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OZET

DOKTORA TEZi

RHEUM RIBES (ISGIN) VE PAEONIA KESROUANENSIS (AYIGULU)
BITKILERININ EKSTRAKTINDAN GUMUS NANOPARTIKUL
BiYOSENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE SiTOTOKSISITESININ
BELIRLENMESI

ILKAY UNAL
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BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SINAN EGRIi)
(IKINCI DANISMAN: DOC. DR. MEHMET ATES)

Nano malzeme sektoriinde sagliktan kozmetige bir¢cok alanda kullanilan glimiis
nanopartikiilleri (Ag-NP) en hizli biiyliyen iiriin kategorilerinden biri olmustur.
Kimyasal yontemle sentezlenmis NP'lerin toksisite etkileri c¢okca bildirilmistir.
Dolayisiyla, son yillarda NP'lerin biyosentezi iizerine yapilan c¢alismalarda artis
gostermistir. Dogal olarak gii¢lii indirgeyiciler bulunduran ve antioksidan &zellik
gosteren  bazi  bitki  tlirlerinden = Ag-NP’lerin  laboratuvar  ortaminda
biyosentezlenmesiyle, bu alanda goriilen bazi sorunlara ¢6ziim gelistirecegi
hedeflenmektedir. Bu c¢alismada, Paeonia kesrouanensis (Ayigiilii) ve Rheum ribes
(Isgin) yaprak ve govde ekstrakti (taze ve kurutulmus) kullanarak giimiis nitrat (AgNO3)
¢ozeltisinin indirgenmesiyle olusan kolloidal Ag-NP’lerin sentezi i¢in basit ve etkili bir
yesil kimya yaklasimi tasarlandi. Ag-NP'ler, 1 mM AgNO3 ¢ozeltisi kullanilarak
sentezlendi ve NP sentezi igin optimum kosullar, UV-vis spektrofotometresi
kullanilarak belirlendi. Ag-NP'lerin boyut, sekil ve yiizey karakterizasyonu i¢in FT-IR,
TEM, SEM, EDX, XRD, DLS ve Zeta Potansiyel analizleri yapildi. A.salina'da farkli
konsantrasyonlarda giimiis NPlarin birikimi ve eliminasyon orani, 24, 48 ve 72 saatlik
periyotlar i¢cin ICP-MS analizi ile belirlendi. Zaman ve konsantrasyon artigina bagli
birikimin arttig1 goriildii. Biyosentez Ag-NP’lerin HUVEC hiicreleri {izerinde sitotoksik
etkisi degerlendirildi. Sonuglar, 100 pg/mL'nin altindaki konsantrasyonlarda Ag-
NP’lerin hiicre ile biyolojik olarak uyumlu oldugunu gosterdi.
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ANAHTAR KELIMELER: Paeonia kesrouanensis, Rheum ribes, Nanopartikiil,
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ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

BIOSYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES FROM RHEUM RIBES
(ISGIN) AND PAEONIA KESROUANENSIS (AYIGULU) PLANT EXTRACT,
CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF THE CYTOTOXICITY

ILKAY UNAL
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GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SINAN EGRI)
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Silver nanoparticles (Ag-NPs), which are used in many fields from health to cosmetics
in the nano material industry, have been one of the fastest growing product categories.
There are many studies reporting the toxicity effects of chemical synthesized NPs.
Hence, during recent years, studies on biosynthesis of NPs have increased. By means of
biosynthesis of Ag-NPs from some plant species which naturally contain strong
reducing and stabilizing agents, it is aimed to develop solutions related to the
deficiencies and some problems encountered in this are In this thesis, we have designed
a simple and efficient green chemistry approach for the synthesis of colloidal silver
nanoparticles that is formed by the reduction of silver nitrate (AgNOs3) solution using
P.kesrouanensis (Ayigiilii) and R. ribes (Isgin) leaf and stem extract (as fresh and sun
dried). Ag-NPs were synthesized by using 1 mM AgNOs solution and optimum
conditions for nanoparticle synthesis were determined using UV-Vis spektrofotometer.
FT-IR, TEM, SEM, EDX, XRD, DLS and Zeta Potential analyses were performed for
the characterization of the Ag-NPs. The accumulation and elimination rate of Ag-NPs
at different concentrations in A.salina was determined by ICP-MS analysis for 24, 48
and 72 hours periods. Accumulation increased due to time and concentration increase.
The cytotoxic effect of biosynthesized silver nanoparticles on HUVECs cells was
evaluated. The results showed that silver nanoparticles at concentrations below 100
ug/mL were biocompatible with the cell.

2019 - 114 PAGE
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Characterization, Cytotoxicity, Elimination, Accumulation
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, modern materyal bilim ve teknolojide en aktif arastirma alani olup
materyalleri nanometre seviyesinde Olgiilebilecek diizeyde isleyen, pek c¢ok arastirma
alanii ya da disiplini birlestiren multidisipliner bir teknolojidir (Shankar ve ark., 2016).
Nanoteknoloji, daha biiyiik haldeki maddeden boyuta bagh olarak énemli dlgiide farkli
fizikokimyasal &zelliklere sahip ve daha {istiin nanomalzemeler ve nanopartikiiller
(NP'ler) tireterek hizla biiylimektedir. Boyutlar1 1-100 nm aras1 degisen NP’ler sahip
olduklar1 6zellikler ile tipta, kozmetikte, yenilenebilir enerjide, ¢evresel iyilestirmede ve
biyomedikal cihazlarda oldukca cesitli potansiyel uygulamalara sahiptir. Bunlarin
arasinda, giimiis nanopartikiiller (Ag-NP'ler veya nanogiimiis), makro dlgekli formuna
kiyasla benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozellikleri nedeniyle artan bir ilgi
gormiistiir. Ag-NP’ler yliksek elektriksel ve termal iletkenlik, yiiksek spesifik yiizey
alani, yiiksek mekanik dayaniklilik, katalitik aktivite ve plazmon-rezonans optik sacilma
gibi belirgin fizokimyasal 6zelliklere sahiptir (Shahverdi ve ark., 2007; Cho ve ark., 2005;
Wei ve ark., 2015). Sahip oldugu bu ozellikler Ag-NP’leri mikroelektronik ve tibbi
goriintiileme gibi alanlarda 6nemli hale getirmektedir. Ayrica, Ag-NP'ler sergiledikleri
antimikrobiyal, antibakteriyal 6zelliklerinden Gtiirli yara bantlari, plastik, sabun, macun,
mutfak aletleri, oyuncak, gida ve tekstil gibi ¢esitli tiiketici tirlinlerinde pazar degerlerini
artirmistir (Kim ve ark., 2011; Marambio-Jones ve Hoek, 2010; Qian ve ark., 2013).
Bundan dolay, iiretilen Ag-NP’lerin insan saglig1 ve ¢evre iizerinde toksik etkilere sahip
olup olmadiklar1 hakkinda ¢alismalar 6nem arz etmektedir. Cesitli ¢aligmalar bazi1 nano
boyuttaki partikiillere maruz kalmanin ve bu kiiciik partikiillerin deri, solunum,
besleneme ve damar yolu ile viicuda kolayca alinmasinin insanlarda ve hayvanlarda bazi
olumsuz etkilere yol acabilecegini gdstermistir (Nowack ve ark., 2011 ; Verma ve ark.,
2010). Bu nedenle, ¢ok islevli Ag-NP iiretimi icin basit, tek adimli, giivenilir, diisiik
maliyetli, toksik olmayan, ¢evre dostu ve yesil kimya olarak bilinen teknoloji ve
yontemlerin tasarimi ve gelistirilmesi, biyomedikal ve biyoteknoloji uygulamalarini
genisletmek i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (Mukherjee, ve ark., 2014). Fiziksel, kimyasal
ve biyolojik yontemler kullanarak bu NP’leri sentezlemeye yonelik ¢cok fazla calisma
yapilmaktadir. Fiziksel proseslerde, yliksek sicaklik, basing ve enerjiyi korumaya her
zaman ihtiya¢ duyulurken, kimyasal yontemde NP'lerin indirgenmesinde (etilen glikol

vb.) ve kiimelesmesini dnlemede kullanilan stabilize edici/kaplayici ajanlar (PVP vb.)



gibi kimyasallarin sadece c¢evre igin degil ayn1 zamanda biyolojik sistemlerde toksik
potansiyel sahip oldugu tespit edilmistir (Rajan ve ark., 2015). Sahip oldugu bu
toksisiteden dolay1, son zamanlarda tibbi bitki ekstraktlarinin kullanilmasiyla bu sorunun
Oniine gecilmeye calisilmaktadir. Boylelikle cesitli yollarla viicuda alinan ve kullanim
sonucu dogaya salinan NP’lerin olusturabilecegi tahribat en aza indirilmeye ¢aligilmistir.
Son yillarda, Ag-NP yapilarin karakterizasyonu, gevresel etkileri ve biyolojik toksisitesi
hakkindaki ¢aligmalar artis gostermistir. Yapilan caligmalar partikiillerin boyut ve sekline
bagli olarak, sucul ve karasal canlilar i¢in giderek olumsuz etkilere neden oldugunu
gostermistir. Ag-NP’leri fare fibrolast, insan hepatoselliiler kanser ve insan deri kanser
hiicrelerine uygulanarak sitotoksisitesinin degerlendirildigi c¢alismalarin hepsinde bu
NP’lerin serbest radikal olusumuna (Taju ve ark., 2014) ve oksidatif strese bagl hiicre
apoptosisinde artisa neden oldugu gozlemlenmistir (Yildirimer ve ark., 2011). Ag-NP’ler
endositozla hiicreye alinmasiyla veya hiicre mebraninda partikiiliin ¢6ziinmesiyle ortama
saldig1 Ag+ iyonlarin hiicreye alinmasiyla mitokondri ve c¢ekirdek basta olmak iizere
hedef organellere translokasyon gergeklestirdigi ve oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon, DNA hasari, hiicre dongiisii tutuklamasi ve daha sonra apoptoz gibi sayisiz

mekanizmayla sitotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir. (Ahmed ve ark., 2016).

Ag-NP’lerin endiistriyel alanda kullanimiyla ¢evreye salimina neden olabilecek gesitli
uygulamalara sahiptir (antimikrobiyal kaplamalar, yakit hiicreleri, su elektrolizi, hava ve
su aritma ve biyomedikal goriintiileme kontrast maddeleri). Maruz kalma olasilig1 ve
nanometalleri formiile etmek i¢in kullanilan metallerin birgogunun sucul tiirler i¢in toksik
oldugu gbz oOniine alindiginda, bu tiirler i¢in potansiyel toksik etkilerini degerlendiren
aragtirmalara her zaman ihtiya¢ duyulmustur (Griffitt ve ark., 2008). Bu amagla sucul
ortamda toksisite testi igin ise zooplankton kiiltiiriinden olan ve tuzlu su karidesi olarak
da bilinen Artemia salina organizmalari segilmistir. Bu testte Ag-NP’lerin sucul canlilar
tizerinde toksik etkilerini belirlemek amaciyla A.salina organizmasinin tercih edilmesinin
sebebi, laboratuvar ortaminda toksikolojik deneylerinde kullanilan organizma olmasi ve
ozellikle laboratuvar sartlarinda iiretiminin kolay, ekonomik ve yumurtadan ¢ikan tiim
larvalarin (nauplii) ayn1 boy ve 6zellikte olmasidir. Calismadan elde edilecek bilgilerin

giivenligi ve tekrarlanabilirligi agisindan bu 6nemlidir (Ates ve ark., 2013).



Caligmada Ag-NP’lerin sentezlenmesi i¢in ilimizde yiiksek daglarda ve ormanlik
alanlarda dogal olarak yetismekte olan sadece ilkbahar donemlerinde bulununan, eski
zamanlardan beri geleneksel halk ilaci olarak kullanilan ve gida maddesi olarak tiiketilen,
yapisinda alkoloidler, flavonoidler ve polifenoller gibi indirgeyici ve stabilize edici
kaplayici ajanlar1 dogal olarak bulunduran P.kesrouanensis (Ayigiilii) ve R. Ribes (Isgin)
olmak tizere iki farkli bitki se¢ilmistir. Ayni bitkinin farkli kisimlarinin ve kuru ve taze
olmasina bagli olarak kimyasal yapisinin farklilik géstermesinden 6tiirti, bitkiler yaprak-
govde, kuru-taze olarak gruplandirilmis ve biyosentez ¢alismalarinda kullanilmistir. Elde
edilen NP’lerin karakterizasyon analizi yapildiktan sonra hiicre iizerinde sitotoksik
etkileri ve zooplankton iizerindeki toksik etkilerini belirlenmistir. in-vitro sitotoksisite
caligmas1 i¢in insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) secilmistir. Endotel
hiicreleri, Ag-NP’nin kana girdikten sonra temas ettigi ilk hiicrelerden biridir. Bu hiicreler
kalp ve kan damarlarinin i¢ yiizeyinde bulunarak, besin maddelerinin, biyolojik olarak
farkli birgok aktif molekiiliin ve kan hiicrelerinin akigini diizenler. Trombosit yapismasini
ve pihtilasmay1 6nleyen yiizeyi sayesinde kan akisini kolaylastirmaktir. Bu hiicre endotel
hiicrelerinin temel 6zelliklerini tasidig1 gibi dogumdan hemen sonra atilan bir dokudan
elde edilebildigi i¢in bulunmasi kolay ve ucuzdur. Biiylik olmas1 ve genis yiizeye sahip
bir damar olmasi 6zelligiyle iizerinde ¢alisilmasi kolaydir (Yazir ve Dalgik, 2012; Sun ve

ark., 2016).



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanobilim, Nanoteknoloji ve Nanool¢ek

Nanoteknoloji ve nano bilimine girmeden 6nce, ilk olarak “nanoteknoloji”, “nanobilim”
ve “nano Olgek” gibi terimleri kullandigimizda ne demek istedigimizi agikga

belirtmeliyiz.

Nano kelimesi Yunanca “nannos” kelimesinden gelir ve “ciice” demektir. Giiniimiizde
nano teknik bir 6l¢ii birimi olarak genellikle metre ile birlikte kullanilir. Nanometre, 1
metrenin milyarda biri 6lgiisiinde bir uzunlugu temsil eder (yaklasik olarak ard arda
dizilmis 5 ila 10 atom).Teknoloji kelimesi ise yine Yunanca "“tekhné" ve "logia™

kelimelerinden olusmustur.

Bu terminolojiyi kullanmak, nanoteknolojide, temel nesnelerin yani atomlarin boyutunu
tartisgmay1 kolaylastirir. Eger atomlarin ve molekiillerin biiyiikliigiinii feet ya da metre
olarak tanimlamak istersek, bir hidrojen atomunun (en kiigiik atom) 7.874 x 10710 feet ya
da 2.4x 10! metre oldugunu sdylemek zorundayiz. Bunun yerine, nanometreleri
kullanabilir ve hidrojen atomunun 0.24 nm oldugunu sdyleyebiliriz. Kabul edilen temel
gOriis ise nano boyutta var olan bir sey i¢in, boyutlarindan (ylikseklik, genislik veya

derinlik) en az birinin yaklasik 100 nanometreden daha az olmasi gerektigidir.

Bir nanometre boyutunu daha yaygin olarak bilinen boyutlara gore agiklamak igin
kullanabilecegimiz birkag¢ benzetme vardir. Ornegin, tek bir insan sag telinin genisligi
50,000 nm'dir. Damarlarimizda akan kirmizi kan hiicreleri yaklasik 8 mikron ¢apindadir.
Bundan bile daha kii¢iik, hiicrelerimizin ATP sentaz ¢ap1t 10 nm'dir. Nano o6lcekteki
DNA'nin ¢ift sarmalinin boyutu yaklasik 2 nm genisligindedir. Son olarak, atomlarin
kendileri tipik olarak bir nanometre boyutundan daha kiigiiktiir (Allhoff ve ark., 2010)

Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (NNI)’e gore nanoteknolojinin tanimi 1-100 nanometre
boyutlarda maddelerin anlasilmasi, kontrol edilmesi ve atomsal/ molekiiler seviyede
caligilarak gelismis ve/veya tamamen yeni fiziksel, kimyasal, biyolojik 6zelliklere sahip
yapilar elde edilmesidir (Benelmekki, 2015). Yani genel olarak, nanoteknoloji, sadece

nanomateryaller olusumuna olanak veren degil, ayn1 zamanda mataryallerin etkinligini
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arttiran veya onlar1 kullanilmak istenilen amaca gore kontrol edilebilmesine izin veren bir

teknoloji olarak anlasilabilir (Tolochko, 2009)

Nanobilim ve nanoteknoloji arasinda keskin bir ayrim olmamakla birlikte, nanobilim,
bliyiik 6lgekli yapilarindan 6nemli ol¢iide farklilik gosteren, atomik, molekiiler ve
makromolekiiler 6l¢geklerde yani atomik ve atom alt1 seviyelerinde fiziksel, kimyasal ve
biyolojik Ozelliklere bagli olarak malzemelerin davraniglarini anlamamizi saglarken
(Adams ve Barbante, 2010), nanoteknoloji ise nanometre 6lgeginde sekil ve biiyiikligii
kontrol ederek yapilarin, cihazlarin ve sistemlerin tasarimina karakterizasyonuna,

tiretimine ve uygulamasina olanak verir (Anonim, 2004).
2.2. Nanoteknolojinin Gelisim Siireci

Nanoteknoloji, diger basarili teknolojiler gibi birgok kurucuya sahiptir. Nanoteknoloji
kavramu ilk kez, Nobel 6diillii Richard Feynman tarafindan, Amerikan Fizik Dernegi'nin
1959 tarihli Kaliforniya Teknoloji Enstitiisiinde diizenledigi bir kongrede “There’s Plenty
of Room at the Bottom (Asagida daha ¢ok yer var)” basglikli konusmasinda ortaya
atilmistir (Benelmekki, 2015). O zamandan sonra, Feynman’in atomik 6l¢ekte maddeyi
isleme fikriyle fizik, kimya, biyoloji alalarinda oldukca yenilik¢i gelismeler olmustur.
1959 yilinda yaptigi bu konugma nanobilim ve nanoteknolojinin baslangici kabul

edilmektedir.

1974 yilinda, Norio Taniguchi (Tokyo Bilim Universitesi'nde bir profesor), ekstra yiiksek
hassasiyet ve ultra ince boyutlari tanimlamak i¢in 'nanoteknoloji' terimini ortaya atmustir.
Entegre devrelerde, optoelektronik cihazlarda, mekanik cihazlarda ve bilgisayar bellek
cithazlarinda iyilestirmeler ve kiigiiltme oOngoriilerek “yukaridan asagiya yaklasim” 1

tanitmigtir.

Yaklasik on yil sonra, K Eric Drexler, atomik ve molekiiler bilesenlerinden daha biiyiik
nesnelerin olusturulmasini tartisirken “asagidan yukariya yaklagim” 1 tanitti. 1986° da
yaymladig1 "Yaratma Motorlari: Nanoteknolojinin Yaklagan Devri" ve "Nanosistemler:
Molekiiler Mekanizmalar, Uretim ve Hesaplama" kitaplarinda istedigimiz maddeyi atom
atom dizerek olusturan nanorobotlarin varolabilecegini ispat etmeye ve bu teknolojinin

etkilerini ortaya ¢ikarmaya calismistir.



Nanoteknolji ve nanobilim 1980’lerin ilk yillarinda iki biliyliik gelismeyle yoluna
baslamis; kiimelenmis bilim ve Tarama Tiinelleme Mikroskobunun (TTM) kesfi. Bu
gelismeler sayesinde 1986°da fullerenler ve 1991 yilinda karbon nanotiipler
kesfedilmistir. Diger bir gelisme ise yariiletken nanokristallerin sentez calismalari
olmustur. TTM’den yaklasik alt1 y1l sonra atomik kuvvet mikroskobu bulunmustur. 2001
yilinda da ise nanolazer yapilmis ve 2005 yilinda ilk dort tekerlekli nanoaraba modeli
hareket ettirilmistir (Anonim, 2011). 2000°1i yillarda ABD’ nin nanoteknolojiye yatirim

yapmasi sonucu Diinya‘nin bir¢ok iilkesinde nanoteknoloji arastirmalar1 baslamistir.

Tel-Aviv Universitesi'nde Teknoloji i¢in Disiplinlerarast Analiz ve Tahmin Etme
Merkezi (ICTAF) nanobiyoteknolojinin gelismesi hakkinda hazirlanan raporda 2008 ve
sonrasinda hiicre i¢i analizler i¢in nanoajanlar, 2015 yilinda kendi kendini onarabilen
yapay sistemler, 2018’de insan organlarinin i¢ yapilarinin tanimlanmasi, 2021°de ise

viicudun i¢inde nanomakinalarin, nanoteknolojik siiregte gelisecegini gostermistir

(Anonim, 2011).
2.3. Nanoboyutun Onemi

Nanobilimin bir baska 6nemli yonii de nano o6lcekli materyallerin ve cihazlarin
olusumunu anlamaktir. Nanoboyutlu malzemeler iizerine yapilan ¢aligmalar son yilarda
tek basimna onemli olma dogrultusunda biiylik bir gelisme gostermistir. Nano Olglime
bakildiginda, geleneksel (nano olmayan) malzemeler, yapilar ve cihazlar genellikle “bulk
teknoloji” olarak adlandirilir. Bu “bulk” teknoloji tarzi birgok biiyiik basariya imza
atmistir: harika bilgisayar cihazlari, ultra giiclii ¢elik ve ¢ok saf seramikler liretilmistir.
Bulk teknoloji kullanilarak, zarif kiigiik cihazlar ve materyaller olusturmak miimkiindiir.
Bununla birlikte, bu teknoloji ile yeni cihaz, yap1 veya malzemeyi olusturmak icin
malzemeleri kesmek, yontmak, vurmak, ekstriide etmek, eritmek gibi islemlere tabi

tutmak gerekmektedir.

