluster) malzemeler, bir boyutlu
nanomalzemeler (1D) smifinda nanofiberler, nanogubuklar ve nanotiipler, iki boyutlu
nanomalzemeler (2D) filmler ve katmanlar, {ic boyutlu nanomalzemeler (3D) ise

polikristalin olarak sekil 2.1'de gdsterilmektedir (18).

Kiireler =~ Nanofiberler ve cubuklar  Filmler ve katmanlar  Polikristalinler
0D 1D 2D 3D

Sekil 2.1. Nanomalzemeler ve boyutlar: (18).

2.1. Nanopartikiiller
Boyutlar1 1-100 nm arasinda olan pargaciklara NP denir (19, 20). NP’ler genellikle
makro boyuttaki malzemelere gore ¢ok daha iistiin fiziksel ve kimyasal ozellikler

gostermektedirler (21).
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Sekil 2.2. Makro materyaller ve nano boyut (22).




Ayrica NP'ler kolay izole edilebilmeleri, katalizér olarak kullanilmalar1 ve tekrar
kullanim 6zellikleri sayesinde oldukca diisiik maliyetli olarak sentezlenmektedirler (23).
Sekil 2.2°de goriildiigii lizere bir insan sag¢ teli 80.000-100.000 nm genisligine sahiptir
(22).

2.2. Metal Nanopartikiiller Ve Kullanim Alanlari

Nano boyutta yeni fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip olmalarindan dolayr son
yillarda NP'ler ¢ok ¢esitli uygulama alanlarinda kullanilmak i¢in tercih edilmektedirler
(24, 25). Kimyasal reaksiyonlarda yiiksek Kkatalitik aktivite gosterebilmelerinden ve
yiizeylerinin fonksiyonel hale getirilebilmelerinden dolayr metal NP'ler bilim
adamlariin yogunlastig1 caligmalar arasinda yerini almistir (26, 27). Sekil ve boyut
kontrollii olarak sentezlenen metal NP'ler yakit hiicreleri ve depolama aygitlarinda
katalizor olarak bulunmaktadirlar (27). Metal NP'ler ila¢ ve gen aktariminda, kimya

bilimlerinde olduk¢a yaygin kullanilmaktadir (28).
Metal NP'lerin uygulama alanlart;

1. Biyomedikal (29),

2. Malzeme bilimi (30),

3. Kataliz (31),

4. Optik cihazlar (32),

5. [lag salinim sistemleri (33),

6. Bazi kanser tiirlerinin tedavisinde (34),

7. Sensorler (35),

8. Giines pilleri (36) ve

9. Elektronik alanlarindaki uygulamalarda kullanilmaktadirlar(37).

Ayrica, CdS NP'leri fotoelektrokimysal cihazlarda (38), Au@Ag NP'leri sensdrlerin
gelistirilmesinde (39), Au NP'leri fotokatalitik uygulamalarda kullanilmaktadir (40).



2.3. Metal Nanopartikiilleri Sentez Metotlari

Nanomalzemelerin sentezi ve fonksiyonel hale getirilmesi son on yilda artis
gostermistir. Yeni 0zelliklere sahip nanomalzemelere talep artisi ile birlikte nanomalze-

melerin sentezi onem kazanmistir (41).

Nanomalzemelerin sentezi i¢in iki temel yaklasim vardir. Bu yaklasimlardan birincisi
"asagidan yukariya", ikincisi ise "yukaridan asagiya" sentezdir. Asagidan yukariya
sentez tekniginde, atom veya molekiillerden biiyiik boyuta sahip malzemelerin sentezi
gergeklestirilir. Yukaridan asagiya sentez teknigine ise, y18in seklinde olan malzemeden

daha kiigiik boyutlara sahip olan NP'ler elde edilir (42, 43).

— Yigin
@ Yukaridan asagiya
o O Nanopartikiiller
i i Asagidan yukariya
o o Atomlar
o
© o

Sekil 2.3. Yukaridan asagiya ve asagidan yukariya sentez teknigi

Yukaridan asagiya sentez teknigi, asagidan yukariya sentez teknigine gore
dezavantajlidir. Yukaridan asagiya sentez tekniginde istenilen sekil ve boyuta sahip
NP'lerin sentezi homojen olarak saglanamaz iken, asagidan yukariya sentez de ise daha
homojen boyut ve sekile sahip nanomalzeme sentezi gerceklestirilir (42). Asagidan
yukariya sentez teknigi ile atomlarin yiizeyleri fonksiyonel hale kolayca getirilebilir ve
sentez mekanizmasi1 kontrol edilebilir. Boylece yiiksek verimli yiizeye ve istenilen

sekle, boyuta sahip malzemenin sentezi bagarili olarak gergeklestirilir (44).



Nanomalzemeler bu iki temel yaklasim ile birlikte, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metotlar ile sentezlenmektedirler (45). Fiziksel metot da buharlasma, yogunlasma ve

ogiitme islemlerinin kullanilmasi ile malzemenin sentezlenmesini saglamaktadir (42,

46).

Kimyasal metot da ise nanomalzemenin sentezi i¢in ortamda indirgeyici molekiiller
(NaBH, gibi) kullanilir (42). Biyolojik metot da biyomolekiiller (DNA, RNA,peptid, ve
enzim), mikroorganizmalar ve bitki ekstresi kullanilarak sentez gerceklestirilmektedir

(46). Biitiin bu metotlarin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.1'de yer almaktadir.

Tablo 2.1. Sentez metotlarinin avantaj ve dezavantajlar1 (42)

Metot Avantaji Dezavantaji

' Boyut ve morfoloji kontrolii
o Kolay sentez ve yiiksek miktarda )
Fiziksel metot . zordur ve biyo uygulamalara
liretim .
uygun degildir

Cevreye zararl toksik
Kimyasal metot [Morfoloji kontrolii ¢ok iyi malzemelerin kullanilmasz,

istenmeyen yan iiriin olusumu

Basit, ucuz, cevre dostu, malzemeye
_ » ulagim kolayligi, kolay . _
Biyolojik metot o Stabilite problemi
hazirlanabilir ve zehirli

kimyasallarin kullanilmamasi

2.4. Biyojenik Sentez Teknigi

NP’lerin biyomedikal ve saglik gibi alanlarda ki uygulamalarda kullaniminda ki artis ile
birlikte sentezleri 6nem kazanmistir. NP sentezlendigi teknige bagli olarak farkl
etkinlige sahip olmaktadir. Bundan dolay1 ¢evre dostu ve toksik olmayan malzemelerin

sentezi son derece 6neme sahiptir(47).



Biyojenik sentez teknigi yani diger adiyla "yesil sentez" teknigi nanobiyoteknolojideki
gelismeler ile birlikte NP'lerin sentezi i¢in son yillarda arastirmacilarin ilgi odagi
olmustur(47). Metal NP'lerin sentez teknigi, boyut, morfoloji, dayaniklilik ve
etkilesimlerini 6nemli derecede etkilemektedir (21). Kimyasal yontemler ile metal
NP'lerin sentezinde toksik malzemelerin kullanimi, zararli yan {irlin olusumu gibi

dezavantaja sebep olmaktadir (48).

Bundan dolayt bilim ve sanayide modern gelismelerle birlikte "yesil kimya" sentez
yontemleri; basit, tehlikeli ¢evresel atiklarin azaltimi ve gilivenilir NP'lerin sentezi igin

olduk¢a 6nem kazanmustir (21, 23, 48, 49).

Yesil kimya sentez yontemlerinin tercih edilmesinin nedenleri; toksik olmayan
kimyasallarin kullanimi, ¢evreye zararsiz ¢oziicliler ve yenilenebilir kaynaklarin
kullanim1 ve bu yontem ile sentezlenen NP'lerin elektronik, fizik, kimya, optik,

malzeme bilimi ve biyomedikal gibi alanlar i¢inde uygulanabilir olmasidir (50, 51).

NP'leri biyojenik sentez ile sentezlemek i¢in mikroorganizmalar ve bitki gibi (dogal,
ucuz, biyouyumlu ve toksik olmayan) malzemeler kullanilarak sentez islemi
gerceklestirilir (47). Cevre dostu yesil kimya siireci ile metal NP sentezinde bitki
ekstresi kullanimi NP'lerin biyosentezi i¢in en uygun yontemdir (52).

Ayrica sentez hizi, kararlilifi, biyoindirgenme mekanizmalari, farkli boyutlara ve
morfolojiye sahip NP'lerin sentezi igin bitki ekstrakti kullanimi birgok avantaji bir arada
saglamaktadir (52, 54). Yesil kimya sentez tekniginin hedefleri ve ilkeleri agagida Tablo

2.2'de kisaca 6zetlenmistir.



Tablo 2.2. Yesil kimya'nin hedefleri ve ilkeleri (53).

Yesil Kimya'nin Hedefleri

Yesil Kimya'nin Tlkeleri

« Islem gérmemis drneklerin
dogrudan 6l¢iimii

* Toksik reaktiflere ihtiyag
duyulmamasi

* Prosediirlerin kisalmasi

+ Otomasyon

» Atiklarin giderilmesi

2.5. Metal Nanopartikiillerin Boyut Etkisi

Metal NP'lerin gesitli sentez teknikleri ile sentezlenmesi ve farkli uygulama alanlarinda
kullaniminin artmasi ile birlikte, sentezlenen NP'lerin boyut ve sekillerinin kontrol
edilebilir olmas1 son derece onemlidir. Nanobiyoteknolojide ki gelismeler ile birlikte
biyojenik sentez tekniginin sagladigi avantajlar metal NP'lerin sentezinde biiyiik 6neme

sahip olmustur. Bitkilerin kullanimi ile istenilen sekil ve boyuta sahip NP'lerin sentezi

saglanmustir (55).

Boyut etkisi NP'lerin toksisite, biyoyararlanim ve manyetik Ozelliklerini etkilemekte
olup gida ve ilag salimim uygulamalarinda ¢ok 6nemlidir (56, 57). Farkli ¢aplara ve

sekillere sahip nanopartikiiller farkli fiziksel, kimyasal, manyetik, optik, ve elektriksel

ozellik gosterirler (56-58).

