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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Phaseolus vulgaris L."DEN GUMUS NANOPARTIKULLERIN BIiYOSENTEZI VE
ANTIFUNGAL ETKINLIKLERININ INCELENMESI

Ege EDIZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. E. Stimer ARAS

Bu tez calismasinda, protein igerigi yiiksek bir baklagil olan Phaseolus vulgaris L.
(Yunus-90) bitkisinin farkli boliimlerinden fito-nano teknolojik yontemle hazirlanmis
giimiis nanopartikiillerin, hedef bitkide patojenik etki gosterdigi bilinen gesitli fungus
tiirlerine karst antifungal etkinliklerinin tespit edilmesi hedeflenmistir.

Arastirmanin ilk boliimiinde, ¢alisma kapsaminda kullanilacak bitki ornekleri, steril
edilen bitki tohumlarindan, perlit ortaminda Hoagland besi ¢ozeltisi kullanilarak iklim
kabininde yetistirilmistir. Takip eden asamada; bitkinin yaprak, govde ve kok
bolgelerinden fito-nanogiimiis partikiillerin elde edilmesi gergeklestirilmistir. Sentezi
basaril1 bir bi¢imde gerceklestirilen nanopartikiillerin yapist uygun spektral analiz
yontemleri (UV-vis, FT-IR, TEM, SEM ve DLS) kullanilarak aydinlatilmistir. Tez
caligmasinin son boliimiinde, Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, F. acuminatum,
F. tricinctum, F. graminearum, F. incarnatum, F. culvarum, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata ve Sclerotium rolfsii fungal patojen
tiirlerinin gelisimlerinin baskilanmasinda, hem fito-nano yontemle hem de standart
kimyasal yontemlerle sentezlenen giimiis nanopartikiillerin etkinlikleri karsilagtirmali
olarak incelenmistir.

Temmuz 2018, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: Fito nanobiyoteknoloji, Yesil sentez, Phaseolus vulgaris, Giimiis
nanopartikiil, Antifungal aktivite.



ABSTRACT

Master Thesis

BIOSYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES FROM Phaseolus vulgaris L. AND
INVESTIGATION OF THEIR ANTIFUNGAL ACTIVITIES

Ege EDIZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

In this thesis, we aimed to synthesize silver nanoparticles by the phyto-
nanotechnological method from the different parts of Phaseolus vulgaris L. (Yunus-90),
a highly proteinaceous plant legume, and to determine their antifungal activities against
various fungi species known to have a pathogenic effect on the target plant organism.

In the first part of the study, plant samples to be used during the study were grown from
the sterilized plant seeds in a climate cabinet using Hoagland’s nutrient solution in the
perlite medium. The following step; includes the preparation of phyto-nanoparticles
from leaf, stem and root regions of the plant. The structure of the successfully
synthesized nanoparticles was elucidated using appropriate spectral analysis methods
(UV-vis, FT-IR, TEM, SEM, and DLS). In the last part of the study, the efficacy of
silver nanoparticles synthesized by both phyto-nano method and standard chemical
methods in the suppression of Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, F.
acuminatum, F. tricinctum, F. graminearum, F. incarnatum, F. culvarum, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata, and Sclerotium rolfsii’s fungal
pathogen isolate development has been comparatively investigated.

July 2018, 48 pages

Key Words: Phyto nanobiotechnology, Green synthesis, Phaseolus vulgaris, Silver
nanoparticles, Antifungal activity.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, en genel ifadeyle nanometre (10°° m) skalasinda boyut dagilimina sahip,
dogal ve sentetik fonksiyonel malzemeleri hedef alan ve i¢inde bulundugumuz yiizyilda
ivme kazanan teknolojik ilerlemelere paralel gelisim gosteren 6nemli bir bilim dali
olarak kabul gérmektedir. Makro diizeyde gergeklestirilen galigmalara kiyasla bir¢ok
avantaji  blinyesinde barindiran ve nano boyutta gelistirilen ileri teknoloji
malzemelerinden o6zellikle tip, biyoteknoloji, ¢evre, enerji, savunma sanayi, tekstil,

elektronik ve uzay arastirmalar gibi bir¢ok alanda aktif olarak yararlanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin da temel dayanaklarindan bir tanesini olusturan ve nanoteknolojinin
bir alt dali olarak son yillarda Onemli gelismeler kaydeden, bitkisel oziitlerin
kullanilmasiyla nanopartikiil sentezi esasina dayanan fito nanobiyoteknoloji yaklagimi
da popiiler bir aragtirma alani olarak ilgi uyandirmaktadir. Bu baglamda kullanilan
prosediirlerin “yesil sentez” perspektifine sahip olmasi, dolayisiyla da klasik yontemlere
kiyasla oldukca etkin ve cevreye duyarli bir yaklasim getirerek enerji tasarrufu
saglamasi, bunun yani sira yine geleneksel malzemelerle karsilastirildiginda maliyet
bakimindan da daha ekonomik olmasindan otiirii bu alanda g¢alismalarini siirdiiren
aragtirmacilara oldukga ilgi ¢ekici ve yenilik¢i bir alternatif sunmaktadir (Griffin vd.
2017)

Nanoteknoloji alaninin temelinde yer alan nanopartikiillerin gelistirilmeye ve
cesitlendirilmeye agik yapilar1 sayesinde 6nceden tasarlanabilen fonksiyonel 6zelliklere
sahip nihai iriinler elde edilebilmektedir. Son on yilda bilhassa metal nanopartikiillerin
-siklikla Au, Ag, Pt, Pd olmak iizere- “yesil yontemlerle” sentezi ve karakterizasyonu
ile ilgili ¢ok sayida arastirma literatiirde yer bulmustur. Ayrica, yesil sentez
caligmalarinda dogrudan bitki oziitlerinin kullanimi, klasik yontemlerde hiicre
kiiltiirlerini olusturmak i¢in ayrilmasi gereken siireyi ortadan kaldirdig: i¢in énemli bir

avantaj kazandirmaktadir (Moreno-Alvarez vd. 2010).

Bu c¢alisma kapsaminda incelenen ve gerek klasik kimyasal gerekse de fito

nanobiyoteknoloji esasina dayanan yoOntemlerle hazirlanan giimiis nanopartikiiller;



literatiirde biyosensor, fotonik, fotokataliz, farmasotik teknoloji, mikroelektronik, vb.
genis bir kullanim alani bulmaktadir (Li vd. 2010). Ayrica, giimiis nanopartikiillerin
antifungal, antimikrobiyel, antiviral, antibakteriyel, anti-enflamatuar ve antikanser etki
gosterdigi de tespit edilmistir (Vaidyanathan vd. 2009). Bu istiin nitelikleri giimiis
nanopartikiillerin biyomedikal alan basta olmak tizere tekstil, kozmetik ve farkli tiikketim
tirlinlerinin iiretiminde genis bir uygulama potansiyeline sahip olmasini saglamaktadir
(Rai vd. 2009).

Onceki boliimde detayl bir bigimde ifade edildigi gibi tarim alaninda nanoteknolojiden
dogal kaynaklarin verimli bir bigimde yararlanarak, ekinlerin ve hayvancilik iiriinlerinin
ileri teknolojik yontemlerle hazirlanmast ve patojenlere karst korunmasi igin
faydalanilmaktadir. Enerji sektoriinde nanopartikiillerden giines enerjisi doniisiimii ve
su aritimi gibi genis kitleleri ilgilendiren alanlardaki mevcut teknolojik altyap1
yetersizliklerine ve g¢evre faktoriinden kaynakli zorluklara akilci ¢oziimler getirmesi
asamasinda yararlanilmaktadir (Khan vd. 2014). Toprak mikroorganizmalar1 ve bitki
Oziitleri onemli birer biyo ajan olarak hedef nanopartikiillerin sentezinde biiyiik bir
kullanim potansiyeline sahiptir. Gergeklestirilen hemen hemen biitiin nanobiyoteknoloji
uygulamalar1 nihayetinde elde edilecek nanopartikiillerin verimli ve cevre dostu bir
sentez yontemiyle elde edilmesi konusunda yeni yaklagimlara duyulan ihtiyaci

vurgulamaktadir (Khan vd. 2009).

Gergeklestirilen bu tez calismasi kapsaminda, 6ncelikli amag, ¢cevre dostu olarak bilinen
ve ¢oziicii olarak sadece suyun kullanildig1 bir yesil prosesle, giimiis nanopartikiillerin
sentezlenmesidir. Akabinde, elde edilen bu nanopartikiillerin, farkli familyadan fungal
tiirler lizerindeki antifungal etkinliginin arastirilmasi ve potansiyel etkisinin en yiiksek
oldugu fungal tiirlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Tezin tamamlanmasini takiben,
stire¢ igerisinde ilerleyen ¢aligmalarda bu partikiillerden elde edilmesi planlanan ticari
driinler yardimiyla, iilkemizde ekim ve ticaret alam1 potansiyeli yiiksek bir bitki tiirii
olan fasulye bitkisini, fungal patojenlerden koruyacak veya var olan patojenik etkenin
daha fazla gelismesini engelleyecek bir yaklasim gelistirilebilecegini 6ngdrmekteyiz.
Ayrica, bu calismadan ileri vadede elde edilecek ve yesil sentezle hazirlanan antifungal

preparatlarin hem hedef bitki hem de toprak ve bilesenleri {izerinde herhangi toksik bir



etki yaratmayacagi bekleneceginden, onemli bir katma deger yaratma potansiyeline
sahip oldugu ve giinlimiizde hala yaygin olarak kullanim1 devam eden kimyasal pestisit
ve diger tarim ilaglarina nazaran insan ve g¢evre sagligimi tehdit etmeyecegi

distiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Yunanca kaynaklarda “cilice” anlamina gelen “nano” kelimesi, 6l¢ii sisteminde metrenin
milyarda birini ifade etmektedir. Yaklasik olarak bahse konu malzeme boyutunun ne
kadar kiigiik oldugunun g6z Oniine alinabilmesi i¢in yeniden bir Ornek vermek
gerekirse, insandaki bir sag telinin ¢apinin sekiz binde biri, bir nanometre mertebesinde
oldugu bilinmektedir (Zhu vd. 2004). Burada gézden kacirilmamasi gereken 6nemli bir
konu, bir makro malzeme, nano boyuta indirgendiginde, makro boyuttaki 6zelliklerine
kiyasla daha farkli davranis gostermekte ve hatta eski formunda sahip olmadig1 yeni
ozelliklere de kavusmaktadir (Dubchak vd. 2010). Ornegin, altin nanopartikiilleri
Salmonella typhimurium tiirii bakteri lizerinde toksik etki gosterirken, makro boyuttaki
altin partikiilleri bu etkiyi gostermemektedir (Wang vd. 2011). Benzer sekilde glimiis
nanopartikiillerin, antibakteriyel ve antifungal o6zelliklere sahip oldugu bilinirken,
makro glimils parcaciklart bu niteliklere sahip degildir (Sofi vd. 2012). Metal
nanopartikiillerin, yiliksek biyolojik etkinlikleri ve gerek spektroskopik gerekse de
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, yiiksek yiizey alanina sahip olmalarina baglidir

(Dubchak vd. 2010).