Nanoteknoloji ile bulk teknoloji arasindaki temel fark bu olusum siirecidir. Nanoteknoloji
ile atomik Ol¢ekte baslanir, atomik/molekiiler yerlesim ve diizen kontrol edilerek, bu
teknoloji, benzersiz cihazlara, malzemelere ve yapilara donistiiriiliir. Bu yeni yaklasim,
nano Olcekteki materyallerin eldesi igin, yeni sentez tiirleri gereksinimi de ortaya

cikarmigtir. Dahast, bircok materyal nano dlgekte gelistirildiginde son derece benzersiz



Ozelliklere sahiptir ve ayni malzemelerin bulk bi¢iminde goriilmeyen farkli atomik
diizenlemeleri bulunur. Bunun en iyi ornekleri arasinda altin yer almaktadir. Altin
nanoboyutta oldukga yiiksek hiz ve verimde reaksiyon vermektedir. Benzer sekilde
silikon bulk formda yalitkan iken nanoboyutta iletken hale dontigmektedir. Bu
materyallerin daha kiigiik Olcekte ugradigi degisiklikleri anlamak, bu materyallerin
cihazlarda kullanimini gelistirmek i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Nanoteknoloji bugiin,
daha 6nce de belirttigimiz gibi, nano boyutta materyallerin gelistirilmesi, anlasilmasi ve
kullanilmasi {izerine odaklanmaktadir. Materyaller, malzemenin 6zelligini tanimlamaya
yardimci olan belirli atomlarin diizenlemesi ile olusturulmaktadir. Teknolojinin Slgegi
nedeniyle, atomik tiir ve yapi sadece malzemenin 6zelliklerini degil, ayn1 zamanda
cihazin islevini de tanimlar. Ayrica, farkli malzemeler nano boyutta ¢evreleriyle farkli
sekilde etkilesirler. Bulk formda materyaller ¢evreleriyle belirli bir sekilde etkilesirler
¢linkii atomlarmin biiytik bir cogunlugu yiizeyden ziyade malzemenin hacmindedir; Bu,
yiizey-hacim oranini ¢ok kiiclik yapar. Nano Olgekli materyallerle ise bir¢ok atom
malzemenin yiizeyinde bulunur ve bu nedenle yiizey-hacim orani ¢ok daha biiyiiktiir.
Yap1 bloklarinin boyutlar1 kiiciildiigiinde, Sekil 2.1°de goriildiigii gibi hacim ayni
kalirken, malzemenin yiizeyi 6 milyon Kat artar. (Kumar ve Kumbhat, 2016). Ornegin,
herhangi bir malzemenin 1 cm® nii 1 nm partikiillere ayrilmasiyla toplam yiizey alanin
6'dan 60.000.000 cm?ye ¢ikar ki bu da ilk yiizey alaninin 10 milyon kat1 demektir (Sekil
2.1). Yiizeydeki nispi atom miktari, bir biitiin olarak malzemenin 6zelliklerini biiyiik
Olciide etkileyebilir. 100 mikrometrelik bir yaricapa sahip olan bir kiiresel partikiil,
yaklasik 30.000'lik bir yilizey-hacim oranina sahip olacaktir. Bu oldukg¢a biiyiik
gorlinebilir, ancak malzemenin yiizeyindeki atom yiizdesi ¢ok kiiciiktiir, sadece yiizde
0.006'd1r (yani, her 100.000 atomun sadece 6's1 ylizeydedir). Bunu, 10 nm yaricapa sahip
bir pargacigin yiizey-hacim oraniyla karsilastirdigimizda, bu oran 300.000.000 olur.
Burada, malzemenin yiizeyindeki atomlarin yiizdesi, yiizde 6’dan daha biiyiiktiir (veya
her 100 atomun 6's1). Bu, malzemenin 6zelliklerini, kimyasal reaktivitesini, cevresiyle
nasil etkilesimde bulundugunu ve cihazlarda nasil kullanilabilecegini kokten

degistirebilir (Allhoff ve Moore, 2010).



Hacim | cm? Hacim 1 cm?
Alan 6 cm? ‘ Alan 12 cm?
Kenar 1 cm Kenar 1/2 cm

Hacim 1 crr;3 Hacim 1 cm?
Alan 24 cm Alan 60.000.000 cm?
Kenar 1/4 cm Kenar 1 nm

Sekil 2.1. Santimetre'den nanoboyuta degisen kiipler i¢in yilizey alanindaki artis (Baxter
ve Maynard, 2007)

2.4. Nanomalzemeler ve Nanomalzemelerin Siniflandirilmasi

Nanoteknoloji, uzun yillardan beri elektronik, fizik, miithendislik, biyofizik, molekiiler
biyoloji ve biyomiihendislik gibi bir¢ok bilim dallarinda en yaygin olarak kullanilan
multidisipliner bir bilim haline gelmistir (Bhatia, 2016). Bu multidisipliner bilim,
elektronikten kozmetige kadar degisen alanlarda potansiyel uygulamalara sahip olmustur
(Manikprabhu ve Lingappa, 2014). Bugiin, Avrupa Birligi (AB) ve ABD'de
nanomalzemelere (NM'lere) 6zel referanslar igeren birkag mevzuat bulunmaktadir.
Bununla birlikte, NM'ler i¢in uluslararasi kabul gérmiis tek bir tanim mevcut degildir.
Farkli orgiitlerin NM'leri tanimlamada farkli goriisleri vardir (Boverhof ve ark., 2015).
Benzer sekilde, Uluslararasi Standardizasyon Orgiitii (ISO), NM'leri “herhangi bir dis
nano olgekli boyutta veya i¢c nano olgekli yiizey yapisina sahip bir materyal” olarak
tanimlamigtir Bu ISO tanimina goére nanofiberler, nanoplatlar, nanoteller, kuantum
noktalar1 ve diger ilgili terimler tanimlanmistir. Ayni sekilde, nanomateryal terimi, AB
Komisyonuna gore, “dis boyutlarin 1-100 nm boyut araligi arasinda oldugu,
baglanmamus, kiimelenmis veya topaklanmis partikiillara sahip tiretilmis veya dogal bir
malzeme” olarak tanimlanmaktadir. Son zamanlarda, Ingiliz Standartlar Enstitiisii, “ Nano

olcekli boyutta herhangi bir i¢ veya dis yapiya sahip materyal” olarak tanimlanmistir



(Jeevanandam ve ark., 2018). NM'ler, erime noktasi, 1slanabilirlik, elektriksel ve 1s1l
iletkenlik, katalitik aktivite, 151k emilimi ve sagilma gibi ayarlanabilen fizikokimyasal
Ozelliklerine bagli olarak teknolojik ilerlemelerde énem kazanmislardir. NP’lerin bu
davraniginin iki temel nedeni vardir: yiizey etkileri ve kuantum etkileri (Anonim, 2011).
Nano malzemelerin alan-hacim oranlarinin yiiksek olmasi yeni uygulamalara kapi
agmaktadir (Ates,2015). Mevcut NM'lerin ¢ogu, malzeme tiirline gore dort temel

katogoride siiflandirilmaktadir.

Karbon-temelli NM'ler: Karbon, ilaglardan sentetik malzemelere kadar birgok teknolojik
uygulama i¢in 6nemlidir. Karbon NM’lerini kimyacilar, fizik¢iler ve malzeme bilimcileri
icin bu kadar ¢ekici kilan sey karbonun kendisine ve neredeyse sinirsiz gesitlilikteki tiim
elementlere baglanma yeteneginin bir sonucudur. Organik bilesiklerin ve molekiillerin
yapisal cesitliligiyle birlikte ¢ok c¢esitli kimyasal ve fiziksel ozellikler de ortaya
cikmaktadir. Karbon, gesitli allotroplarin kesfinden sonra bilimsel gevrede biiyiik ilgi
gormiistiir. Genel olarak, karbo- bazli nano NM’ler karbon igerirler ve igi bos tiip, elipsoit
veya kiire gibi morfolojilerde bulunurlar. Yiiksek mukavemet, korozyona kars1 direng ve
olaganiistii elektriksel ve termal iletkenlik ve stabilite gibi benzersiz fiziksel ve kimyasal
ozellikler gdstermektedir. Ik kez Kroto ve ark.,(1985) tarafindan fullerenlerin tesadiif
tizeri kesfiyle karbon allotroplarinin ya da daha bilinen adiyla karbon nanomateryallerin
donemi baslamistir. Karbon esasli NM'ler kategorisinde, fullerenler (Ceo), karbon
nanotiipler (KNT'ler), karbon nanofiberler, karbon siyahi, grafen (Gr) ve karbon soganlari
bulunur (Sekil 2.2). Lazer ablasyonu, ark desarj1 ve kimyasal buhar biriktirme (CVD), bu
karbon-bazli materyal iiretimi i¢in 6nemli Gretim yontemleridir (karbon siyahi harig)
(Kumar ve Kumbhat, 2016). Karbon bazli nano malzemeler, hidrojen depolama, su
filtrasyonu, elektronik ve enerji uygulamalar1 dahil olmak iizere genis bir yelpazede

yaygin olarak kullanilmaktadir (Anooj ve ark., 2017).



1D

Graphene

Sekil 2.2. Farkl1 boyutlarda karbon NP’lerin allotroplar: (Wan ve ark., 2012).

Inorganik bazli NM’ler: Bu NM'ler, metal ve metal oksit NP'leri ve NM'leri igerir. Bu
NM'ler, Au veya Ag gibi metal, TiO2 ve ZnO gibi metal oksit ve silikon ve seramik gibi

yar1 iletken NP’lerden sentezlenebilir.

Organik bazli NM’ler: Bunlar, karbon bazli veya inorganik bazli NM'ler harig,
cogunlukla organik maddeden yapilan NM'leri igerir. Molekiillerin kendi kendine
kurulumu ve tasarimi i¢in kovalent olmayan (zayif) etkilesimlerin kullanilmasi, organik
NM'leri dendrimerler, miseller, lipozomlar ve polimer NP'ler gibi istenilen yapilara

dontistiirmeye yardimci olur.

Kompozit tabanli NM’ler: Nano boyutta bir veya daha fazla benzer malzemenin
karistirilmasiyla yeni yapilari kontrol etmek ve gelistirmek i¢in olusturulan yeni nesil
yapilardir. Nanokompozitler yapilarinda kullanilan destek malzemelerine ve matris
malzemelere gore Polimer Matris Nanokompozitler, Seramik Matris Nanokompozitler,

Metal Matris Nanokompozitler olarak siniflandirilir (Khan ve ark., 2016).
2.4.1. Kokenlerine gore nanomalzemeler

Boyut ve malzeme temelli siniflandirmalar disinda, NP'ler ve NM'ler, kdkenlerine gore

ti¢ smifta incelenebilir.
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Dogal nanoyapili malzemeler: Organizmalarin, boceklerin, bitkilerin, hayvanlarin ve

insan viicutlarinda bulunabilen dogal olarak tiretilen NM’lerdir.

Endiistriyel nanoyapili malzemeler: insanlar tarafindan belirli 6zelliklere sahip olacak

sekilde tiretilen yapilardir. Bu tiir materyallerin 6rnekleri karbon nanotiipler, kuantum

noktalar1 vb. gibi yar1 iletken NM’lerdir (Al-Mubaddel ve ark., 2017).

Tesadiifi olusan nanoyapili malzemeler: NP’ler, tesadiifen mekanik veya endiistriyel

islemlerin bir yan {iriinii olarak iiretilebilir. Ara¢ motoru egzozlari, kaynak dumanlari,
evsel kati yakit 1sitma ve pisirme islemlerinden kaynaklanan yanma prosesi ve hatta
orman yangmlari gibi bazi dogal prosesler tesadiifi olusan NP’lerin kaynagini

olusturmaktdir (Jeevanandam ve ark., 2018).
2.4.2. Boyutlarima gore nanomalzemeler

Son yirmi yilda yiizlerce yeni NM’lerin elde edilmesiyle birlikte siniflandiriimada
yeniliklere ihtiya¢ duyulmugtur. NM'lerin ilk siniflandirma fikri Gleiter tarafindan 1995
yilinda verildi (Gleiter, 2000) ve 2000 yilinda Skorokhod tarafindan agiklandi
(Skorokhod, 2001). Ancak, Gleiter ve Skorokhod semast NM’lerin sifir boyutlu (0-D),
bir boyutlu (1-D), iki boyutlu (2-D) ve ii¢ boyutlu (3-D) yapilarini dikkate almadigi igin
gegerli olmamistir. Bu nedenle, 0-D, 1-D, 2-D ve 3-D nano 6lgekli bilesenlerin dahil
edildigi NM’ler i¢in Pokropivny ve Skorokhod (2007), tarafindan modifiye edilmis bir

siniflandirma semasi bildirilmistir (Sekil 2.3).

Sifir boyutlu (0-D) NM

Cesitli nanoyapr tiirlerini ayirt eden 6nemli bir 6zellik boyutsalliklaridir. Son 10 yilda,
0D NM'ler alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Oldukega iyi bir sekilde kontrol
edilebilen boyutlarda OD NM'lerin iretilmesi i¢in zengin cesitlilikteki fiziksel ve
kimyasal yontemler gelistirilmistir. Bu nanomateryaller, her ii¢ yonde de nano boyutlara
sahiptir. Altin ve giimiis gibi metalik NP’ler ve kuantum noktalar1 gibi yari iletkenler
dahil olmak tizere bu tiir NP’ler drnek olarak verilebilir (Kim ve ark., 2010; Zhang ve
Wang, 2008; Wang ve ark., 2009). Ayrica, kuantum noktalar1 gibi 0D NM'ler, 151k yayan
diyotlarda (LED'ler) (Stouwdam ve Janssen. 2008), giines hiicrelerinde (Lee ve ark.,
2009) ve lazerlerde (Ustinov ve ark., 2000) kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir. Bu NP’lerin
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cogu, boyut olarak kiireseldir ve bu partikiillarin ¢gap1 1-50 nm aralifindadir. Bu tiir NP’ler
kiip ve ¢okgen sekillerde de bulunabilir (Alagarsi, 2011)

Bir boyutlu (1D) NM

Son on yilda, 1D NM'ler arastirma ve gelistirmelerdeki nemi nedeniyle son derecede ilgi
gormiis ve cok cesitli potansiyel uygulamalara sahip olmustur. Bu nanoyapilarda, nano
yapinin bir boyutu nanometre araliginin disindadir (Alagarsi, 2011). 1D NM'lerin, nano
Olgekte ¢ok sayida yeni fenomeni kesfetmek ve fonksiyonel 6zelliklerin boyut ve boyutsal
bagimliligin1 arastirmak igin ideal sistemler oldugu genel olarak kabul edilmektedir.
Ayrica, elektronik ve optoelektroniklerin nano 6lcekli boyutlarda iiretilmesindeki kilit
birimler olarak 6nemli bir rol oynamasi beklenmektedir. 1D NM'ler nanoelektronik,
nanoaletler ve sistemlerde, nanokompozit materyallerde, alternatif enerji kaynaklarinda
ve ulusal giivenlikte biiyiik bir etkiye sahiptir (Kuchibhatla ve ark., 2007). Bu nanoyapilar
nanoteller, nanorodlar, nanotiipler, nanokemerler ve nanoseritler’den olusmaktadir
(Huang ve ark.. 2002; Okada ve ark., 2005; Xia ve ark., 2010; Li ve ark., 2010). Bu
malzemeler uzun (birka¢c mikrometre uzunlugunda), ancak sadece birka¢ nanometre

caphdir (Alagarsi, 2011).

iki boyutlu (2D) NM

2D nanoyapilarin nano biytikligi disinda iki boyutu bulunmaktadir. 2D NM’lerin
sentezi, yigin Ozelliklerinden farkli olarak bir¢ok diisiik boyutlu 6zelliklerinden dolay1
malzeme arastirmalarinin odak noktasi haline gelmistir. Belirli geometrilere sahip 2D
NM'ler, sekle bagimli benzersiz 6zellikler gosterirler ve nanoaletler'in temel bilesenleri
igin yap1 taglari olarak kullanilmaktadir (Jun, ve ark., 2005; Kim ve ark., 2009; Bae ve
ark., 2010). Buna ek olarak, bir 2D NM'er ozellikle nanoyapi biiylimesinin
mekanizmasmin temel olarak anlagilmas: i¢in degil, aynm1 zamanda sensorlerin,
fotokatalistlerin, nano konteynirlarin, nandreaktorlerin ve diger malzemelerin 2D yapilart
i¢in yeni uygulamalarin arastirilmasi ve gelistirilmesi i¢in de ilgi ¢ekicidir (Pradhan ve
Leung 2008). Bu yapilara dalli yapilar, nanoplakalar, nanodUVarlar, nanolevhalar,
nanotabakalar ve nanodiskler gibi farkli nano filmler 6rnek olarak verilebilir (Visakh ve
Morlanes, 2016). Nano filmlerin alan1 biiyiik olabilir (birkag kare mikrometre), ancak

kalinlik her zaman nano araliktadir (Alagarsi, 2011).
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Uc boyutlu (3D) NM

Bunlarin tiim boyutlar1 nanometre araliginin disindadir. 3 boyutlu sistemde (y18in),
elektronlar her ticlinde de serbesttir ve sinirlama ve kisitlama yoktur. 0-D, 1-D ve 2-D'nin
nanoyapisal elemanlarinin birbirleriyle yakindan iliskili oldugu ve ara yiizler olusturdugu
cok katmanli, lifli ve polikristal malzemeler bu yapilara 6rmek olarak verilebilir. 3D
NM'ler, onemli bir aragtirma konusu olmustur ve son yillarda birgok 3D NM
sentezlenmistir (Ren ve ark., 2000; Oliveira ve ark., 2006). NM'lerin davraniglarinin
bliyiik ol¢iide boyutlarina, sekillerine ve morfolojilere bagli oldugu iyi bilinir ki bu da
onlarin performanslari ve uygulamalari igin temel faktorleri olusturmaktadir. Bu nedenle,
3D NM'lerin kontrollii bir yapt ve morfoloji ile sentezlenmesi énemlidir Ayrica, 3D
nanoyapilar sahip oldugu yiiksek ylizey alani ve ii¢ boyutlu gozenekli yapisi ile kataliz,
manyetik malzeme ve elektrot malzemesi alanindaki genis uygulamalar1 nedeniyle

onemli bir malzemedir ( Shen ve ark., 2008; Teng ve ark., 2006).

0:: ;/."\
o3 (NG

0D 1D

Kiireler. kiimeler Nanocubuk, nanotel Nanofilm, nanoplate Nanopartikiil

Sekil 2.3.Nanomalzemelerin ¢esitli boyutlarinin (0D, 1D, 2D ve 3D) sematik gosterimi

2.5. Nanopartikiiller

NP’ler; "American Society for Testing and Materials (ASTM)"in standart tanimlamasina
gore partikiil boyutlari iki ya da {i¢ boyutlu olan 1-100 nm boyutundaki partikiiller olarak
tanimlanmaktadir ( Berk ve Akkurt, 2012; Alanazi, 2010). NP’lerin farkli 6zelliklerine
gore farkli siniflandirmalar: bulunmakla birlikte basit olarak karbon NP’ler, metal NP'ler,
seramik NP'ler ve polimerik NP'ler olarak ayrilir (Dwivedi,2010). NP'ler, yiiksek yiizey
alanlarindan ve nano Olgekli boyutlarindan dolay1 benzersiz fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahiptir. Optik 6zelliklerinin, goriiniir bolgedeki absorbsiyonundan kaynakli

farkli renkler vermesinin boyutuna bagli oldugu bildirilmektedir. 20 nm altin (Au), platin
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(Pt), giimiis (Ag) ve paladyum (Pd) NP'leri, sirasiyla karakteristik sarap kirmizisi rengi,

sarims1 gri, siyah ve koyu siyah renklerine sahiptir (Dreaden ve ark. 2012).
2.5.1. Karbon-bazh nanopartikiil

Fullerenler ve karbon nanotiipleri (KNT'ler) iki ana karbon bazli NP sinifin1 temsil eder.
Fullerenler biiyiik, kapali kafes, karbon kiimeleridir ve daha 6nce baska herhangi bir
bilesikte bulunmayan birkag 6zel 6zellige sahiptir. Fullerenler toksik 6zellik gostermezler
ve organik ¢oziiclilerde rahatlikla ¢oziiniir. Karbon nanotiipler (KNT) olaganiistii
ozelliklere sahip, grafit karbonun molekiiler 6l¢ekli tiipleridir (Harris, 2004). Buckytubes
olarak da adlandirilan KNT'lerin, ¢ok hafif olmasi, yiiksek elastiklik modiiliine sahip
olmasi ve bilinen en dayanikli fiber olmalari en 6nemli 6zelliklerindendir (Kii¢tikyildirim
and Eker, 2012). Karbon nanotiipler, tek, ¢ift ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler olarak
simiflandirilmistir (Ibrahim, 2013).

2.5.2. Polimerik nanopartikiiller

Bunlar normalde organik bazli NP’lerdir. Cogunlukla nanokiire ve nanokapsiiller
seklindedirler (Mansha ve ark., 2017). Kontrollii salim, ilag molekiillerinin korunmasi,
tedavi ve goriintiilemeyi birlestirme yetenegi, spesifik hedefleme polimerik NP’lerin
ozelliklerinden bazilaridir (Puri ve ark., 2009).

2.5.3. Seramik nanopartikiiller

Seramik NP'ler, 1sitma ve ard arda sogutma yoluyla sentezlenen oksitler, karbiirler,
karbonatlar ve fosfatlardan olusan inorganik metalik olmayan kati maddelerdir. Amorf,
cok kristalli, yogun, gézenekli veya i¢i bos formlarda bulunabilirler (Sigmund, 2006). Bu
nedenle, bu NP'ler, kataliz, fotokataliz, boyalarin fotodegradasyonu ve goriintiileme
uygulamalari gibi alanlarda kullanilmasindan dolay1 biiyiik ilgi ¢ekmektedir (C Thomas,
2015).

2.5.4. Yan iletken nanopartikiiller

Yar iletken malzemeler metaller ile metal olmayanlar arasinda 6zelliklere sahiptir ve
literatiirde bu 6zellikleri nedeniyle gesitli uygulamalar bulmuslardir. (Ali ve ark., 2017).
Fotokataliz, foto optik ve elektronik cihazlarda kullanilan ¢ok 6nemli materyallerdir. Yari
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iletken NP’lere, ZnO, ZnS, CdS, CdSe, CdTe, GaN, GaP, InP, InA, silikon ve

germanyum ornek olarak verilebilir (Sun, 2000).
2.5.5. Metal nanopartikiiller

Metal NP'ler tamamen metal dnciilerden elde edilir. Iyi bilinen lokalize yiizey plazmon
rezonans (LSPR) ozellikleri nedeniyle, Ag, Au, Pb gibi metal nanopartikiiller essiz
optoelektrik 6zelliklere sahiptir. Sahip olduklar1 bu 6zellik sayesinde nanoteknoloji
alaninda ¢ok fazla ilgi gormiistiir. Alkali ve Cu, Ag ve Au gibi soymetallerin NP'leri,
elektromanyetik gilines spektrumunun goriiniir bolgesinde genis bir sogurma bandina

sahiptir (Dreaden, 2012).
2.6. Elementel Giimiis ve Giimiis Nanopartikiil

Elementel veya metalik giimiis (Ag), beyaz metalik parlaklik gériiniimiinde doviilebilir
gecis metali olan kimyasal bir elementtir. Tiim metaller arasinda, giimiis en yiiksek
elektriksel iletkenlige (su anda bir¢ok elektriksel uygulamada kullanilan bakirdan daha
yiiksek), termal iletkenlige, en diisiik temas direncine, yliksek optik yansima o6zelligine
sahiptir. Saf giimiis hava ve suda kararhdir. Ag®, Ag*, Ag?*, Ag®" olmak iizere dort farkls
yiikseltgenme basamagina sahiptir. ilk ikisi en ¢ok bulunanidir. Giimiis, birgok izotopa
sahiptir. En yaygin olan1 %’Ag izotopudur. Ag suda ¢dziinmez, ancak metalik tuzlari,

ornegin, AgNO3 ve AgCl suda ¢oziiniir (Singh ve ark., 2016)
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Cizelge 2.1. Elementel giimiisiin fiziksel 6zellikleri

Ozellik Birim Deger
Formiilii Ag (Argentum))
Yogunluk gr/cm3 10.5
Ergime derecesi °C 961.5
Cekme mukavemeti N/mm? 160
Uzama %50-20
Sertlik, Brinell MPa 24.5
Mors Olgegi 2.5-3
Kristal Yapist YMK
Atomik Agirlik ar 107.8682
Atom numarast 47

Yiizey etkileri ve kuantum etkileri NP’leri yigin (bulk) formundan ayiran iki 6nemli
faktordiir. Bu etkilerden dolayi, malzemelerin kimyasal, mekanik, optik, elektrik ve
manyetik Ozelliklerinde ©onemli degisiklikler meydana gelmektedir. Bu nedenle
nanogiimiis, y1gin (bulk) haldeki giimiisde bulunmayan ve tibbi uygulamalarda ¢ok
faydali olan benzersiz optik ve fiziksel 6zelliklere sahiptir (Roduner, 2006). Ag-NP essiz
fiziko-kimyasal ozellikleri, yiiksek termal iletkenlik, plazmonik o6zellikler, kimyasal
stabilite ve antibakteriyel, anti-viral, antifungal yetenekleri nedeniyle bilimsel alanda

giderek artan ilgi gormiistiir (Beyene, 2017; Chen ve Schluesener, 2008).