* Ekonomik malzeme tiiketimi

« Tehlikeli kimyasal sentezleri
azaltmak

* Giivenli kimyasal ve iirlinleri
tasarlamak

» Reaksiyon kosullarina uygun
giivenli ¢oziiclilerin kullanimi1

* Enerji tasarrufu saglamak

» Kimyasal katalizorlerin
kullaniminin azaltilmasi

 Kirlilik ve bozulmalar1 azaltmak

* Potansiyel kazalar1 en aza
indirgemek
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Sekil 2.4. 5-100 nm araliginda farkli boyuta sahip Ag NP'lerin ¢ozeltilerindeki renk
degisimi (59)

2.6. Nanokompozitler

Nanoteknolojide ki gelismelerin son yillarda artisin1 takiben nanomalzemelerin g¢esitli
uygulama alanlarinda kullanimi da artmistir. Ozellikle saglik alaninda kanser tiirlerinin
tedavisi ve kontrollii ilag salinim uygulamalarinda nanodlgekli malzemeler
kullanilmaktadir. Bu gelismelerle birlikte yeni isleve sahip nanomalzemelere ihtiyag
duyulmustur. Bu ihtiyaci karsilamak i¢in NK'ler (hibrit nanoyapilar) sentezlenip, ¢esitli
uygulama alanlarinda kullanima sunulmustur. En az iki farkli bilesenin bir araya
getirilmesi ile birden fazla fonksiyonu saglayan nano olgekteki malzemeler NK'ler

olarak tanimlanir (60).

Hibrit nanoyapilar yiiksek yiizey alanini elde etmek, dayaniklilik ve ayn1 anda ¢ok islevi
bir arada saglamak i¢in uygun platformlar olmusturlar. Farkli o6zelliklere sahip
materyallerin birbiri ile uyumlu birlesimleri ve malzemeler arasindaki sinerjistik etki ile
tek basina iken diisiik etkiye sahip olan malzemeler, bir araya geldiklerinde {istiin

fiziksel, kKimyasal ve biyolojik etkinlik sagladiklar1 gozlemlenmistir (61-67).

NK'ler elektrik, optik, mikro elektronik, enerji, saglik, kanser tedavisi, biyomedikal ve
biyoteknoloji uygulamalarinda kullanilmaktadir (68-71). Hibrit nanoyapilar mikrofon,
dambul, dis fir¢as1 ve cicek benzeri gibi ¢esitli sekillerde sentezlenmektedirler (61, 72).
Ornegin; Zare et al. protein ve bakir(Il) iyonlar ile nanogicek seklinde sentezledikleri
hibrit nanogigek yapinin, proteinin tek basina iken gosterdigi enzimatik aktiviteden ¢ok

daha yiiksek bir enzimatik aktivite gosterdigini ¢aligmalarinda bildirmislerdir (73).
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2.7. Giimiis Nanopartikiilleri

Metal NP'ler farkli fiziksel ve kimyasal 6zellikleri bakimindan farkli uygulamalarda
cesitli amaglarla kullanilmaktadirlar (74). Metal NP'lerden olan Ag NP'leri 2011 yilinda
diinya ¢apinda ~320 ton {retilmistir (75). Ag NP'leri 6zellikle antibakteriyel
etkinliklerinden dolay1 ge¢misten giiniimiize bir ¢ok tibbi uygulama ve patojenik
mikroorganizmalardan kaynakli Sliimlerin artis1 ile birlikte antibakteriyel etkinlige

sahip ylizeyler elde etmek amaciyla kullanilmistir (76-79).
Gilimiis NP'lerin kullanildig1 alanlar;

1. Gida paketleri

2. Tekstil

3. tibbi cihazlar (80),

4. fotografeilik (81),

5. tarimda (giibre) (82),

6. biyosensorlerde (83),

7. plasmonik substrat olarak goriintiilemede (84),
8. kozmetik tirlinlerinde

9. boyalarda

10. ev esyalarinda

11.  toprak da (bitki ve sudaki organizmalarda) (85),
12.  elektrokatalizorlerde (86),
13.  antibakteriyel aktiviteyi artirmada hibrit nanoyapilarda (87),

14.  ylizeyi gii¢lendirilmis raman sac¢ilimi1 (SERS) uygulamalarinda (88),

kullanilmaktadir.
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2.8. Grafen OKksit

Grafenin indirgenmis formu olup 2004 yilinda kesfedilmistir (89). Iki boyutlu yaprya
sahip olup epoksi, hidroksil ve karboksil (-O-, -OH, -COOH) gibi fonksiyonel gruplara
sahiptir (90-94). Yapisindaki fonksiyonel gruplar essiz fiziksel, kimyasal, mekanik ve
elektronik 6zellikler kazandirmaktadir (93, 95).

Kolay ve ucuz bir sekilde "Hummer yontemi" ile sentezlenmekte olup, endiistriyel
uygulamalarda sentez kolayligindan dolayr kullanimi mevcuttur (96). Ultra ince ve
mekanik etkilere dayanikli, antibakteriyel etkinligi yliksek, iletken ve esnek yapiya
sahiptir. Ayrica yiiksek yiizey alanina sahip olup biyouyumlu bir malzemedir (97-99).

Fonksiyonel gruplardan dolay: hidrofilik 6zelliktedir. Su ve diger ¢6ziiciilerin igerisinde
kolayca dagilmaktadir (95, 99). Yiiksek yiizey alani sayesinde farkli 6zellige sahip
malzemeler ile islevsel hale getirilebilmektedir. Boylece hibrit malzeme sentezi igin
uygun bir platform olarak kullanim kolaylig1 saglamaktadir. Ayrica farkli malzemeler
ile sinerjistik etkiyi saglayarak bir¢ok uygulamada etkinligi yiiksek ve montaj kolayligi
saglayan platform olarak tercih edilmektedir (99, 100). Kendine 6zgii morfolojisinden
kaynakli mekanik dayanikliligi sayesinde, mikrofiberlerin  gerilmelere karsi
mukavemetini artirmada kullanilmaktadir (93, 99). Elektrik iletkenligine sahip olup,
elektrokimyasal uygulamalarda, iletken filmlerin sentezinde yararlanilmaktadir (95).

Elektronik ve optik alanlarinda yalitim amaciyla kullanilmaktadir (94, 99, 101).

Sekil 2.5. Grafen oksitin yapisi (102).



13

Biyouyumlu bir malzeme olmasindan dolayr hiicre i¢i c¢aligmalarda ki biyolojik
siireclerde, protein, peptid, ilag ve gen tasimimi i¢in kullanilan malzemeler arasinda
arastirmacilarin tercih ettigi bir platform olmustur. Ayrica antibakteriyel etkinliginden
dolay1, bakterileri 6ldiirmede etkin olarak kullanilan bir platformdur (91, 97, 103).
Metal NP'leri hareketsizlestirme (immobilize) amaciyla da kullanilmaktadir (95).

Optik uygulamalar (92), atik su aritimi (96), kanser tedavisi (97), sensorler,
nanoelektronik cihazlar (99), enerji depolama (100), biyomedikal uygulamalar, tipta
hastaliklarin tan1 ve teshisi, hiicre goriintiileme, akilli ilag ve gen taginimi uygulamalari,
lityum bataryalari, giines pilleri, floresans uygulamalari, kompozit malzemelerin elde
edilmesinde ve katalizér olarak bircok alanda kullamlmaktadir (103-112).Ornegin;
Alzhhemier hastaliginin tan1 ve teshisi ile ilgili ¢aligmada ilag iletimi ve hiicrelerin

goriintiilenmesinde kullanilmustir (97).

2.9. Ag@GO Nanokompoziti

Nanoteknoloji ve biyoteknolojide ki gelismelerle birlikte farkli fonksiyonel 6zelliklerin
aym anda ve daha etkin kullanilabilecegi malzemelere talep artmistir. Iki ya da daha
fazla sayida, farkli islevleri olan malzemelerin nano boyutta bir araya getirilmesi ile NK
malzemeler elde edilir (113).

Bir malzeme tek basina iken gosterdigi fiziksel, mekanik ve antibakteriyel etkinligi
diisiik olmasina karsm, bir araya geldiklerinde daha yiliksek etkiye sahip coklu
fonksiyonu olan NK malzemeler olugsmaktadirlar. Malzemeden tasarruf ve ayni siire
icerisinde daha fazla iiriinlin elde edilmesi gibi avantajlar saglamaktadir. Malzemeler
arasindaki sinerjistik etki ile daha giiclii etkinlige sahip malzemeler elde edilmektedir

(113, 114).

Grafen oksit essiz fiziksel, kimyasal ve optik o6zelliklere sahiptir. Genis ylizey alani
sayesinde metal NP'lerinin (Ag NP) ve diger malzemelerin montaji i¢in uygun bir
platformdur. Biyouyumlu olmasindan dolayr da biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir. GO-Ag NP NK'i seklinde SERS uygulamalarinda Raman sacilim
sinyallerini yiikseltmek amaciyla kullanilmaktadir. Elektrik iletkenligine ve yiiksek

mekanik mukavemete sahiptir (115).
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GO ve Ag NP'leri arasinda, sinerjistik etkilesim gézlenmistir. GO metal NP'lerinin
immobilize edilmesi i¢in uygun bir yiizey olmustur (116). Ag NP'leri DNA (deoksiribo
niikleik asit) ve proteinlerin tespit edilmesi amaciyla sinyallerin giiclendirilmesi igin
elektrokimyasal uygulamalarda GO'in yiizeyine sabitlenerek Ag NP-GO NK'leri
bi¢iminde kullanilmigtir (117).

Ag NP'leri antibakteriyel etkinliklerinden dolayr dis dolgu malzemelerinde, tibbi
cihazlarda ve kaplama islemlerinde kullanilmistir. GO igerdigi fonksiyonel gruplar,
yiiksek yiizey alanm1 ve mukavemetinden dolayr metal NP'leri gibi malzemeleri
sabitlemede uygun bir platform olmustur. Ag NPleri ve GO arasindaki sinerjistik etki ile
antibakteriyel Ag@GO NK'lerin antibakteriyel etkinlikleri gii¢lii olmustur. Ayrica
Ag@GO NK'leri gida ambalajlarinda, tibbi cihazlar ve kaplama malzemesi olarak

cesitli uygulama alanlarinda kullanilmigtir (118).

2.10. Papatya(Matricaria Chamomilla) Bitkisi

Matricaria Chamomilla (M. chamomilla) bitkisi papatyagiller ailesindendir. Geleneksel
tipta iilser, ishal, agiz ve dis eti rahatsizliklarinda, sindirim rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir (119). Ayrica ¢ay olarak da tiiketilmektedir. Papatya ekstresi ugucu

yag, flavonoid, terpenoid ve kumarin bilesenlerini igermektedir(120).

Diinya capinda en sik kullanilan bitkiler arasindadir. Kolayca erisilebilirligi, diisiik
maliyeti ve dogal olmasindan dolay1 geleneksel tipta tedavi amagli kullanimi yaygindir.
Antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve anti-kanser 6zellige sahiptir. ibn-i Sina tarafindan
yazilmis olan kitapta, eklem agrilar1 ve sinirsel rahatsizliklar i¢in faydali oldugu
belirtilmistir. FDA'in (Food and Drug Adminisration) giivenli bitkiler listesinde
bulunmaktadir. Insan viicudu i¢in gesitli rahatsizliklarin tedavisi icin uygun bir bitkidir .