Nanoteknolojinin tip ve saglik sektoriinde, endiistriyel uygulamalarda ve tarimda genis
bir potansiyel kullanim alanina sahip olmasi, 6zellikle elde edilecek toplumsal fayda da
gozetilerek, gelismis iilkelerde devlet kanadinda 6nemli yatirim araglarimi kendisine
baglamaktadir. Metal nanopartikiiller ilizerine gergeklestirilen kapsamli ¢alismalar,
arastirmacilara bu pargaciklarin antimikrobiyel ve antioksidan etkilerini kesfetme

firsatin1 sunmustur (Shankar vd. 2004, Mohanpuria vd. 2008, Ramaswamy vd. 2015).

Bitkilerden su ortaminda elde edilecek oziitler ayn1 zamanda nanopartikiillerin sentezi
icin hem diisiik maliyetli hem de ¢evre dostu bir malzeme olarak degerlendirilmektedir.
Gilinlimiize kadar gerceklestirilen literatiir ¢alismalar1 incelendiginde, bir¢ok bitki tiirii
Oziitliniin, farkli metal nanopartikiillerin tretiminde kullamildigin1 gostermektedir.
Ornegin, simdiye kadar giimiis nitrat ¢dzeltisi ile giimiis nanopartikiillerinin (AgNP)
sentezinde Ocimum tenuiflorum, Solanum tricobatum, Syzygium cumini, Centella

asiatica ve Citrus sinensis'den elde edilen bitki 6ziitleri kullanilmistir (Patil vd. 2012).



Bitki patojenleri, bakteriler, mantarlar, viriisler ve nematodlar gida maddelerinin
tiretiminde onemli risk faktorleridir (Khan vd. 2011, 2012, Khan 2012). Patojenleri
kontrol altinda tutarak, kontaminasyonlarini engellemek birgok yontem kullanilmaktadir
ancak bunlarin higbir tanesi patojenin kusursuz bir sekilde kontroliinii saglamamaktadir.
Bu nedenle bitki patojenlerinin engellenmesi i¢in son donemlerde nanoteknolojik
proseslerin kullanilmasina agirlik verilmistir. Nanopartikiiller mantar patojenlerine kars1

baskilayici olarak siklikla kullanilmaktadir (Han ve Jairajpuri 2010a, b, 2012).

Bitki  hastaliklarinin =~ kontroliinde  nanopartikiillerin ~ kullanimi,  gelecekte
nanoteknolojinin uygulama tekniklerinin daha da gelismesi ile oldukga etkili olabilecek
yeni bir stratejik silahtir. Nanoteknoloji, bitki hastaliklarinin yonetiminde klasik
yontemlerden farkli metodlar kullanarak, alternatif ¢ozliim yollar1 vaat etmektedir. En
basit ve en agik yontemde, bitkileri patojen istilasindan korumak i¢in tohuma, bitki
lizerine veya topraga nanopartikiillerin dogrudan uygulanmaktadir. Bu sekilde,
nanopartikiiller, patojenleri kimyasal ilaglar ile etkileri kiyaslanabilir bir sekilde
durdurabilmektedir. Nanopartikiiller dogrudan topraga uygulanacagi zaman, hedef
olmayan organizmalara, Ozellikle mineral fikse edebilen ve/veya c¢ozebilen
mikroorganizmalara etkileri arastirllip buna gore uygulama yapilmasint zorunlu
kilmaktadir. Bunun yani sira, sentezlenen nanopartikiiller, cesitli feromonlarin, SAR
indiikleyici kimyasallarin, poliamin sentez inhibitorlerinin, hatta pestisitlerin kontrollii

serbest salimimlar1 i¢in tasiyici olarak kullanim potansiyeli bulunmaktadir (Khan vd.
2014).

Makro boyuttaki giimiis parcaciklarinin, belirli bir doz limiti asilmadikga, yararh
mikroorganizmalar iizerinde toksik bir etkisinin bulunmadigi bilinmektedir. Bununla
birlikte yapilan c¢alismalarda giimiis nanopartikiillerinin, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Klebsiella  pnomonisi’nin
kolonizasyonunu engelledigi goriilmiistiir. Solanum tricobatum ve Ocimum tenuiflorum
yaprak Ozleriyle sentezlenen glimiis nanopartikiillerinin (30 nm) en yiiksek
antimikrobiyel aktivitesi sirasiyla Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'ye karsi
bulunmustur. Bu yoniiyle su ana kadar elde edilen bilgiler giimiis nanopartikiillerin

bakteri ve mantarlarin baskilanmasi {izerinde kesin bir etkisi oldugunu gostermektedir



(Khan ve Rizvi 2014). Ayrica, manganez ve ¢inko gibi mikro elementlerin, aygiceginde
soniimleme ve odun komiirii hastaliklarinda da etkili oldugu tespit edilmistir (Abd El-
Hai vd. 2009). Giimiis nanopartikiillerin (hibrit malzeme — PVP katkili), Candida
albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata ve Aspergillus brasiliensis gibi farkli
mayalara ve kiiflere karst mantar Sldiiriicii etkinlik agisindan test edilmis ve hibrit
malzemenin, test edilen funguslara kars1 gliglii antifungal etki gosterdigi belirlenmistir
(Bryaskova vd. 2011). Literatiirde, ¢inko oksit nanopartikiillerinin, iki hasat sonrasi
patojen fungi, Botrytis cinerea ve Penicillium expansum'a karsi fungusidal etkisi de
bildirilmigtir. Krishnaraj vd. (2012), giimiis nanopartikillerinin bitki patojenik
mantarlar1 olan Alternaria alternata, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea ve Curvularia lunata'ya olan etkisini
incelemis ve 15 mg L-1 NP konsantrasyonunun patojenlerin tiim aktivitelerini biiyiik

6l¢iide inhibe ettigi rapor edilmistir.

Giincel literatiir verileri genel olarak degerlendirilecek olursa, tez ¢aligmasi kapsaminda
sentezi hedeflenen giimiis nanopartikiillerin 6nceki ¢aligmalarda genellikle ¢evre dostu
olmayan -dolayisiyla yesil sentez yaklagimma uygun olmayan organik c¢oziiciiler
varliginda- sentetik makromolekiillerin ve diger kimyasal bilesiklerin katalizér veya
reaktif olarak islev gordiigii komplike yontemlerle elde edildigi goriilmektedir (Sondi
vd. 2003).

2.1 Nanoteknolojinin Tanim

Etimolojik kdkeni Yunancaya dayanan “nano” sozciigii, Tiirkge karsiligimi “ciice”
olarak bulmaktadir. Metrik sistemdeki tanimi geregince, bir nanometre (nm), metrenin
milyarda birine karsilik gelmekte ve dolayisiyla algi sinirlarimizin 6tesinde oldukga
kiigiik boyutlu -atom boyutu mertebesinde- bir niceligi ifade etmektedir. Nanoteknoloji
ve nanobilim, bu standart dis1 nanometrik boyuttaki maddelerin 6zelliklerini ve ¢alisma
dinamiklerini arastiran bilim dalidir. Daha teknik ve genel gecer bir tanim yapilacak
olursa biiylikliigi 100 nm’den kiiciik olan sistemler, nanoteknoloji kapsaminda

incelenmektedir. Bu kapsamda gelistirilen malzemelerin boyutlarinin ne derece kiigiik



oldugunu daha iyi ifade etmek amaciyla bilinen bazi 6rnekler ortalama boyutlari ile
karsilagtirilacak olunursa; gergeklestirilen bir ¢alismada alyuvar hiicresinin 7.000 nm, su
molekiiliiniin ise 0,3 Nm boyutuna sahip oldugu tespit edilmistir. Ultraviyole 1sinlarinin
400 nm ile 700 nm dalga boyu arasinda kalan goriiniir bolgesinde yiiriitiilen baska bir
calismada ise bir l16kosit hiicresinin 10.000 nm, bakteri hiicresinin 1.000-10.000 nm,
virtislerin 75-100 nm, proteinlerin 5-10 nm, DNA’nin ise yaklasik 2 nm boyutuna sahip

oldugu belirlenmistir (Prasanna 2007).

2.2 Nanoteknolojinin Tarihsel Gelisimi

Her ne kadar “nanoteknoloji” sdzciigiiniin literatiirde teknik bir terim olarak yer almasi
1970’1 yillar1 bulmus olsa da 9. ve 17. yiizyillar arasinda Orta Cag Avrupasi’ndaki
katedrallerin, giinimiizde hala renk canliligini korumakta olan mozaiklerinin yapiminda
metalik nanopartikiillerin kullanildig1 bilinmektedir. Benzer sekilde 13. ve 18. yiizyillar
arasinda kullanilan Pers dénemine ait kiliglarin yapisi incelendiginde karbon nanotiip ve
sementit igerigi tespit edilmistir. 1875 yilina gelindiginde, Micheal Faraday nano
boyuttaki altin yapisin1 yani kolloidal altim kesfetmistir. 1959 yilinda Richard
Feynman’in atomik boyutta miihendislik ve teknoloji iizerine yapti1 ilk konferans
(There’s Plenty of Room at the Bottom) bilim g¢evrelerinde yanki uyandirmigtir. 1974
yilma gelindiginde, Tokyo Bilim Universitesi’nde Prof. Dr. Norio Taniguchi hazirladig1
bilimsel makalede ilk kez “nanoteknoloji” terimini kullanmistir (Taniguchi 1974).
1990’1 yillarda, nanoteknoloji iizerine sirketler kurulmaya baglanmistir. 1985°de
fulleren molekiiliniin yapist aydinlatilmistir  (Kroto vd. 1985). 2000 yilinda
nanoteknoloji uygulamalarin1 ticarilestirmek amaciyla “Ulusal Nanoteknoloji”
girigsimleri baglatilmistir. 2005°te Amerikan Kimya Konseyi’nde “Nanoteknoloji” paneli
ilk defa diizenlenmistir (Roco ve Mihail 2011). 2008’de Amerikan Hiikiimeti tarafindan
nanoteknolojik aragtirmalar i¢in 5 milyar $, diger iilkeler tarafindan ise 10 milyar $
harcama yapilmistir. Bu rakamimn 2020 yilina kadar toplam 3 trilyon $ olacagi tahmin

edilmektedir (Yardimci 2012).