Farkli boyut ve sekillerde nanogiimiis sentezi igin ¢ok calisma yapilmistir. Ag-NP" lerin
boyut dagilimi sabit kalmayabilir ve bu ¢evresindeki kimyasal ve fiziksel ortama baglilik
gostermektedir. Yiksek tuzluluk veya sert pH degerlerine sahip akuatik ortamda, Ag-
NP'ler biiyliik kiimeler olusturmak iizere toplanma egilimindedir ve buna bagh
fizikokimyasal 6zellikleri ve hareketliligi de degisebilir. Farkli boyut ve sekillerde Ag-
NP'ler, farkli antimikrobiyal aktivite sergiler. Kiiclik NP’ler, bakterileri 6ldiirmek ig¢in
daha biiyiiklerinden daha etkilidirler. Muhtemelen bu hiicre zarlarina baglanmalarini ve
hiicrelere girmelerini kolaylastiran yiliksek ylizey alanlarindan kaynaklanmaktadir.

Nanoglimiisiin, partikiil, gubuk ve plate iceren farkli sekillerinin antibakteriyel etkileri de
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test edilmis ve sahip oldugu sekile gore antimikrobiyal aktivitesinin degistigi
bildirilmistir (Pal, 2007).

Calismalar ¢esitli yiizey yiiklerine sahip Ag-NP'lerin ( negatif yiikle pozif yiik arasinda
degisen), basil tiirlerine karsi farkli inhibisyon etkileri sergilediklerini gostermistir.
Bunun bakterilerin hiicresel membranlarinda bulunan karboksil, fosfat ve amino
gruplarindan kaynakli yiik farkliligindan ve bu yilizden farkli yiiklii Ag-NP'lerin, farkli
antibakteriyel faaliyetlere girmek i¢in patojenleri ¢ekme ya da itmesine bagh oldugu

belirtilmistir (EI Badawy ve ark., 2010).

Son yillarda tibbi, gida, saglik, tiiketici ve endiistriyel amaglar dahil olmak tizere cesitli
alanlarda giderek daha fazla uygulama bulmaktadir. Sahip oldugu 6zelliklerinden &tiird,
endistriyel, evsel ve saglikla ilgili iriinlerde, tiiketici {irlinlerinde, tibbi cihaz
kaplamalarinda, optik sensorler ve kozmetik iiriinlerinde, ila¢ endiistrisinde, gida
endiistrisinde, teshislerde, ortopedilerde, ilag saliminda ve antikanser ajan olarak
kullanilmaktadir. Son zamanlarda, Ag-NP'ler bir¢ok tekstil tirtinlerinde, Klavyeler, yara
bantlar1 ve biyomedikal cihazlarda da siklikla kullanimi artmistir (Mukherjee, 2001;
Sondi ve Salopek-Sondi, 2004).

2.7. Giimiis Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Metal NP’ler, fiziksel, kimyasal veya biyolojik yontemler kullanilarak sentezlenebilir.
Yapisal agidan bakildiginda, metal NP’lerin sentez yontemlerinde “yukaridan asagi (top
down) ve “asagidan yukar: (bottom up)” olarak adlandirilan iki ana yaklasim
bulunmaktadir. NP’lerin hem kimyasal hem de biyolojik sentezi, atom veya molekiiller
ile nano boyutta yap1 olusun destekleyen asagidan yukariya (bottom up) yontemine
dayanmaktadir. Metalik NPlar1 sentezlemeye yonelik fiziksel yaklagimlar ¢ogunlukla
hacimsel malzemeye disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal iglemler ile enerji verilmesi
sonucunda malzemenin nano boyuta kadar inebilecek kiiciik parcalara ayiran yukaridan
asag1 teknigine dayanmaktadir. NP’lerin tiretimi i¢in “asagidan yukariya” teknigi daha az
kusurlu monodispers nanoyapilarin elde edilmesi i¢in daha uygundur (De Matteis ve
Rinaldi, 2018; Singh ve ark., 2016).
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2.7.1. Fiziksel sentez

Fiziksel yontemlerde NP’ler, atmosferik basingta bir tiip firin1 kullanilarak buharlagma-
yogunlagtirma yoluyla hazirlanir (Gurav ve ark., 1994, Magnusson ve ark., 1999).
Fiziksel yaklagimlar arasinda Plazma arki, bilyali 6glitme, termal buharlasma, piiskiirtme
pirolizi, ultra ince filmler, darbeli lazer desorpsiyonu, litografik teknikler, piliskiirtme
cokeltme, tabaka tabaka biiyiime, molekiiler 1s1n epistaksisi ve difiizyon alev sentezi
bulunur (Iravani ve ark, 2014). Fiziksel yontemler hizli olmasi, indirgeyici ajan olarak
151n kullanilmasi, dar boyutta NP elde edilmesi ve tehlikeli kimyasallar icermemesi gibi
avantaj saglasada, pahali ekipmanlara (6rn., lazerler) ihtiya¢ duyulmasi, diisiik verim ve
yiiksek isletme maliyetlerine neden olan yiiksek enerji tiiketimi, ¢oziicti kirliligi ve
homojen dagilim gériilmemesi yontemin dezavantajini olusturmaktadir (Shameli ev ark.,

2010; EI-Nour ve ark. 2010).
2.7.2. Kimyasal sentez

Kimyasal indirgeme yontemi metal NP sentezinde en ¢ok kullanilanin yontemdir (Pal ve
ark., 2011). Kimyasal indirgeme glimiis tuzu, indirgeyiciler ve bir stabilize veya kaplama
maddeleri gibi Ag-NP’nin kontrollii biiylimesini saglayan ii¢c ana bilesen kullanarak
yapilan sentez yontemidir. Bunlarin arasinda giimiis nitrat, diger mevcut giimiis tuzlarina
kiyasla diisiik maliyeti ve kimyasal stabilitesi nedeniyle Ag-NP sentezi icin siklikla
kullanilan bir giimiis tuzudur (Tien ve ark., 2008). indirgeyici olarak borohidrit (Evanoff
ve Chumanov, 2005), sitrat (Pyatenko ve ark., 2017), askorbat (Blanco-Andujar ve ark.,
2010) ve hidrojen gazi kullanilir. Borohidrit, daha hizli bir indirgeme oranina sahip kiigiik
partikiiller olusturabilen gii¢lii bir indirgeyici ajandir (Moore, 2006). Yiiksek
kararsizliklar nedeniyle biiylik oranda Ag-NP elde etmek zordur. Bu nedenle hazirlama
sirasinda stabilizatorler kullanilmaktadir. Stabilizatorler, polivinilpirrolidon, poli (etilen
glikol), poli (metakrilik asit), poli (metil metakrilat) ve digerleri gibi fonksiyonel gruplar
iceren surfaktanlar ve ligandlar1 veya polimerlerden olusmaktadir (Ge ve ark. 2014).
Elektrikle biriktirme, sol-jel prosesi, kimyasal ¢ozelti biriktirme, kimyasal buhar
biriktirme ve ¢okeltme gibi kimyasal yontemler metalik NP sentezlemede kullanilan bazi
kimyasal yontemlerdir (Rajput ve ark., 2015). Dallanmis polietilenimin, pozitif yiiklii
NP'ler olusturur (Note ve ark., 2006; Nguyen ve ark., 2010 ). Bu islemler biiyiik 6lgekte

tiretim i¢in nispeten daha ucuzdur ancak ¢evreye zararl toksik kimyasallarin kullanilmasi
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yontemin dezavantajini olusturur. Kullanilan bu kimyasallar NP yiizeyine adsorbe olarak
medikal kullanimina sinir koymaktadir (Lalitha ve ark., 2013; Schrofel ve KratoSova,
2011).

2.7.3 Biyolojik (Yesil) sentez

Dogal tiriinlerin NP sentezi i¢in bir reaktif olarak kullanimi yesil sentez olarak tanimlanir
(Rafique ve ark., 2017). Nanogiimiis biyosentezi (yesil sentezi), ¢cevresel olarak artan
ihtiya¢ nedeniyle genis ilgi gormiistiir. Biyolojik sentezde indirgeme, kaplama ve
stabilize edici ajan olarak toksik olmayan bilesikler ve bitki, bakteri, mantar ve mikroalg

gibi ¢evre dostu kaynaklar kullanir (Rajan ve ark., 2015).

Mikroorganizmalar, fizyolojik hiicresel faaliyetlere katkida bulunan enzimler tarafindan
metalik NP'ler iiretebilir. NP'lerin lokalizasyonuna bagl olarak, sentez hiicre i¢i veya
hiicre dis1 olarak gerceklesebilir. Ag-NP'lerin hiicre i¢i sentezi, metal iyonlarinin
mikroorganizmaya aktarilmasindan kaynaklanirken, hiicre dis1 sentezde metal iyonlari
hiicre ylizeyine yerlesir. Bunlarda bulunan enzimler, fonksiyonel gruplar ve proteinler

iyonlart indirgemede sorumludur (Zhang ve ark., 2011).

Mikrobiyal sentez yontemi giiglii susun belirlenmesi, mikroorganizmlarin gelismesi i¢in
aseptik kosullarin  korunmasi, enfeksiyon ve kontaminasyon riski gibi cesitli
dejavantajlara sahiptir (Kumar ve Yadav, 2009; Njagi ve ark., 2010). NP iiretiminde
mikroorganizmanin kullanilmasi bitki ekstrakti kullanimina gore oldukc¢a pahali bir
yontemdir (Dhillon ve ark. 2012; Luangpipat ve ark., 2011). Herseyden dnce mikrobiyal
sentez olduk¢a zaman alicidir ve giiglii bir susun biiyiimesi igin 2-3 giin, NP sentezi ve

saflagtirilmasi i¢in 1-2 giin gereklidir.
2.8. Bitki Ekstrakti Kullanarak Giimiis Nanopartikiil Sentezi

NP sentezi i¢in bitki kullanimin en 6nemli sebeplerinden biri kolay bulunabilirligidir.
Metal NP’ler bitkinin tiimiinden veya kok, govde, yaprak ve tohum gibi bitkinin belirli
kisimlarinin ekstrakti kullanilarak sentezlenebilir. Bitki 6zii kullanarak sentez yapilan
caligmalarin sayis1 2009'dan bu yana giderek artmustir (Iravani, 2011). Ozellikle tibbi
bitkiler kullanan Ag-NP'lerin biyolojik sentezleriyle ilgili rapor edilen ¢alismalar gelecek

vadetmektedir. Bitki ekstraktinda suda c¢oziinmiis olarak bulunan terpenoidler,
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flavonoidler, fenol tiirevleri, ketonlar, aldehitler, amitler, karboksilik asitler, organik

asitler, kinonlar iyonlarin indirgenmesinden sorumlu temel fitokimyasallardir (Rao ve

Paria, 2013).

Bitki ekstraktinin bioindirgeme potansiyeli mikrobiyal senteze gore daha yiiksektir.
Bununla birlikte Ag-NP sentez isleminden sonra elde edilen atik iiriinler genellikle ¢evre
ile uyumludur. Bitki aracili sentez neredeyse sifir kirlilie sahiptir. Ayrica bitki
ekstraktinda bulunan fitokimyasallarin metal iyonlarimi indirgemesi disinda olusan
NP’leri stabilize ettigi bilinmektedir (Iravani, 2011; Dahl ve ark., 2007). Bu yontem
sentez i¢in biitlin kriterleri saglamakta ve teropatik kullanim i¢in giivenli, ¢evre dostu,
diisiik maliyetli ve kolay bulunmasiyla sentez i¢in uygun olmaktadir. Bu avantajlar
nedeniyle diger sentez yontemlerine bir alternatif olmustur (Gan ve Li, 2012; Kumar ve
Yadav, 2009; Mittal ve ark., 2012).

AgNO; varhginda kavrulmus Coffea arabica cekirdegi ekstresi, Agt ‘y1 Ag’ ye
indirgemis ve bunun sonucunda kiiresel (20 nm) ve elips seklinde (30 nm) Ag-NP’ler
olusmustur (Dhand ve ark, 2016). Krishnaraj ve ark. (2010). AcalypHa indica yaprak
ekstraktindan kiiresel Ag-NP'ler (15-50 nm) sentezlemistir. Khalil ve ark. (2014) Ag-
NP'leri elde etmek amaciyla AgNO3'ii indirgemek igin zeytin yapragi kullanmiglardir.
Ayrica Botryococcus braunii (Arya ve ark., 2019), berberis vulgaris (Behravan ve ark.,
2019), Melissa officinalis (de Jesus Ruiz-Baltazar ve ark., 2017), Azadirachta indica
(Ahmed ve ark., 2016), Annona reticulata (Parthiban ve ark., 2019), Enicostemma
axillare (Raj ve ark., 2018), Zerdegal (Alsammarraie ve ark., 2018), Shikakai ve Reetha
(Sur ve ark., 2018), Mulberry (Chunfa ve ark., 2018),), Caulerpa scalpelliformis
(Manikandan ve ark., 2019), Cocos nucifera L. ( Roopan ve ark., 2013), Cynodon
dactylon (Sahu ve ark., 2013), Morinda citrifolia (Suman ve ark., 2013), Aerva lanata
(JosepH ve Mathew, 2015), Naringi crenulata (Bhuvaneswari ve ark., 2014), yesil cay
(Camellia sinensis) ekstrakti (Nestor ve ark., 2008), Aloe vera bitki ekstrakti (Chandran
ve ark., 2006) kizilcik ve dag kizilcigi suyu (Puiso ve ark., 2014), ZizipHus spina-christi
(Zayed ve ark., 2014), Syzgium cumin (Mittal ve ark., 2013), Moringa oleifa (Tnvkv ve
Ek, 2011), Azadirachta indica (Neem) yapraklar1 (Tripathy ve ark., 2010), Coleus
aromaticus (Vanaja ve ark., 2013), Morinda citrifolia kokii (Suman ve ark., 2013),

Andrographis paniculata (Suriyakalaa ve ark., 2013), Gardebia jasminoides (Fenfen ve
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ark., 2014) gibi bir¢ok bitkinin yaprak, kok, gévde ve meyveleri kullanilarak biyosentez

yontemiyle Ag-NP’lerin sentezlenme ¢alismalar1 yapilmistir.
2.8.1. Giimiis nanopartikiil sentez mekanizmasi

NP olusumunun mekanizmasi esas olarak iic asamadan olusur: iyonlarin indirgenmesi,
cekirdeklesme ve NP’lerin biliylimesi. Her asamanin Ozellikleri, indirgeyici ajanin
yapisina, konsantrasyonuna, pH’ya, AgNOz konsantrasyonuna baghdir (Jain ve Mehata,
2017). Bilimsel aragtirmalar bitkilerin yiiksek seviyede suda ¢oziiniir antioksidanlar,
polifenoller (Flavonoidler) igerdigini gostermistir. Fenolik bilesikler, metallere
baglanabilen ve selat etkisi gosteren hidroksil ve ketonik gruplara sahiptir (Saxena ve
ark., 2012). Moran ve ark., (1997), fenolik bilesiklerin genel baglanma kabiliyetinin,
molekill igindeki 0Ozel selatlama gruplarindan ziyade aromatik halkalarin yiiksek
niikleofilik karakteriyle iliskili oldugunu belirtmislerdir. Baz1 arastirmacilar, quercetin
gibi flavonoidlerde bulunan -OH gruplarinin, giimiis iyonlarmm Ag-NP'lere
indirgenmesinden sorumlu olabilecegini belirtmistir. Muhtemelen flavonoidler enol
formundan keto forma tatomerik doniisiim sirasinda, giimiis iyonlarint Ag-NP’lerine
indirgeyen reaktif hidrojen atomu salimi yapmaktadir(Jain ve Mehata, 2017).
Flavonoidlerin antioksidan etkisi, esas olarak elektronlart veya hidrojen atomlarini verme
yeteneklerinde bulunur. Fenolikler ve bitki yapragi ekstresi i¢indeki diger kimyasal
maddeler sadece giimiis tuzlarin titizlikle indirgemekle kalmaz, ayn1 zamanda partikiil

etrafin1 sararak agregasyona kars1 miikemmel bir dayaniklilik saglar (Sekil 2.4).

OR

Sekil 2.4.Bitki ekstraktinda bulunan polifenollerle kapli Ag-NP’ler (Rao ve Paria, 2013)
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Sekil 2.5° te Ag-NP olusumunun olast mekanizmasi verilmistir. Bitki ekstraktinda
bulunan proteinler ve enzimler, Ag* indirgemesiyle saf Ag-NP’lerin olusumunu

kolaylastirmaktadir (Saxena ve ark., 2012; Singh ve ark., 2016).

AgNO; ————» Ag" + NOy

R OH R 0\
+ sicakhik N + .
+ Ag Ag + 2H'+ e
pH o
OH oV
Bitkilerdeki polifenollerin genel Ag-polifenol kompleksinin
molekiil formiilii muhtemel molekiiler yapisi

Sekil 2.5.Bitki ekstraktindan Ag-NP sentezinin olast mekanizmasi (Annavaram ve ark.,
2015)

2.9. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yoéntemleri

Yapilan sentezden sonra, en Onemli adimlardan biri elde edilen NP’lerin
karakterizasyonudur. Ciinkii partikiillarin fizikokimyasal 6zellikleri biyolojik 6zellikleri
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. NP’lerin nanomedikal veya saglik sektori vb.
alanlarda kullanilmadan O6nce olasi sorunlar1 belirleyebilmek i¢in hazirlanan NP’lerin
boyut, sekil, boyut dagilimi, yiizey alani, ¢oziiniirliikk, kiimelenme vb. gibi karakteristik
Ozelliklerini toksisite veya biyouyumluluk caligmalarindan once karakterize etmek
gerekir (Lin ve ark., 2014; Murdock ve ark., 2008). Sentezlenen NP’leri degerlendirmek
icin, ultraviyole goriiniir spektroskopi (UV-vis spektroskopisi), X-isin1 difraktometrisi
(XRD), Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), dinamik 1s1k sagilimi (DLS),
taramali elektron mikroskobu (SEM), gecirimli elektron mikroskobu (TEM) gibi
teknikler kullanilmaktadir (Gurunathan ve ark., 2015; Sapsford ve ark., 2011).

UV-Vis spektroskopisi

UV-vis spektroskopisi, sentezlenmis NP’lerin, sentezini ve stabilitesini izlemek igin
kullanilan giivenilir ana tekniklerden biridir (Sastry ve ark., 1998). Numune ¢ozeltisinden
bir 151k goénderilir ve absorblanan 1sik miktar1 6lgiiliir. Belirli dalgaboyu araligi belirlenir

ve absorbans her dalga boyunda olgiliir. Ag-NP'ler, belirli 151k dalgaboylariyla giiglii
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etkilesime girmelerini saglayan benzersiz optik Ozelliklere sahiptir. Ayrica, UV-vis
spektroskopisi hizli, kolay, basit, hassas ve farkli NP tipleri i¢in segicidir, Ol¢lim igin
sadece kisa bir siire gerekir ve kolloidal slispansiyonlarin partikiil karakterizasyonu icin
kalibrasyon gerektirmez(Tomaszewska ve ark., 2013). Tipik olarak, bir UV-vis
spektrumundaki maksimum absorpsiyon dalgaboyu ortalama partikiil biyiikligi ile
iligkilidir. Ag-NP'lerin olusumu, UV-vis absorpsiyon spektroskopisinde optik yogunluk
belirlenerek dogrulanir. Kolloidal Ag-NP’lerin karakteristik yiizey plazmon absorpsiyon
bandi goriiniir aralikta gozlenir. Yiizey plazmonu, metalik bir partikiiltaki serbest

elektronlarin salimdan kaynaklanmaktadir.
Taramali elektron mikroskobu (SEM)

SEM, sentezlenen partikiillerin mikro ve nanoboyuttaki yilizey morfolojilerini farkli
partikiil boyutlarini, boyut dagilimlarin1 ve NP’lerin sekillerini tanimlamada kullanilan
ylizey goriintiileme yontemidir (Hall ve ark., 2007). SEM teknigi NP yiizeyleriyle
etkilesime gecmek i¢in bir elektron 1sm1 kullanir ve ikincil elektronlar, geri sagilmis
elektronlar veya X 1s11 fotonlar1 6lgiliir (Simonet ve Valcarcel 2009). SEM numuneleri
toplu halde analiz edilebilir, bu nedenle numune hazirlama ¢ok daha kolaydir.
Numuneler, ince kesitler halinde kesilmeden dogrudan aliiminyum veya karbon ¢ubuklar
tizerine monte edilebilir (Dudkiewicz ve ark., 2011). Bununla birlikte, goriintiileme
sirasinda elektron 1s1masi nedeniyle numunede statik elektrik alanlarinin olusmasi riski
vardir, bu nedenle numunenin, en azindan ylizeyinin iletken olmasi gerekir. Bazi yiizey
bilgileri kaybolabilme ihtimali olsa da iletken olmayan numunenin ince bir altin tabakasi

ile kaplanmas1 gereklidir.
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

TEM, partikiillarin, tane bilylikliiglinlin, boyut dagiliminin ve morfolojinin niceliksel
Olgtimlerini elde etmek i¢in sik kullanilan ve 6nemli bir tekniktir (Williams ve Carter,
1996). Nanometre mertebesinde ¢ok kii¢lik ve ince alanlardan, milyon kat1 biiyiitmelerde
malzemenin kristalagrofik ve morfolojik bilgilerine ayni anda ulasilmasini olanakl
kilmaktadir (Ates, 2018). TEM'de, yiiksek enerjili bir elektron 1s1n1 numunenin ¢ok ince
bir katmanindan iletilir ve adsorbe edilmeyen elektronlar, hedef NP’lerin dogrudan bir

goriintiisiinii saglayan bir goriintiileme detektoriine odaklanir (Tiede ve ark., 2008).
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Sadece partikiil biiyiikliigii ve morfolojisi hakkinda bilgi vermekle kalmaz, ayn1 zamanda
agregasyon, dagilma ozellikleri hakkinda da bilgi saglar. Yiiksek ¢oziiniirlikli TEM
ayrica, kristalin numunelerin atomik katmanlariin gorsellestirilmesine izin verir. TEM
icin, teknolojideki ¢oziiniirliikk yaklagik 0.07 nm'dir ve esas olarak elektron 1sin1 igin
hizlanma voltajina ve numunenin kalinligina baglidir (Dudkiewicz ve ark., 2011). Daha

yiiksek voltaj ve daha ince 6rnekler daha iyi bir teorik ¢oziiniirliik elde eder.