Ek olarak anti-oksidan ve antinosiseptif etkileri de vardir (121, 122).
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Sekil 2.6. Matricaria chamomilla bitkisi (123).

Antik ¢aglarda Misirlilar tarafindan "Giines tanrisinin ¢icegi" ("Flower of the Sun God")
olarak nitelendirilmistir. Bugiin diinya da ise hem modern hem de geleneksel tipta
papatyanin birgok rahatsizligin tedavisinde kullanimina rastlanmistir. Sedatif
rahatsizliklarda (6rn; egzama), yaniklarin tedavisinde, bocek isiriklari, yaralarin
temizlenmesinde, mide agrilarinda, farenjit, iltihaplar da ve romatizma agrilarinda

kullanilmaktadir (124). Ayrica iilser tedavisinde de kullanilmaktadir (125).

Papatyanin ilag ve kozmetik endiistrilerinde sik¢a kullanimina rastlanmaktadir.
Antibakteriyel ve antimikrobiyal etkinlige sahip olup hem gram negatif hem de gram
pozitif bakteriler tizerinde etkili olmustur (126, 127). Bakteriyel cilt rahatsizliklar1, idrar
yolu iltihabi, solunum yolu iltihabi gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmakla

birlikte ¢ay olarak tiiketimi bat1 iilkelerinde ¢ok popiilerdir (128).

2.11. Literatiir Calismalari
Shankar ve arkadaslar1 Ag NP'leri ve altin NP'lerini Neem bitki ekstresi kullanarak
sentezlemislerdir. Bitkinin kullanimi ile daha hizli NP'lerin olustugunu ve kimyasal

yontemler ile sentezden daha avantajli oldugunu ¢alismalarinda rapor etmistirler (129).

Akhtar ve arkadagslar1 son yillarda nanobiyoteknolojide ki gelismeler ile birlikte bitki

ekstresi kullanilarak metal NP'lerin sentezinin diger yontemlere gore avantajli oldugunu



16

belirtmislerdir. Cilinkii ¢gevre dostu, toksik etkisi olmayan, basit ve hizli bir yontem olup

NP'lerin sentezi i¢in ideal bir yontem oldugunu belirtmislerdir (130).

MubarakAli ve arkadaslart Mentha piperita bitki ekstraktini kullanarak Ag NP'leri

sentezlemislerdir. Karakterizasyon teknikleri ile olusan Ag NP'leri incelemislerdir

(131).

Pavani ve arkadaslari nanotip ve nanobiyoteknolojide Ag NP'lerin kullaniminin artmasi
tizerine dogal ve toksik 6zelligi olmayan Ag NP'leri sentezlemek i¢in Ipomoea indica
ciceginin dzitiinii kullanmiglardir. Farkli karakterizasyon teknikleri ile sentezlenen Ag
NP'lerini incelemislerdir. 10nm ile 50nm boyutuna sahip Ag NP'ler sentezlemislerdir.
Bitki Oziiti kullanma sebepleri; tarim, beslenme ve tip alanlarinda Ag NP'lerin
kullanimina sikga rastlanmasindan dolay1 ayrica maliyeti diisiik ve ¢evre dostu oldugu

igin tercih etmislerdir (132).

Sheny ve arkadaslariyesil kimya sentez teknigi ile Ag NP'lerini Anacardium occidentale
bitki ekstraktin1 kullanarak sentezlemislerdir. Sicaklik ve pH parametrelerinin NP'lerin

olusumuna etkilerini incelemislerdir (133).

Vijayaraghavan ve arkadaslar1 Trachyspermum ammi ve Papaver somniferum
bitkilerininekstrelerini  kullanarak Ag NP'lerini sentezlemislerdir. Bu bitkilerin
ekstrelerinin  kimyasal indirgenme ajanlarindan daha iyi birer indirgenme ajani

oldugunu kesfetmislerdir. Biyouyumlu Ag NP'lerini sentezlemislerdir (134).

Rajakumar ve arkadaslar1 sivrisinekler her yil milyonlarca insanin hastalanmasina ve
Olimlerine sebebiyet vermektedir. Bu amagla hastaliklara sebep olan larvalarin
aktivitelerini kaybetmeleri i¢in Eclipta prostrata bitki ekstresini kullanarak sentezlenen
Ag NP'lerini kullanilmistirlar(135).

Sathishkumar ve arkadaslar1 Curcuma longa bitki ekstrresi ile Ag NP'leri

sentezlenmiglerdir. Sentezlenen NP'lerin antibakteriyel etkinlikleri test edilmistir (136).

Ahamed ve arkadaslar yesil sentez yaklagimi ile Ag NP'ler sentezlemislerdir. Sentez
i¢in Sarimsak ve Karanfilekstresi kullanmislardir. insan karaciger hiicreleri iizerinde
biyouyumluluk testlerini yapmislardir. Calismalarinin sonucunda, insan karaciger

hiicreleri ile biyouyumlu olan Ag NP'lerinin elde edildigini rapor etmislerdir. Yesil
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sentez yonteminin basit, maliyeti diisiik ve ¢evreye zararsiz oldugunu belirtmisglerdir.
Ayrica biyouyumlu Ag NP'lerin sentezi i¢in uygun bir yontem oldugunu da
belirtmislerdir (137).

Ulug ve arkadaslar1 Ficus carica bitki ekstresini kullanarakAg NP'lerini
sentezlemislerdir. Biyosentez ile sentezlenen NP'leri karakterizasyon teknikleri ile
incelemislerdir. Bitki ekstresi Ag NP'lerin indirgenmesini ve sentezin hizli bir sekilde

gerceklesmesini saglamistir (138).

Awwad ve arkadaglar1 Ceratonia siliqua (kegiboynuzu) yaprak ekstrelerini kullanarak
Ag NP'ler elde etmistirler. 5nm ile 40nm arasinda ki boyutlarda Ag NP'ler
sentezlenmistir. Bu Ag NP'lerin antibakteriyel testleri yapilmis ve Escherichia coli
bakterilerinde etkili oldugu gozlemlenmistir. Yesil sentez yaklasimi ile sentezlenen

NP'lerin hizl1 bir sekilde elde edildigini ¢alismalarinda bildirmislerdir (139).

Dubey ve arkadaslari NP'ler sentezlendikleri yonteme gore farkli biyolojik aktivitelere
sahip olmaktadirlar. Rosa rugosa bitkisinin yaparak ekstresini kullanarak biyolojik
sentez ile Ag NP'lerini sentezlemislerdir. Ortalama partikiil boyutu 11nm ile 12nm
arasinda Ag NP'ler olusmus ve ¢esitli karakterizasyon teknikleri ile incelenmislerdir
(140).

Valodkar ve arkadaslar1 Euphorbia nivullia bitkisinin koklerinin ekstresinikullanarak
toksik olmayan Ag NP sentezlemislerdir. Yiiksek konsantrasyonda bile Ag NP'lerin
kararli bir sekilde olustugunu ve sentezlenen Ag NP'lerin tekrar kullanilabilir oldugunu
belirtmislerdir. Sentezlenen Ag NP'lerin gram negatif ve gram pozitif bakteriler
tizerinde etkin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica yesil sentez yaklasimi sentezlenen
NP'lerin antimikrobiyal etkinliklerinde dolay1r biyomedikal alanindaki cihazlarda

kullanimini da 6ngérmiislerdir (141).

Logeswari ve arkadaslart Solanum tricobatum, Syzygium cumini, Centella asiaticave
Citrus sinensis bitkilerinin ekstresini kullanarak Ag NP'ler sentezlemislerdir. Farkli
karakterizasyon teknikleri ile incelemisler ve antibakteriyel testlerini yapmislardir. Bu
dort farkl bitki ile sentezlenen Ag NP'lerin hepsinin patojenik bakterilere karsin etkin

oldugunu gozlemlemislerdir. Ancak Centella asiatica ve Citrus sinensis bitki ekstreleri
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kullanilarak sentezlenen Ag NP'lerin diger bitki ekstreleri ile sentezlenenlere gore biraz

daha yiiksek aktivite sergilediklerini rapor etmislerdir (142).

Vanaja ve arkadaslart Coleus aromaticus bitkisinin yaprak ekstresini indirgenme ajani
olarak kullanip Ag NP'ler sentezlenmislerdir. Bitki kullaniminin ucuz, ¢evre dostu ve
giivenilir bir sentez i¢in uygun oldugunu belirtmislerdir. Kolay ve hizli sentez amaciyla
NP'lerin sentezi i¢in uygun bir yontemdir. Sentezlenen Ag NP'ler Bacillus subtilis ve

Klebsiella planticola kars1 yiiksek aktivite sergilemislerdir (143).

Kaviya ve arkadaglari Citrus sinensis peel bitki ekstresini indirgenme ajani olarak
kullanmiglar ve Ag NP'lerini biyojenik sentez ile sentezlemislerdir. Ag NP'lerin
sentezinde sicakhigin etkisini incelemislerdir (20°C ve 60°C). Antibakteriyel
etkinliklerine bakilmistir. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (gram negatif), ve
Staphylococcus aureus (gram pozitif) bakterilerine kars1 yiiksek aktivite sergilemislerdir
(144).

Li ve arkadaslar1 Magnolia kobus bitki ekstresi ile Ag NP'lerini biyolojik yontem ile
sentezlemislerdir. Cevre dostu yontem ile sentezlenen Ag NP'lerinin Esherichia coli

bakterisine kars1 antibakteriyel etkinlik gosterdigini bildirmislerdir (145).

Dwivedi ve arkadaslar1 Chenopodium album bitki ekstresi ile Ag NP'leri biyolojik
sentez teknigi ile sentezlemislerdir. Bitki ekstresi indirgenme maddesi olarak
kullanilmigtir. ~ Karakterizasyon  teknikleri ile  sentezlenen =~ Ag  NP'lerinin

analiziniyapmistirlar (146).

Kasthuri ve arkadasglari Henna (kina) yapragi ekstresini kullanarak Ag NP'ler
sentezlemislerdir.  Sentezlenen NP'lerin, kanser hiicrelerine kars1  etkilerini

arastirmistirlar (147).

Huang ve arkadaglari Cinnamomum camphorabitkisinin yapraklarinin ekstresini
kullanarak Ag NP'ler elde etmistirler. Bitki ekstresi indirgeyici madde olarak
kullanilmistir. Bitki kullanimi ile NP'lerin sentezi basit ve sentezlenen NP'lerinde kararl
oldugunu bildirmislerdir (148).