2.3 Nanoteknolojide Sentez Yaklasimlari

2.3.1 Yukaridan asadiya dogru yaklasim

Bu yaklasim uyarinca hammaddeye kimyasal veya mekanik olarak enerji verilerek,
maddenin makro boyuttan, nano boyuta kiigiiltiilmesi amaglanmaktadir (Sekil 1.1). Bu
proseslerde siklikla 6giitme, asindirma ve kimyasal yontemlerden yararlanilmaktadir.
Bu sekilde iiretilen metal nanopartikiiller genellikle yiiksek boyut dagilimina sahiptir.
Yiiksek enerjili bilyeler ile 6glitme metodu bu yaklasima 6rnek olarak verilebilmektedir

(Bhushan 2012).

2.3.2 Asagidan yukariya dogru yaklasim

Bu teknikte, atomik veya molekiiler boyuttaki malzemelere, kimyasal reaksiyonlar
araciligi ile enerji verilerek nanopartikiil eldesinin gerceklestirilmesi hedeflenmektedir
(Sekil 2.1). Bu yaklasim nanopartikiil sentezinde daha ucuz ve etkili oldugu igin tercih
edilmektedir. Bu yaklasima ait uygulamalar buhar (gaz) faz1 yontemleri (6rn; piroliz,
inert gaz yogunlasmasi) ve sivi faz yontemleri (6rn; solvotermal reaksiyon, sol-jel ve

mikroemiilsiyon metodu) olarak iki kategoride incelenebilmektedir (Bhushan 2012).

Yukandan Asagiya Dogru Yaklasim
ENERJI
Partikiiller

—>> —> N

<= ® < H
Atom veya

Makro boyutlu madde Molekiiller
ENERIJI
Asagidan Yukarrya Dogru Yaklasim

Sekil 2.1 Nanoteknolojide sentez yaklagimlari



2.4 Nanoteknolojinin Uygulama Alanlari

Nanoteknoloji temelli malzeme hazirlama prensiplerine gore fretilen ve yiiksek
dayaniklilik, metallerle kiyaslanabilir 6l¢tide iletkenlik, klasik malzemelere gore diisiik
maliyet vb. ticari ac¢idan tercih edilebilir nitelikleri bulunan nanopartikiiller, daha 6nceki
boliimlerde de vurgulandigi gibi artik giinlik hayatimizin birgok alaninda uygulama
alan1 bulmaktadir. Asagidaki bolimde, metal nanopartikiillerin siklikla kullanildigi

sektorlerin giincel bir degerlendirmesi yer almaktadir.

2.4.1 Biyoteknoloji

Son yillarda, bilhassa biyo-uyumlu malzemelerin gelistirilmesinin hayati 6nem
kazandigi klinik uygulamalarda, farkli organik ve/veya anorganik fonksiyonlu gruplarla
modifiye edilerek cesitlendirilen karbon nanotiipler, {izerinde en fazla arastirmanin
yapildig ileri teknoloji malzemelerinin basinda gelmektedir. Oyle ki bu malzemelerin
potansiyel uygulamalar;; doku miihendisliginde yogun olarak yararlanilan
biyonanosensoérlerden, yapay doku iskelelerine ve hatta mimik ila¢ dagitim araglarina
kadar uzanmaktadir. Bu calismalara; kontrollii ve hedefli ilag dagitiminda karbon
nanotiiplerin kullanimi ve enzimlerin karbon nanotiiplere tutturulmasi, yine biyoanalitik
uygulamalar icin elektrokimyasal sensorler olarak karbon nanotiiplerin gelistirilmesi,
biyotipta polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis karbon nanotiiplerin Sentezi, biyo-
uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir fonksiyonlandirilmis karbon nanotiiplerin
tasarimina yonelik gelistirilen malzemeler ve bu ileri teknoloji tiriinlerinin in vitro ve in
vivo uygulamalari, biyomedikal goriintiileme sistemleri i¢in tek duvar yapisina sahip

karbon nanotiiplerin kullanim1 6nciil 6rnekler olarak verilebilir (Paul ve Robeson 2008).

2.4.2 Tarmm

Giliniimiizde dogal kaynaklarin ve tarim arazilerinin artan diinya niifusu ile birlikte hizli
bir stirecle tiikenme trendi gosterdigi, daha da vahim olarak, parazit bitki ve konakg¢ilar

tarafindan kontamine edilme tehlikesi ile karsi karsiya kaldigi bilinmektedir.



Dolayisiyla, daha kiigiik ekim alanlarinda, daha verimli ve etkin, ancak ilk asamada
cevre ve insan sagligina dost olacak bir bicimde tarimsal faaliyetlerin yiiriitiilmesi
gerekliligi  kendiliginden dogmaktadir. Bu gerceklikten hareketle, bilim insanlari
tarimsal faaliyetlerdeki mevcut ve gelecekteki potansiyel tehlikeleri bertaraf etmek
amaciyla yeni teknikler gelistirmeye ¢aba sarf etmektedir. Ornek olarak, son yillarda
ozellikle nano-enkapsiilasyon (Sekil 2.2) kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda,
tarim alaninda kisa vadeli uygulamalarda olduk¢a umut verici sonuglar alinmaktadir.
Nano-enkapsiilasyon teknigine uyumlu olarak gelistirilen nanomalzemelerin en 6nemli
uygulamalar: arasinda, bitki koruma calismalar1 gelmektedir. Ekim alaninda potansiyel
parazit bitkileri kontrol etmek amaciyla kullanilan kapsiilleme teknigi, parazitlere karsi
kullanilan herbisitlerin bitkide olusturdugu fitotoksisite ile ilgili sorunlar1 bertaraf etmek
i¢in kullamlmaktadir. Ornek olarak literatiirde bu kapsamda gerceklestirilmis olan bir
calismada; glifosat, dazolinon ve siilfoniliir bilesenlerini i¢eren formiilasyon, polimerik
bir nanokabuk igerisinde kapsiillenmistir. Boylelikle, ¢imlenme igin gerekli olan nem,
anorganik bilesenler ve diger uyaricilarin bitki tohumuna iletimi, nanokapsiil igerisinde

toprakta bozunmaya ugramadan gerceklestirilebilmistir (Bhushan 2012).

Oz Maddesi Kaplama maddesi
(Nanokapsiil)

Sekil 2.2 Nano-Enkapsiilasyon Y ontemi

2.4.3 Tip ve saghk sektorii

Bir Onceki baghkta, tarim alaninda yaygin olarak kullanildigi belirtilen nano-
enkapsiilasyon tekniginden tip ve saglik sektoriinde de etkin olarak faydalanilmaktadir.
Boylelikle; canli organizma igerisinde hedef bolgeye, dogru zamanda ve gerektigi kadar
ilag transferi yapabilme olanagi dogmaktadir. Baska bir ifadeyle, tasarlanan metal

nanopartikiiller araciligiyla daha kontrollii ve uygun dozlamada, hedef dokuya ilag
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penetrasyonu saglanabilmektedir. Bu baglamda gelistirilen giincel literatiir 6rnekleri
incelendiginde, ilag  dagitim/salim  uygulamalar1  i¢in  siklikla  polimer
nanokompozitlerine basvuruldugu goriilmektedir. Bu alanda yiiriitiilen calismalarda
ozellikle kiiresel veya silindirik demir oksit nanopartikiillerinin, hedef dokuya ilag
salmimi, manyetik rezonans goriintilemede kontrast oraninin  gelistirilmesi,
immiinolojik test ve hiicresel tedavi gibi ¢esitli uygulamalar i¢in kullanim potansiyelleri
detayli bir bigimde arastirilmaktadir. Bu ¢alismalar kapsaminda ¢ogunlukla, biyolojik
olarak bozunabilir (biyo-uyumlu) veya dogal polimerler igeren bir polimerik mikrosfer
veya mikrokapsiil i¢inde dagilmis manyetit (Fe3O4) kullanmaktadir. Daha spesifik bir
ornek vermek gerekirse, yiiriitiilen bir arastirma projesi kapsaminda koaservasyon
yontemiyle hazirlanan manyetik demir oksit nanopartikiilleri igeren poli (L-lisin) mikro
kiirecikleri hazirlanmis ve hedeflenen ilag verme uygulamalarinda potansiyel kullanimi
degerlendirilmistir. Polidimetilsiloksan kafesi igerisinde kapsiillenmis demir ve kobalt
nanopartikiillerinin, retina dekolman bozukluklarinin tedavisinde O6nemli etkinlik
gbsterme potansiyeline sahip olabilecegi yine bu alandaki ¢aligmalar sonucunda tespit
edilmistir. Poli (laktik asit) gibi biyolojik olarak bozunabilir polimerler de dahil olmak
tizere, organik polimerlerden muntazam mikro ve nanopartikiillerin elde edilmesi igin,
capraz baglanmis bir perfloroeter kaliplama kalibina dayanan yeni bir imprint litografi

yontemi de gelistirilmistir (Paul ve Robeson 2008).

Gilinlimiiz sanayi toplumlarinda olduk¢a yaygin bir bigimde karsilagmakta oldugumuz
kanser hastaliginin standart tedavi prosediirlerinin hemen hemen hepsinde yan etki
olarak bagisiklik sisteminin zayifladigi, hastalikli dokular kadar saglikli dokularin da
kontrollii hiicre Oliimii  dongiisii  iizerinden kemoterapi ilacindan etkilendigi
bilinmektedir. Son yillarda, olas1 bu yan etkileri en aza indirerek, sadece hastalikli organ
ve/veya dokularin tedavi edilebilmesi igin tasarlanan ¢alismalarda, nanopartikiillerden
de siklikla yararlanildigi goriilmektedir. Her ne kadar bu konuda yiiriitiilen
arastirmalarda oldukga farkli stratejiler gelistirilmekte ise de ¢alismalar genellikle hedef
ilacin manyetik O6zellik gosteren nanopartikiillerin de bulundugu bir kafes igerisine
kimyasal veya fiziksel (adsorpsiyon) yontemlerle tutturulmasi, ardindan disaridan bir
magnet veya 1s1ma kaynagi/cihaz vasitasi ile yonlendirilerek hedef dokuya ulastiginda

saliminin gergeklestirilmesi esasina dayanmaktadir. Kanserli doku ortaminin, saglikli
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dokulara kiyasla daha asidik olmasi bu ¢aligmalarin tasarlanmasinda yararlanilan énemli
bir stratejidir (Shilatta 2011). Ayrica yine agiz yoluyla uygulanan ilaglarin, mide
asidinin giiglii asidik ortam etkisinden koruyarak, bazik karakterdeki barsak florasinda
emilimini saglamak i¢in dizayn edilen nanokapsiillerin aktif bilesenleri kitosan ve
PLGA (Polilaktik-ko-glikolik asit) olarak secilmektedir (Sekil 2.3). Beklenildigi {izere,
s6z konusu calismalarda kullanilacak nanopartikiiller dizayn edilirken; biyo-uyumluluk,
kolay bulunabilirlik ve tasiyic 6zelliginin yiiksek olmasina dikkat edilmektedir (Paul ve
Robeson 2008).