Fouier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) analizi

Kizilotesi (IR) spektroskopisi, organik veya inorganik bilesliklerin karakterize
edilmesinde kullanilan bir aractir. IR spektrumu, maddeyi olusturan atomlar arasindaki
baglarin titresimiyle olusan frekanslara karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile 6rnegin
parmak izini gostermektedir. Her maddenin kendine has bir spektrumu vardir (Biiytiksirit
ve Kuleasan, 2015). FT-IR, verilen numunedeki Ag-NP'lerin indirgenmesinde,
kaplanmasinda ve stabilizesinden sorumlu muhtemel biyomolekiillerin tanimlanmasinda
kullanilan uygun maliyetli ve basit bir tekniktir (Khan ve ark., 2017). Kizil6tesi 1s51n Ag-
NP ornekleriyle etkilesime girdiginde, kimyasal baglar gerilme, biiziilme ve biikiilme gibi
farkli titresim hareketleri nedeniye adsorbe edilir ve kizil Gtesi bolgesinde kimyasal
baglarin titresimlerindeki degisim ve absorbsiyon 6zellikleri spektral piklerin olusmasini

saglar (Kili¢ ve Karahan, 2010).
X-1s1m1 kirinmim spektroskopisi (XRD) analizi

X-1511 kirmimi (XRD), hem molekiiler hem de kristal yapilarin analizi i¢in kullanilan
yaygin bir analitik tekniktir (Waseda ve ark., 2011). X-isinlar1 6l¢timleri kristale zarar
vermeksizin yapis1 hakkinda bilgi veren giiclii bir yontemdir. X-1sinlariin dalgaboyu, 1
A’ civarmdadir ve bu da bir kristal igindeki atomlar arasi mesafe mertebesindedir.
Kristallerin atom dizilislerinin incelenmesinde bu ylizden X-1sinlarina ihtiya¢ duyulur. X-
isinlart kirinim  desenlerinden, bir katidaki diizlemler arasindaki mesafe (atomlarin
olusturdugu siralar), tek kristalin veya tanecigin yonelimi, bilinmeyen bir malzemenin

kristal yapisi, tanecik boyutu ve sekli hakkinda bilgi elde edilebilir (Ozcan, 2014).

Dinamik w1k sagilimi (DLS) analizi

DLS, boyutlar1 submikrondan bir nanometreye kadar degisen kiigiik partikiillerin
stispansiyondaki boyut ve boyut dagilimmi 6lgen bir tekniktir (Lin ve ark., 2014).

24



Enstriiman, dinamik 1s1k sagilimi ilkesi iizerinde ¢aligir. Yontem, ¢ozeltilerde Brownian
hareketi sirasinda kii¢iik molekiillerin 1s1k sagiliminin 6l¢iilmesine ve bunun partikiillerin
boyutuna korelasyonuna dayanir (Fissan ve ark., 2014). Bu prensipte, bir 151k demeti
(lazer) bir partikiil grubu tarafindan sagildigi zaman, 151k sagilma agis1 partikiil biiyiikligi
ile ters orantilidir, yani partikiil biiylikliigi kiiclik oldugunda 151k sagilma agis1 biiyiik,
siddeti az olacaktir. DLS (hidrodinamik ¢ap) ile Ol¢iilen NP'lerin boyutu, elektron
mikroskobu (¢ekirdek ¢ap) ile dl¢iilenden biraz daha biiyiik olabilir, ¢linkii hidrodinamik
capa bir solvent molekiilii tabakas1 dahil edilebilir (Fedotov ve ark., 2011). Bununla
birlikte, DLS tekniginin bazi dogal dezavantajlar1 vardir. Daha biiyiik partikiillar daha
fazla 151k sactigindan, ¢cok daha biiyiik agregalarin varligi, Ag-NP'lerin etkili ¢aplarini
carpitarak biiyiik bir boyut dagilimi verir. Bu nedenle, polidispers drneklerden elde edilen

DLS verilerinin yorumlanmasi zordur.

Zeta potansiyel analizi

Zeta potansiyel analizi, kolloid NP’lerin yiizey yiikiinii belirleme teknigidir. Iyonik bir
¢ozeltide, yikli bir partikiiliin yiizeyine, zit yiiklii iyonlar sikica baglanir ve Stern
katmani ad1 verilen bir katman olusur. Bu katmanin etrafinda iyonlarin daha gevsek bagli
oldugu ince bir s1v1 dis difuz katmani olusur. Bu iki katman, elektriksel ¢ift katman olarak
adlandirilir (Clogston ve Patri, 2011). Yiikli partikiil ve dis diifuz katmani tek bir parca
olarak hareket eder. Zeta potansiyel 6l¢iimii Doppler prensibi kullanilarak elektrik alani
uygulanan partikiillarin hizinin  6l¢timii esasina dayanir (Henry Formulii). Zeta
potansiyelinin degeri, partikiil stabilitesi hakkinda bilgi verir. Zeta potansyelinin
artmastyla partikiiller arasinda daha biiylik bir elektrostatik itme nedeniyle partikiillerin
bir araya gelerek agregat olusturmasi engellenir ve kolloidal siispansiyonda kararlilik
artar. Tanelerin polar sivilar icerisindeki davraniglarini yiizeylerindeki elektrik yiikii
degil, zeta potansiyel degerleri belirler. Zeta potansiyel pargacigin iginde bulundugu

stvinin pH degeri ile degisir (Anonim, 2019).
2.10. Bitki Ekstrakti Kullanilarak Sentezlenen Ag-NP’lerin Antibakteriyal Etkisi

NP’lerin spesifik yiizey alani arttikca, biyolojik etkinlikleri de arttirilabilir. Boyut, sekil
ve stabilite gibi fiziksel 6zellikler, sentezlenen NP’lerin biyolojik 6zelliklerini artirmak

icin gereklidir. Bugiine kadar yapilan aragtirmalar, bitki 6zl kullanilarak sentezlenen
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NP’lerin biyolojik yeterliliginin, eko-giivenlikleri ve benzersiz sentez mekanizmalari
nedeniyle 6nemli 6lgiide arttigin1 gostermektedir. Bitki 6zii ile sentezlenmis Ag-NP’lerin
ozellikleri ve uygulamalart mikrobiyal olarak sentezten olduk¢a farklidir. Ustelik
tanimlanan indirgeme ve kaplama ajanlart c¢ogunlukla fenolik tiirevlerdir; bu da,
sentezlenmis Ag-NP’lerin antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser 6zellikleri 6nemli
Olgiide arttirmaktadir. Bugiine kadar yapilan bir¢ok c¢alisma, bitki ekstraktindan
sentezlenmis Ag-NP’lerin, ¢oklu-ilag direngli insan patojenleri dahil olmak tizere gram-
pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu ve mantar ve maya patojenlerine kars1 etkili oldugunu gostermistir (Das ve ark.,
2013; Gopinath ve ark., 2012; Nabikhan ve ark., 2010; Prakash ve ark., 2013).
Sathishkumar ve ark., (2012), Morinda sitrifolia yaprak ekstraktiyla sentezlenmis Ag-
NP’lerin, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes (gram-negatif), Bacillus cereus ve Enterocoter sperocus (gram-
pozitif) gibi ¢esitli insan patojenlerine karsi inhibe edici aktivitesini degerlendirmis ve
Ag-NP’lerin, gram-negatif bakterilere (P. aeruginosa, E. coli) karsi gram-pozitif
(Enterococcus sp.) bakterilerden daha fazla antibakteriyel aktivite gosterdigini
belirtmislerdir. Son zamanlarda, bitki o6zii ile sentezlenmis AgQ-NP’lerin antitimor
aktivitesi ve normal hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik etkisi lizerine arastirmalar,

nanobiyoteknolojinin ana alanlarindan biri olarak ortaya ¢ikmustir.

2.11. Bitki Ekstrakti Kullamilarak Sentezlenen Ag-NP’lerin in-vitro Sitotoksik
Etkileri

Hiicre kiltiirii, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar ortaminda 6zel
olarak tasarlanmig kaplarda, 1s1, nem, besin gibi ortam sartlarinin kontrol edilerek
kontaminasyondan uzak bir sekilde yasatilmasidir. Insan da dahil olmak iizere herhangi
bir canlidan alinan hiicrelerin suni ortamda yasatilabilmesi, herhangi bir doku ya da
organdan alinan hiicrelerin kullanilabilmesi ve birgok etik kaygiyr gidermesi, hiicre
kiltlirii calismalarinin tercih sebepleri arasinda yer almaktadir. Sitotoksik terimi, hiicre
Oliimiine neden olan anlamima gelmektedir. Sitotoksisite aragtirmalari, bir maddenin
toksik potansiyelinin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilir. Hiicre temelli
sitotoksisite ¢aligmalari, gerek uygulama kolayligi, gerekse in vivo ¢alismalardan elde

edilen verilerle uyum gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine alternatif olarak dogmus
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ve toksikoloji laboratuvarlarinda sikga tercih edilir hale gelmistir. Sitotoksisite, incelenen
maddenin dozuna ve maruziyet sliresine bagli olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar
veren bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye maruz kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz
gibi olaylar sonucu olebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon o6zelliklerini
kaybedebilirler (Tokur ve Aksoy, 2017) . Son zamanlarda, tek basina NP’ler ve NP- bazli
ilag salim sistemleri, biyomedikal teknolojideki tan1 ve tedavi amagli yaygin olarak
kullanilmaktadir. NP’lerin gilivenli kullanimi igin in vitro test uygulamalari 6nemlidir.
Hafif toksisitesite bile gostermesi, terapdtik uygulamada NP’lerin  kullanimini
smirlayabilir. Bir NP’nin toksisitesi, biiylik Ol¢iide fiziksel, kimyasal ve yapisal

ozelliklerine baghdir.

Ag-NP'ler bir¢ok yarar saglasa da, genel toksisiteleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Ag-NP'lerin biyolojik sistemler, yani viriisler, bakteriler veya insan hiicreleri tizerindeki
toksik etkileri iizerine yaymlanmis az sayida calisma bulunmasiyla birlikte bu

calismalarda farkl ve hatta geliskili sonuglar ortaya ¢ikmustir.

NP’lerin toksisitesini incelemek i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi ve farkli biyolojik
sistemler lizerindeki etkilerinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi 6ncelikli gorevler
haline gelmistir. Genel olarak NP’lerin toksisitesinin biyolojik sistemlerin karmagiklig
arttikca azaldig1 varsayilmaktadir. Bu nedenle, hiicre/organizma ne kadar karmagsik
olursa, Ag-NP'lerin toksik etkilerine kars1 o kadar az hassas olmaktadir. Bununla birlikte
caligmalarda Ag-NP'lerin sadece iki veya ii¢ farkli biyolojik grup lizerindeki etkisinin
karsilastirilmasi, farkli kiiltiir ortamlari, kiiltiir kosullart ve metodolojisi kullanilmas;
Ag-NP'ler farkli sekillerde, farli boyutlarda, farkli kaplama ajanmi vb. kullanilarak
sentezlenmesi gibi nedenlerden 6tiirii toksisite karsilagtirmalar1 zorlagsmaktadir (Vazquez-

Muioz ve ark., 2017).

Mukherjeeve ark. (2014) 3 farkli normal hiicre hatt1 ve 3 farkli kanser hiicreleri {izerinde
yaptiklar1 ¢caligmada hem kimyasal yontemle hem de bitkiden elde edilen Ag-NP’lerin
sitotoksik etkinin hiicre tiiriine gore degistigini gdstermislerdir. Kimysal yontemle elde
edilen NP’ler normal hiicre hattinda benzer konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterirken
bitki tabali Ag-NP hiicrelere kars1 biyouyumluluk gostermis ve hiicre canliliginda kayda
deger bir azalma olmamugstir. Fakat ayn1 NP’ler kanser hiicreleri tizerinde kimysal sentezle

elde edilen NP’lere gore daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Bu farkliligin nedenini
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ise Ag-NP’lerin anti-anjiyojenik 6zelliklerine baglamiglar ve asidik tiimor ortaminin,
bitki ekstraktli Ag-NP'lerin antikanser aktivitesinin daha da artmasina yardimeci1 olan fito-
bilesenlerinin biyosentezlenmis giimilis nano-konjiigatlardan salinmasina yardime1
oldugunu ve hiicre 6liimiine sebebiyet veren Ag* salimmin asidik ortamda daha fazla

oldugunu belirtmisleridir.

Benzer sekilde ¢ay bitki ekstraktindna elde edilen ¢alismada da elde edilen Ag-NP yiiksek
konsantrasyonlarda bile (100 pg/ml) HaCaT hiicreleri igin toksk olmadigi belirtilmistir
(Moulton ve ark., 2010). Kasimpatadan elde edilen Ag-NP’lerin ‘de 25 pug/ml de 3T3 fare
embriyosu fibroblast hiicrelerine karsi toksisite gostermemistir (Arokiyaraj ve ark.,
2014). Bitki ekstrakti ile sentezlenmis Ag-NP’lerin in vitro antikanser aktivitesi farkli
insan kanser hiicrelerinde denenmistir. A549 akciger kanseri hiicre hatt1 (Ahamed ve ark.,
2011; Gengan ve ark., 2013; Sankar ve ark., 2013), MCF-7 gogiis kanseri hiicre hatti
(Jeyaraj ve ark., 2013; Vivek ve ark., 2012), Hep-2 karaciger kanser hiicresi hatti (Jacob
ve ark, 2012; Satyavani ve digerleri, 2011), HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatt1 (Jeyaraj
ve ark., 2013a; Sukirtha ve ark., 2012; Suman ve ark., 2013) ve kolon kanseri hiicre hatt1

(RKO) (Devanesan ve ark., 2018) tlizerine sitotoksik etki gdsterdigi belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez ¢aligsmasinda kullanilan biitiin kimyasallar satin alma yoluyla temin edilmistir. Tiim
sentez ve yikama islerinde saf su kullanilmistir. Arastirmada kullandigimiz giimiis nitrat
(AgNOs3, %99.8), etanol (C2HsO), sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), F-
12 Besin Karisimi (Ham), Tripsin-EDTA Solisyonu, Fetal Bovine Serumu, fosfat
tamponlu  tuz  ¢ozeltisi  (PBS), MTT  (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
dipHenyltetrazoluim bromide) tuzu, tripan mavisi, nitrik asit (HNO3) gibi partikiil
sentezinde ve toksisite analizinde kullanilan kimyasallar; Sigma-Aldrich firmasindan
temin edilmistir. Sentezde kullanilan bitkiler bolge pazarindan satin alinmigtir. Artemia
salina yumurtas1 ise ticari bir firmadan, HUVEC hicreleri sap enstitiisinden temin
edilmistir. Partikiil sentezi ¢aligmalarinda etiiv, karigtirmali 1sitic1, su banyosu, santrifiij,
UV-spektrofotometresi, liyofilizator; A.salina tizerindeki toksisite analizi igin mikrodalga
firin, ICP-MS cihazi; hiicre ilizerindeki sitotoksisite degerlenirmeleri i¢in mikroplate

cihazi kullanilmistir
3.2. Bitkilerin Secimi

Bu calismada Ag-NP’nin biyosentezi i¢in Tunceli ilinde endemik bitkilerden olan
Mayis-Haziran aylarinda yiiksek yerlerde dogal olarak yetisen, halk sagliginda kullanilan
ve gida maddesi olarak tiiketilen Paeonia kesrouanensis (Ayigiilii) ve Rheum ribes (Isgin)

bitkileri secilmistir
3.2.1. Paeonia kesrouanensis (Ayigiilii) bitkisi

Tunceli ilinde Munzur daglarinda yetisen Sakayikgiller familyasindan olan bitkinin
latince ismi Paeonia kesrouanensis’ dir. Bolgede ise “Ay1 giilii, Gulorg, Giil horg, Savile”
gibi isimlerle bilinmektedir. Bitki Mayis-Haziran donemlerinde yiiksek kesimlerde
yetismektedir. P.kesrouanensis bitkisi bolgede soguk alginligi ve seker hastalig
tedavisinde kullanilmaktadir (Tuzlact ve Dogan, 2010). Ayrica bitki bolgede tam
erginlesmedigi donemde gida maddesi olarak tiiketilmektedir.(Sekil 3.1)

29



Sekil 3.1. a) Taze P. kesrouanensis (Ayigiilii)) gévde ve yaprak b) Kurutulmus P.
kesrouanensis govde c¢) Kurutulmus P.kesrouanensis yaprak bitkisi

3.2.2. Rheum ribes (Isgin) bitkisi

Kuzukulagigiller familyasindan olan bitkinin Latince ismi Rheum ribes.’dir. R. ribes Anadolu’da
iskin, asgin, agkin, eskin, esgin, 1¢cgin, ickmn, uggun, uckun, usgun ve uskun isimleriyle de
bilinmektedir. Dogu Anadolu bdlgesinde ise yayla muzu ve dag muzu olarak da bilinir. (Sekil
3.2) Tozlasmast riizgarlarla olan ve kendi cinsinin diger tiirleriyle melezlenebilen R. ribes tibbi
bitkiler sinifina girdiginden farmakolojik aragtirmalarda ¢ok kullanildig gibi gida maddesi olarak
da kullanilmaktadir. R. ribes bitkisinin filizleri ve yapraklar1 diyare, mide hastaliklarinda

kullanilirken bazi bdliimlerinin suyu; hemorid, kizamik, ¢igek hastalifi ve safra
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hastaliklarinda, kokleride seker hastaligmi tedavi etmek icin kullanilir (Oztiirk ve ark.,
2007)

Sekil 3.2. a) Taze Rheum ribes (Isgin) govde b) Kurutulmus Rheum ribes gévde

Bolge halkindan temin edilen bitkiler laboratuvar ortaminda (herhangi bir kimyasal vb.
malzemelerin bulunmadig: bir ortam), farkli kisimlara ayrilarak ( gévde ve yapraklar)
hem yas (taze) hem de golgede kurutulmus olarak sentez ¢alismasinda kullanilmistir.
R.ribes bitksinin tohum kismi1 yikama sonrasi olusan kiiflenme nedeniyle ¢alisma disinda

tutulmustur.
3.3. Taze Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Temin edilen P.kesrouanensis (Ayigiilii) ve R.ribes (Isgin) bitkileri lizerinde bulunan
toprak, toz vb. kirlilikleri arindirmak i¢in dncelikle ¢gesme suyuyla ardindan distile suyla
birka¢ kez yikandi. P.kesrouanensis bitksinin yaprak ve govde kisimlari, R.ribes
bitkisinin ise sadece gdvde kismi kullanildi. Kiigiik parcalara ayrilan her bir 6rnekten 20
gr tartilip 250 ml beherde 100 ml saf su ile 60 °C’* de 10 dk karistirildi. Kaynatildiktan
sonra, karisim sogutuldu ve Whatman kagidi No. 1 ile siiziildii. Filtrat toplandi ve analiz
icin 4 © C'de saklandi. Taze 6rneklerin bir kism1 daha sonra kullanilmak iizere paketlenip

-80 ° C ° de saklandu.
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3.4. Kuru Bitki Ekstraklarinin Hazirlanmasi

Temizlendikten sonra golgede kurutulan bitkiler blenderle dgiitiildii. Ogiitiilen her bir
ornekten 5 g tartilip 250 ml beherde 100 ml saf su ile 60 °C” de 10 dk karistirildi. Ornekler
2000 rpm de 15 dk santrifiij edildi. Soguyan karistm Whatman No. 1 kagidi ile siiziildii.

Filtrat topland1 ve analiz i¢in 4 ° C'de saklandi.
3.5. Giimiis Nitrat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullnailan AgNO3z Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. 0.0169 g AgNO3
100 ml saf su iginde ¢oziilerek 1 mM ¢ozelti hazirlandi ve Ag-NP ‘nin biyosentezinde
kullanilda.