Marta ve arkadaslari insan derisinde bulunan ve ilaca direnci yiiksek bakterilere karst,

etkinligi oldukg¢a yiiksek yeni bir malzemeye ihtiya¢ duyuldugunu belirtmislerdir. Bu
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bakterilerin deri de olusan enfeksiyonlar sonucu viicuda girmesi ve beraberinde
menenjit gibi rahatsizliklara sebep oldugu belirtilmistir. Ag NP'lerin biyomedikal
uygulamalarda kullanim1 ve yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip olmasindan dolay1
kullanilmaktadir. Ayrica diger antibakteriyel oOzellige sahip malzemeler ile
birlestirildiginde sinerjistik etki sergilemislerdir. GO yapisinda bulunan farkli gruplar ve
genis ylizey alanina sahip olmasindan dolay1 tercih edilmistir. Bu amagla, antibakteriyel
etkinligi yiiksek yeni bir hibrit nanomalzeme sentezlemislerdir. Ag NP'leri ile GO'i
birlestirerek AgNP-GO hibrit nanoyapiy1 elde etmislerdir. Bu yeni hibrit nanoyapinin
kararli oldugunu ve bakterilere kars1 yiiksek antibakteriyel etkinlik gdsterdigini rapor

etmislerdir (149).

Gu ve arkadaslart indirgenmis GO'i (rGO) Ag NP'lerin yerlestirilecegi platform olarak
kullanmislardir. Genis yiizey alanina sahip GO tabakalar1 sayesinde bakteriler ile temas
yiizeyi artmistir. Boylece daha az malzeme ile yiiksek antibaktariyel etkinlik elde
edilmistir. Ag-rGO NK'i sentezlemisler ve antibakteriyel etkinligin arttigini
gozlemlemislerdir. Antibakteriyel nanomalzemelerin toksisite ve g¢evre kirliligi gibi
zararlarima karsin, bu sentezlenen Ag-rGO hibrit yapinin ¢evre dostu ve biyouyumlu

oldugunu bildirmislerdir (150).

Huang ve arkadaslar1 GO tiizerine Ag NP'lerini dogrudan yliklemek i¢in NaBH4
indirgenme ajanini kullanarak, GO-Ag NK'ni sentezlemislerdir. Gram negatif ve gram
pozitif bakteriler tizerinde GO-Ag NK'nin antibakteriyel etkinligini arastirmislar ve hem
gram negatif hem de gram pozitif bakterilere kars1 etkin oldugunu rapor etmislerdir
(151).

Song ve arkadaglari igme sularin1 aritmak amaciyla antibakteriyel etkiye sahip Ag-GO
NK'ni kullanmiglardir. Ag ile GO arasindaki sinerjistik etkiden dolayi, antibakteriyel
etkinligi yiiksek olan Ag-GO NK'ni sulardan bakterilerin giderilmesi uygulamalarinda
kullaniminin uygun oldugunu belirtmislerdir. Calismalar1 sonucunda i¢me suyunun

gram negatif ve gram pozitif bakterilerinden dezenfekte edildigini bildirmislerdir (152).

Tim bu literatiir ¢aligmalarina bakildiginda, Ag NP'lerin farkli bitki ekstreleri
kullanilarak sentezlendigine rastlanmistir. Ancak boyut kontrollii Ag NP'lerin biyojenik

sentez teknigi ile sentezine literatiir arastirmalar1 sonucunda rastlanmamistir. Ag@GO
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NK'nin bitki ekstresi kullanilarak sentezlenmesine literatiir arastirmas: sonucunda

rastlanmamuistir.

Bu tez ¢alismasi ile boyut kontrollii, basit, ucuz ve ¢evre dostu olan biyojenik sentez
yaklasimi ile M. chamomilla bitki ekstresi kullanilarak Ag@GO NK'i ve farkh
boyutlara sahip Ag NP'ler sentezlenmistir. Karakterizasyon ¢alismalar1 ve antibakteriyel

aktivite testleri yapilmistir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Kimyasallar ve Materyaller

Giimiis nitrat (AgNO3) %99'luk Sigma Aldrich Firmasindan. Bakteri besiyeri (NB) ve
Maya Ekstresi Pepton Dekstroz Besiyeri (YEPDB) Merck Firmasindan. Gram -
Escherichia coli (E. coli) ATCC 11230, Gram + Staphylococcus aureus (S.aureus)
ATCC 29213 ve mantar Candida albicans (C. albicans) ATCC 90028 Erciyes
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvari
kiiltiir koleksiyonundan temin edildiler. -20°C'de muhafaza edildiler ve uygulamalardan
once %10 gliserol ile rejenere (canlandirma) edildi. Nano grafen oksit toz halinde
100mg (Graphene Supermarket).Matricaria Chamomilla  bitkisinin  ekstresi

kullanilmastir.

3.1.2. Kullamilan Cihazlar ve Karakterizasyon

ZEISS EVO LS10 Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) 25 kV caligma geriliminde
kullanilarak goriintiiler elde edilmistir. Konsantre 50 pL Ag NP sulu ¢o6zeltisi karbon
bant kapli stub (kocan) lizerine damlatilir ve berrak goriintiilerin elde edilmesi icin bir
gece boyunca kurutulmustur. Ag NP'lerin element analizi ise SEM cihazina baglanmis

Enerji Dispersif X-1s1n1 spektrometresi kullanilarak yapilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Matricaria Chamomillagigekleri Erciyes Universitesi kampiisiinden toplanmustir ve
once musluk suyu ile daha sonra deiyonize su ile yikanmistir. Toplanan numuneler
giines 15181inda kurutulmustur. Numuneler 250 mL'lik beher i¢inde, 100 mL deiyonize su
ile kanistirtlip 5 dk kaynatilmistir. Kaynatma isleminden sonra, oda sicakliginda 20
OC'ye kadar sogutulduktan sonra, son karistm Whatman No.1 filtre kagidi ile

stiziilmiistiir. Stiziintii +4°C'de saklanmuistir.
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3.2.2. Ag Nanopartikiillerin Sentezi

Farkli boyutlarda Ag NP'lerin sentezi i¢in bitki 6zii farkli hacimlerde kullanilarak
sentezlenmistir. M. chamomilla bitki ekstresinden 0,1 mL, 0,5 mL ve 2 mL kullanilarak
5 mM AgNOs(final konsantarsayonu) ¢ozeltisi ile ayr1 ayri karistirllmistir. Elde edilen
karigimlar oda sicakliginda (20 %C) 45 dk karistilar. Karigma siireleri bittikten sonra
10.000 rpm'de 20 dk boyunca santrifiij edilmistirler. Cokeltiler deiyonize su iginde
yeniden dagitilmis ve santrifiij islemi tekrarlanmistir. Bu yikama islemi, baglanmamais
bitki ekstresinin fazlasinin ayrilmasi i¢in 3 kez tekrarlanmistir. Son iirlin deiyonize su
icerisinde daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere depolanmigtir. Burada Ag

NP'lerin olusumuna Ag" iyonu konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi etkisi arastiriimstir.

3.2.3. Ag@GO Nanokompozitin Sentezi
Ag@GO NK'i literatire (153) gore sentezlenmistir. GO tarafindan Ag NP'lerin

yakalanmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda iki agamali olarak NaCl ¢ozeltisi eklenerek
sentez islemi gerceklestirilir. GO (final konsantrasyonu 0,1 mg/mL) karisirken {izerine
onceden sentezlenmis olan Ag NP ¢ozeltisi 5 mM AgNOg (final konsantrasyonu), 2 mL
bitki ekstresi ilave edilir. Karisma islemi devam ederken birinci NaCl ¢ozeltisi (2,4 mL,
0,09 M) damla damla ilave edilir. Ag NP'lerin 6n toplanmasi gergeklestikten belirli bir
stire sonra (10s) ikinci NaCl ¢ozeltisi (5 mL, 0,29 M) damla damla ilave edilir. Karigim
30 dk karismaya birakilir. Daha sonra karistm 3000 rpm'de 5 dk santrifiij edilir. Olusan
Ag NP/GO pargaciklar santrifiij ile ayrilir. Kati Ag@GO pargaciklart 5 mL deiyonize

su igerisinde dagitilip, santrifiij islemi tekrarlanir.

3.2.4. Antibakteriyel Testi

Ag@GO NK'nin ve boyut kontrollii Ag NP'lerinin antibakteriyel testi i¢in kullanilan
model patojenler, Gram (-) Escherichia coli (E. coli) ATCC 11230, Gram (+)
Staphylococcus aureus (S.aureus) ATCC 29213 ve mantar tiiriinden Candida albicans
(C. albicans) ATCC 90028, -20 C'de muhafaza edildiler ve uygulamalardan énce %10

gliserol ile rejenere edildiler ve antibakteriyel test i¢in kullanildilar.
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Ag NP'lerin boyuta bagli inhibitdér perfomans testi, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012) in vitro mikrodiliisyon yontemi kullanilarak degerlendirildi
(154). Bakteriyel hiicrelerin konsantrasyonu 1x10® CFU/mL ve mantar hiicrelerinin
konsantrasyonu 1x10° CFU/mL (NB ve YEPDB 1ml ayarlanmistir) ve her bir patojen
24 saat aktivasyon i¢in inkiibe edildi (0,5 McFarland standart bulaniklik). Minimum
inhibitor konsantrasyonu (MIC) bakteriyel suslarin her biri i¢in mg/ml olarak belirlendi.

Biitiin deneyler iki paralel seklinde kuruldu ve dort kez tekrarlandi.

Ag@GO NK numunelerinin minimum inhibitor testi, National Committee of Clinical
Laboratory Standars (NCCLS, 2004) mikrodiliisyon teknigi kullanilarak antibakteriyel
etkinligi test edilmistir (156). Mikroorganizmalarin besleyici sivi ortam igindeki
konsantrasyonu her mililitre i¢in 1x10° olarak ayarlanmigtir ve mikroorganizmalar 24
saat aktivasyon ic¢in inkiibe (0,5 McFarland standart bulaniklik) edildi. Minimum
inhibitdr konsantrasyonu (MIC), mikrooorganizmalarin biiylimesini onleyen en diisiik
konsantrasyon mg/mL olarak belirlendi. Deneyler iki paralel kurulup dort kez
tekrarlandi. Ureme gdzlemlenen konsantrasyonlarda, mikroorganizmalarin ekimi yeni

petri kaplarma yapilip MIC degerinin dogrulugu test edilir.

Disk difiizyon yotemi ile inhibitor etkisi incelendi. Mikroorganizmalar biiyiimeleri igin
bakteri besiyeri (BN) igerisinde 24 saat boyunca 37 %C'de birakilmustir. C. albicans
maya ekstresi pepton dekstroz besiyeri (YEPDB) igerisinde biiyiitillmiistir. Kiltiir
siispansiyonlart 0,5 Mcfarland bulaniklik degeri ile karsilastirilarak ayarlandi. Test
mikroorganizmalari, yiiz mikrolitre kat1 ortam plakalar: tizerine yayilmistir. Filtre kagidi
diskler (6 mm c¢apinda) icerisine 20 pL ekstreler emdirildi ve 24 saat inkiibeye birakildi.
Inkiibasyon 6lgiimleri, kulugkalamadan 24 saat sonra inhibisyon bélgelerinin ¢aplarinimn
Olciimii ile gergeklestirildi. Antibiyotik diskler ile pozitif kontroller yapildi. Bunun i¢in
eritromisin (15 pg/disk) ve nistatin (30 pg/disk) kullanildi.