Sekil 2.3 PLGA-Enkapsiilasyonu yapilmis SiO, partikiilleri (Kongsombut vd. 2009)

Bir bagka 6rnek olarak, dis hekimliginde nanopartikiillerden implantlarin, dental cerrahi
malzemelerinin, dis bakim iriinlerinin ve genel muayenede kullanilan teshis
malzemelerinin gelistirilmesinde kullanildig1 bilinmektedir (Sekil 2.4) (Anonim 2010,
Bhushan 2012).
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Sekil 2.4 Discilikte Nanoteknoloji Uygulamalar1 (Bhushan 2012)

2.4.4 Elektronik ve enerji depolama

Elektrik enerjisinin yiiksek verimle depolanmasi, giiniimiiziin gorece eski ama hala
Oonemini koruyan ve yeni stratejilerle gelistirilmeye devam edilen arastirma
konularindan bir tanesidir. Yiiksek kapasiteli enerji depolama aygitlarinin gelistirilmesi,
elektronik cihaz endiistrisinde devrim niteliginde yeniliklerin de ortaya g¢ikmasina
dogrudan etkili olmaktadir. Bunun yani sira, yiiksek giic depolama kapasiteli bu yeni
jenerasyon enerji depolama aygitlarindan, mevcut santrallerde yiik takviyesi olarak ve
elektrikli araglar gibi mobil uygulama alanlarinda da faydalanilmaktadir (Bhushan
2012).

Nanomalzemeler, daha once de belirtilen ve klasik yontemlerle elde edilen makro
malzemelere kiyasla sahip olduklari iistiin niteliklerinden 6tiirti 6nemli yatirim biitgeleri
ayrilan yiiksek enerji ve gili¢ yogunluguna sahip enerji depolama aygitlarinin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Enerji depolama aygitlarindaki enerji doniisiimii,
elektrotlarin yiizeyinde cereyan eden kimyasal bir reaksiyon, siklikla da yiik transferi
tizerinden gerceklesmektedir. Nanopartikiil destekli olarak gelistirilen sistemlerde dogal
olarak bu siiregler de nano Olgekte meydana gelmektedir. Nanomalzemeler, diisiik
boyutlarina nazaran sahip olduklar1 genis yiizey alanlar1 sebebiyle dogal olarak standart
malzemelere kiyasla daha yiiksek oranda bir yiik depolama alani saglamaktadir. Bir
diger ifadeyle, daha genis bir yiizey alani, elektrolit ile daha genis bir temas alanina

denk gelmekte, dolayisiyla da ilgili yiik transfer reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in daha
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genis bir reaksiyon bolgesi yaratilmaktadir. Hatta bazi 6zel durumlarda, mikrometre
boyutunda pargaciklardan olusan malzemeler kullanildiginda gergeklesemeyen elektrot
reaksiyonlar1, nanopartikiillerin kullanildig1 reaksiyon ortaminda basarili bir bigimde

meydana gelebilmektedir (Bhushan 2012).

Enerji depolama aygitlarinin ¢alisma prensibi, aygit elemanlart arasindaki difiizyon
kinetigiyle dogrudan iligkilidir. Nanomalzemeler, difiizyon mesafesinin disiiriilmesine
yardimc1 olmaktadir. Dolayisiyla da bu malzemeler, enerji depolama aygitindan
alinacak Kinetik verimi belirgin 6l¢iide yiikseltmektedir. Enerji depolama aygitlarinin
fonksiyon gostermesi i¢in esas oldugu belirtilen yiik transfer reaksiyonlari ¢ogunlukla
nanopartikiillerin yiizeyinde gerceklestiginden, birbirini takip eden sarj-desarj dongiileri
sirasinda klasik depolama aygitlarina kiyasla sistem igerisinde indiiklenen stres ve
kristal 0rgili parcalanmasi daha az olmaktadir. Bir diger ifadeyle, nanomalzemeler, sarj-
desarj dongiisiiniin etkinligini arttirmaktadir. Ayrica, elektrot yiizeyinden elektrolit
ortamina elektron taginimi da nanopartikiiller araciligiyla gergeklestirilmektedir. Sayilan
bu ozellikler sebebiyle, nanopartikiil esasli enerji depolama aygitlarindan alinan verim

artmaktadir (Bhushan 2012).

2.4.5 Biyomedikal teknolojiler

Doku miihendisligi alaninda yiiriitiillmekte olan ¢aligmalar kapsaminda, biyo-uyumlu
nanofiber iskelelerin gelistirilmesi, gilincel aragtirmalarin  yogunluklu olarak
stirdiirtildiigii bir arastirma baghigidir. Sonug itibariyle elde edilen nanofiber iskeleler,
hedeflenen spesifik hiicrelerin uygun ortamda gelisimine olanak saglamaktadir. Bu
calismalara O6rnek olarak, biyolojik bir canli sisteminde yer alan sinir hiicrelerinin
bliyiimesi ve/veya yenilenmesi igin yapilarinda konjiige sistemler igceren iletken
polimerlere dayali nanofiber yapilardan yararlanilmas: verilebilir. Literatiirde mevcut
olan bir baska ¢alismada ise nanopartikiil tanimina uygun boyutlarda giimiis, giimiis
oksit ve diger giimiis tuzlari, antimikrobiyel veya biyosidal aktivite saglamak igin
polimer matrislerine eklenmistir. Calisma sonunda, nano Olgekteki giimiisiin, giimiis
iyonu salinimimnin ¢ok daha yiiksek oranda olmasi nedeniyle, daha iyi antimikrobiyel

etkisi oldugu tespit edilmistir (Paul ve Robeson 2008).
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2.4.6 Malzeme ve imalat sanayisi

Malzeme biliminde kullanim alani bulan ileri teknoloji iiriinlerinin, giin gectikce artan
pay1 goz Oniine alindiginda, akillara ilk gelecek 6rneklerden bir tanesi, karbon nanotiip
uygulamalaridir. Buharlastirma teknigi ile iiretilen bu malzemeler, altigen seklinde
birbirlerine bagli karbon atomlarindan olusan silindirik yapilardir. Olaganiistii
mukavemet ve ¢cekme Ozelligine sahip olmalari nedeniyle karbon nanotiipler, ¢cimento
esasli malzemelerde nanomalzeme takviyesi olarak kullanilabilecek potansiyeli
fazlasiyla tasimaktadir. Ne var ki, endiistriyel 6lgeklerde karbon nanotiiplerin iiretilmesi
hala oldukga pahali bir prosestir ve bu durum potansiyel kullanimlarini kisitlamaktadir.
Bunun yani sira, yapilarinin oldukca yiiksek hidrofobik karakter tasimasi sebebiyle,
karbon nanotiiplerle polar ¢6ziicli ortaminda ¢alisilmasi olduk¢a zorlasmakta, bu da yine

uygulama kolayligini sinirlayici 6nemli bir faktor olusturmaktadir (Bhushan 2012).

Buna karsin, elektrotlarda veya optimize edilmis proton degisim zarlarinda nano yapili
katalizorlerin gelistirilmesi, ticari degeri bulunan yakit hiicresi uygulamalar1 i¢in aktif
bir arastirma alani haline gelmistir. Bu malzemelerin proton degisim membranini
iletken Ozellige sahip polimerler olusturmakta, yapilarinda ayrica elektrotlar igin
baglayic ve iki kutuplu plakalar arasinda uygun bir matris de icermektedir. Elektrotlar
tipik olarak 2-5 nanometre boyutundaki platin (Pt) pargaciklari, uygun bir polimerik
baglayict (genellikle Nafion) ile karbon siyahi pargalarindan (0,5-1,0 mm) meydana
gelmektedir. Baglayici olarak kullanilan Nafion ile tekli karbonlu nanotiiplere tutturulan
platin nanopartikiillerin, geleneksel karbon siyahindan imal edilen elektrotlara gore
gelistirilmis performans gosterdikleri tespit edilmistir. Proton degisim membrani
igerisindeki nanopartikiillerin, hiicrenin mekanik o6zelliklerini iyilestirdigi ve proton

iletkenligini arttirdig1 da belirlenmistir (Bhushan 2012).

Tekstil alaninda da nanopartikiiller sayesinde su ve kir tutmayan, kendi kendisini
temizleme 6zelligine sahip kumaslarin iretimi yapilabilmektedir. Bu ¢alismalarin temel
prensibinde, klasik iiretim kosullarinda modifiye edilecek liflere hedef nanopartikiillerin
puskiirtiilmesiyle, tekstil malzemelerinin 6zelliklerinin iyilestirilmesi yer almaktadir

(Qian vd. 2004).
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2.4.7 Gida Endiistrisi

Giiniimiizde siklikla bagvurulan ileri gida teknolojisi uygulamalarinda; gidanin tadini,
aromasini ve/veya dokusunu bozmamak kaydiyla, gidalarin besin igerigini gelistiren ve
raf Omriinii uzatarak, gida bilesenlerinin veya nihai gida tirlintiniin kararliligini arttirmak
amaciyla nanopartikiil igerikli katki maddeleri kullanilmaktadir (Brody 1990). Bu
sekilde hazirlanan gida malzemelerine ise “fonksiyonel gida” adi verilmektedir (Siegrist
vd. 2008). Nano-enkapsiilasyon teknigi, duyarli gida bilesenlerini (diger bir deyisle
aroma kimyasallar1, organik yaglar, vitaminler) korumak, canli renklere ve ¢ekici bir
aromaya sahip gida triinleri gelistirmek ve gerekli durumlarda bu {irlinlerdeki tat, koku
ve/veya renk maskelemesini gercgeklestirebilmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu
teknoloji ayn1 zamanda gida sirketleri ve hammadde saglayici firmalar tarafindan farkl
niteliklere sahip mineral, vitamin, aroma kimyasallar1 ve ugucu yaglarin gelistirilmesine
de olanak saglamaktadir (Chaudhry vd. 2008). Ayrica nanokapsiiller gida igersindeki
biyoaktif maddelerin istenmeyen etkilesimlere girmesini, gida Kkalitesini bozmadan
engellemektedir (Ilyasoglu ve E1 2010, Siirengil ve Kiling 2011).