3.6. Giimiis Nanaopartikiillerinin Sentezlenmesi

Ag-NP’nin biyosentezinde P.kesrouanensis bitkisi taze ve kuru 6rneklerinden elde edilen
bitki ekstraktinin 10 mI’si 90 mL 1 mM AgNOs ¢ozeltsine eklendi. Taze ve kuru R. ribes
bitkisi 6rneklerinden elde edilen ekstraktin ise 25 ml si 75 ml 1 mM AgNO3 ¢ozeltisine
ilave edildi. Bitki ekstraktinin indirgeyici etkisi farkli reaksiyon siirelerinde (1, 6, 12 ve
24 saat), farkli pH'da (3, 5, 7, 9, 11, 13), farkli sicakliklarda (26, 37, 50 ve 80 ‘C), farkli
konsantrasyonlarda (1,2,3,4,5 mM AgNO:z) ve farkli bitki ekstrakti/AgNO3 oranlarinda (
1:2,1:3,1:9) arastirildi. Boylelikle Ag* iyonun indirgenmesinde en etkili olan deney
kosullar1 belirlemek tizere optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. Yiizey plazmon bantlarinin
olusumu ve Ag* iyonlariin Ag'ye indirgenme sirasinda karisimin periyodik olarak agik
saridan sarims1 kahverengiye ve son olarak kirmizimsi kahverengiye doniismesi gorsel
olarak dogrulandi. Ag-NP olusumu UV-spektrofotometre kullanilarak izlendi. Ag-NP
¢ozeltisi 15000 rpm’de 20 dk boyunca santrifiij edildi. Elde edilen pellet reaksiyona
girmeden kalan protein ve ikincil metobolitleri uzaklastirmak i¢in etanolle yikand1 tekrar

santrifiij sonrasi elde edilen pelletler, liyofilizatérde kurutuldu (Sekil 3.3)
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Taze ve kuru bitki numuneleri Ekstraksiyon Siizme islemi

= =

Liyofilizasyon sonrasi 15000 rpm- Ag-NP cozeltisi 1 mM AgNO;
204k sanrifiij
Ag-NP

Sekil 3.3. P.kesrouanensis ve R. ribes bitkilerinin ekstraktindan Ag-NP’lerin genel sentez
semasi

3.7. Elde Edilen Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Ag-NP’lerin karakterizasyonunda farkli bir¢ok spektroskobik ve mikoskobik teknikler
kullanilmaktadir. Bu dogrultuda ¢alismada, karakterizasyon i¢in Transmisyon/Gegirimli
Elektron Mikroskop (TEM), Dinamik Isik Sag¢ilimi (DLS), Zeta Potensiyeli ve partikiil
boyut dagilimi, X-1s1n1 Difraksiyonu (XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
Fourier Doniisim Kizilotesi (FT-IR) ve UV-Goriintir Spektroskopisi teknikleri
kullanilmistir (Rao ve ark., 2013).
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3.7.1. UV-vis spektroskopisi

Her iki bitkiden elde edilen Ag-NP'lerin dalgaboyu, 325 nm ila 600 nm araliginda 1 nm
¢oziinlirliikte 151k emiciligine dayanarak UV-vis spektroskopisinde (Optima, SP-3000
Nano) kuvars kiivet i¢ine 100 uL 6rnek {izerine saf su eklenip son hacim 2 ml olacak
sekilde numune doldurularak 6lgiildii. Kontrol ¢6zeltisi olarak saf su kullanildi (Sharma
ve ark., 2013). Elde edilen tiim verilerden Origin Pro 9.1 SRO yazilim1 (OriginLab Corp,
Northampton, MA, ABD) kullanilarak grafikler haline doniistiiriildii.

3.7.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Ag-NP'lerin yiizey morfolojisi ve biiyilikliigii bir taramal1 elektron mikroskobu TESCAN
MIRA3 XMU kullanilarak incelendi. Goriintiileme ig¢in, ¢ift tarafli yapiskan karbon
iletken bandm bir tarafina 0.5 mg Ag-NP numunesi koyuldu. Bant daha sonra 8 mm
capindaki aliiminyum plakaya monte edildi. Ornek farkli biiyiitmede gozlendi ve

goriintililer resimlendi.

Ayrica, SEM’in enerji sacinimli x-151n1 spektroskopisi (EDX), biyosentez Ag-NP'lerin
element yapisini belirlemek i¢in kullanild1 (Puchalski ve ark., 2007)

3.7.3. Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM)

Calismada NP’lerin boyut ve sekilleri TEM ile 40-100 kV hizlanan gerilim altinda 50-
106 biiytitme ile 0,2 nm ¢oziiniirliik saglayan JEOL-1011 TEM enstriiman kullanilarak
karakterize edildi. TEM dl¢iimleri icin, NP’lerin koloidal ¢6zeltisi ilk olarak 15.000 rpm
de santrifiij edildi elde edilen pellet saf su ile yikand1 ve tekrar saf su i¢inde dagitildi. Bir
damlas1 (8-10pL) 50 A’ kalinliginda karbon-kaplanmis bakir 1zgaralar (grid) iizerine
damlatildi ve TEM goriintiistinii kaydetmek i¢in 24 saat kurumaya birakildi. Net
mikroskobik goriiniimler, farkl biiylitme araliginda gézlemlendi ve belgelendi (Gopinath
ve ark., 2012).

3.7.4. Fouier doniisiimlii kiz1 6tesi spektroskopisi (FT-IR)

Bu ¢alismada yaklagik 0.5 g sentezlenmis Ag-NP kat1 (toz) formlardaki 6rnekleri Jasco
ATR-FT-IR 6700 kullanilarak 4000-400 cm™ araliginda tarandi. Sonuglar spektral

kiitiiphane veri tabanlari, kiziltesi tablosuyla karsilastirildi.
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3.7.5. X-1s1m kirmim spektroskopisi (XRD)

XRD analizi i¢in Rigaku Miniflex 600 X-Ray Diffractometer cihazi kullanildi.
Kurutulmus NP’ler XRD 1zgarasi lizerine kapland1 ve spektrum, 40 kV'da ¢alisan XRD
cihazi ve Cu-Kal radyasyonu ile 15 mA'lik bir akim kullanilarak kaydedildi. Cihaz 20
20-80 ° araliginda ¢alistir1ldi (Jyoti ve ark., 2016)

XRD modelinden elde edilen sonug, Ag-NP'lerin karakterizasyonu i¢in Standart Toz
Kirmim Standartlart Komitesinin (JCPDS kart no 04-0783) standart referansi ile
yorumlandi (Theivasanthi ve Alagar, 2011)

3.7.6. Dinamik 151k sacilimi (DLYS)

Her bir NP’iin sulu ortamdaki (soliisyon/medium) ger¢ek boyut dagilimi DLS 6l¢timleri
(Malvern Zetasizer Nano ZS Instrument) ile belirlendi. NP’lerin ger¢cek boyut
dagilimlari, deiyonize su i¢inde stok siispansiyonlarinda incelendi Konsantrasyonun ¢ok
yiiksek olmasi durumunda, seyreltilip cihazin saniyede sayim elde edebilecegi diisiik
konsantrasyonlara (<10 pg/mL) ayarlandi. Her bir siispansiyonun bir kismi, goriiniir
kiimelerin pargalanmasi (eger varsa) i¢in 10 dakika sonike edildi ve daha sonra DLS
Olgtimleri i¢in 1,5 mL’lik temiz kare kiivete konuldu (Brar ve Verma, 2011). Her bir NP
¢ozeltisi i¢in ortamdan bes DLS 6l¢iimii arka arkaya alinmistir ve ortalama boyut; lgiilen
yogunluk, hacim ve say1 dagilimlarindan enstriiman yazilimi ile elde edilmistir. Olgiimler

0,1 ile 10,000 nm arasinda alinmistir.

3.7.7. Zeta potansiyeli

Zeta potensiyel dl¢timleri igin kolloidal ¢ozeltiden 1 mL 6rnek alinip, temiz elektrotlu -

Zeta potansiyel kiivetine konularak zetasizer (Malvern Nano ZS) cihazinda analiz edildi.

3.8. Giimiis Nanopartikiillerin A.salina Uzerinde Toksik Etkisinin Degerlen-

dirilmesi

Calismanin toksisite testleri, kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitkilerinin gévde
ekstraktlarindan elde ettigimiz Ag-NP’ler i¢in Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilat:
[OECD boliim 202 (zooplankton)] test yonergesine (OECD 2004) gore gergeklestirildi.

Toksisite deneylerinde metal NP konsantrasyonlarin onemli oldugu bilinmektedir.
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Calismada oOzellikle g¢evresel oranda olacak sekilde diisik NP konsantrasyonlari

ayarlandi.

3.8.1. A.salina Kistlerinin actirilmasi

Nanotoksisite deneyi i¢in kullanilan birincil tiiketici olan zooplankton tiirii olan A. salina
tuzlu gol sularinda ve tuz gollerinde yasayan bir tiir eklembacaklidir. Ayrica tuzlu su
karidesi olarak bilinen ve genis tuzluluk araligmma (%01-200 ppt) dayanikli bir
organizmadir. A. salina’lar dogal ortamlarinda 2 cm boyutlarina kadar biiyliyebilirler.
Genellikle sudaki mikroskobik boyutlardaki fitoplanktonlar: siizerek beslenirler. Besin
zincirinde 6zellikle yavru baliklarin beslenmesinde ¢ok degerli bir canli besin kaynagi
olarak bilinirler. Proteince besin degeri yiiksek ve laboratUVar ortaminda iiretimi en
kolay olan zooplanktonik organizmalarin basinda gelmektedir. Kiiltiir ortaminda
cogaltilan A. salina’lar, yani inkiibasyon isleminden sonra yumurtadan ¢ikan yavrularin
hemen hepsinin ayni boy ve 6zellikte olmalar1 ve en 6nemlisi de herhangi bir parazit
barindirmadiklar i¢in toksikolojik veya biyodeneysel calismalar i¢in ¢ok Onem arz
etmektedirler (Ates ve ark., 2013). A. salina yumurtalar1 deniz suyunda inkiibasyona
birakilarak larvalarin ¢ikmasi saglandi. Bunun i¢in laboratuvar ortaminda deionize
edilmis su igerisine sentetik deniz tuzu olan Instant Ocean®’mn uygun miktarda
¢cozdiiriilmesiyle deniz suyu (30 %o m/v: 1 Lt suya 30 gr sentetik deniz tuzu konularak
deniz suyu hazirlanir) hazirlandi. A. salina yumurtasinin ¢atlatilmasi veya inkiibasyonu
Ozetle asagida belirtilen yonteme gore yapilmis olup, organizmalar biyodeney i¢in hazir
hale getirildi. Yaklasik 3 g A. salina yumurtasi, 1 L’lik deniz suyunda 30+1°C'de, konik
plastik dereceli bir kap iginde inkiibasyona birakilmigtir. A. salina yumurtalar1 bazik
ortamda ciktiklar1 i¢in eger pH seviyesi 7.6'in altinda ise suyun ic¢ine bir miktar karbonat
eklenmelidir. Floresan bir lamba ile 1500 lux giin 15181 siirekli olacak sekilde steril bir
ortam saglanmistir. Ayrica giiclii ve siirekli bir havalandirma i¢in akvaryum hava
pompasindan kulucgka sisteminin (konik plastik) alt kismina kadar uzanan kiigiik bir
havalandirma hortumu yardimi ile deniz suyu ortamina hava verildi. Boylelikle A. salina
yumurtalarinin su iginde sirkiilasyonunun devamliligi saglandi (Sekil 3.4 a). Bu kosullar
altinda, A. salina yumurtas1 24-36 saat siire ile karistirildi ve daha sonra kulugka
sonucunda yeni ¢ikan canli yavrular (Sekil 3.4 -b-c) NP uygulamalari i¢in 1000 ml cam

beherde toplandi
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Sekil 3.4. a) A. salina organizma yumurtalarin inkiibasyonu b-¢) Yumurtadan yeni ¢ikmis
larvalar (orijinal)

3.8.2. Toksisite biyodeney diizenegi

Zooplankton deney caligsmalar1 6l¢eklendirilmis konik yapili plastik kaplarda (0,75 L i¢
hacim) yapildi. Deney kaplar1 kontrol disinda toplam 6 farkli konsantrasyon (0.2, 1, 5,
10, 25 ve 50 ug/mL) ve 3 tekrar olacak sekilde diizenege yerlestirildi. 500 mL hacim
seviyesi igsaretlenen kaplara, bir miktardeniz suyu eklendikten sonra, beherde toplanan A.
salina organizmasi esit dagilimi saglamak amaciyla siirekli karistirilarak 50 ml 6lgiiliip
her bir kaba konuldu ve deniz tuzuyla son hacim 500 ml tamamland1 (Sekil 3.5). NP
uygulamasindan once her bir kaptaki A.salina sayisini belirlemek i¢in, 6rneklerden 1 ml
alindi deniz suyula 10 kat seyreltildi ve seyreltilen 6rnekten 1 mL alinip 151k altinda sayim
yapildi. Toplam i¢ hacim 500 mL olan plastik kap i¢inde, deney baslangicinda ortalama

1 mL’de 60-65 adet A. salina organizma olarak not edildi.

NP soltusyonlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

150 mg NP tartild1 ve saf suyla 50 mL tamamlandi. Hazirlanan siispansiyon ilk olarak 5
dk vortekslendi ve NP’nin daha iyi dagilmasi igin 20 dk ultrasonik banyoda bekletildi.
Hazirlanan artemia diizenegine konrol disindaki gruplara konsatrasyonlar 0.2, 1. 5.10, 25
ve 50 mg/L olacak sekilde stok siispansiyonundan otomatik pipet yardimiyla uygun
hacimler alinarak, hemen deney tiniteleri i¢ine transfer edildi ve deney organizmalar1 Ag-

NP’lere maruz birakildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Ag-NP eklenmis Artemia salina diizenegi

3.8.3. Giimiis nanopartikiillerin LCso degerlerinin belirlenmesi

Arastirmada kullanilan Ag-NP’lerin LCso degerlerinin belirlenmesi i¢in NP’lere maruz
birakilan organizma ortamindan; baslangic (0. saat), 24., 48. ve 72. saat zaman
dilimlerinde pipet yardimiyla 1,0 mL alinip deniz suyu ile 10 mL’ye seyreltildi (A. salina
igin 10-kat seyreltme). Daha sonra, bu seyreltik ¢6zeltiden 1 mL karistirilirken alindi ve
151k altinda organizmalarin sayis1 bu hacimde gorsel olarak belirlendi. Her bir sayim i¢in
3 tekrar yapild1 ve sayilarin ortalamasi alindi. 72 saatlik deney sonucunda oldiiriicti
konsantrasyonu bulmak amaciyla her konsantrasyon 6liim yiizdesi
Olen A.salina sayist

o A _ 1
% Oliim orani Baslangictakt A. salina sayist *100

formiilii kullanilarak hesaplandi. Probit programi kullanilarak LCso degeri belirlendi.
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3.8.4. Birikim ve eliminasyon analizleri

A.salina organizmalarinda muhtemel NP birikim ve eliminasyon tespiti i¢in, deney
stiresinin belirli zaman dilimlerinde ve deneyin sonunda [24. saat; 48. saat; 72. saat ve
eliminasyon (ilave 24 saat)] organizmadan numuneler alinarak kimyasal analizler yapildi.
Organizmalarda NP’lere bagli olarak birikim ve eliminasyon oranit ICP-MS (Endiiktif
Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi) cihazinda metal analizin yapilmasiyla tespit
edildi.

Bu kapsamda A.salina’da birikim ve eliminasyon oranlarini belirlenmesi i¢in uygulanan
analiz Oncesi Orneklerin hazirlama prosediirii kisaca su sekildedir; 24 saat sonunda
kontrol grubundan baglanarak agzi genis siringa yardimiyla her bir kaptan 100 ml 6rnek
alinip behere aktarildi. Vakum pompasina bagli bir filtre diizeneginde kullanilan 0,47mm
Whatman filtre kagidindan 6rnekler siiziilerek filtre edildi. Filtre edilen organizma yas
orneklerinden yaklasik 100-150 mg hassas terazide tartilip ve bir spatula yardim ile
numaralandirilmis (kodlanmig) 2 mL’lik ependorf tiiplere aktarildi (Sekil 3.6a). Bu islem
48., 72. ve eliminasyon (ilave 24 saat) siiresi sonunda tekrarlandi. Digest (¢ozdiirme)
analizlerin yapilma zamanina kadar ependorf tiiplerdeki rnekler minimum 4 “C olacak
sekilde soguk bir dolapta bekletildi. 0,5 mL (yaklasik 500 pL) saf nitrik asit (HNOz)
otomatik pipet yardimi ile 6rneklerin oldugu ependorf tiiplere aktarilip ve 6rnekler asitle
hafif bir sekilde karistirildiktan sonra bekletmeden digest etmek icin 1s1ya dayanikli teflon
tiiplere aktarildi. Teflon tiiplerdeki asit oran1 2 mL’ye tamamlandi ve daha sonra tiiplerin
agizlan dikkatlice kapatildiktan sonra érnekler mikrodalga firinda 200 ‘C” de 30 atm’de
10 dk yakildr (Sekil 3.6b). Cozdiirme isleminden sonra sogumaya birakilan 6rnekler,
ceker ocak altinda 15’lik tliplere aktarildi (Sekil 3.6¢). Bunu takiben teflon tiipler 1-2
sefer daha ultra saf su (yaklagik 4-5 ml) ile yikanip ve 6rneklerin konuldugu 15 mL’lik
tiiplere aktarilarak tiipler saf su ile 15 mL’ye tamamlandi. HNO3 oran1 %5’e indirgenen
ornekler 2 ml ependorf tiiplere konuldu. Ayrica tiim NP’larin tamamen ¢6ziinmesi gorsel
olarak da kontrol edildi (6rnekte herhangi bir bulaniklik olmadan berrak ¢ozelti elde
edilmesi gibi). Seyreltme sonucunda ortamdaki HNO3 orani %5 olduktan sonra ICP-MS

cihazi ile Ag metal analizi yapildu.

Organizmalardaki birikim ve eliminasyon metal analizleri i¢in Spiny Dogfish (Squalus

acanthias) kas1 (DORM-2) ile American lobster (Humarus americanus) hepatopankreasi
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(TORT-2), ICP-MS kalibrasyonunda sertifikali referans materyali olarak kullanildi.
Referans materyal olarak kullanilan DORM-2 ve TORT-2 malzemeleri Kanada Ulusal
Arastirma Birimi’nden satin alindi. Sertifikali degerler i¢in Olciilen degerler %90-115
arasinda bulundu. Ayrica ICP-MS analizinde kullanilan stok standart Ag ¢ozeltisi ise (100
png/mL) SCP Science (Champlain, NY, ABD) firmasindan satin alindi. ICP-MS 6l¢iimleri
icin kalibrasyon standartlar1 0-100 pg/L araliginda %5°lik HNOs ig¢inde Ag standart
¢ozeltisinden hazirlandi. Hazirlanan orneklerin (nihai asit orant %5°lik HNO3 olacak
sekilde), metal igeriginin belirlenmesi i¢in, ICP-MS cihazi (Varian 820-MS, Avustralya)
kullanilarak analizler yapildi. Elde edilen sonuglarda, kullanilan asidin seyreltme orani
ile kullanilan yas organ agirlik oranlar1 dikkate alinarak toplam metal icerigi, kuru agirlik
(ng/g) olarak ifade edildi.

Sekil 3.6. a) Filtrasyon sonrasi toplanan A. salina 6rnegi b) Nitrik asitte (HNO3)
cozdiiriilen Orneklerin mikrodalgada yakma igsmemi c) ICP-MS analizi i¢in yakma
sonrasi ¢ozelti haline getirilen 6rnek

3.8.5. Metal iyon analizi

Metal NP’lerin bulundugu ortama iyon salimlar1 toksisite agisindan 6nem arz etmektedir.
Metal bazli NP’lerin toksisite oranlarin1 genelde ortama verdigi iyon miktar1 belirler.
Toksik olmayan bazi NP’ler ortama verdigi iyon miktarindan dolay1 organizma icin
zararli olur ve organizmanin Oliim oranindaki artis ise ortamda bulunan iyon
salimlarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica NP’lerin akuatik ortamda ¢oziinmeleri farklilik
gostermektedir. Sentezledigimiz Ag-NP’lerin ortamda ¢Ozlinmelerini ve iyon
miktarlarin1 belirlemek i¢in deney ortaminda (NP’lere maruz birakilan organizmalarin

bulundugu ortamdan) su 6rnegi alinarak ICP-MS cihazi ile iyon analizi yapildi. Alinan
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su Orneginde herhangi bir partikiil veya organizma gelmemesi i¢in bir mikro gozenekli
plankton kepge kullanilarak zooplankton organizmalarin bulundugu ortamdan ve steril
bir siringa yardimiyla 2 mL 6rnek alinip ve 0.45 um gézenekli MILLEX-HP filtreden
gecirildi. Daha sonra alinan 6rnek 2 ml’lik ependorf tiip i¢cinde 30 dakika 13000 rpm’de
mikrosantrifiijde santrifiij edildi. Supernatant ortamindan 0.25 mL alinip %5’lik HNOs
ile 2 mL’ye tamamlandi (8 kat seyreltme yapildi) ve ICP-MS cihazi ile metal iyon salim

analizleri yapildi.

3.9. Hiicre Kiiltiir Calismasi

Hiicre kiiltiiri calismalarinin amaci sentezlenen Ag-NP’lerin hiicreler tizerine etkisini in-
vitro ortamda incelemektir. Bu ¢alismada biyosentez yontemi ile elde edilen Ag-NP’lerin
olasi sitotoksik etkilerini incelemek i¢in HUVEC hiicresi kullanildi. Sitotoksisite MTT
(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipHenyltetrazoluim bromide; Thiazolyl blue) testi ile
degerlendirildi. MTT testi; cesitli kimyasal ajanlarin sitotoksik aktivitelerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmakta ve hizli, kesin ve duyarli sonuglar
vermektedir. MTT bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-
dehidrogenaz enzimine spesifiktir. Bu yontemde, canli hiicrelerin mitokondrisinde yer
alan siiksinat-dehidrogenaz enzimi, MTT boyasinin tetrazolium halkasini1 parcalayarak
570 nm‘de 15181 absorblayan, organik ¢oziiclilerde ¢oziinen formazan tuzlari olusturur.
MTT yonteminde spektrofotometrik olarak Olgiilen deger, kiiltiirdeki hiicrelerin

metabolik aktivitelerini gdsterir ve bu deger, canli hiicre sayisi ile iligkilidir.

Kriyotiipler kullanilarak -80°C de dondurularak saklanan HUVEC hiicreleri,
dondurucudan alinarak ¢6ziilmesi saglandi. %89 F-12 Nutrient Mixture, %10 FBS ve %
1 Penisilin Streptomisin olacak sekilde besiyeri hazirlandi. Hiicre besi yeri ile siispanse
edilerek flaska aktarildi. 37°C de % 5 COz2 igeren inkiibatore alinan flasklar 24 saatte bir
kontaminasyon ve hiicre ¢ogalmalarinin incelenmesi i¢in kontrol edildi. Bu islemin
ardindan hiicre sayimi hiicrelerin tripan mavisi ile boyandiktan sonra sayilan hiicreler her
biri kuyucuk bagina 10.000 hiicre diisticek sekilde 96 well-plate ekildi. HUVEC hiicreleri
icin %89 F-12 Nutrient , %10 FBS ve % 1 Penisilin Streptomisin olacak sekilde besiyeri
eklendi. Hiicreler 37°C de %5 CO2"li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan Ag-NP’ler hiicrelere 4 farkli konsantrasyon ve 6 tekrar olarak

uygulandi. 24 saat inkiibasyondan sonra platelerin ig¢indeki besiyeri atildi ve her bir
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kuyucuk basina 100 pL fenol redsiz besiyeri ve 50 uLL MTT soliisyonundan eklendi ve
soliisyon eklendikten sonra 2 saat etiivde bekletildi. 2 saatin sonunda MTT soliisyonu
cekilip tizerine 100 uL izopropanol eklendi. Negatif kontrol olarak besiyeri igeren hiicre,
pozitif kontrol olarak &ldiiriiciilii kesin olarak bilinen %20’lik DMSO kullanildi. ELISA
okuyucuda 570 nm’de okutuldu.

Orneklerin absorbansi

% Canlilik = 100

Negatif kontrol absorbansi x
formiiliinden % Canlilik oranlar1 hesaplandi. Sonuclar grafiksel olarak degerlendirildi.