4. BULGULAR

4.1. Matricaria Chamomilla Bitki Ekstresi Kullanillarak Boyut Kontrollii Giimiis
Nanopartikiillerin Sentez Ve Karakterizasyonu

Genel olarak, NP'lerin sekil ve boyutlart gesitli indirgeyici kimyasallar kullanilarak
kontrol edilebilir. Bu ¢alisgmada Ag NPlerin sentezi i¢in indirgeyici ajan olarak M.

chamomilla bitki ekstresi kullanilmistir.

Matricaria chamomilla

Ekstrakt ¢ozeltisi

N
/

Cozeltinin renk degisimi AgNO:; cozeltisi

Sekil 4.1. Matricaria chamomilla bitki ekstresi kullanarak Ag NP'lerin sentezinin
sematik gosterimi (156).
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4.1.1. AgNO3; Konsantrasyonunun Etkisi

Ag NP'lerin olusumunda AgNOskonsantrasyonunun etkisi incelendi. Ag® iyonu
konsantrasyonu (AgNO3), Ag NP sentezinde ¢ekirdeklenmenin baslayip biiyiime
siirecinin devamui i¢in 6nemli bir kilit noktasidir. Ag+ iyonu konsantrasyonu sirasiyla,
10 uM, 50 uM, 250 uM, 1 mM, 5 mM ve 50 mM (final konsantarsyonlari) ile ayr1 ayri
her birine 2 mL bitki ekstresi ilave edilerek 60 dk siire ile oda sicakliginda karigmaya

birakildi.

10 uM, 50 pM, 250 uM ve 1 mM Ag'konsantrasyonlarinin kullanildig: deneylerde Ag
NP'lerin olusumu gozlenmemistir. Deney sonuglarma gére 5 mM Ag’konsantrasyonu

Ag NP'lerin olusumu i¢in uygun esik degeri olarak tespit edilmistir.

2pm EMT = 2500 kv Signal A = SE1 Date :15 Apr 2015 . 2pm EMT = 2500 kv Signal A = SE1 Date 15 Apr 2015
N
— @erno

@ ernam
WD= 80mm

Mag= 1000KX Chamber = 1.53¢-003 Pa WD = 8.0mm Mag= 1000KX Charmber = 2.546-004 Pa

200 . .S 200 . . ¢
o EMT = 25,00k Signal A » SE1 Dute 15 A0 15 @ ornom m ENT = 25,00V Signal A = SE1 Due 182015 @ oM
WO = 80mm Mag= 5000KX Chamber  1.976-004 Pa WO= 80mm Mag= 5000KX Chamber = 1.610-004 Pa

Sekil 4.2. Cesitli Ag* konsantrasyonu ile Ag NP'lerin olusumunun SEM goriintiisii
A) 10uM B) 250uM C) 5mM ve D) 50mM AgNOs cézeltisi

Sekil 4.2.A ve 4.2.B'de gorildiigii gibi, Ag NP'lerin olusumu gergeklesmemistir. Sekil
4.2.C ve 4.2.D'deki SEM goriintiilerinde olusmus Ag NP'ler gdzlenmektedir.
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5mM ve daha yukar1 degerdeki Ag'iyon konsantrasyonunda (50mM), ~40nm ve ~45nm
boyutlara sahip Ag NP'ler diizgiin bir sekilde olusmustur. Yiiksek Ag"
konsantrasyonunda, topaklanma riskinin yiiksek oldugu Ag NP'lerin olusumuna neden

olmaktadir.

LaMer teorisine gore Ag NP olusumunda Ag' iyonu Konsantrasyonun rolii
tartisildiginda, cekirdeklenme, biiyiime ve tamamlanip sonlanma olmak {izere bir

reaksiyon genel olarak bu ii¢ adim igerir.

Diizgiin ve homojen Ag NP'ler iiretebilmek i¢in, ¢ekirdeklenme agamasinin homojen
olmas1 gereklidir. Bununla birlikte Ag” iyonu konsantrasyonu Ag NP'lerin sentezi igin
kiiresel ¢ekirdegin olusabilmesi igin Gibbs serbest enerjisi bariyerini asabilecek uygun
degere ulagmalidir. Cekirdeklenme, biiylime ve olusum asamalarinin tamaminin
gerceklesip Ag NP'lerin sentezlenmesi icin temel etkileyici giic Ag® konsantrasyonu

oldugu sonucuna varilmstir.

4.1.2. Bitki Ekstresi Hacminin Etkisi

Farkli miktarlarda bitki ekstresi kullanilarak Ag NP boyutlarindaki degisiklikler
gozlemlendi. 0,1 mL bitki ekstresi (Ag NP-1), 0,5 mL bitki ekstresi (Ag NP-2) ve 2 mL
bitki ekstresi (Ag NP-3) olarak degerlendirildi. Ag NPlerin sentezinde kullanilan 6nciil
giimiis konsantrasyonu (5 mM AgNQO3) sabit oldu. 0,1, 0,5 ve 2 mL bitki ekstrelerinin
her birine 5 mM AgNOgs(final konsantarsyonu) ilave edilerek, her bir karigim 45 dk
boyunca oda sicakliginda (20 0C) karigmistir. Ekstrelerin {izerine AgNOs'mm sulu
cozeltisi ilave edildikten 15 dk sonra karigimlarda renk degisimi ortaya ¢ikmistir. Bu

renk degisimi Ag NP'lerin olugsmaya basladiginin gostergesidir.

Ag NP'lerin  Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintileri Sekil 4.3'de
gosterilmistir. SEM goriintiileri gostermektedir ki, farkl bitki ekstresi hacimlerine sahip
Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP- 3 kiiresel sekillere sahipler ve farkli boyutlarda
olustuklar1 gozlenmistir. Sirasiyla boyutlari, 70£5 (Sekil 4.3.A), 52+5 (Sekil 4.3.B),
37+4 nm (Sekil 4.3.C). Burada kullanilan bitki ekstresi konsantrasyonu arttirildik¢a
kiicik boyutlu Ag NP'lerin sentezi saglanirken, daha diisiik bitki ekstresi
konsantrasyonu ile biiylik boyuta sahip Ag NP'lerin elde edilebilecegi sonucuna

varilabilir.
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Ciinkii Ag NP'lerin yiizeyine baglanan bitki 6ziitii molekiilleri miktar1 arttik¢a, olusan
NP'lerin boyutu kiiciilmektedir. Bu sayede kullanilan bitki 6ziitii konsantrasyonu

degistirilerek farkli boyutlara sahip NP'ler sentezlenebilmektedir.

UV-Vis spektrumu Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3'iin karakteristik absorpsiyon tepe
pikleri sirasiyla, ~445nm, ~439nm ve ~430nm'dir (Sekil 4.4.A). Altin, giimiis ve bakir
olmak {iizere plasmonik NP'lerin yilizey plazmon rezonans ozelikleri bu NPlerin

boyutuna ve sekline dogrudan baghdir (157, 158).

Bu nedenle Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3'in emme noktalar1 boyutlarindaki
farliliklardan kaynaklanmaktadir. Ag NP'lerin boyutundaki azalma sebebiyle maviye
kayma (sola kayma), artan boyut sebebiyle de UV-Vis spektrumlarinda kirmiziya

kayma (saga kayma) gézlemlenmistir.
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Sekil 4.3. Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3"iin farkli hacimlerde bitki ekstesi kullanimi
ile olusumunun SEM goriintiisii, A) 0,1mL B) 0,5mL ve C) 2mL M. chamomilla bitki
ekstresi
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Ag NP-1 ve Ag NP-2'nin UV-Vis spektrumlarmmin Ag NP-3 ile karsilastirildiginda
oldukca genis oldugu goriiniir. Diislik konsantrasyonda bitki ekstresi kullanim1 ve bazi
Ag NP'lerin topaklasarak biiylimesi sonucu Ag NP'lerin iiretim verimliliginde diisiise
sebep oldugunu (diisiik absorbans yogunlugu verir) varsayabiliriz. Ag atomunun varlig
EDX analizi ile ¢izgi tarama modunda Sekil 4.4.B'de gosterilmektedir. Sekil 4.4.C'de
Ag NP-1, Ag NP-2, Ag NP-3'iin sulu ¢ozeltilerinin renkli fotografi goriilmektedir.

Ag NP'lerin olusumunu belirtmek i¢in, Ag NP'lerin sulu ¢ozeltilerinin renk degisimi
acik saridan koyu kahverengine dogru partikiil olusumu gozlenmektedir. Ag NP-1, Ag
NP-2 ve Ag NP-3 karsilastirildiginda Ag NP-3'lin daha yogun kahverengi bir renge
sahip oldugu belirlenmistir. Bunun sebebi, daha yiiksek bitki ekstrakti konsantrasyonu
ile Ag NP {iretim verimi artmakta ve Ag NP-3'iin daha koyu renkte gériinmesine sebep
olmaktadir. Ag NP'lerin UV-Vis spektrumlar1 ve fotograflar1 birbiriyle ve bu

aciklamalar ile tutarhdir.
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Sekil 4.4. A) UV-Vis spektrumlari, Ag NP-1 (0,1 mL), Ag NP-2 (0,5 mL) ve Ag NP-3
(2 mL) B) Ag NPlerdeki Ag atomlariin varligini1 gosteren EDX analizi ve C) Ag NP-1,
Ag NP-2 ve Ag NP-3'lin sulu ¢ozeltilerinin fotografi

4.1.3. Karisma Siiresinin EtKkisi

Ag NP'lerin olusumunda reaksiyon siiresinin etkisi incelenmistir. Reaksiyon zamaninin
bir fonksiyonu olarak, 2 mL bitki ekstresi ve 5 mM AgNO; (final konsantrasyonu)

¢ozeltisi karistirilmig ve 5, 10 ve 60 dk oda sicakliginda karigsmaya birakilmistir.



29

Daha sonra 5, 10 ve 60 dk karistirma islemlerinin her birinden ayri ayri 2 mL
solisyonlar alinip, Ag NP'lerin c¢ekirdeklenmelerini 6nlemek yada biiylime

reaksiyonunu durdurmak i¢in santrifiij islemi uygulanmistir.