Yukarida detayli bir bicimde verilen bilgiler 15181nda genel bir degerlendirme yapilacak
olursa, giiniimiiz kosullarinda nanopartikiillerin ¢ok sayida potansiyel uygulama alanina
sahip oldugu yadsinamaz bir gergektir. Gerek klasik kimyasal yontemlerle gerekse de
bu tez kapsaminda da agirlikli olarak ifade edilen ve bitki Oziitlerinden fito
nanoteknoloji esasli yontemlerle hazirlanacak nanopartikiillerin, katma degeri yiiksek

tirin gamina katkida bulundugu da asikardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bitkinin Yetistirilmesi

Bu tez c¢alismasinda kullanilan Yunus-90 tiirii Phaseolus vulgaris L. tohumlar1 ‘T.C.
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Midiirligi, Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisii Mudirliigii-Eskisehir’ den
temin edilmistir. Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisit Miidiirligii’'nden alinan
bilgilere gore fasulye gesidine ait morfolojik Ozellikler asagida detayli bir bigimde

verilmistir.

3.1.1 Yunus-90 ¢esidi Phaseolus vulgaris L. nin fitolojik o6zellikleri

1990 yilinda tescil ettirilmis olan bu ¢esit, ortalama 115-120 giinde olgunluk seviyesine
ulasan bodur bir kuru fasulye cesididir. Bitki boyu yaklastk 60 cm olmakla birlikte
yapraklar1 yesil ve oval, ¢icekleri beyaz renkli, dik gelisim gosteren bir bitkidir. Bakla
tane sayist 4-5, renkleri ise agik yesildir. Tanelerinin eni 7,0-7,5 mm, boyu 14,5-15,0
mm, kalinlig1 ise 5,5-6,0 mm'dir. Protein oranmi dikkate alindiginda tanelerde bu oran %
3-26 arasinda degismektedir. Normal yetistirme kosullar1 saglandig: takdirde ortalama
verim 200-250 Kg/Da dolayindadir. Yunus-90 tiiriniin diger bir 6zelligi bakteriyel ve
virlis hastaliklarina kars1 direngli olmasidir (Anonim 2013, Biiyiik 2014).

3.1.2 Tohumun sterilizasyonu ve bitkinin yetistirilmesi

Calisma kapsaminda temin edilen Phaseolus vulgaris Yunus-90 gesidine ait tohumlar
ekimden once sterilizasyon igslemine tabi tutulmustur. Bu amagla ¢eker ocak igerisinde
ve pepton alevi yakininda gergeklestirilen tohum sterilizasyon islemi; oncelikle %5’lik
sodyum hipoklorit (NaClO) ile 3 dakika muamele, ardindan otoklavlanmis ve iki defa
distillenmis (ddH,0) ile yine 3 dakika siiresince yitkama basamaklarinin toplamda bes
kez ardisik tekrarmi icermektedir. Bu islem siiresince, manyetik karistiricilt 1sitic

tizerinde, oda sicakliginda ve sabit karigtirma hizinda ¢alisilmigtir. Ardindan tohumlar
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steril kabin igerisinde kurumaya birakilmistir. Buna paralel olarak, ¢alisma kapsaminda
ekim yapilacak olan perlit, % 1’lik NaClO ile yikandiktan sonra ddHO ile durulanmis
ve ardindan 15 dakika siiresince 121 °C’de otoklavlanarak steril hale getirilmistir.
Ayrica ekim yapilacak bitki yetistirme tepsisi, ¢Ozelti siseleri vb. malzemeler de
otoklavlanarak, steril edilmistir. EkKim basamagmin hemen oOncesinde sulama
islemlerinde kullanilacak olan Hoagland ¢ozeltisi hazirlanmig ve ilgili besi ortaminin

makro ve mikro besin igerigi ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1 Hoagland besi ortam1 makro ve mikro (iz element) besin ¢ozeltisi igerikleri

KNO3; 101,1 g
KH,PO, 136,19 H3BO3 2,89
z MgSO,.7H,0 2465 g Z | MNnCl,.4H,0 1,8¢
“g; Ca (NO3)24H,0 | 236,1¢ § CuSO4.5H,0 0,100 g
= FeEDTA =
E EDTA2Na | 104g | & | NaMoO. 0025¢
E FeSO,4.7H,0 789 © | ZnS04.7H0 0,200 g
= KOH | 561 g
= Biitiin bilesenler, 1 L saf su
Her bir bilesen 1 L saf su
L icerisinde ¢oziiliir.
icerisinde ¢oziiliir.

Hoagland besi ortamini hazirlamak i¢in, gizelge 2.1’de belirtilen miktarlarda kalsiyum
nitrat (Ca(NOs),), potasyum nitrat (KNO3), potasyum fosfat (KH,PO,4), magnezyum
stilfat (MgSO,), ferrik EDTA (FEEDTA) ve iz element ¢6zeltisinden eklenip saf su ile
1 L’ye tamamlanmig ve daha sonra manyetik karistiricida 5-10 dk. boyunca
karistirtlmistir. Bu asamada dikkat edilmesi gereken bir nokta, eklenen FEEDTA
¢ozeltisinin pH degerinin 5,5 olmasidir. Aksi taktirde, bitki gelisimi iizerinde olumsuz
etkiler meydana getirebilmektedir. Ayrica hazirlanan ¢6zeltiler, FEEDTA’nin 1siya
karst dayaniksiz olmasi ve 1sil islemler sonucunda bozunmaya ugramasi nedeniyle,

yiiksek sicaklikta ¢alisiilmamalidir (Hoagland ve Arnon 1950).

Tescillenmis fasulye ¢esitleri arasindan segilen, yukarida agiklanan prosediire uygun

olarak steril edilmis Yunus-90 ¢esidi tohumlari, hazirlanan steril perlit ortaminda, 20
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giin boyunca 25 °C sicaklik ve % 70 nispi nem i¢eren Mikrotest iklim kabininde, 20
giin boyunca Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulanarak biiyiitiilmiistiir. Istenen olgunluga
ulasan bitkilerin perlitlerden ayiklanmasinin ardindan, kok, gévde ve yaprak ornekleri

olmak iizere boliimlere ayrilip 6ziit hazirlama islemine gegilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Yunus-90 tiirii fasulye bitkisinin yetistirilmesi ve boliimlere ayrilmasi

3.2 Bitki Oziitiiniin Hazirlanmasi

Yetistirilen saglikli fasulye bitkisinin yaprak, gévde ve kok boliimlerinden alinan 200
gramlik drnekler, laminar kabin (Delta Laboratuvar, Istanbul, Tiirkiye) igerisinde 3 defa
saf sudan gegirilerek yikanmis ve 200 mL steril distile su igerisinde kaynatilmistir.
Kaynama islemini takiben, 60 °C’lik su banyosunda bir saat siiresince inkiibasyona
birakilmistir. Bu asama bitki 6ziitiiniin daha yiiksek madde konsantrasyonu eldesini
saglamasi bakimindan kritiktir. Inkiibasyon islem basamagini takiben, bitki oziitleri
filtre kagidi (Whatmann No:1) ile siiziilerek deney asamasina kadar -20 °C’de derin

dondurucu igerisinde saklanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Bitki 6ziitlerinin hazirlanmasi ve filtrasyonu

3.3 AgNO3; Cozeltisinin Hazirlanmasi

Glimiis nanopartikiillerin hazirlanmasi amaciyla kullanilacak giimiis nitrat (AgNO3)
¢ozeltisi (1 mM), 100 mL distile su igerisinde, 0,026 g AgNO3z (Merck, Darmstadt,
Germany) eklenip, manyetik 1siticili  karistirict  iizerinde, oda sicakliginda

karigtirilmasiyla elde edilmistir (Saranyaadevi vd. 2014).
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3.4 Giimiis Nanopartikiillerin Eldesi

Hedef glimiis nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in Oncelikli olarak oda sicakligina
sogutulan her bir bitki 6ziitinden 10 mL alinarak, 100 mL 1 mM AgNOj; ¢ozeltisi
igerisine eklenmis ve oda sicakliginda 45 dk. siire ile karistirilmistir. Bu siiregte,
literatlirde de bilinen bir olgu olan ve giimiis nanopartikiillerin olugmasiyla agiklanan,
¢ozeltide belirgin bir renk degisimi gézlemlenmistir (Asha vd. 2016). Sonugta olusan
¢ozelti, 10.000 rpm’de 30 dk. boyunca santrifiijlenerek, nanopartikiiller ¢oktiiriilmistiir.
Partikiiller 6nceden darasi alinmis 1,5 mL’lik ependorf tiiplerinde toplanmis ve 3 defa
distile su ile yikama isleminden gegirilmistir. Son olarak, etiivde 65 °C’de kurutulduktan

sonra hassas terazide izole edilen nanopartikiil miktar1 belirlenmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Glimiis nanopartikiillerin olugmas1 esnasinda gozlemlenen renk degisimi

3.5 Giimiis Nanopartikiillerin Yapisal Karakterizasyonu

Sentezi basarili bir bigimde gergeklestirilen glimiis nanopartikiillerin  yapisal
karakterizasyonlari, uygun spektral analiz yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir
(Ahmed vd. 2016, Singh vd. 2013). Bu amagla sirasiyla Ultraviyole-goriiniir bolge
spektroskopisi  (UV-vis), Fourier Doniisimlii Kizil6tesi spektroskopisi (FT-IR),
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM), Taramali Elektron mikroskobu (SEM) ve
Dinamik Isik Sagilim spektroskopisi (DLS) tekniklerinden yararlanilmisgtir. UV-vis
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spektrumlar;, Cary 100 Scan UV-vis spektrofotometresi (Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimii Merkez Laboratuvari) kullanilarak, kuartz kiivetler (3.500 pL,
10 mm 1s1k yolu, Hellma 110-QS) igerisinde 300-800 nm araliginda, 1 nm tarama
hizinda alinmistir. UV-vis spektrumlar1 alinirken, deneysel kosullarla paralellik
gostermesi ve tutarli sonuclar elde edilebilmesi amaciyla ¢oziicii olarak steril distile su
kullanilmistir.  FT-IR spektrumlari; Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR (Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii) spektrometre cihazinin aksi belirtilmedikge
ATR kiti kullanilarak veya KBr pelleti hazirlanarak incelenmistir. Parcaciklarin ylizey
morfolojisi hakkinda gerekli bilgilerin edinilebilmesi i¢in gerekli olan TEM analizleri
FEI, Tecnai G2 F30 (LaB6 tipi elektron tabancali, 20x-910.000x biiyiitme aksli,
0.2+0.04 nm nokta ¢dziim giicii) mikroskobunda (Ankara Universitesi Niikleer Bilimler
Enstitiisii) ve SEM analizleri ise Zeiss EVO-40 Model (500V-30kV Yiiksek Gerilimli;
SE, BSD, EDX, VPSE dedektorlii, W-flaman elektron tabancali) (Ankara Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitiisii) elektron mikroskopu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Parcaciklarin boyut analizinde, Malvern ZetaSizer NanoZS90 tipi cihaz (Hacettepe
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii) kullanilmistir. Analiz esnasinda steril distile su

ortaminda 25 °C’de, 20 saniyelik 6l¢tim siiresinde ¢alisilmistir.