3.10. istatiksel Analizler

Tez kapsaminda ¢alismalarin sonuglart IBM SPSS istatistik 24 programi kullanilarak
bilgisayar ortaminda degerlendirilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup
olmadigi One-Way ANOVA ve Two-Way ANOVA kullanilarak belirlenmis, énemli
cikan farklarin hangi gruplar arasinda oldugu Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
istatistiksel olarak tespit edilmistir. Istatistiksel 6nem seviyesi p<0.05 olarak kabul
edilmistir. Fark, p<0.05°ten kii¢iik oldugunda degerler arasidaki farklar anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Karakterizasyon Analiz Sonuclar:
4.1.1. Renk degisiminin gozlenmesi

Literatiire gore, Ag-NP olusumun en Onemli gostergesi ¢ozelti renginin koyu
kahverengi, kizil-kahve ve grimsi kahveye doniismesidir (Paulkumar ve ark., 2014;
Velmurugan ve ark., 2014; Manivasagan ve ark., 2013)

Sekil 4.1°de kurutulmus bitki 6rneklerinden, Sekil 4.2°de taze bitki 6rneklerinden elde
edilen Ag-NP’lerin renk degisimi gosterilmistir.

Sekil 4.1. Sirasiyla Kurutulmus a) P.kesrouanensis govde b) P.kesrouanensis yaprak c)
R. ribes govde bitki ekstraktlar1 (iist) ve ekstraktlarindan sentezlenen Ag-NP kolloidal
siispansyonu (alt)

Sekil 4.2. Sirastyla taze a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis yaprak c) R. ribes
govde bitki ekstraktlar1 (iist) ve ekstraktlarindan sentezlenen Ag-NP kolloidal
siispansyonu (alt)
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4.1.2. UV-vis spektrofotometresi analiz sonuclari

Ag-NP’ler boyutuna, sekline, yogunluga, kiimelesme durumuna karsi hassas optik
ozelliklere sahiptir, bu sebepten dolay1 UV-vis spektroskopisi ile NP’lerin teshis edilmesi,
karakterize edilmesi ve incelenmesi olduk¢a Onemlidir. Giimiis gibi metal NP’lerde
iletkenlik ve degerlik bandlar1 elektronlarin serbest¢e hareket edecegi sekilde birbirine
oldukca yakindir. Isinla rezonansa giren metal NP elektronlarinin kollektif salimiyla bu
serbest elektronlar SPR (ylizey plazmon rezonans) absorbans bandini olusturur. SPR
bandinin dalgaboyu ve genisligi (Maksimum dalganin yarisi tam genislik (MYTG),
partikiiliin serbest elektron yogunluguna (boyut), ortamin dielektrik 6zelliklerine ve
yiizeye absorbe edilen tiirlere biiyiikk Ol¢iide baghdir (Das ve ark., 2010). Partikiil
boyutundaki degisim SPR bandun MY TG’sinde artisa ya da azalisa sebep olmaktadir.
Simetrik ve dar SPR bandi, dar boyut araligi ve uniform Ag-NP'leri gdsterir. Diisiik
MYTG monodispersiteyi gosterirken, daha yiiksek degerler partikiillerin polidispers
dagilima sahip oldugunu gostermektedir(Sekil 4.3).

Monodispers Polidispers

Sekil 4.3. Farkl1 dagilima sahip Ag-NP’lerin absorpsiyon spektrumlarinda. kiiciik MY TG
monodispersiteyi gosterirken, daha yiiksek degerler partikiillerin ¢oklu dagilimini
gosterir (Oliveira ve ark., 2017)

350-450 nm bolgesinde maksimum absorbans bandi1 Ag-NP'ler i¢in tipik bir 6zelliktir.
Bunun disinda SPR bandinda kayma ve sekil degisimi Amax absorbansinda artma ya da
azalmaya neden olur. Amax dalgaboyu degerindeki degisim NP’lerin karakterize
edilmesinde ve soliisyonda meydana gele degisimin izlenmesine yardimci olmaktadir
(Velgosova, ve ark., 2016). Teorik ve deneysel olarak, NP’lerin boyutu kiigiildiigiinde,
SPR bandi daha kisa dalga boyu tarafina dogru (blue shift) kaydigi bulunmustur. Tam
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tersi durumda partikiillarin ¢ap1 biiyiidiikce, ylizey plazmon elektronlarinin uyarilmasi
igin gereken enerji azalir, bunun sonucunda. Amax Uzun dalga boyu bolgesine (red-shift)
dogru kayar (Sekil 4.4). Yani sogurma spektrumu zayif ve genis olur 8(Alvarez ve ark.,
1997; Verma ve Mehata, 2016).

Mavi-kayma ¢

o

25

Optik yogunlik (cm™)

Dalgaboyu (nm)

Kirmizi kayma
Sekil 4.4. Farkli boyuttaki Ag- NP'lere ait UV-vis spektrumu (Anonim,2019)

P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstraktlarindan NP sentezinin optimizasyon
calismalarinda SPR piklerinin genis oldugu goriilmiistiir. Bu genislemenin nedeni
NP’lerin polisdispers ozellik gostermesinden (Kvitek ve ark., 2013) ya da NP’lerin
yiizeyinde bulunan bitki konpanentlerinden kaynakli oldugu diistiniilmektedir (Ramteke
ve ark.,, 2012). Reaksiyon siiresi boyunca artan absorbans ortamda Ag-NP’nin
olusumunun devam etmesinden kaynakhidir. UV-spektrumunda, kiiresel Ag-NP'ler
yaklagik 350-450 nm'de bir SPR bandi sergilemektedir (Shameli ve ark., 2014; Kelly ve
ark., 2003). Pik konumunda herhangi bir degisikligin olmamasi1 Ag-NP’lerin
cekirdeklesmesinin yalnizca reaksiyon siiresinin baglamasiyla basladigini ve boyutunun
reaksiyon boyunca degismeden kaldigimi gostermektedir (Ramteke ve ark., 2012).
Sicaklik, zaman, pH ve reaktiflerin konsantrasyonu gibi proses kosullari, NP’lerin
boyutunu ve seklini etkileyen 6nemli faktorlerdir (Sedighi and Montazer, 2016). Bu da
reaksiyon parametrelerini daha fazla kontrol altina alma gerekliligini ortaya

cikarmaktadir.
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Reaksiyon siiresinin Ag-NP olusumuna etkisi

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanarak sentezlenen AQ-NP
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Sekil 4.5. Farkli reaksiyon siirelerinde kurutulmus a) P.kesrouanensis gévde b)
P.kesrouanensis yaprak c) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin
UV-vis spektrofotometresi (Sentez kosullari; 37 °C, 1/9 oraninda, ImM AgNOs3)

Ag-NP'lerin UV-vis absorpsiyon spektrumlart 325-600 nm araliginda izlenmistir.
Reaksiyonun 1. saatinde P. kesrouanensis govde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP Amax
degeri 430 nm, yaprak ekstraktindan sentezlenen NP’lerde Amax degeri 425 nm olarak
bulunurken, sentez igin R. ribes bitksi govde ekstrakti kullanildiginda 1. ve 3. saatin
sonunda Ag-NP sentezi ger¢eklesmedigi gortilmiistiir. 24 saat reaksiyon siiresi sonrasinda
P. kesrouanensis govde ve yaprak ekstraktindan sentezlenen NP’lerde Amax degeri
sirasiyla 415 nm ve 420 nm ile mavi bolgeye kaymistir. R. ribes’te 6.ve 24. saat sonunda

reaksiyon gerceklesmis ve Amax degeri 450 nm’den 445 nm kaymustir. Spektrumlar
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incelendiginde P. kesrouanensis govde ve yaprak ekstraktindan ilk 1 saat icinde Ag-NP
sentezlenirken, R. ribes ekstraktlarinda Ag-NP olusumu ig¢in reaksiyon siiresinin daha

uzun oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.5).

Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.6. Farkli reaksiyon siirelerinde taze a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis
yaprak c¢) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin UV-vis
spektrofotometresi (Sentez kosullari; 37 "C, 1/9 oraninda, ImM AgNO3)

Taze P.kesrouanensis govde ekstrakti kullanarak sentezlenen Ag-NP’lerde reaksiyonun
1., 3., 6. ve 24. saatlerinde Amax degeri degismemis ve 420 nm olarak bulunmustur. Yaprak
ekstrakti kullanarak sentezlenen Ag-NPlerde ise 1. ve 3. saatlerde Amax degeri 415 nm
iken reaksiyonun 6. ve 24. saatlerinde bu deger 420 nm olmustur. Taze R. ribes

bitkisininde 1. ve 3. saatlerde reaksiyon olusumu goriilmemistir. 6. ve 24. saatte Ag-NP
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absorbsiyonu artig gostermis ve reaksiyon 6. saatte nerdeyse tamamlanmistir V& Amax 435

nm olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.6)

Her iki bitki grubunda zaman gegtikge absorbansta bir artis oldugu gézlenmistir. Bu artis
daha fazla Ag" iyonunun Ag’e indirgendigini ve buna bagli Ag-NP olusumunun devam
ettigini gostermektedir. SPR bant genisligi homojen olmayan bir boyut dagilimin
oldugunu gostermektedir (Orbaek ve ark., 2014). Benzer sekilde Tran ve ark., (2013)
Tithonia diversifolia yaprak ekstratlartyla yaptigi ¢alismada reaksiyon siiresinin NP
olusumuna etkisini incelemis ve 24 saate kadar reaksiyon siiresinde, absorbans
yogunlugunun sabit bir sekilde arttigini ve siire ilerledik¢e daha fazla Ag" iyonunun
indirgenerek Ag-NP konsantrasyonunu arttirdigini bildirmislerdir.

Sicakligin Ag-NP olusumuna etkisi

Sicaklik etkisi, Ag-NP’lerin sentezini etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Bu etki 26
°C, 37 °C, 50 °C ve 80 °C olmak iizere 4 farkli sicaklikta ¢alisilarak dogrulanmistir.

Artan sicaklikla birlikte Ag-NP’lerin olusum oraninda bir artig gdzlemlenmistir.
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Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.7. Farkli sicakliklarda kurutulmus a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis
yaprak c¢) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin UV-vis
spektrofotometresi (Sentez kosillari; 1 mM AgNOs, 1/9 oraninda, reaksiyon siiresi 24

saat)

24 saat reaksiyon siiresi sonunda P.kesrouanensis govde ekstrakti kullanilarak
sentezlenen Ag-NP’lerin 26 °C, 37 °C ve 50 °C ve 80 °C’ de Amax ‘1 sabit kalmis ve 420
nm bulunmustur. NP absorbansi en az 80 °C ‘ de goriilmustiir (Sekil 4.7a). Yaprak
ekstratinda ise 26 °C ‘de Amax 455 nm, 37 °C’de Amax 420 nm iken 50 °C’de 430 nm ve 80
°C’de Amax 415 nm ‘ye kaymustir (Sekil 4.7b). Bununa birlikte sicakligin artmasina bagh
artan boyuttan dolay1 absorbans degerinde azalma meydana gelmistir. Benzer sekilde R.
ribes govde ekstraktindan elde edilen Ag-NP’lerin 26 °C, 37 °C ‘de Amax ‘1440 nm iken
50 ve 80 °C’de Amax sirasiyla 435 ve 415 nm’ye kaymustir (Sekil 4.7¢). Sicakligin
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artmasiyla birlikte SPR absorbans pikleri partikiil boyut azalmasina bagli mavi bolgeye

kayma gostermistir.

Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.8. Farkli sicakliklarda taze a) P.kesrouanensis govde b) P.kesrouanensis yaprak
c) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin  UV-vis
spektrofotometresi ( Sentez kosillari; 1 mM AgNOs, 1/9 oraninda, reaksiyon siiresi 24
saat )

24 saat reaksiyon siiresi sonunda taze P.kesrouanensis govde ekstrakti kullanarak
sentezlenen Ag-NP’lerin 26 °C, 37 °C ve 50 °C ‘de Amax ‘1 420 nm iken, 80 °C ‘de 405
nm olarak Ol¢iilmiistiir. P.kesrouanensis yaprak ekstratinda ise 26 °C ve 37 °C’de Amax
420 nm, 50 ve 80 °C Amax 435 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.8a-b). Sicaklik artigina
bagli boyut artmis ve SPR piki kirmizi bolgeye kaymustir. R. ribes’den sentezlenen Ag-
NP’lerin 26 °C’de Amax 440 nm, 37 °C 430 nm, 50 °C de 415 nm ve 80 °C 420 nm olarak

bulunmustur (Sekil 4.8c). Sicakligin artmasiyla Ag-NP absorbansi artis gostermistir.
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Raporlarin ¢ogu, reaksiyon sicakliginin artmasiyla SPR bandimin NP’lerin boyutunun
azaldigimi gosteren daha kiigiik dalgaboyuna kaydigini kaydetmistir.

Fayaz ve ark., (2009) ve Khalil ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada benzer sonuglari
bulmusglar ve reaksiyon sicakliginin artmasinin, Ag® iyonlarinin hizli bir sekilde
indirgenmesine ve ardindan Ag’nin homojen g¢ekirdeklesmesiyle kiigiik boyutta Ag-
NP'lerin olusumuna sebep oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak, genel olarak yiliksek
sicakligin ¢ekirdeklenmeye elverisli oldugu, diistik sicakligin ise yas kimyasal NP sentezi
alaninda biiyiimeye elverisli oldugu kabul edilmistir. Bunun aksine Moosa ve ark (2015),
Kumar ve ark (2012) bitki ekstraktini kullanarak Ag-NP sentezledigi ¢alismada sicakligin
boyut lizerine etkisini incelemis ve sicaklik artisina bagli olarak boyutun arttigini
bulmuslardir. Bunun ise 80 °C sicaklikta ¢ekirdeklenmenin artmasi ve g¢ekirdeklenmis
iiriiniin hali hazirda olusmus Ag-NP ile carpisarak aglomerasyona sebep olmasindan
kaynakli olabilecegini belirtmislerdir.

Calismada hem kurutulmus hem de taze ornekler kullanarak yapilan sentezlerde genel
olarak sicaklik artisinin SPR pikinin mavi-bdlgeye kaymasina sebep oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte yiiksek sicakligin NP’lerin indirgenmesiden sorumlu olan olan
biyoorganik yapilar lizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 sentez olusan Ag-NP'lerin
miktar1, en iyi verim, Kabul edilebilir partikiil boyutunu baz alinarak 37 °C ‘de

yapilmugtir.
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AgNO3 konsantrasyonunun Ag-NP olusumuna etkisi

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.9. Farkli AgNOs konsantrasyonlarinda kurutulmus a) P.kesrouanensis govde b)
P.kesrouanensis yaprak c) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin
UV-vis spektrofotometresi (Sentez kosullari; 37 °C, 1/9 oraninda, reaksiyon siiresi 24

saat)

24 saat reaksiyon siiresi sonunda P.kesrouanensis govde ekstraktindan elde edilen Ag-
NP’lerin konsantrasyon artisina bagli olarak 1 mM’da Amax degeri 415 nm, 2 mM’da
425 nm, 3 mM’da 435 nm ve diger konsantrasyonlarda 445 nm olarak bulunmustur. 3
mM’dan sonra konsantrasyon artigina bagh pik konumda degisiklik olmamistir (Sekil

4.9a). Yaprak ekstratinda ise Amax 1 mM’da 430 nm iken 2 mM’da Amax degeri 440 nm,
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3 ve 4 mM’da 450 nm, 5 mM’da 455 nm ve diger konsantrasyonlarda 445 nm’ye
kaymustir (Sekil 4.9b). R. ribes bitkisinde 1 mM, 2 mM ve 3 mM’da Amax degeri 435
nm iken diger konsantrasyonlarda 440 nm olarak ol¢iilmistiir. (Sekil 4.9¢c). AgNO3
konsantrasyonun artmasi partikiil boyutu arttirmis SPR piki kirmiz1 bolgeye kaymustir.

Taze P.kesrouanensis ve R. ribes ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.10. Farkli AgNOsz konsantrasyonlarinda taze a) P.kesrouanensis govde b)
P.kesrouanensis yaprak c) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin
UV-vis spektrofotometresi (Sentez kosullari; 37 °C, 1/9 oraninda, reaksiyon siiresi 24

saat)
P.kesrouanensis govde ekstrakti kullanarak yapilan sentezde 1 mM’da AgNOs
kullanildiginda Amax degeri 420 nm, diger konsantrasyonlarda 425 nm olarak bulunmustur

(Sekil 4.10a). P.kesrouanensis yaprak ekstraktiyla yapilan sentezde ise 1 mM’da’da Amax



420 nm , 2 mM ve 3 mM’da Amax 425 nm, 4 mM ve 5 mM’da ise 430 nm olarak
kaydedilmistir. 5 mM’da partikiil boyutunun artisina bagl absorbans degerinde azalma
olmustur (Sekil 4.10b). R. ribes bitkisinde 1 mM, 2 mM ve 3 mM’da Amax degeri 440

nm iken diger konsantrasyonlarda 455 nm olarak dl¢lilmiistiir (Sekil 4.10c).

AgNO:s konsantrasyon artisiyla olusan aglomerasyonun partikiil boyutunun artmasina ve
SPR bandinin kirmiz1 bolgeye kaymasiyla bandin genislemesine sebep olmustur. Huang
ve ark., (2011), Cacumenplatyclad'in yaprak ekstraktini kullanarak Ag-NP’leri farkli
AgNO3 konsantrasyonlarinda sentezlemis ve konsantrasyonun artmasiyla Amax degerinin
kirmiz1 bolgeye kaydigini ve SPR piklerinin boyut artisina bagli olarak genisledigini
belirtmistir. Benzer sekilde Lopez-Miranda ve ark. (2016), AgNOs konantrasyonundaki
artigin, birgok glimiis iyonunun indirgenmesiyle Ag-NP  olusumunu ve boyutun
konsatrasyonla birlikte arttigin1 bildirmistir. Sobczak-Kupiec ve ark., (2011) olusan Ag-
NP’lerin sekil ve boyutunun AgNOs konsanrtasyonuna bagli oldugunu bildirmistir.

pH’1n Ag-NP olusumuna etkisi

pH, Ag-NP'lerin sentezinde, 6zellikle NP’lerin boyutu ve morfolojisi lizerinde dnemli bir
rol oynar. Ciinkii pH, stabilite ve kaplamada etkili olan olan biyomolekiillerin yiikiinii
degistirme yetenegine sahiptir. Reaksiyon ortamimin pH", bitki ekstraktinin giimiis
iyonlartyla reaktivitesini indiikleyerek NP sentezinde rol oynar. Alkali pH araligi
partikiiller arasinda artan itici elektrostatik etkilesimden dolay1 agregasyonu engelleyerek

kolloidal ¢ozeltide stabiliteyi arttirmaktadir (Anigol ve ark., 2017).
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Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.11. Farkli pH’da kurutulmus a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis yaprak
c) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin  UV-vis
spektrofotometresi (Sentez kosullari; 37 9C, 1/9 oraninda, | mM AgNOg, reaksiyon siiresi

24 saat)

Kurutulmus P.kesrouanensis gévde (Sekil 4.11a), yaprak (Sekil 4.11b) ve R. ribes govde
(Sekil 4.11c) ekstrakt1 kullanarak yapilan sentezde yiiksek asidik pH’da AgNP olusumu
goriilmemistir. Bunun aksine yiiksek alkali ortamda (pH 9,11 ve 13) boyutun azalmasina

bagl daha kii¢iik dalgaboyunda ve dar SPR bandlar1 elde edilmistir. (Sekil 4.11).
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Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen AQ-NP
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Sekil 4.12. Farkli pH’da taze a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis yaprak c) R.
ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin UV-vis spektrofotometresi
(Sentez kosullart; 37 °C, 1/9 oraninda, 1 mM AgNOs reaksiyon siiresi 24 saat)

Benzer sekilde taze P.kesrouanensis govde (Sekil 4.12a), yaprak (Sekil 4.12b) ve R. ribes
govde (Sekil 4.12¢) ekstrakti kullanarak yapilan sentezde yliksek asidik pH’da (pH 3)
AgNP olusumu goriilmemistir. P.kesrouanensis govde ekstraktindan sentezlenen Ag-
NP‘lerde pH 13 de, yaprak ekstraktinda pH 9 ‘te R. ribes govde ekstraktinda ise pH 13’te
daha kiigiik dalgaboyunda SPR bantlar1 elde edilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Vanaja ve ark., ( 2014) Solanum
trilobatum bitki ekstrakti kullanarak yaptig1 ¢alismada pH’1 5.8, 6.8, 7.8 ve 8.8. olarak
ayarlamis ve pH 8.8’ de 480 nm genis absorbans piki elde ederken, pH 7.8’de 440 nm dar
absorbans piki elde etmistir. Iravani and Zolfaghari (2013) Pinus eldarica kabuk ekstrakti
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kulanarak pH 3-11 arasinda Ag-NP sentezlemis diisiik pH'de biiyiik ve yiiksek pH'da
kiiglik boyutta Ag-NP'ler elde etmistir. Garcinia mangostana yapraklar1 ekstraktindan
sentezlenen Ag-NP'lerde de benzer sonuglar goriilmistiir. Krishnaraj ve ark., (2012)
Acalypha indica taze yaprak ekstraktinin 2-13 pH araliginda Ag-NP olusumuna etkisini
incelemistir. Asidik pH'da Ag-NP'ler elde edilemezken, alkalin pH'da hizli bir renk
olusumu goézlenmistir, baziklik arttitk¢a absorbans piki 500 nm kaymis ve pH 13'te
aglomerasyon meydana gelmistir. GardeaTorresdey ve ark., (2003), bitkiler kullanilarak
sentezlenen NP’lerin seklinin ve boyutunun, pH degistirilerek kontrol edilebildigini
bildirmistir. Asidik pH, NP agregasyonu ile birlikte Ag-NP'lerin olusumunu baskilarken,
alkali pH, cekirdeklenme ve yiikksek oranda kiigik Ag-NP'lerin olusumunu
kolaylastirmistir.

Ag" zayif bir bronsted asididir. pH 8’in lizerinde, ¢ozelti igindeki Ag*, partikiillerin
yiizeyinde bioorganik-Ag(OH)x kompleksi ve ortamda AgOH/Ag-0 kolloidi olugturmak
tizere ¢Ozeltide kismen hidrolize olmaktadir. Hidroliz derecesi ve kolloid olusumu,
¢ozeltinin pH'min artmasiyla artar (Corciova ve lvanescu, 2018; Elemike ve ark., 2017).
Bundan dolay1 ¢aligmada her bitki i¢in kendi pH’sinda ¢alisilmis herhangi bir degisiklik

yapilmamustir.