3 . S A -
ENT #2500V SgnalA ® SE1 Owe: A0 ornom
WO 75mm Mag* 100.00KX Chambers 32%.004P8

s *SEf Oke 15405 @ ornom
gt Mage 10000KX  Chamber=3S1e005Pa

Sekil 4.5. Farkli karistirma stirelerinde Ag NP'lerin olusumunun SEM goriintiisii
A) 5 dk B) 10 dk ve C) 60 dk karigma siiresi

5, 10 ve 60 dk karigma ile olusan Ag NP'lerin SEM goriintiileri Sekil 4.5'te verilmistir.
Kiiresel sekle sahip Ag NP'ler biitiin karigtirma siirelerinde olusmus olup farkli ¢aplara
sahiptirler.Sekil 4.5.A (~18nm), Sekil 4.5.B (~30nm) ve Sekil 4.5.C (~30nm) boyutuna
sahip Ag NP'lerin olustugunu gostermektedir. SEM goriintiileri bitki ekstresinin
eklenmesinden sonra, anlik c¢ekirdeklenme ve biiylime asamalarmi gostermektedir.
Uzun bir reaksiyon siiresinde Ag NP'lerin daha fazla biiylimesi saglanabilirfakat

topaklanma riskini de tetiklemektedir.
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4.2. Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3'iin Antibakteriyel Aktivite Testi

Ag NP'lerin antibakteriyel etkinliklerinden c¢esitli mikroorganizmalarla miicadelede
aktif olarak yararlanilmistir. Ancak Ag NP'lerin toksik etkiye sahip oldugu diisiincesi ile

biyomedikal ve biyoanalitik uygulamalarda kullanimi sinirlanmaktadir (159).

Antibakteriyel aktiviteyi artirmak ve Ag NP'leri ¢evre dostu hale getirmek igin, farkl
boyutlarda, dogal malzemeler kullanilarak sentezlenmistir. Son zamanlarda bazi
aragtirmacilar, farkli yontemler kullanarak Ag NP'lerin antibakteriyel etkinlikleri
iizerine ¢alismislardir. Ornegin, Mukherji ve ark. boyut aralig1 5-100 nm (5, 7, 10, 15,
20, 30, 50, 63, 85 ve 100 nm) biiytikliige sahip Ag NP'lerin antibakteriyel etkinlige
sahip olduklarin1 rapor etmislerdir. Ag NP'lerin sentez protokoliinde indirgenme
maddesi olarak NaBH, kullanilmis ve iyi verim saglamasina ragmen toksisitesinden

dolayi gevreye zararh ve tehlikeli Ag NP'lerin sentezi gergeklestirilmistir (160).

Bu antibakteriyel calismada, Ag NP-1 (70£5nm), Ag NP-2 (52+5nm), Ag NP-3
(37+4nm) kullanilmistir ve Sekil 4.3'de gosterilmistir. Ag NP'lerin boyutu bitki ekstresi
konsantrasyonu degistirilerek ayarlandi. M. chamomilla bitki ekstresi, tibbi
uygulamalarda kullanilan, antibakteriyel etkinlige sahip olup patojenik suslara karsi
hafif inhibitor aktivite gostermektedir. M. chamomilla bitki ekstresi ile sentezlenen, li¢
fakli boyutta ki Ag NP'ler S.aureus, E. coli ve C. albians patojenlerine karsi ¢cok yiiksek
antibakteriyel aktivite gdstermislerdir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6.A'da gorildiigi tizere, 200 mg/L bitki ekstresi sadece % 25, ~% 21 ve ~% 30,
sirastyla S. aureus, E. coli ve C. albians hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini
gostermektedir. 100 mg/L bitki ekstresi li¢ patojeni ~% 20, ~% 14 ve ~% 22, sirasiyla S.
aureus, E. coli ve C. albians hiicrelerinin biiyiimesini 200 mg/mL bitki ekstresine gore
daha az inhibe ettigini gostermektedir. Ayrica, 50 mg/L bitki ekstresi E. coli patojenine
karsin inhibe edici etki gostermedigi, S. aureus patojenini ise ~% 10 oraninda inhibe
ettigi, C. albians patojenine karsin ~% 17 inhibe etkisi gostermistir. Son olarak, 25

mg/L bitki ekstresi sadece C. albians patojeninin ~% 2'ni inhibe ettigini gostermistir.

Bitki ekstresinin aksine, 400, 200 ve 100 mg/L Ag NP-1, Ag NP-2, Ag NP-3'in

neredeyse her patojenin bilylimesine karsi tam inhibisyon gostermislerdir.
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50 mg/L Ag NP-1, ~% 63, ~% 42 ve ~% 59, sirasiyla S. aureus, E. coli ve C. albians
hiicrelerinin biiytime yogunlugnu azaltmis ve Ag NP-2 ise ~% 71, ~% 67 ve ~% 72,
sirastyla S. aureus, E. coli ve C. albians hiicrelerinin biliylime yogunluklarini inhibe
etmistir. 50 mg/L Ag NP-3 ise ~% 90, ~% 83 ve ~% 85, sirasiyla S. aureus, E. coli ve
C. albians hiicrelerinin 6nemli oranda hiicrelerin yogunluklarinin azalmasinda etkin
olmustur. 25 ve 12,5 mg/L Ag NP-3, ayn1 konsantrasyondaki Ag NP-1 ve Ag NP-2'ye
gore cok daha etkili bir sekilde patojenik hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe etmistir. Hatta
6,25 mg/L Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3 tiim patojenlerin biliylimelerine karsin farkli

yiizdelerde engellemeler gosterdi.
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Sekil 4.6. Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3, sirasiyla 0,1mL, 0,2mL ve 2mL ekstre ve
hepsi 45 dk oda sicakliginda karigma sonucu olusmustur, S. aureua, E. coli ve C. albians
patojenlerine kars1 inhibe edici aktiviteleri A) M. chamomilla bitki ekstresi B) Ag NP-
1C) Ag NP-2 ve D) Ag NP-3
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Tablo 4.1. Minimum konsantrasyondegerine goére Ag NP-1, Ag NP-2 ve Ag NP-3'iin
inhibisyon degerlerinin karsilastirilmasi

6,25 mg/L Ag NP-1 Ag NP-2 Ag NP-3
konsantrasyon (70+5nm) (52+5nm) (37+4nm)
S. aureus ~% 18 ~% 25 ~% 58

E. coli ~%7 ~% 17 ~% 39
C. albians ~% 14 ~% 21 ~% 62

Biitiin sonuglar Tablo 4.1'e gore degerlendirildiginde, Ag NP-3'iin Ag NP-1 ve Ag NP-
2'ye gore ¢ok daha iyi inhibitdr 6zelliginin oldugu ve bunun sebebinin ise daha kiigiik
boyuta sahip ve topaklanmanin en az olmasidir. Daha kiiclik boyuta sahip Ag NP-3
yiiksek ylizey alanina sahip olmasindan dolayi, patojenik hiicreler ile reaksiyona giren
aktif atom sayisinin hacimsel orani fazladir. Boylece, aktif atom sayisinin artmasi Ag
NP-3"tin inhibe edici etkisini gelistirmesine katkida bulunur. Genel olarak, Ag NP'lerin

topaklanma derecesi antibakteriyel etkinligi biiyiik oranda etkilemektedir.

Ag NP'ler topaklandig1 zaman, hiicreler ile temas eden aktif yilizey alan1 azalir ve Ag
NP'lerin antibakteriyel aktiviteleri onemli dlgiide zayiflar.Bu durumda, Ag NP-3, Ag
NP-1 ve Ag NP-2 ile karsilastirildiginda oldukc¢a az topaklanma gdstermistir. Bu
sebeple Ag NP-3'lin aktif yiizey alani genis ¢aptadir. Bunun sonucunda da daha iyi

antibakteriyel aktivite sergilemistir.

Bu nedenlere ek olarak, M. chamomilla bitki ekstresi hafif etkiye sahip antibakteriyel
ajan etkisi gostermis ve bitki ekstresi molekiillerinin Ag NP'lerin ylizeyindeki
mevcudiyetleri arttik¢a, yukarida sozii edilen antibakteriyel etkinligin artmasina katkida
bulunmustur. Topaklanmanin en az oldugu ve boyutu kii¢iik olan Ag NP-3"{in yiizeyine
baglanmis bitki ekstresi molekiillerinin sayisinin ¢oklugu, antibakteriyel etkinligin daha
yiiksek olmasini saglamistir. M. chamomilla bitki ekstresi kullanimi ile sentezlenen Ag

NP'ler (Ag NP-3) biiyiik dlciide antibakteriyel 6zellik sergilemislerdir.
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4.3. Matricaria Chamomilla  Bitki  Ekstresi  Kullamlarak Ag@GO
Nanokompozitinin Sentez Ve Karakterizasyonu

Ag@GO NK'i sentezlemek amaciyla M. chammomilla bitki ekstresi kullanilmistir. M.
chamomila bitki ekstresi ile sentezlenen Ag NP'ler, GO tabakasi iizerinde tutunmalari
saglanarak Ag@GO NK sentezi saglanmistir. Tibbi uygulamalarda smirli kullanima

sahip birgok NK'in sentezi i¢in de 6rnek bir calisma olmustur.

Sekil 4.7.A'da sadece GO'in SEM goriintiisii ve Sekil 4.7.B'de ise 0,1 mg/mL GO (final
konsantrasyonu) tizerine 0,5 mL M. chamomilla bitki ekstresi ilave edidi ve 30 dk
karismaya birakildi. Daha sonra 3000 rpm'de 5 dk santrifiij edildikten sonra, elde edilen
kat1 kismin SEM fotografi goriilmektedir.