3.6 Antifungal Aktivite Calismalar:

3.6.1 Aktif kiilturlerin eldesi

Phaseolus vulgaris Yunus-90 tiirii fasulye varyetesinde patojenik etki gosterdigi bilinen
Colletotrichum sp., F. oxysporum, F. acuminatum, F. tricinctum, F. graminearum, F.
incarnatum, F. culvarum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria
alternata ve S. rolfsii fungal patojen izolatlari, Ankara Universitesi Zirai Miicadele
Merkez Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Izolatlarin aktif kiiltiirlerinin
hazirlanmasinda PDA (Potato Dextrose Agar; Merck, Darmstadt, Germany) besiyeri
kullanilmistir. Hazirlanan besiyerlerine izolatlardan tek kullanimlik steril ozeler ile
parca ekim yontemi uygulanmistir. Petriler 25 °C’de 24 saat ve 48 saat siirelerince

inkiibasyona birakilmis ve izolatlarin gelisimleri diizenli araliklarla takip edilmistir.
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3.6.2 Agar kuyu difiizyon yontemi ile antimikrobiyel etkinliklerin saptanmasi

Calismaya konu olan fasulye varyetesinden, yesil sentez yoluyla elde edilen giimiis
nanopartikiillerinin, fungal patojenler tizerindeki antimikrobiyel etkinligini belirlemek
icin Magaldi vd. tarafindan 2003 yilinda gergeklestirilen c¢alisma esas alinmistir
(Magaldi vd. 2003). S6z konusu ¢aligmada yararlanilan agar kuyu difiizyon teknigi, tez
kapsaminda incelenen sisteme uyarlanmistir. Buna gére yontem dahilinde bitkinin farkl
kisimlar1 (kok, govde ve yaprak) kullanilarak sentezlenen giimiis partikiillerinin
antimikrobiyel etkinlikleri belirlenerek, bitkinin farkli kisimlardan sentezlenen

partikiilllerin etkinlikleri karsilastirilmistir.

Aktif fungal kiiltiirlerinden steril 6zeler aracilifiyla alinan inokiiliimler, 5 mL steril
serum fizyolojik (% 0,85 NaCl) igeren tiiplere transfer edilmis ve 0,5 MacFarland
standard1 esas alinarak siispansiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu siispansiyonlardan
100’er pL alinarak eriyik haldeki 5’er mL soft PD (% 0,75 agar) igeren tiiplere
astlanmis ve tiipler vortekslenmistir. Bu agamadan sonra soft besiyerleri PDA igeren
petrilerin yiizeylerine yayilmistir. Petriler 10 dakika siiresince islemden dnce kurumaya
birakilmigtir. Kurutulan petriler yiizeyinde aseptik kosullarda 9 mm’lik kuyular
actlmistir.  Acgilan kuyulara kok, govde ve yapraktan hazirlanan giimis
nanopartikiillerinden steril distile su igerisinde siispanse edilmis 1 mg/mL’lik stoklardan
100°er pL transfer edilmistir. Petriler son olarak 25 °C’de 24 saat siiresince
inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonunda zon ¢aplar1 “mm” cinsinden &lgiilmiis

ve antimikrobiyel etkinlikler saptanmustir.

3.6.3 Fungal koloni gelisimlerindeki inhibisyonun belirlenmesi

Hazirlanan PDA besiyeri petrilere dagitilmadan o6nce (20 mL) besiyerinde toplam
konsantrasyonlar 0,125 mg, 0,25 mg, 0,5 mg, 1 mg, 2 mg ve 4 mg olacak sekilde
bitkinin yapragindan hazirlanmis giimiis nanopartikiilleri transfer edilmistir. Belirtilen
konsantrasyonda partikiil iceren besiyerleri petrilere dokiilmiis ve petriler kurumaya
birakilmugtir. {lgili ¢alismada, agar kuyu difiizyon yonteminde pozitif sonug¢ alian

fungal izolatlar kullanilmistir (F. oxysporum, F. graminarum, F. incarnatum, F.
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acuminatum, F. tricinctum, Colletotrichum sp.). Kiiltiir gelisimleri daha dnce belirtildigi
sekliyle yapilmistir. Hazirlanan aktif kiiltiirlerden birer par¢a alinarak farkl
konsantrasyon partikiil igeren petrilerin merkezine birakilmistir. Negatif kontrol grubu
olarak partikiil igermeyen PDA besiyerleri kullanilmistir. Petriler 25 °C’de 24 ve 48 saat
siirelerince inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon siiresince her 24 saat sonunda
gelisen kolonilerin ¢aplart “mm” cinsinden o6l¢iilmiistiir. Koloni gelisimlerindeki
gerilemeler kontrol gruplarindaki koloni gelisimleri dikkate alinarak gelisimdeki

gerilemeler % cinsinden hesaplanmistir.

3.6.4 Hif gelisimindeki gerilemenin mikroskopik analizi

Bir 6nceki ¢aligmada en yliksek konsantrasyonda partikiil igeren petrilerden ve kontrol
gruplarindan aliman fungal Orneklerin mikroskop slaytlar1 iizerine yayilarak
preparasyonlart yapilmistir. Hazirlanan preparatlar metilen mavisi ile boyanmis ve
aydinlik alan mikroskobunda 40X ve 100X biiyiitmelerde incelenmistir (Leica,

Germany).

3.6.5 Minimum inhibisyon konsantrasyon testi

S6z konusu ¢alismada, daha Onceki c¢aligmalarda antifugal etkinlik saptanan fungal
izolatlar tercih edilmistir. Fungal izolatlarin kiiltiire alma islemleri ¢alismadan 6nce
YPG besiyeri (Yeast-Peptone-Glucose; Yeast extract 10 g/L, Peptone 20 g/L, Glucose
20 g/L) igeriginde gercgeklestirilmistir. Kiiltlirlerin gelisimi i¢in 25°C’de her bir izolat
icin uygun inkiibasyon siireleri belirlenmistir (F. graminarum, F. incarnatum, F.
acuminatum, F. oxysporum; 48 saat, F. tricintum, Colletotrichum sp.; 96 saat). Uygun
inkiibasyon siirelerinin sonunda aktif hale gelen Kkiiltiirler MIK testleri icin
kullanilmistir. Bu ¢alismada ayrica bitki yapraklarindan yesil sentez yolu ile elde edilen
glimiis nanopartikiilllerin ve kimyasal sentez yoluyla elde edilen giimiis antimikrobiyel
etkinlikleri de karsilastirllmigtir. Kimyasal sentez yoluyla elde edilen giimiis
nanopartikiilleri ticari olarak firmadan temin edilmistir (Merck, Uriin Kodu: 730785,
Germany). U tabanli 96’lik mikrotitre plakalarda (LP Italiana, Italy) yine YPG besiyeri
kullanilarak (100’er uL), iki paralel olacak sekilde, ve son konsantrasyonlar 0.0, 0.312,
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0.625, 1.25, 2.5 ve 5.0 mg/mL olacak sekilde giimiis nanopartikiillerin (yesil sentez ve
kimsayal sentez) konsantrasyonlari bir seri seyreltmeyle ayarlanmigtir. 0.0 mg/mL’lik
kuyular pozitif kontrol olarak kullanilirken, yalnizca besiyeri igeren kuyular negatif
kuyular olarak degerlendirilmistir. Aktif hale getirilen fungal kiiltiirler uygulamadan
once en yiiksek devirde vortekslenmis ve elde edilen kiiltiir siispansiyonlardan 10’ar pL
alinarak test kuyularina ve pozitif kontrol kuyularina agilanmistir. Plakalar 48 ve 96 saat
siirelerince 25 °C’de inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda
kuyularin igerisindeki karigimlar pipetaj islemi ile slispanse edilerek pozitif kontrol
kuyularindan ve test kuyularindan 50’ser pL alinarak PDA igeren petrilere damla ekim
yontemi ile transfer edilmistir. Petriler 25 °C’de 48 saat siiresince inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonunda fungal gelisimin tamamen durdugu petriler MIK

degeri olarak saptanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Yontem boliimiinde detayli bir bigimde anlatildig iizere, steril ortamda hazirlanan bitki
Oziitlerinden giimiis nanopartikiillerin sentezi fito nanoteknolojik bir yontemle elde
edilmistir. Yaprak oziitiinden mL basina elde edilen ortalama nanopartikiil kiitlesi 1,8
ile 2,5 mg arasinda degigsmektedir. Govde oOziitinden mL basina izole edilen
nanopartikiil kiitlesi en fazla 0,8 mg olarak tespit edilmistir. Kok oziitiinden ise benzer
kosullarda mL 6ziit bagina sadece 0,3 mg nanopartikiil izolasyonu saglanabilmistir. Elde
edilen nanopartikiillerin yapisal analizi i¢in Oncelikle UV-vis spektroskopisine
bagvurulmustur. Buna gore; yaprak, govde ve kok oziit c¢ozeltilerinin UV-vis
spektrumlar1 degerlendirilecek olursa, Phaseolus vulgaris L.’nin dogal biyo-indirgen
ozit ortaminda, giimiis (I) katyonlarmin, notral giimiis (0) tiiriine indirgendigi ve
hedeflenen glimiis nanopartikiillerin olustugu tespit edilmistir. Sekil 4.1°de
goriilebilecegi tizere, 6zellikle yaprak oziitiinde 450-480 nm araliginda gozlemlenen
yayvan bant (Sekil 4.1), g¢ozelti igerisinde polidispers giimiis nanopargaciklar igin
karakteristiktir. Benzer bant olusumu zayif da olsa gdvde oOziitii igin de tespit
edilebilmekte ancak; kok oOziitinde bu bolgede belirgin bir bant olusumu

gozlenmemektedir.
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Sekil 4.1 Nanopartikiil igeren yaprak, gévde ve kok oziitlerinin UV-vis spektrumlari

Literatiirde bu konuda gerceklestirilen onciil ¢alismalar gézden gegirildiginde, cozelti
icerisinde zamanla konsantrasyonu artmakta olan gilimiis nanoparcaciklarin, yiizey
plazmon rezonansi olarak adlandirilan prensip uyarinca titresim hareketleri dolayisiyla
cozeltilerinde sari-kahverengi bir renk alarak, Kkalitatif olarak da tespit edilebildikleri
bilinmektedir. Yiizey plazmon rezonansi, kisaca ifade edilecek olursa diizlem polarize
15181n, metal bir yiizeye carpip yansimasi esnasinda metal yiizeyinde meydana gelen
titresim hareketlerine bagl olarak gelisen fiziksel bir olgudur. Nitekim, ¢aligmalarimiz
esnasinda, baslangicta renksiz olan bitki dziitlerine glimiis nitrat ¢ozeltisinin ilavesiyle
birlikte baslangicta sari, ardindan da kahverengiye yaklasan renk degisimleri

gbzlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Gilimiis nanopartikiillerin olusumu ve yiizey plazmon rezonansi