Farkli Bitki/AgNO3 oranlarinin Ag-NP olusumuna etkisi

Uniform partikiil olugturmak i¢in partikiil biiyiikltigii ve seklinin kontrolii 6nemlidir. NP
morfolojisini etkileyebilecek  parametrelerden biri bitki ekstraksiyonu
konsantrasyonudur. Bitki ekstraksiyon miktarinin artisina bagli ¢ozeltideki indirgeyici ve
kaplayic1 ajanlarin konsatrasyonu artar ve buna bagli daha fazla partikiil olusumu

gozlenir.
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Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen AQ-NP
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Sekil 4.13. Farkli bitki/AgNO3 oranlarinda kurutulmus a) P.kesrouanensis goévde b)
P.kesrouanensis yaprak c) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin
UV-vis spektrofotometresi (Sentez kosullart; 37 'C, 1 mM AgNOs, reaksiyon siiresi 24
saat)

24 saat reaksiyon siiresi sonunda P.kesrouanensis goévde (Sekil 4.13a) ve yaprak (Sekil
4.13b) ekstraktt kullanarak 1/2 ve 1/3 oraninda yapilan sentezde reaksiyon
gerceklesmedigi goriilmiistiir. ImL ekstrakt 9 mL AgNOz ile olan reaksyonunda Amax
degeri sirasiyla 425 nm ve 430 nm olarak bulunmustur. R. ribes bitkisi ekstraktindan elde
edilen Ag-NP’lerin dalgaboyu P.kesrouanensis’nden farkli olarak 1/3 oraninda

maksimum absorbans géstermistir ve Amax’1 440 nm olarak dl¢tilmiistiir (Sekil 4.13c¢).
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Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen AQ-NP
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Sekil 4.14. Farkli bitki/AgNOs oranlarinda kurutulmus a) P.kesrouanensis goévde b)
P.kesrouanensis yaprak c) R. ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin
UV-vis spektrofotometresi ((Sentez kosullar; 37 “C, 1 mM AgNOs, reaksiyon siiresi 24
saat)

Taze P.kesrouanensis govde ekstraktindan elde edilen Ag-NP’lerin 1/2 mL AgNO:z ile
olan reaksyonunda Amax degeri 425, 1/3 oraninda 425nm, 1/9 oraninda 420 nm iken
yaprak ekstratindan biyosentezde Amax sirasiyla 420 nm, 425 nm ve 420 nm olarak
bulunmustur. UV spektrumlar1 bitki ekstrakt konsantrasyonunun artmas1 SPR bandinin
geniglemesine ve kirmizi bolgeye kaymasmma neden olmustur. R. ribes  bitkisi

ekstraktindan elde edilen AgQ-NP’lerin Amax 1/3 oraninda maksimum absorbans
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gostermistir ve Amax’1 425 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.14). Diger oranlarda SPR
bandinin kirmizi bolgeye kaydig1 goriilmiistiir. Bitki ekstrakt konsantrasyonunun artmasi

SPR bandinin genislemesine ve partikiil boyutunun artmasina sebep olmustur.

Sarsar ve ark., (2014) 1/9, 2/8, 3/7, 4/6, 5/5 (bitki ekstraktt (mL) /AgNOs (mL) )
oranlarinin Ag-NP olusumuna etkisini incelemis ve 1 ml P. guajava bitkisinin yaprak
ekstraktt ve 9 ml AgNO3z’1n 440 nm'de max absorbans verdigini diger oranlarda SPR
bandinda kirmizi bélgeye kayma oldugunu belirtmislerdir. Kumar ve ark., (2017) 10 ml
0.01 M AgNOs ¢ozeltisine farkli hacimlerde (1.0, 2.0, 3.0, 4.0 ve 5.0 ml) Prunus persica
bitki ekstraktuindan eklemis ve ekstrakt miktarindaki artisa bagli absorbansin arttigini
gozlemlemislerdir. Dwivedi ve Gopali (2010) yaptig1 calismada 30 dk.’lik reksiyon
siiresinde yaprak ekstraksiyon oranmin artmasiyla UV-Vis spektrumunda pik
absorbansinin ve daha kiigiik boyutlu NP sentezini gosteren pik keskinliginin arttigini
bildirmislerdir. Shaik ve ark.(2018) Origanum vulgare L ekstraktindan 1.0 mL, 2.5 mL,
5.0 mL ve 7.5 mL alarak toplam hacim 50 ml olacak sekilde AgNOs ile reaksiyona tabi
tutmustur. Diisiik bitki ekstraksiyonu konsantrasyonundan (1 mL) hazirlanan Ag-NP'ler,
~ 425 nm'de bir absorpsiyon bandi sergilerken; bu, bitki ekstraktinin konsantrasyonunu
2.5 (~ 420 nm) ve 5 mL'ye (~ 417 nm) kadar arttirdiktan sonra yavas yavas mavi bolgeye
dogru kayma olmustur. Bununla birlikte, bitki ekstraktinin konsantrasyonu 7.5 mL'ye
yiikseltildiginde, sogurma bandi daha genis hale gelmis ve pik ~ 439 nm'de kirmizi
bolgeye dogru kaymistir. Bunun, reaksiyon ortamlarinda Ag iyonlariin hizli bir sekilde
indirgenmesine neden olan ¢ok sayida indirgeyici maddenin (elektron bakimindan zengin
fitomolekiiller) varligindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ag iyonlarinin hizli bir
sekilde indirgenmesi, NP'lerin biiyiikliigiinde bir artisa yol agan Ostwald olgunlagsmasi
ad1 verilen bir olgu ile NP'lerin biiylimesini kolaylastirir. Bu sonugta, SPR bandinin daha
yiiksek bir dalga boyuna dogru kaymasina katkida bulunmustur. Kolloidlerde ytiksek
miktarda bitki 6z bulunmasi, NP'lerin kararsizligina neden olur. Sentezden sonra
polifenol bilesikleri ve oksitlenmis formlar1 polimerlesebilir ve sisenin dibinde ¢oken

yiiksek molekiil agirlikl bilesikler olusturabilir (Ranoszek-Soliwoda ve ark., 2019).

Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda asagidaki tabloda belirtilen sekilde sentez

yapilmustir.
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Cizelge 4.1. Bitki ekstraktlarindan Ag-NP sentez ¢alismalarinda kullanilan reaksiyon

kosullari
P.kesrouanensis govde | P.kesrouanensis R. ribes govde
yaprak

Kurutulmus 24s, 24s, 24s,
37 °C, 37 °C, 37°C,
10 mL ekstrakt + 90 | 10 mL ekstrakt + 90 | 25 mL ekstrakt + 75
mL 1 mM AgNOs, | mL 1 mM AgNOz | mL 1 mM AgNO:s,
pH =6.20 pH =6.07 pH =3.30

Taze 24s, 24s, 24s,
37 °C, 37 °C, 37°C,
10 mL ekstrakt + 90 | 10 mL ekstrakt + 90 | 10 mL ekstrakt + 90
mL 1 mM AgNOs, | mL 1 mM AgNOsz | mL 1 mM AgNO:s,
pH =6.10 pH =5.98 pH =3.15

4.1.2. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analiz sonuc¢lari

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP

Boyut dagilimlarimlari bakimindan incelendiginde P.kesrouanensis gévde ve yaprak

ekstraktindan elde edilen Ag-NP’leri kiiresel sekilde ve boyutlar sirasiyla 40-60 ve 20-

40 nm araliginda homojen bir dagilim gosterdigi goriilmistiir. (Sekil 4.15 a-b). R. ribes

bitkisi ekstraktindan elde edilen partikiillerin boyutu 5-40 nm araliginda bulunmustur. Bu

ekstrakti kullanilarak sentezlenen NP’ler oldukca polidispers dagilim gostermistir (Sekil

4.15¢).
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Sekil 4.15. Kurutulmus a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis yaprak c) R.
ribes govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin TEM goriintiisii

Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakt: kullanilarak sentezlenen Ag-NP

P.kesrouanensis govde, yaprak ve R. ribes bitkisi ekstraktindan elde edilen Ag-NP’lerin
kiiresel sekilde ve boyutlarinin sirasiyla 20-50 nm, 30-40 nm ve 10-60 nm araliginda
oldugu goriilmiistiir. Ozellikle R. Ribes NP’ler polidispers dagilim gostermistir (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16. Taze a) P.kesrouanensis govde b) P.kesrouanensis yaprak c) R ribes govde
ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin TEM goriintiisii

Boyut dagilimindaki bu varyasyonlar biyolojik olarak sentezlenmis NP’lerde yaygindir.
Ozellikle kenarlarin merkezden daha acik olmasi, Ag-NP'leri kaplayan biyomolekiil
proteinlerinden kaynaklanmaktadir (Zargar ve ark., 2014). TEM analizi ile partikiil
ortalama boyutlar1 ve kiimelesme yapip yapmadiklar tespit edilmistir. Ag-NP’lerin TEM
goriintiilerine gore nano boyutta (<100 nm) partikiillar her iki bitki tiirlinden elde
edilmistir. TEM ¢alismasi, NP’lerin morfolojisinin temel olarak kiiresel oldugunu
dogrulamistir. Goriintlilerde daha agik goriinen kiiresel partikiiller tek bir Ag-NP
olusumundan kaynaklanmaktadir. Tek bir partikiilde birden ¢ok Ag-NP kristalitlerinin
bulunmasi cihazdan gelen 151n1n partikiilden gegmesini engellmekte ve buna bagli olarak

partikiiliin daha koyu goriinmesine sebep olmaktadir. Boyut olarak incelendiginde ise
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genellikle tiim partikiillerin 100 nm’den kiiciik oldugu ve P.kesrouanensis bitkisinden

elde edilen NP’lerin oldukga iyi dagildig1 ve kiimelesme yapmadiklar1 goriilmiistiir.

Bindhani ve Panigrahi (2015) Ocimum Sanctum L (Tulsi) ekstraktinda sentezledigi Ag-
NP’lerin kiiresel, 15-45 nm araliginda ve yaklasik %75'inin 5 nm ila 30 nm arasinda
oldugunu bildirmistir. Christensen ve ark. (2011) kori yapragi ekstraktiyla yaptigi
calisgmada TEM gorintiilerine gore, sentezlenmis Ag-NP’lerin polidispers ve yaklasik
olarak 10-25 nm araliginda oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Rasheed ve ark.,
(2017) elde ettikleri NP’lerin yuvarlak ve ortalama 25 nm araliginda oldugunu ve
agregasyon olmasmna ragmen bazi partikiillerin seklinin diizensiz oldugunu

bildirmislerdir.
4.1.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analiz sonuclari

Sentez c¢aligmalarinda kuru (govde, yaprak) ve taze (govde, yaprak) olarak ayrilan
bitkilerin yapisal farkliliklar1 ve bu farkliliklarin Ag-NP olusumu iizerine etkilerinin

degerlendirilmesi i¢in bitkilerin SEM goriintiileri incelenmistir.

Kurutulmus Bitkiler

SEM HV: 10.0 kV WD: 21.98 mm L | MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 21.98 mm
View field: 208 ym View field: 41.5 pm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE o ance in nan ce SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

Sekil 4.17. Kurutulmus P.kesrouanensis gévde SEM goriintiisii
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2 e
SEM HV: 10.0 kV WD: 17.78 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 17.83 mm | MIRA3 TESCAN|

View field: 208 pm View field: 41.5 pm 10 pm

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE Performance in nanospace SEM MAG: 5.01 kx Det: SE Performance in nanospace

p / TSN | .
SEM HV: 10.0 kV WD: 22.07 mm 1 1| | MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 21.57 mm | | | MIRA3 TESCAN

View field: 208 ym 50 pm View field: 41.6 pm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE | Performance in nanospace SEM MAG: 5.00 kx Det: SE Performance in nanospace

Sekil 4.19. Kurutulmus R. ribes gévde SEM goriintiisii

Bitkilerde bulunan hidrokarbanlarin kuruma sirasinda buharlagmasiyla yapilarda gézenek
olusumu goriilmistiir. Kurutulmus bitkilerde olusan gozenekler sayesinde ¢6ziiciiniin
hiicrelere niifuz etmesi kolaylasmakta ve bdylelikle fitokimyasallarin ekstraksiyon

ortamina ge¢mesi i¢in daha fazla alan ortaya ¢ikmaktadir.
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Taze bitkiler

SEM HV: 10.0 kV WD: 21.67 mm SEM HV: 10.0 kV | MIRA3 TESCAN|
View field: 208 ym View field: 41.5 ym
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Performance in nanospace

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.00 mm Il e S MIRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 10.00 mm MIRA3 TESCAN
View field: 208 ym 50 ym View field: 41.5 pm
SEM MAG: 1000 x Det: SE Performance in nanospace SEM MAG: 5.00 kx Det: SE Performance in nanospace

Sekil 4.21. Taze P.kesrouanensis yaprak SEM goriintiisii
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— i —y _ ___
SEM HV: 10.0 kV : 21. SEM HV: 10.0 KV WD: 21.32 mm

View field: 208 ym View field: 41.5 ym 10 pm
SEM MAG: 1000 x et: erformance in nanospace SEM MAG: 5.00 kx Det: SE

Sekil 4.22. Taze R. ribes gévde SEM goriintiisii

Taze bitki 6rneklerine ait SEM goriintiileri incelendiginde bitkilerin yapisinda bulunan
suyun gozenek olusumu azalttig1 goriilmiistiir. Yapida bulunan su miktarinin fazla olmasi
ve hidrokarbonlara bagli olarak gozeneklerin dolu olmasi rediiksiyon yiizeyini
azaltmaktadir. Bitkilerin yapisinda bulundurduklar1 su daha fazla viskozite olusturur, bu
da kurutulmus Orneklere kiyasla, taze bitki Orneklerinden ¢Oziicii ortamina gegen

fitokimyasallarin azalmasiyla partikiil liretimi tizerinde negatif etkiye neden olmaktadir.

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP

Kurutulmus P.kesrouanensis govde (Sekil 4.23), yaprak (Sekil 4.24) ve R. ribes govde
(Sekil 4.25) ekstrakti kullanarak sentezlenen Ag-NP’lerin morfolojisi ve elementel
birlesimi SEM ve EDX analizleriyle belirlendi. Go6zlemler, Ag-NP'lerin sekillerinde
genel olarak kiiresel oldugunu ve partikiillerin bir araya gelerek agregatlar olusturdugunu
ortaya koydu. SEM ile partikiil boyutlarinin degiskenlik gosterdigi goriildii. Ortalama
partikiil boyutu P.kesrouanensis govde’de 61.91+9.19, P.kesrouanensis yaprak’ta
72.21+13.77, R. ribes govde’de 59.12+11.20 nm olarak hesaplandi. EDX analizi ile Ag
elementinin varligi dogrulandi. 3 keV civarinda Ag atomlari i¢in giiglii sinyal enerji piki,
metalik ve Ag nanokristallerin sahip oldugu yiizey plazmondan kaynakli tipik bir piktir
(Ponarulselvam ve ark., 2012). EDX spektrumunda Ag pikleri diginda P.kesrouanensis
govde ve yaprak ektraktindan sentezlenen Ag-NP’lerde bitkilerin yapisinda bulunan
hidrokarbonlara ait C piki, oksidasyona bagli O piki ve bunun disinda N ve Si pikleri, R.
ribes govde ekstraktinda ise C ve O pikinden farkli olarak C1 pikleri goriildii.
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e

View field: 4.15 pm 1pm
SEM MAG: 50.0 kx Det: BSE Performance in nanospace

- . mn. e - Fhoipy v
SEM HV: 15.0 kV 3 .4 1| MIRA3 TESCAI
Fase

ke

Sekil 4.23. Kurutulmus P.kesrouanensis govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-
NP’lerin sirasiyla SEM goriintiisii ve EDX spektrumu

h -
. . -
p. = ‘ . - .
N T WL G e LN
SEM HV: 15.0 kV ‘WD: 10.54 mm MIRA3 TESCAN
View field: 4.15 pm 1 um L4

SEM MAG: 50.0 kx Det: BSE Performance in nanospace 0 15 2 25 3 35 4 45 5 s
Ful 982 cts) ="

Sekil 4.24. Kurutulmug P.kesrouanensis yaprak ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-
NP’lerin sirastyla SEM goriintiisti ve EDX spektrumu

1 15
SEM MAG: 50.0 kx Det: BSE Performance in nanospace 2.153 {5553 cts)

Sekil 4.25. Kurutulmus R. ribes ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin sirasiyla
SEM goriintiisii ve EDX analizi
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Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP

Taze P.kesrouanensis govde (Sekil 4.26), yaprak (Sekil 4.27) ve R. ribes govde (Sekil
4.20) ekstraklarindan sentezlenen Ag-NP’lerin morfolojisi ve elementel birlesimi SEM
ve EDX analizleriyle belirlendi. Taze bitki orneklerinden elde edilen Ag-NP’lerin de
farkli boyutlarda ve kiiresel Ozellikte oldugu goriildii. Ortalama partikiil boyutu
P.kesrouanensis govde’de 61.91+9.19, P.kesrouanensis yaprak’ta 38.22+10.68, R. ribes
govde’de 68.13£9.43 nm olarak hesaplandi. EDX spektrumunda Ag pikleri disinda
P.kesrouanensis govde ve yaprak ektraktindan sentezlenen Ag-NP’lerde bitkilerin
yapisinda bulunan hidrokarbonlara ait C piki, oksidasyona bagli O piki ve bunun diginda
N ve Si pikleri, R. ribes govde ekstraktinda ise C ve O pikinden farkli olarak CI pikleri

goriildil.

WD: 10.44 mm

SEM HV: 15.0 kV
View fleld: 4.15 ym
SEM MAG: 50.0 kx

Det: BSE

Sekil 4.26. Taze P.kesrouanensis govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin
sirastyla SEM goriintiisii ve EDX spektrumu

SEM HV: 15.0 kV WD: 10.56 mm
View field: 4.15 ym

SEM MAG: 50.0 kx Det: BSE

Sekil 4.27 Taze P.kesrouanensis yaprak ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin
sirastyla SEM goriintiisii ve EDX spektrumu
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SEM HV: 15.0 kV

View fleld: 4.15 um

SEM MAG: 500 kx Det: BSE

e

Sekil 4.28. Taze R. ribes ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin sirasiyla SEM
goriintlisii ve EDX spektrumu

Ag'nin varligi kesinlikle Ag-NP' lerin olusumundan kaynaklanirken, C, Cl, Si atomlarinin
varliginin bitki ekstraktindan, O varliginin ise hem bitki ekstraktindan hem de Ag-NP
oksidasyona ugramasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. SEM’de NP boyutundaki
artis aglomerasyondan ya da hizli ¢cekirdeklesmeye bagli yeni olusan ¢ekirdeklerin olusan
NP’lerin ylizeyine baglanmasindan kaynaklanmaktadir.

Khan ve ark., (2013), Paramasivam ve ark., (2017) ve Raj ve ark., (2018) yaptiklar
calismalarda benzer sonuglar1 bulmuslardir. Ponarulselvam ve ark., (2012) Catharanthus
roseus bitkisinden sentezledikleri Ag-NP’lern SEM analiz sonuglarina goére kiiresel ve
35-55 nm aralginda oldugunu, Sathishkumar ve ark. (2012)’da Morinda citrifolia L.
bitksinden sentezledikleri Ag-NP’lerin kiiresel ve 10-60 nm araliinda bir boyut

dagilimina sahip oldugunu belirtmislerdir.
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4.1.4. X-151m kirmnim (XRD) analiz sonuglari

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.29. Kurutulmus a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis yaprak c) R ribes
govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin XRD spektrumu

Sentezlenen Ag-NP'lerle 20 10-80° araliginda P.kesrouanensis gévde icin 37.9°, 44.1’,
64.3', ve 77.2" (Sekil 4. 29a), P.kesrouanensis yaprak i¢in 38.1°, 44.4°, 64.3", 77,4’ ve 81.5°
(Sekil 4. 29b), R. ribes govde icin 38.0°, 44.1°, 64.3 ve 77,4 (Sekil 4.29¢) ‘de kirmim
pikleri saf Ag’nin YMK yapida oldugunu belirten (111), (200), (220), (311) ve (222)
gliclii Bragg sacilmasina karsilik gelir (JCPDS dosya no 04-0783). P.kesrouanensis
govde ve R. ribes govde’ye ait XRD spektrum baslangicinda bulunan genis pikler Ag-NP

yapisinda bulunan biyomolekiillerin neden oldugu amorfluktan kaynaklanmaktadir.

R. ribes gévde ekstraktinda 27.8°, 32.1°, 46.1",54.6°, 57.2°, 67.° ve 74.6° da (111), (200),
(220), (311), (222), (400) ve (311) Bragg sagilmalarina karsilik gelen pikler ortamda
AQCI-NP olusumunu gostermektedir (Zhao ve ark., 2015). Nanomalzemelerde
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materyalin 6zellikleri bir¢cok faktor disinda kristalit boyuta baglidir. Ag-NP’lern kristalit
boyutu asagida belirtilen

Dp = KA/ BcosB
Scherrer denklemi kullanarak hesaplanmistir. Formulde;
Dp: Partikiil kristalit boyutu (nm)
B: yart maksimumda tam genisliktir (FWHM)
0:Bragg sag¢ilma acis1, 26'nin yarist
K: Scherrer sabiti. K, 0.68 ila 2.08 arasinda degisir. Kiiresel kristalitler i¢cin K = 0.94’dur
A: X 15101 dalga boyu. Cu Ko, ortalamasi = 1.54178 A
ifade etmektedir.

Yapilan hesaplamalar sonucu P.kesrouanensis govde, P.kesrouanensis yaprak ve R.ribes
govde ekstraktindan elde edilen Ag-NP’nin kristalit boyutu sirasiyla 16.75 nm, 15.58 nm

ve 11.69 nm olarak bulunmustur.
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Taze P.kesrouanensis ve R.

ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.30. Taze a) P.kesrouanensis govde b) P.kesrouanensis yaprak c) R ribes govde
ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin XRD spektrumu

Sentezlenen Ag-NP'lerle 20 10-80° araliginda P.kesrouanensis govde icin 38.0°, 44.2",
64.4°, 77,2"ve 81.2° (Sekil 4. 30a), P.kesrouanensis yaprak i¢in 38.0°, 44.2°, 64.4°, 77,3
ve 81.3" (Sekil 4. 30b), R. ribes gdvde igin 37.9", 44.0°, 64.3" ve 77,2 (Sekil 4. 30c) ‘de
goriiliien kirmnim pikleri, saf Ag’nin YMK yapida oldugunu belirten (111), (200), (220)
, (311), ve (222) diizlem kiimelerine karsilik gelir. (JCPDS dosya no 04-0783). R. ribes
bitkisineden elde edilen Ag-NP’lerde 27.6°, 32.2°, 46.2°, 54.7°, 57.3°, 67,3° goriilen ve
(111), (200), (220), (311), (222) ve (400) Bragg sacilmalarina karsilik gelen pikler
ortamda AgCI-NP olusumunu gostermektedir. Bu pikler bitki ekstraktindan gelen CI’lin

AQCI-NP olusturmasindan kaynaklidir.
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Benzer sekilde Scherrer denklemi kullanarak taze drneklerden elde edilen Ag-NP’lerin
kristalit boyutlar1 hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalar sonucu P.kesrouanensis govde,
P.kesrouanensis yaprak ve R.ribes govde ekstraktindan elde edilen Ag-NP’nin kristalit

boyutu sirastyla 9.27 nm, 8.82 nm ve 9.69 nm olarak bulunmustur.