2pm EHT = 2500V Signal A= SE1 Date 4 Dec 2015 200 nm ENT » 25,00 kV Signal A = SE1 Date 20 Jan 2015 @ernom

= WO = 6.5mm
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Sekil 4.7. A) GO ve B) GO-M. chamomilla bitki ekstresinin SEM goriintiisii

Sekil 4.8.A'da 5 mM AgNOs (final konsantrasyonu) ¢ozeltisi ile 2 mL M. chamomilla
bitki ekstresinin 60 dk karismast sonucu olusan Ag NP'lerinin SEM fotografi
goriilmektedir. Sekil 4.8.B'de 0,5 mg/mL GO (final konsantrasyonu) tizerine 1mL M.
chamomilla bitki ekstresi eklenip 1 saat karigmaya birakildi. Daha sonra karisim 12.000
rpm'de 10 dk santrifiij edilip kat1 kisim ayrildi. 5 mM 5 mL AgNOj; ¢ozeltisi kat1 kismin
tizerine eklenip 1 saat karismaya birakildi. Karigsma bittikten sonra 3000 rpm'de 5 dk
santrifiij edildi ve kat1 kismin SEM goriintiisii alindi.
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Sekil 4.8. A) Ag NP'leri B) Ag-GO-M.chamomilla bitki ekstresi (5mM) C) Ag-GO-M.
chamomilla bitki ekstresi (20mM) SEM goriintiileri

Sekil 4.8.C'de ise Sekil 4.8.B'deki islemlerin aynist uygulanip, 5 mM 5 mL AgNO3
¢ozeltisi yerine 20 mM 5 mL AgNOj; ¢ozeltisi kullanildi.Sekil 4.8.B ve Sekil 4.8.C'deki
sentez yonteminde amag, GO iizerinde bitki ekstresinin Ag NP'lerin tutunabilecegi
noktalari olugturmasiydi. Boylece bitki ekstresinin bulundugu bu noktalarda Ag NP'ler
biyojenik sentez ile ¢gekirdeklenip biiyliyebileceklerdi. SEM goriintiilerine bakildiginda
ise 5mM AgNO; ¢ozeltisi kullanildiginda olusan Ag NP'lerin sayisinin yok denecek
kadar az oldugu goriilmektedir. 20mM AgNOj3 ¢ozeltisi kullanildiginda ise Ag NP'lerin
boyut dagiliminin ¢ok diizensiz ve topaklanmaninda ¢ok fazla oldugu gézlemlenmistir.
Sonug olarak GO {izerinde dogrudan Ag NP'lerin biiyiitiiliip, Ag@GO NK'in sentezi
icin bu sentez seklinin uygun olmadigi belirlenmistir. Bu calismalar sonucunda
Ag@GO nanokompozitinin biyojenik sentezi i¢in, Li ve arkadaslarinin (153) yaptigi
calismaya gore Ag@GO NK'i sentezlenmistir.
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Sekil 4.9. A) 1mL Ag NP-GO-NaCl (135nm) ve B) 5mL Ag NP-GO-NaCl (135nm)

Sekil 4.9'da GO tarafindan Ag NP’lerin yakalanmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda iki
asamali olarak NaCl c¢ozeltisi eklenerek sentez gergeklestirilmistir. GO (final
konsantrasyonu 0,1 mg/mL) karigsirken {izerine Onceden sentezlenmis olan Ag NP
cozeltisi (5 mM AgNOgs(final konsantarsyonu), 2 mL bitki ekstresi) ilave edildi.
Karigsma islemi devam ederken birinci NaCl ¢ozeltisi (2,4 mL, 0,09 M) damla damla
ilave edildi. Ag NP'lerin 6n toplanmasi gergeklestikten belirli bir siire sonra (10s) ikinci
NaCl ¢ozeltisi (5 mL, 0,29 M) damla damla ilave edilir. Karisim 30dk karismaya
birakilir. Daha sonra karigtm 3000 rpm'de 5 dk santrifiij edilir. Olusan Ag NP/GO
parcaciklari sivi kisimdan santrifiij ile ayrilir. Kat1 Ag@GO parcaciklar: 5 mL deiyonize
su igerisinde dagitilip, santrifiij islemi tekrarlanir. Boylece GO tabaka tarafindan
yakalanmayan Ag NP'ler ve NaCl tuz ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilir. Sonugta kararli
bir Ag@GO NK'i elde edilmistir.

Onceden sentezlenmis Ag NP'ler 5 mL deiyonize su igerisinde dagitilir. Bu stok ¢ozelti
deneylerde kullanilir. Sekil 4.9.A'da 1mL stok Ag NP ¢ozeltisi kullanilarak NK sentezi
gerceklestirilmistir. Sekil 4.9.B'de ise 5 mL stok Ag NP ¢ozeltisi kullanilarak Ag@GO
NK'i basarili bir sekilde sentezlenmistir. Sekil 4.9'da sentezlenen Ag@GO NK'lerin
SEM fotografinda goriildiigli lizere Ag NPlerin topaklanmadan dagilip, NK yapinin

olustugu belirlenmistir.

Bu sentez yontemi ile herhangi kimyasal bir baglayici gerekmeden GO {iizerine Ag

NP'lerin tutunmasi saglanmistir. Kullanilan NaCl tuz ¢6zeltisi ortamin iyonik siddetini
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degistirmis ve fonksiyonel gruplara sahip (oksijen yOniinden zengin) olan GO'in
ortamdaki Ag NP'lerine farkli etkilesimler ile tutunmasini saglamistir. Topaklanmanin
Oniine ge¢ilmistir. Suda kolayca dagilabilen ve uygulamalarda kullanimini oldukca
kolay olan NK'in sentezi gerceklestirilmistir. Bitki ekstresi kullanilarak sentezlenen Ag

NP'lerin, GO yapisina dahil olmasi ile aralarinda sinerjistik etki saglanmustir.

4.4. Ag@GO Nanokompozitinin Antibakteriyel Aktivite Testi

Sekil 4.10'da goriildigii tizere, 200 mg/L M. chamomilla bitki ekstresi S. aureus, E. coli
ve C. albians hiicrelerinin biiylimesini sirastyla, % 25, ~% 21 ve ~% 30 inhibe ettigini
gostermektedir. 100 mg/L M. chamomilla bitki ekstresi ii¢ patojeni sirasiyla ~% 20, ~%
14 ve ~% 22 oranlarn ile 200 mg/L bitki ekstresine gore daha az inhibe ettigini
gostermektedir. 50 mg/L bitki ekstresi E. coli patojenine karsin inhibe edici etki
gostermez iken, S. aureus patojenini ise ~% 10 oraninda inhibe ettigi, C. albians
patojenine karsin ~% 17 inhibe etkisi gostermistir. Ek olarak, 25 mg/L bitki ekstresi

sadece C. albians patojenini ~% 2 gibi ¢ok diisiik bir oranla inhibe ettigini gostermistir.
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Sekil 4.10. Matricaria chamomilla bitki ekstresi

Matricaria chamomilla ve GO karisiminin mikroorganizmalara karsi inhibe edici etkileri
test edilmistir. 0,1 mg/mL GO (final konsantrasyonu) iizerine 0,5 mL M. chamomilla
bitki ekstresi ilave edidi ve 30 dk karismaya birakildi. Daha sonra 3000 rpm'de 5 dk

santrifiij edildikten sonra elde edilen M. chamomilla-GO ikili yapinin antibakteriyel test



37

sonuglari Sekil 4.11'de gosterilmistir. Sekil 4.11'de goriildiigi tizere 200 mg/L ¢ozelti S.
aureus, E. coli, C. albicans mikroorganizmalarina sirasiyla ~% 87, ~% 78, ~% 75 inhibe
etmistir. 100 mg/L ¢6zelti ~% 82, ~% 51, ~% 62 sirasiyla S. aureus, E. coli, C. albicans
mikroorganizmalarinin biiyiimesini inhibe ettigini gostermektedir. 50 mg/L ¢ozelti
kullanildiginda ~% 60, ~% 9, ~% 51 sirastyla ¢ozelti S. aureus, E. coli, C. albicans
mikroorganizmalarinin biiylimesini inhibe etmistir. 25 mg/L'de S. aureus, E. coli, C.
albicans sirasiyla, ~% 51, ~% 8, ~% 33 biiylimelerini engellemistir. 12,5 mg/L'de S.
aureus ve C. albicans sirastyla , ~% 42, ~% 22 biiyiimelerini engeller iken E. coli
hiicrelerinin bitylimelerine karsin engelleyici etki gézlemlenmemistir. 6,25 mg/L ¢ozelti
icin S. aureus ve C. albicans sirasiyla , ~% 17, ~% 11 biiyiimelerini engeller iken E.

coli hiicrelerinin biiyiimelerine karsin engelleyici etkisi olmamaistir.

Son olarak, 3,125 mg/L gibi ¢ok diisiik konsantrasyondaki ¢o6zelti S. aureus
mikroorganizmalarinin biiylimesini ~% 16 oraninda engellemistir. Sadece bitki
ekstresini gosterdigi inhibisyona karsin, bitki-GO ikilisinin mikroorganizmalarin

biiylimesini daha iyi engelledigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.11. Matricaria chamomilla bitki ekstresi-GO ikilisi
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Ag@GO NK'nin antibakteriyel aktivitesi test edilmistir. Sekil 4.12'ye gore 100 mg/L
¢oOzelti S. aureus, E. coli, C. albicans mikroorganizmalarini sirasiyla ~% 97, ~% 99, ~%
98 inhibe etmistir. 50 mg/L ¢ozelti S. aureus, E. coli, C. albicans mikroorganizmalarini
sirastyla ~% 98, ~% 97, ~% 96 oranlarinda biiyiimelerini engellemistir. 25 mg/L ¢ozelti
~% 90, ~% 87, ~% 80 sirasiyla S. aureus, E. coli, C. albicans mikroorganizmalarini
inhibe etmistir. 12,5 mg/L ¢6zelti ~% 80, ~% 76, ~% 59 sirastyla S. aureus, E. coli, C.
albicans mikroorganizmalarinin biiytiimelerini durdur-mustur. 6,25 mg/L ¢ozelti S.
aureus, E. coli, C. albicans mikroorganizmalarina sirasiyla ~% 50, ~% 43, ~% 17 inhibe
etmistir. 3,123 mg/L ¢ozelti S. aureus, E. coli, C. albicans mikroorganizmalarina

strastyla ~% 27, ~% 10, ~% 1 inhibe olmalarini saglamistir.

1,62 mg/L ve 0,81 mg/L gibi ¢ok diisiikk konsantrasyondaki ¢ozeltiler sadece S. aureus
mikroorganizmasina karsin her ikisi de ~% 17 oraninda inhibe edici etkinlik

sergilemislerdir.

120

100 I I
W S.aureus
30 I
I E.coli
60 m C.albicans
a 1
| I I i
0 - I
100 50 25 5

125 625 3125 1,62 0,81
Konsantrasyon mg/L.

o

[nhibisyon (%)

Sekil 4.12. Ag@GO Nanokompoziti

Yapilan ii¢ antibakteriyel testin sonuglarina gore, sadece M. chamomilla bitki ekstresi
diisiik oranlarda mikroorganizmalar1 inhibe ettigi sonucuna varilmistir. Oysa ki GO ile
bitki ekstresi ikili karisimmnin antibakteriyel test sonucunda, mikroorganizmalara karsi
gosterdigi engellemenin % oranlarmin arttigi gozlemlenmistir. Ag@GO NK'nin ise

antibakteriyel etkinliginin testler sonucunda diger malzemelerden ¢ok daha yiiksek
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oldugu sonucuna varilmistir. 6,25 mg/L gibi diisiik bir konsantrasyon degerinde bile her
tic mikroorganizmay1 da engelledigi testler sonucunda gézlemlenmistir. Tablo 4.2'de

karsilastirilmal1 olarak gosterilmistir.

Bitki ekstresi ile sentezlenen Ag NP'leri ile GO arasindaki sinerjistik etki, antibakteriyel
etkinligi arttirmis ve mikroorganizmalarin biiytimesini ( ~ % 97-% 100) yiiksek oranda

inhibe etmistir.