Glimiis nanopartikiillerin ¢evresinin, bitki oziitlinde yer alan aminoasit ve proteinlerin
yapisinda bulunan polar karakterdeki karbonil ve hidroksil fonksiyonlu gruplar
tarafindan sarilarak, ortamdaki kararliliklarinin arttirildigi, boylelikle de olasi
aglomerasyonlar1 engelleyerek, parcacik boyutunun biiylimesini engelledikleri
diginiilmektedir (Awwad vd. 2013). Nitekim FT-IR analizi alinarak yapilan
incelemede, yaprak, kok ve govde 6ziitlerinin benzer fonksiyonlu grup dagilimina sahip

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Nanopartikiil igeren yaprak, govde ve kok oziitlerinin FT-IR spektrumlari
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FT-IR spektrumunda, 3500 — 3200 cm™ arahigindaki siddetli ve yayvan bant, genellikle
fenollerde ve hidrojen bagli alkollerde karakteristik olarak go6zlemlenen O-H
gerilmesine aittir. 2086 cm™ de gozlemlenen zayif pik, poliol gruplarina ait aromatik C-
O gerilmesine karsilik gelmektedir. 1636 cm™ de yer alan gorece keskin pik ise
stibstitiie etilen sistemlerindeki C-H diizlem dis1 egilme titresimlerini gostermektedir.
Daha 6nce de ifade edildigi gibi bitki Oziitiiniin yapisinda yer alan ve karbonil (C=0)
fonksiyonlu grubunu ve bu grubun indirgenmesi ile meydana gelen hidroksil (OH)
gruplari, metal nanopartikiilleri ile kuvvetli bir bi¢imde etkilesime girerek, bag
yapabilme potansiyeline sahiptir. Glimiis nanopargaciklarin g¢evresi bu biyoyapilar
tarafindan tipki bir kapsiil gibi ¢evrelenmekte, boylelikle metal parcaciklarin bir araya
gelerek aglomerasyon olusturma potansiyelleri diiserek, ¢ozelti ortamindaki

kararliliklar1 artmaktadir (Abd vd. 2013)

Yaprak oziitiinden elde edilen pargaciklardan alinan TEM goriintiileri, hazirlanan giimiis
nanopartikiillerin oldukga diizgiin bir yilizey morfolojisine ve kiiresel bir geometriye
sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 4.4). Elde edilen nanopartikiillerin ortalama
caplar1 12 ila 16 nm arasinda degismektedir. TEM goriintiilerinin net bir sekilde
gosterdigi tlizere, pargaciklar oldukca tek diize olarak dagilmaktadir. Bu da bitki
Oziitinde yer alan bazi Onemli biyoorganik molekiillerin, ortamdaki giimis
nanopartikiillerini stabilize eden bir ligand gibi davrandig1 sonucuna goétiirmektedir. Bir
diger ifadeyle, bitkideki bilesenler, nanopartikiillerin biiylimesini ve kiimelenme

kinetiklerini kontrol etmektedir.
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Sekil 4.4 Yaprak oziitiinden elde edilen nanopartikiillerin TEM goriintiileri

Calismanin devaminda, yine yaprak oOziitiinden elde edilen nanopartikiillerin yiizey
morfolojisi SEM teknigi kullanilarak incelenmistir. TEM goriintiilerine paralel bigcimde,
nanopartikiillerin kiiresel sekilde oldugu ve ortalama olarak 10 ila 20 nm c¢apinda

degisim gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Yaprak oziitiinden elde edilen nanopartikiillerin SEM goriintiileri
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Nanopartikiillerin yapisal karakterizasyon ¢alismalarinda son olarak DLS tekniginden
yararlanilarak, ¢ozelti icerisindeki parcacik boyut dagilimlari incelenmistir. Ortalama
parcacik boyutunun 188 nm olarak tespit edildigi Olglimler, nanopartikiillerin ufak

kiimeler halinde bulunduklarini ve aglomerat yiginlar olusturmadigini desteklemektedir

(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Yaprak oziitiinden elde edilen nanopartikiillerin DLS analiz sonucu

4.2 Antifungal Aktivite Sonugclari

Yesil sentez yontemi kullanilarak elde edilen giimiis nanopartikiillerin antifungal
aktiviteleri F. acuminatum, F. incarnatum, F. graminarum, F. oxysporum, F.
tricinctum, A. alternata, R. solani, S. sclerotiorum ve Colletotrichum sp. fungal
patojenleri kullanilarak test edilmistir. Aktif kiiltiirlerin eldesini takiben uygulanan agar
kuyu difiizyon tekniginde bitkinin ¢esitli bolgelerinden elde edilen nanopartikiillerin

antifungal etkileri karsilastirilmistir. Sonuglar gizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Glimiis nanopartikiillerin antifungal etkinliklerinin degerlendirmesi

Tiir Adx Yaprak | Govde | Kok
F. acuminatum 14 mm 11 mm -
F. incarnatum 18 mm - -

F. graminarum 12 mm - -

F. tricinctum 15 mm - -
F. oxysporum 13 mm - -
R. solani - - -

S. sclerotiorum - - -

Colletotrichum 18 mm - -
sp.

A. alternata - - -

Elde edilen sonuglar incelendiginde bitkinin yaprak kismindan elde edilen partikiillerin
antimikrobiyel etki agisindan kok ve gévdeden elde edilen partikiillerin aksine etkili
olduklar1 kanisina varilmistir. Cizelge 4.1’de yapraktan elde edilen nanopartikiillerin
eklendigi kuyularin biiyiik bir kisminda zon olusumu goézlenirken, gévde ve kokten elde
edilen partikiillerin eklendigi kuyularin neredeyse tamaminda zon olusumu
gozlenmemistir. R. solani, S. sclerotiorum, A. alternata tiirlerinin olusum ve
gelisimlerini baskilama agisindan yesil sentezle elde edilmis glimiis nanopartikiillerden
pozitif bir sonu¢ almamanustir. Ilerleyen calisma basamaklarma R. solani, S.
sclerotiorum, A. alternata alinan negatif sonuglar nedeni ile dahil edilmemistir.
Kuyulara yiiklenen giimiis nanopartikiillerin olusturdugu zonlara ait goriintiiler ¢izelge

4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Agar kuyu diflizyon teknigi ile glimiis nanopartikiil uygulanmis petrilerde
zon olusumlari

Tir Adx Tiir Ad:

F. acuminatum F. tricinctum

F. incarnatum 5 F. oxysporum

F. graminarum Colletotrichum sp.

Fungal koloni gelisimlerindeki inhibisyonun belirlenmesi asamasinda agar kuyu
difiizyon tekniginde giimiis nanopartikiillerin etki gosterdigi tespit edilmis fungal
patojen tiirlerinin, belirli konsantrasyonlar iceren besiyerlerine ekimleri yapilmis ve
tiirlerin yayilim gosterdigi zon caplari dlciilmiistiir. Elde edilen verilere gore besiyerinde
bulunan partikiil miktarinin artmasma bagl olarak fungal patojenlerin gelisimlerinde
gerileme gozlenmistir. Cizelge 4.3’te goriildiigi tizere F. tricinctum ve Colletotrichum
sp. tiirlerinde gelisim durdurulmus ve besiyerinde yayilim gozlenmemistir. Diger
tiirlerde ise kontrol grubu ile karsilagtirildiginda zon ¢aplarmin partikiil oran1 ytiksek

olan besiyerlerinde ciddi oranda diisiis oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3 Yiiksek konsantrasyonda nanopartikiil igeren besiyerlerindeki fungal tiir
gelisiminin kontrol grubuyla karsilagtiriimasi

Tiir Kontrol 200 pg/mL partikiil
ilavesi

F. tricinctum

F. incarnatum

F. oxysporum

F. accuminatum

Colletotrichum sp.

F. graminarum

Farkli konsantrasyonlarda nanopartikiile maruz birakilan fungal patojenlerin zon ¢aplari
Olgiilerek, gosterdikleri gelisim egilimi belirlenmistir. Cizelge 4.4’te konsantrasyona

bagli zon ¢apindaki degisim yiizdesel olarak verilmistir.
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Cizelge 4.4 Gilimiis nanopartikiil konsantrasyonundaki degisime gore fungal tiirlerin

koloni ¢aplarindaki degisim

Koloni Cap1 Gerileme (mm/%)

6,25 12,5 25 50
pg/mL pg/mL | pg/mL pg/mL
20mm 29 mm 46 mm 58 mm

F.tricinctum /3077 054461 %7076 % 89,23
. 0 mm 0 mm 0 mm 5mm
Coletotrichum sp. %0 % 0 % 0 % 19,23
E acuminatum 3 mm 0 mm 6 mm 23 mm
' % 3,90 %0 % 7,79 % 29,87
E_incarnatum 4 mm 3mm 4 mm 5mm
' %1053 %7,89 %1053 % 13,16
0mm 0mm 0mm 2mm
F. oxysporum %0 %0 %0 % 4
. 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
F. graminearum %0 %0 %0 %0

100
pg/mL
60 mm
% 92,30
15 mm
% 57,69
46 mm
% 59,74
18 mm
% 47,37
25 mm

% 50
58 mm
% 73,42

200
pg/mL
65 mm
% 100
26 mm
% 100
49 mm

% 63,63
18mm
% 47,37
29 mm

% 58
48 mm

% 60,76

Yukaridaki verilere baglh olarak olusturulan sekil 4.7°de ise fungus tiirlerinin

gelisiminin partikiil konsantrasyonuna bagli olarak yiizde bazinda gerileme oranlarini

gormekteyiz. 100 ve 200 pg/mL partikiil konsantrasyonunun yiizdeler baz alindiginda

incelenen tiirlerde diger konsantrasyonlara gore patojen gelisimini daha etkili bir sekilde

yavaglattigin1 gérmekteyiz. F. tricinctum tiiriinde ise bu deger 25 ve 50 pg/mL’yi de

icerisine almaktadir.
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KOLONI CAP1/% GERILEME

H6.25 pg/mL
H12.5 ug/mL
25 pg/mL
50 ng/mL
100 pg/mL
=200 pg/mL
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Sekil 4.7 Glimiis nanopartikiil konsantrasyonuna bagli koloni ¢apinin degisimi

48 saatin sonunda elde edilen fungal patojen kiiltiirlerinden alinan hif 6rnekleri metilen

mavisi ile boyanmistir. Takiben, 200 pg/mL giimiis nanopartikiil igeren besiyeri

ornekleri ile nanopartikiil icermeyen kontrol gruplari karsilagtirthip antifungal etki

degerlendirmesi yapilmistir. Elde edilen bulgulara goére partikiil konsantrasyonunun

artmasiyla birlikte biitiin patojenlerin hif ¢aplarinda belirgin oranlarda diisiis meydana

gelmistir. Dolayisiyla, patojen tiirlerin yayilimi kontrol altina alinmistir. Cizelge 4.5°te

kontrol gruplar1 ile yiiksek konsantrasyonda glimiis nanopartikiil igeren petrilere

ekimleri yapilmis fungal tiirlerin mikroskop altindaki hif goriintiileri verilmistir.
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Cizelge 4.5 Yiiksek giimiis nanopartikiil konsantrasyonunun fungal tiirlerin hif ¢aplar
tizerindeki etkisinin kontrol gruplar ile kargilagtirilmasi

Tiir Kontrol 200 pg/mL partikiil ilavesi

F. tricinctum

F. incarnatum

F. oxysporum

F. accuminatum

Colletotrichum sp.