Tablo 4.2. Minimum konsantrasyon degerine gore Ag NP-3, Bitki ekstresi-GO ve
AG@GO NK'nin inhibisyon degerlerinin karsilastirilmasi

6,25 mg/L o _
Bitki ekstresi-GO Ag@GO NK
konsantrasyon
S. aureus ~00 17 ~% 50
E. coli ~% 1 ~0% 42
C. albians ~% 11 ~0% 21




5. TARTISMA VE SONUC

NP'lerin sentezi igin c¢evre dostu olan biyojenik sentez teknigi son yillarda
arastirmacilarin odak noktasi olmustur. Fiziksel ve kimyasal yontemler ile NP'lerin
sentezinde, toksik kimyasallarin kullanimi ve zararl yan iirtinlerin olusumu sentezlenen
NP'lerin kullanim alanini sinirlandirmaktadir. Biyojenik sentez teknigi ise; basit ve ucuz
bir yontem olup, toksik kimyasallarin kullanilmamasi gibi bir¢ok Onemli avantaja
sahiptir. Asagidan yukariya sentez yaklasimi ile NP'lerin biyojenik sentez yontemi ile
elde edilmelerinde sekil ve boyut kontrolii saglanabilmektedir. Ayrica, NP'lerin
biyomedikal ve biyoanalitik uygulama alanlarinda kullanilabilme sinirlamalarini
ortadan kaldiracagi da umut vericidir. Ag NP'ler antibakteriyel etkinlige sahip
olmalarindan dolayr giinlik yasamda ki bircok alanda kullanimina ihtiyag
duyulmaktadir. Fakat az da olsa toksik etkiye neden olabileceginden dolayi,
aragtirmacilar 6zellikle tibbi uygulama alanlarinda kullaniminin sinirl diizeyde olmasini
gecmis yillarda ki calismalarinda belirtmislerdir. Giiniimiiz de ise, biyojenik sentez
yontemi, genel adiyla "yesil kimya" yaklagimi ile NP'lerin sentezi oldukga ilgi ¢ekici
olmustur. Cevre dostu ve zararli kimyasallarin kullanilmamasi, sentezlenen Ag NP'lerin
mikroorganizmalar ile miicadele de kullanimini yaygin hale getirmistir. NK'ler, ¢oklu
fonksiyona sahip ve en az iki malzemenin bir araya gelmesi ile olusan yapilardir. Tek
basina iken bir malzemenin gosterdigi etkinlik orani diisiik olmasina ragmen, bagka bir
malzeme ile bir araya geldiginde var olan etkinlikleri birbirlerini gii¢lendirip, etkinligi

cok daha yiiksek yeni bir malzeme meydan gelmektedir.

Bu caligmada, tibbi bir bitki olan M. chamomilla ¢igeginin bitki ekstresi kullanilarak
Ag@wGO NK'i ve farkli boyutlarda Ag NP'leri biyojenik sentez teknigi ile
sentezlendiler. Cevre dostu ve tek islem basamagina sahip biyojenik sentez yontemi
basit ve ucuz bir teknik olmasindan dolayi, bol miktarda nanomalzeme sentezi i¢in

caligmada tercih edilmistir. Biyojenik sentez ile sentezlenen farkli boyutlardaki
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Ag NP'lerin ve Ag@GO NK'in karakterizasyon ve antibakteriyel aktivite caligmalari
gerceklestirildi. Antibakteriyel aktivite testleri i¢in Gram (+) Staphylococcus aureus (S.
aureus), Gram (-) Esherichia coli (E. coli) bakterisi ve Candida fungus albicans (C.

albicans) mantar1 kullanilmistir.

Ag NP'lerin morfolojisine, Ag" iyonu konsantrasyonunun, bitki ekstresi hacminin ve
karisma siiresinin etkisi incelendi. Ag® iyonu konsantrasyonu (AgNOs), Ag NP
sentezinde ¢ekirdeklenmenin baglayip biiyiime siirecinin devami ig¢in énemli bir kilit
noktasidir. Ag" iyon konsantrasyonu 5 mM'm altinda oldugunda Ag NP'lerin olusmadigi
ve 5 mM konsantrayon iizerindeki degerlerde (50 mM) ise topaklanmanin oldugu SEM
goriintlileri ile anlasilmigtir (Sekil 4.2). LaMer teorisine gore NP'lerin sentezi ii¢
asamada gerceklesmektedir. Cekirdeklenme, biiyiime ve sonlanma olmak iizere bu ii¢
adimi icermektedir. Homojen dagilima sahip Ag NP'ler elde edebilmek icin
cekirdeklenme agamasinin homojen olmasi gerekmektedir. Bunun saglanabilmesi i¢inde
kilit nokta Ag® iyonu konsantrasyonudur. Deneyler sonucunda Ag® iyonu
konsantrasyonu 5 mM olarak belirlendi. Bitki ekstresi hacim miktar1 degistirilerek farkli
boyutlara sahip Ag NP'ler elde edildi. Kullanilan bitki ekstresi hacmi arttikca,
sentezlenen Ag NP'lerin boyutu azaldi. Ciinkii M. chamomilla bitkisi dogal bir
indirgenme ajani olarak kullanildi ve Ag NP'lerin yiizeyine baglanan bitki ekstresindeki
molekiillerin miktar1 arttik¢a, olusan NP'lerin boyutu kiiciilmektedir. Bu sayede
kullanilan bitki ekstresi konsantrasyonu degistirilerek farkli boyutlara sahip NP'ler
sentezlenebildi. Ag NP'lerin olusumuna karisma siiresinin etkisi incelendi. Karisma
siiresi arttikca, olusan Ag NP'lerde topaklanma gozlemlendi. Antibakteriyel calismada,
Ag NP-1 (70+£5nm), Ag NP-2 (52+5nm), Ag NP-3 (37+4nm) kullanilmistir (Sekil 4.3).
100 mg/L bitki ekstresi ii¢ patojeni ~% 20, ~% 14 ve ~% 22, sirastyla S. aureus, E. coli
ve C. albians hiicrelerinin biiyiimelerini inhibe etmistir. Oysa 100 mg/L Ag NP-1, Ag
NP-2, Ag NP-3'in neredeyse her patojenin biiylimesine karst tam inhibisyon
gostermislerdir. Ag NP-3'iin Ag NP-1 ve Ag NP-2'ye gore cok daha iyi inhibitor
ozelliginin oldugu ve bunun sebebinin ise daha kiigiik boyuta sahip ve topaklanmanin
en az olmasidir. Daha kiiciik boyuta sahip Ag NP-3 yiiksek ylizey alanma sahip
olmasindan dolay1, patojenik hiicreler ile reaksiyona giren aktif atom sayisinin hacimsel
orani fazladir. Boylece, aktif atom sayisinin artmasi Ag NP-3'in inhibe edici etkisini

gelistirmesine katkida bulunur.
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Ag NP'lerin topaklanma derecesi antibakteriyel etkinligi biiyiik oranda etkilemektedir.
Ag NP'ler topaklandigr zaman, hiicreler ile temas eden aktif yiizey alan1 azalir ve Ag
NP'lerin antibakteriyel aktiviteleri de onemli 6l¢iide zayiflar. Ag NP-3, Ag NP-1 ve Ag
NP-2 ile karsilastirildiginda oldukga az topaklanma gostermistir. Bu sebeple Ag NP-
3'tin aktif yilizey alan1 genis captadir ve ylizeyindeki bitki ekstresi molekiillerinin

miktarinin fazla olmasindan dolay1 daha iyi antibakteriyel aktivite sergilemistir.

Sentez asamalar1 birbirinden farkli, ayr1 iki yontem ile Ag@GO NK'i sentezlendi. 1k
yontemde, GO ile M. chamomilla bitki ekstresi karistirilip Ag NP'lerin GO {izerindeki
bitki molekiillerine baglanip biyojenik olarak sentezin gerceklestirilmesi amaclandi.
SEM goriintiilerinde ise 5 mM AgNO; ¢ozeltisi kullanildiginda olusan Ag NP'lerin
sayisinin yok denecek kadar az oldugu goriilmektedir. 20 mM AgNO;3; ¢ozeltisi
kullanildiginda ise Ag NP'lerin boyut dagiliminin ¢ok diizensiz ve topaklanmaninda ¢ok
fazla oldugu gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak GO iizerinde dogrudan Ag NPlerin
biiyiitiiliip, Ag@GO NK'in sentezi i¢in bu sentez seklinin uygun olmadig belirlendi. Bu
caligmalar sonucunda Ag@GO NK'nin biyojenik sentezi i¢in Li ve arkadasalrinin (155)
yaptig1 ¢alismaya gore Ag@GO NK'i sentezlendi. Farkli konsantrasyonlarda iki agsamali
NaCl ¢ozeltisi eklenerek sentez gergeklestirildi. Sentezde daha 6nceden bitki ekstresi ile
sentezlenen Ag NP'in deiyoniz suda dagitilmis stok ¢ozeltisi kullanildi. Bu yontem ile
toksik kimyasal kullanilmadan bitki ekstresi ile sentezlenen Ag NP'ler kullanilarak,
cevre dostu yeni nesil Ag@GO NK'i sentezlendi. 100 mg/L M. chamomilla bitki
ekstresi-GO ikilisinin ¢ozeltisi ~% 82, ~% 51, ~% 62 sirastyla ¢ozelti S. aureus, E. coli,
C. albicans mikroorganizmalarinin biiyiimesini inhibe ettigi goézlemlendi. 100 mg/L
Ag@GO NK c¢ozeltisi S. aureus, E. coli, C. albicans mikroorganizmalarini sirasiyla ~%
97, ~% 99, ~% 98 inhibe etmistir. Papatya bitki eksterisi ile sentezlenen Ag NP'leri ile
GO arasindaki sinerjistik etki, antibakteriyel etkinligi arttirmis ve mikroorganizmalarin

biiylimesini yiiksek oranda inhibe etmistir.

Sentezlenen Ag@GO NK'i ve farkli boyutlara sahip Ag NPlerin, basarili bir sekilde
mikroorganizmalari inhibe ettigi sonucuna varilmistir. Basit, hizli, ucuz ve ¢evre dostu
biyojenik sentez yontemi ile farkli uygulama alanlarinda rahatlikla kullanilabilecek yeni

nesil nanomalzemelerin sentezi ongoriilmektedir.
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Farkl1 6zellikteki malzemeler bir araya getirilip, aralarinda sinerjistik etkinin saglanmasi
ile ¢cok daha verimli nanoyapilarin sentezi ve biyomedikal, biyoanalitik uygulamalarda

kullaniminin genislemesi adina umut verici bir ¢alisma olmustur.
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