F. graminarum

Gergeklestirilen MIK analizinde ise patojenite gosteren fungus tiirlerinin gelisiminin
durdurulmast i¢in gerekli olan minimum partikiil konsantrasyonunun belirlenmesi
amaglanmistir. Bunun yani sira ticari olarak alinan kimyasal yollarla elde edilmis
giimiis nanopartikiiliin yesil sentez yoluyla elde edilen giimiis partikiiller ile patojenlerin

gelisimini durdurduklar1 konsantrasyonlar karsilastirilmistir. Elde edilen verilere gore F.
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graminarum disinda yesil sentez yoluyla elde edilen giimiis partikiiller, kimyasal yolla
elde edilenlere gore daha diisiik konsantrasyonlarda patojen gelisimini baskiladiklar
tespit edilmistir. Cizelge 4.6’daki veriler tiirlere ve partikiil cinsine bagli olarak

patojenlerin gelisimlerinin baskilandig1 partikiil konsantrasyonlarini gostermektedir.

Cizelge 4.6 Yesil sentez ve kimyasal yollarla elde edilen giimiis nanopartikiillerin MIK
degerlerinin karsilastirmast

= Yesil sentezle elde edilen | Kimyasal yontemle elde edilen
ungus o o
nanopartikiil nanopartikiil
F. oxysporum 0,312 mg>x 1,25 mg
F. graminarum 1,25 mg 1,25 mg
F. incarnatum 0,312 mg>x 1,25 mg
F. acuminatum 0,312 mg > x 5 mg
F. tricinctum 0,312 mg > x 0,312 mg > x
Colletotrichum sp. 0,312 mg > x 0,625 mg
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5. TARTISMA VE SONUC

Literatiirde giimiis nanopartikiillerin sentezinde, mikrodalga 1simasi, biyosentez,
elektrokimyasal teknikler, termal par¢alanma, lazer ablasyonu, fotokimyasal indirgeme,
sonokimyasal sentez gibi yontemlerden yararlanilmaktadir. Genellikle kullanilan
kimyasal yontemler, kaginilmaz olarak, ¢evre faunadaki tiirler i¢in hayati tehlike yaratan
baz1 sonuglar1 da beraberinde getirmektedir. Sebep olduklar1 bu zararlarin yani sira,
yiikksek maliyetli prosediirler igermeleri ve islemlerin fazla zaman almasi gibi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Singh vd. 2017).

Gliniimiizde giimiis partikiillerin kimyasal yontemlerle sentezinde yaygin olarak,
organik ve inorganik indirgen ajanlar kullanilmaktadir. Bu kimyasallara 6rnek olarak;
sodyum sitrat, sodyum askorbat, sodyum borhidriir ve elementel hidrojen verilebilir.
Genel bir ifadeyle bu indirgen ajanlar pozitif yiiklii glimiis (I) iyonlarinin, metalik form
olan giimiis (0)’a indirgenmesini saglamaktadir (Wiley 2005, Evanoff vd. 2004, Merga
2007, Iravani vd. 2014). Bu tez ¢alismasinda ise kimyasal yontemlerde kullanilan toksik
indirgen ajanlarin aksine, fasulye bitkisinden sulu ortamda elde edilen bitkisel 6zitler
kullanilmistir. Bu sayede daha g¢evreci ve ucuz bir sentez yonteminin gelistirilmesi

hedeflenmistir.

Literatlirde bu yaklagimla sentezi gergeklestirilen giimiis nanopartikiilleri incelendiginde,
yiiriitiilen bir ¢alismada ¢oziicii olarak benzilamin, giimiis kaynagi olarak da glimiis
asetat kullanilmistir. Elde edilen karigim otoklav igerisine yerlestirilip, 48 saat boyunca
200 °C'de 1s1tilmis ve elde edilen siispansiyonlar santrifiij edilip, ¢ozeltiden ¢oktiiriilerek
ayrilan parcaciklar etanol ile yikanarak, daha sonra 70 °C'de kurutuldugu belirtilmistir
(Kiiiinal vd. 2015). Bu islemler yaklasik 3 gilin gibi bir siirede tamamlanmistir. Bu tez
caligmasinda uygulanan yesil sentez yonteminde ise nanopartikiil eldesi giimiis nitrat
¢Ozeltisi igine 6ziit eklenmesini takiben 30-45 dakika icerisinde tamamlanmistir. Daha
sonra yapilan santrifiij, partikiil yikanmasi ve kurutulmasi islemleri ise yine aymi giin
icerisinde tamamlanabilmistir. Dolayisiyla gelistirilen metodolojinin, zaman agisindan

da kimyasal yonteme gore daha avantajli oldugu goriilmustiir.
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Glimiis nanopartikiillerde yiizey plasmon titresimleri nedeniyle bitki oziitii eklenmis
giimiis nitrat ¢ozeltisinde sarimsi1 kahverengi bir ¢ozelti elde edildigi bilinmektedir.
Sushmita (2014) yaptig1 ¢alisma ve bu ¢alismada da ayni sekilde koyu kahverengi bir
cozelti elde edildiginden gilimiis nanopartikiillerin basarili bir sekilde sentezlendigi
anlasilmistir. Ayrica Sushmita (2014) calismasi kapsaminda Phaseolus vulgaris
(fasulye) tiirii disinda Brassica oleracea capitata (kabak) tiirinii de kullanarak ayni
yontemlerle giimiis nanopartikiil elde etmis ve antimikrobiyel ¢alismalar disinda boya

degredasyon islemlerinde bu partikiiliin dekolarizasyon etkinligini arastirmistir.

Metalik partikiillerin yesil sentezi Schrofel vd. (2014) yilindaki derlemesinde de
goriildiigi gibi sadece bitki 6zleri ile degil g¢esitli mantar ve bakteri tiirleriyle de bu
sentez isleminin gergeklestirilip farkli uygulama alanlarinda kullanilabilecegini

gostermistir.

Namita Soni ve Soam Prakash yesil sentez ile iirettikleri giimiis nanopartikiilleri farkl
bir uygulama olarak sivrisinek yayiliminin 6nlenmesi iizerinde denemis ve firetilen
partikiillerin malarya vektori Anopheles stephensi ve filariyasis vektorii Culex
quinquefasciatus ‘un larvalari tizerinde larvasidal etkisinin oldugunu tespit etmislerdir.
Bunun gibi yesil sentez yoluyla elde edilen partikiillerin antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiparazit, boya degredasyonu, kimyasal maddelerin katalitik indirgenmesi ve
biyoelektrokimya gibi genis uygulama alanlarinin olmast gelecek i¢in olduk¢a umut

vadedicidir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, Phaseolus vulgaris (Yunus-90) L. bitkisinin yaprak,
govde ve kok kisimlarindan; yesil kimya prensiplerine uygun olarak, fito-nano
teknolojik yontemle, 1limli ve tekrarlanabilir reaksiyon kosullarinda, ¢evre dostu, diisiik
maliyetli ve uygulanabilirligi agisindan pratik kabul edilebilecek bir metodoloji ile
hedef glimiis nanopartikiillerin eldesi basaril bir sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen
partikiillerin yapisal karakterizasyonu uygun spektral yontemlerden (UV-vis, FT-IR,
TEM, SEM ve DLS) yararlanilarak gerceklestirilmis ve sonuglar literatiir verileri ile

uyumlu bulunmustur.
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Calismanin ilerleyen bdliimlerinde, sentezi gerceklestirilen nanopartikiillerin yiliksek
antifungal etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. Yesil sentez ile elde edilen
nanopartikiillerin diisiik konsantrasyonlarda dahi ¢alisma kapsaminda degerlendirmeye
alian fungal bitki patojenleri lizerinde yiiksek etkinlik gostermesi de yine tezden elde
edilen 6nemli ¢iktilardan bir digeridir. Bu baglamda tez kapsaminda gelistirilen sentez
metodolojisi dahilinde elde edilen giimiis nanopartiikiillerinin fungal bitki patojenleriyle
olan miicadelede kayda deger bir kullanim potansiyeli igerdigi de goriilmektedir.
Yaprak 6ziitlinden elde edilen nanopartikiillerin, diger 6ziitlerden (govde ve kok) elde
edilen nanopartikiillere oranla daha etkin antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Tez kapsaminda incelenen Colletotrichum sp., F. oxysporum, F. acuminatum, F.
tricinctum, F. graminearum, F. incarnatum, F. culvarum, R. solani, S. sclerotiorum, A.
alternata ve S. rolfsii fungal patojenlerinden F. tricinctum ve Colletotrichum sp.
gelisimlerinin baskilanmasinda giimiis nanopartikiillerin 200 pg/mL konsantrasyonun %
100 etkili oldugu sonucuna varilmigtir. Diger fungal tiirlerde de gorece etkili olan bu
yeni nesil nanopartikiillerin, ekonomik a¢idan énem tasiyan tarla bitkilerini korumak

icin fungisidal bir soliisyon halinde uygulama alani bulmasi olanakli gériilmektedir.

Ozetle, bu yiiksek lisans ¢alismas1 kapsaminda, Phaseolus vulgaris (Yunus-90) L. farkli
boliimlerinden, giimiis nanopartikiil elde etme verimliligi incelenmis ve sentezlenen
nanopartikiillerin, bitki patojeni on bir farkli fungusa karsi etkinlikleri, standart
kimyasal yontemlerle elde edilen nanopartikiillerin etkinligiyle karsilastirilmistir. Bahse
konu arastirmalar siiresince izlenen metodolojinin, literatiirde mevcut 6rneklerden farkl

bir yaklasim sunmasi sebebiyle calismaya 6zgiin deger kazandirdig diistintilmektedir.
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