Hem kurutulmus hem de taze bitkilerden elde edilen Ag-NP’lerin XRD ile hesaplanan
kristalit boyutlari ile TEM boyutlar1 arasinda fark goriilmiistiir. Bu farklilik partikiillerin
tek bir kristalit yerine birden ¢ok kristalitten olugmasi, deneysel hata ve partikiil olusumu

sirasinda meydana gelen kristal kusurlardan kaynakli olabilmektedir.

YMK materyalleri i¢in yliksek yogunluklu pik genellikle (111) yansimasinda goriiliir.
Pikin yogunlugu, Ag-NP’lerin yiiksek kristallik derecesini yansitir. Bununla birlikte,
piklerde goriilen genisleme kristalit boyutun kii¢iik olmasindan kaynaklanmaktadir.
(200), (220), (311) ve (222) Bragg yansimalari, yogun (111) yansimasina gore zayif ve
genis oldugu goriilmektedir. Bu 6zellik nanokristallerin anizotropik oldugunu gosterir

(Philip, 2011).

Kurutulmus ve taze bitki ekstraktiyla sentezlenen Ag-NP’lerin X-Isin1 Kirinimi (XRD)
modeli, standart nano Ag modelleri ile olduk¢a uyumlu oldugu yapilan analizlerle

gorilmiustir.

Mehta ve ark., (2017) Santalum albiim bitkisinden sentezledikleri Ag-NP’lerin XRD
spekrtumda R. ribes bitkisinden elde edilen NP’lerin XRD spektrumuna benzer sonuglar
bulmakla birlikte varolan diger piklerin 6rnek lizerinde ¢ok az miktarda bulunan ve
indirgenmeden kalan AgNOs’ten kaynakli olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica dnceki
caligmalarda Morinda tinctoria (Vanaja ve ark., 2014) ve Olea europaea (Awwad ve ark.,
2012) bitki ekstraklarindan sentezlenen Ag-NP kristal yapilarinin YMK oldugu rapor

edilmistir.
4.1.5. Fouier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) analizi sonuglari

FT-IR spektral analizi ile, standart kizilotesi (IR) tablosu baz alinarak, Ag-NP'lerin
sentezinde kullanilan bitki ekstraklarinda bulunan ve NP’lerin indirgenmesinde ve
kaplanmasinda sorumlu olan fitokimyasallara ait olas1 fonksiyonel gruplarin varligi

gosterilmistir.
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Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
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Sekil 4.31. a) AgNOs b) Kurutulmus P.kesrouanensis goévde c¢) Kurutulmus
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Sekil 4.33. a) AgNO3 b) Kurutulmus R.ribes govde c¢) Kurutulmus R.ribes govde
ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’ye ait FT-IR spektrumu

Sekil 4.31, 4.32, 4.33’de hem kurutulmus bitkilerin hem de AgNOs ve Dbitki
ekstraktlarindan sentezlenen AgNP’lere ait FT-IR pektrumlar1 verilmistir. Spektrumlar
incelendiginde P.kesrouanensis govde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’lerde (Sekil
4.31) 3176 cm? alkole ait O-H gerilmesi, 2910- 2848 cm™ C-H gerilmesi, 1712 cm™
karboksili asitlere ait C=0 gerilmesi, 1605 aminlere ait N-H biikiilmesi, 1317 cm™ fenole
ait O-H gerilmesi, 1046 cm™‘de alifatik aminlere ait C-N gerilim titresimi; P.
kesrouanensis yaprak ekstraktindan sentezlenen Ag-NP (Sekil 4.32) 3176 cm™ alkole ait
giiclii O-H gerilmesi, 2952-2846 cm™ C-H gerilmesi, 1710 karboksili asitlere ait C=0
gerilmesi, 1601 cm™, aminlere ait N-H biikiilmesi, 1375 cm™ fenole ait O-H gerilmesi,
1038 cm alifatik aminlere ait C-N gerilim titresimi; R. ribes gdvde ekstraktindan
sentezlenen Ag-NP’lerde (Sekil 4.33) 3346 cm™ alkole ait gii¢lii O-H gerilmesi, 2910 ve
2849 cm* alkene ait C-H gerilmesi, 1710 cm™ karboksilik asite ait C=0 gerilmesi, 1604
cmt aminlere ait N-H biikiilmesi 1357 fenole ait O-H gerilmesi, 1031 cm™' ‘de aminlere

ait C-N gerilimi goriilmiistiir.
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Taze P.kesrouanensis govde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’ lerde (Sekil 4.34) 3254
cm™ alkole ait giiglii O-H gerilmesi, 2922 ve 2849 cm™ alkene ait C-H gerilmesi, 1715
cm karboksilik asite ait C=0 gerilmesi, 1626 cm™ aminlere ait N-H biikiilmesi, 1318
fenole ait O-H gerilmesi, 1034 cm™ alifatik aminlere ait C-N gerilim titresimi, 831 cm™
C-H biikiilmesi; P. kesrouanensis yaprak ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’ lerde (Sekil
4. 35), 32 cm* alkole ait O-H gerilmesi, 2909 and 2848 cm™ C-H gerilmesi, 1716 cm™
karboksilik asite ait C=0 gerilmesi, 1630 cm™ aminlere ait N-H biikiilmesi, 1019 cm™
alifatik aminlere ait C-N gerilimi; R. ribes govde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’ lerde
(Sekil 4.36) 3225 cm™ alkole ait O-H gerilmesi, 2922-2852 cm™ alkene ait C-H gerilmesi,
1722 cm karboksilik asite ait C=0 gerilmesi, 1592 cm™ aminlere ait N-H biikiilmesi,
1309 fenole ait O-H gerilmesi, 1016 cm™ alifatik aminlere ait C-N gerilim titresimi,

gorilmiistiir.

Hem taze hem de kurutulmus bitkilerin FT-IR spektrumlariyla, sentezlenen Ag-NP ‘lere
ait spektrumlarda goriilen degisiklik fenolik gruplarin iyon degisim reaksiyonuna

katilmasindan kaynaklanmaktadir.

Calismada, Ag-NP'lerin sentezi i¢in kullanilan bitkilerdeki, fiitokimyasallara ait farkl
fonksiyonel gruplarin varligi dogrulanmustir. Bitkilede bulunan hidroksil, karboksil, fenol
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ve amin gruplar1 metalle bag olusturarak Ag*iyonunu Ag ¢ ye indirgesinde etkili olmus
ve olusan Ag-NP’lerin igin kaplayici ve stabilize edici ajan olarak davranmistir. Bu
nedenle, yukaridaki bitki kaynaklarinda bulunan fitokimyasallarin/biyomolekiillerin,
yesil sentezlenen Ag-NP'lerin olusumunda ve stabilizasyonunda ikili bir rol oynadigi
sonucuna varilmistir. Terponoidler, flovonoidler, polifenoller, alkaloidler, proteinler ve
karbonhidratlar bitkilerde bulunan ikincil metobolitlerdir. Bu yapilarin amin, hidroksil,
karbonil gruplarina sahip oldugu iyi bilinmektedir. FT-IR ¢alismalarinin sonucunda bu
farkli metobolitlerin fonksiyonel gruplarinin metal iyonlariyla reaksiyona girdigi ve
biiytikliiklerini nano araligina indirgedigi ortaya ¢ikmistir (Rajan ve ark., 2015). Vanaja
ve ark., (2014), Bindhani ve Panigrahi (2015) ve Raut Rajesh ve ark., (2009) yaptiklar

caligmalarda benzer sonuglar1 rapor etmislerdir.
4.1.6. Dinamik 151k sacilimi spektrometresi (DLS) analiz sonuglar:

NP’lerin fiziksel olarak stabil olduklarini anlayabilmek igin partikiil boyutu ve
partikiillerin dagilimina bakilir. Dinamik 151k sagilmasi analizi ile partikiil boyutu ve
partikiil dagilimlar1 elde edilebilir. Bu yontemdede en 6nemli parametre PDI (Poly
dispersity index) degeridir. PDI degeri 0.1- 0.5 arasinda olursa istenilen dar partikiil
dagilim elde edilebilir. Eger elde edilen PDI degeri 0.5’in iizerinde olursa genis dagilim
elde edilir.

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP

P.kesrouanensis govde (Sekil 4.37a), P.kesrouanensis yaprak (Sekil 4.37b) ve R. ribes
govde (Sekil 4.37¢),) ekstratindan elde edilen Ag-NP’lerin DLS analiz sonuglarina gére
hidrodinamik boyutlar1 sirastyla 142.0 nm, 72,0 nm, 337.28 nm; PDI degerleri de 0,291,
0,502, 0.517 olarak bulunmustur ( Cizelge 4.2).

79



Statistics Graph (1 measurements) Statistics Graph (1 measurements)

Volume (%)
Volume (%)
S o

w

1 10 100 1000 10000 100 1000

Size (d.nm) Size (d.nm)
|i Mean with +/-1 Standard Deviation error bar| E Mean with +/-1 Standard Deviation eror bar

Statistics Graph (1 measurements)

c)
30T P RIS P D P PR RS
20fe Soiisesenienes TP TITTIPPIPPIPN Sl
Z : : : : :
®
E
5
K
>
(A R R RELARCREPERCECRCRRRERREREEERRE R RN R
0 . R EERE R R REEs! RRRI Pt
1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

[ Wean vith +/-1 Standard Deviation error bar|

Sekil 4.37. Kurutulmus a) P.kesrouanensis govde b) P.kesrouanensis yaprak c) R ribes
govde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin boyut dagilimi grafigi

P.kesrouanensis yaprak ekstraktindan elde edilen NP’ler kolloidal ¢zelt ortaminda 100
nm altinda dar bir boyut dagilimi gosterdigi gortilmustiir. %97.2° lik bir hacimin ortalama
boyutu 11.66 nm’dir. Bunun aksine R. ribes ‘dan elde edilen NP’lerin siv1 ortamda son
derece kiimelestigi ve 122 nm ile 295 nm aralifinda bir boyut dagilimina sahip oldugu
gorilmiistiir.

Cizelge 4.2. Kurutulmus bitki ekstraktlarindan elde dilen Ag-NP'lerin boyut dagilim ve
PDI tablosu

Ag-NP DLS size [Z-Ave (d.nm)] PDI
P.kesrouanensis govde ekstraktindan 142.0 0,291
sentezlenen
P.kesrouanensis yaprak ekstraktindan 72,0 0,502
sentezlenen
R. ribes govde ekstraktindan 337.28 0.517
sentezlenen
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Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP

P.kesrouanensis govde (Sekil 4.38a), P.kesrouanensis yaprak (Sekil 4.38b) ve R. ribes
govde (Sekil 4.38c) ekstratindan elde edilen Ag-NP’lerin DLS analiz sonuglarina goére
hidrodinamik boyutlart sirasiyla 105.1 nm, 155 nm, 161.1 nm; PDI degerleri de 0.338,
0.297, 0.434 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Sonuglar1 inceledigimizde boyut
dagilimmn 100 nm iizerine oldugu goriilirken, R. Ribes’ den elde edilen NP’ler

multimodal bir dagilim gostermistir.
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Sekil 4.38. Taze a) P.kesrouanensis govde b) P.kesrouanensis yaprak c)R.ribes govde
ekstrakti kullanilarak sentezlenenAg-NP’lerin boyut dagilimi grafigi

Partikiil boyutlarmin yiiksek aralikta dagilim gostermesi, fitokimyasallarin glimiis ile
eksik ya da zayif reaksiyona girmesinden dolay1 daha biiyiik partikiillarin olusumasindan
kaynakl1 olabilir

Bununla birlikte TEM ile elde edilen sonuglarin, DLS ile elde edilen sonuglari siklikla
desteklemedigi  goriiliir. Aslinda bu, iki yOntem arasindaki farkliliktan

kaynaklanmaktadir. TEM’de 6rnek vakum altinda kurutulurken, DLS’de drnekler sivi
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ortamda dagitilir, TEM say1-bazli bir teknikken, DLS yogunluk bazli bir tekniktir. DLS,
dagilmis partikiillarin hidrodinamik ¢apim1 olger, oysaki TEM, elektronlarinin ne
kadarinin numune iizerinden iletildigine bagl olarak 6ngoriilen ylizey alanini belirler. Bu
nedenle DLS ile elde edilen boyut TEM” den biiyiiktiir (Ahmed ve ark., 2016).

Eriobotrya japonica ekstraktindan sentezledigi Ag-NP’lerin TEM analizi ile belirlenen
ortalama partikiil boyutunun (yaklasik 19.75 nm), DLS metodu ile Olgiilen degerden
(yaklasik 54.47 nm) onemli 6l¢iide daha kiigiik oldugu rapor etmisleridir. Bu farkliligin
ise bitkiden gelen organik stabilizatorlerin Ag-NP yiizeyine absorbe olmasindan, bazi
kiigiik boyutlu NP’lerin agregasyonundan veya stabil Ag-NP’lerin yiizeyine suyun
absorbe olmasindan kaynakli olabilecegini belirtmislerdir (Rao ve Tang, 2017).Huang ve

ark. (2007) ve Erjaee ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢aligmalarda benzer sonuglar bulmustur.

Cizelge 4.3. Taze bitki ekstraktlarindan elde dilen Ag-NP'lerin boyut dagilim ve PDI
tablosu

Ag-NP DLS size [Z-Ave (d.nm)] PDI
P.kesrouanensis govde ekstraktindan 105.1 0,338
sentezlenen
P.kesrouanensis yaprak ekstraktindan 155 0,297
sentezlenen
R. ribes govde ekstraktindan 161,1 0,434

sentezlenen

4.1.7. Zeta potansiyeli analiz sonuclar:

NP’lerin en ¢ok karsilagilan sikintilar1 kararliliklaridir. Zeta potansiyelinin 6l¢iilmesi,
kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda tahminde bulunmaya olanak
vermektedir. Genel olarak, yiiklii partikiillerde (yliksek zeta potansiyeli), elektriksel itme
nedeniyle, partikiil agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha azdir. NP’lerin zeta
potansiyellerine bakilarak kararliliklart ve topaklasma egilimleri hakkinda bilgi elde
edilebilir. Siispansiyondaki tiim partikiillerin biiyiik bir negatif veya pozitif zeta
potansiyeli varsa, birbirlerini itme egiliminde olacaklardir ve kiimelesme egilimi
olmayacaktir. Bununla birlikte, eger partikiillarin diisiik zeta potansiyel degerleri varsa,
partikiillarin bir araya gelmesini ve kiimelesmesini onleyen bir kUVvet séz konusu
olamayacaktir (Singh ve ark., 2014). Yani daha yiiksek biiytikliikteki potansiyeller artan
elektrostatik itme ve dolayisiyla artan kararliligi gostermektedir. Ornegin 0-5 mV

partikiillar kiimelesme veya bir araya gelme egilimi sergilerler, 5-20 mV partikiillar
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minimal diizeyde, 20-40 mV partikiillar orta diizeyde, 40+ mV’dan biiylik zeta
potansiyeline sahip partikiillar son derece kararlidirlar (Ates, 2018).

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
P.kesrouanensis govde (Sekil 4.39a), P.kesrouanensis yaprak (Sekil 4.39b) ve R. ribes

govde (Sekil 4.39¢) ekstratindan elde edilen Ag-NP’lerin zeta potansiyelleri sirasiyla -36.
mV, -32.2 mV, -25 mV olarak bulunmustur. NP’ler orta diizeyde kararlilik géstermistir.

Results Results
. ,
Mean(mV)  Area(%)  Width (mV) Mean (mV)  Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -36,1 Peak 1: -36.1 100,0 628 Zota Potartial (mV]: -32.2 Peak1; 2.2 104 809
Zeta Deviation (mV): 628 Peak2: 0,00 00 0,00 Zsta Deviation (mV): 8,09 Peak2: 0.00 00 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,00477 Peak 3: 0,00 00 0,00 Conductivity (mSlem): 0.0113 Peak3: 0,00 00 0,00
Result quality Result quality
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -25.7 Peak 1: -25.7 1000 8,65
Zeta Deviation (mV): 8,65 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,00942 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
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Sekil 4.39. Kurutulmus a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis yaprak c¢) R ribes
govde ekstrakt1 kullanilarak sentezlenenAg-NP’lerin zeta potansiyel grafigi

Taze P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP
P.kesrouanensis govde (Sekil 4.40a), P.kesrouanensis yaprak (Sekil 4.40b) ve R. ribes
govde (Sekil 4.40c) ekstraktindan elde edilen Ag-NP’lerin zeta potansiyelleri sirasiyla -
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18.8 mV, -18.7 mV, -23.8 mV olarak bulunmustur. Taze P.kesrouanensis bitksinden elde

edilen NP’ler koloidal ortamda minimal diizeyde kararlilik gosterirken R. ribes ’den elde

edilen NP’ler orta diizeyde kararlilik géstermistir.

Results

Mean (mV) Area(%)  Width (mV) Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -18.8 Peak 1: -188 100,0 6,68
Zeta Potential (mV): -18,7 Peak 1: -18.7 100,0 5,66
Zeta Deviation (mV): 6,68 Peak 2: 0,00 00 000 sta Poteatial {mV o
Zeta Deviati V): 566 Peak 2: 0,00 00 0,00
Conductivity (mSlem): 00148 Peak3: 0,00 00 0,00 #a Diviation (v} o
. Conductivity (mS/em): 0,0175 Peak 3: 0,00 00 0,00
Result quality
Result quality
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Sekil 4.40. Taze a) P.kesrouanensis gévde b) P.kesrouanensis yaprak c) R.ribes govde
ekstrakti kullanilarak sentezlenenAg-NP’lerin zeta potansiyel grafigi

Biyosentez yontemiye elde edilen Ag-NP’ler genellikle negatif yiik tasir. Sentezlenen

tiim Ag-NP’ler negatif ylik gostermistir.

Raja ve ark. (2017) Calliandra haematocepHala bitkisinden sentezledikleri Ag-NP’lerin

zeta potansiyel degerini —17.2 mV, Singh ve ark. (2018) Cannabis sativa bitkisinden
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sentezledikleri Ag-NP’lerin zeta potansiyelini -29.2 mV, olarak bulmustur. Zeta
potansiyelindeki farklilik kullanilan bitki tiirine, ayni bitkinin farkli kisimlarma ve

ylizeye baglanan biyorganik yapilardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
4.2. Giimiis Nanopartikiillerin A. salina Uzerindeki Toksisite Test Sonuglar1

Sentezlenen Ag-NP’ler arasinda kurutulmus P.kesrouanensis ve R. Ribes bitkisinden
govde ekstraktindan elde edilen iki farkli NP’nin A.salina ve HUVEC hiicresi lizerinde

toksisite ¢aligmalari yapildi.
4.2.1. A. salina’da yasam orani

Ag-NP etkileri sonucunda 4. salina larin yasam oranini gosteren grafikler Sekil 4.41°de
verilmistir. Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. Ribes gévde ekstraktindan sentezlenen Ag-
NP’lerin A. salina tizerinde hem doz hem de siirenin etkili oldugu gorilmiistiir. Elde
edilen her iki Ag-NP konsantrasyon ve maruziyet siiresinin artisiyla organizmalarda
yasam orani azalmistir. P.kesrouanensis’den elde edilen NP’lerde 72. saat sonunda
kontrol grubunda %97 lik bir yasam oran1 goriiliirken 0.2, 1, 5, 10, 25 ve 50 mg/L’de bu
oranlar sirasiyla %91,%86, %79, %73,%68 ve %63 olmustur (Sekil 4.29a). R. ribes
bitkisinden elde edilen Ag-NP’lerin organizma iizerinde daha fazla toksik -etki
gostermistir. Kontrol grubunda %95 lik bir yasam goriiliirken 0.2, 1, 5, 10, 25 ve 50
mg/L’de sirasiyla bu oranlar %89, %84, %79, %74 %68 ve %59 olmustur (Sekil 4.29Db).
Stire olarak her iki grup incelendiginde ise 72. saatteki yasam orani azalmis ve 6liim

oranlarinin maksimum oldugu goriilmiistiir.

a) W 24.Saat W48 Saat M 72.Saat b)  m24.5aat m48.Saat W72.Saat
_ 120 120
§ 100 £ 100
S 0 S 80
E 60 E 60
b 5
& 40 & 40
= 20 2 20
N X
9 v o0 Q .9
*_oo 0~ IR @\ ,f;\ ¢,0 %o(\ o N \q§o~ BN
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Sekil 4.41. Kurutulmus a) P.kesrouanensis b) R. ribes gévde ekstraktindan sentezlenen
Ag-NP’lerin 4. salina uygulamas: sonrasi bireylerin yasam oranini gosteren grafik
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Biyosentez yontemiyle elde edilen Ag-NP’lerin LCsp degerleri incelendiginde,
P.kesrouanensis’den e¢lde edilen Ag-NP’lerin R. ribes’ten elde edilenlere gore daha az
toksik oldugu bulunmustur.Buna gore P.kesrouanensis 'den elde edien Ag-NP’lerin LCsg

degeri 102 mg/L iken R. ribes’ten elde edilenin LCso degeri 84 mg/L olarak bulunmustur.
4.2.2. A. salina’nin birikim ve eliminasyon sonuglari

Ag-NP’lere maruz birakilan ve 3 tekrarli yapilan gruplardan alinan 6rnekler belirtilen
zaman dilimlerinde (24., 48. ve 72. saatler ve eliminasyon: NP’lerin organizma
viicudundan uzaklastirilmasi donemi) organizmalardan Ornekler alinmig ve analiz
ornekleri prosediiriine gore hazirlanmigtir. Genellikle bu tlir organizmalar siizerek
beslendigi i¢in sulu ortamda bulunan mikro veya makro boyuttaki tiim partikiillar1 besin
yoluyla viicuduna alirlar (GopHen ve Geller, 1984) Ancak viicuda alinan bu partikiillarin
ne kadariin NP oldugunun veya organizmada bu NP’lerin birikim yapip yapmadiginin
ise ancak ICP-MS analizleri sonuglari ile belirlenebilir.

Kurutulmus P.kesrouanensis govde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP A. salina’da

birikim ve eliminasyon sonuclari

Kurutulms P. kesrouanensis govde ektrakti kullanarak sentezlenen Ag-NP’lere maruz
birakilan A. salina bireylerinde birikim ve eliminasyon degerlerin belirlenmesi i¢in ICP-
MS cihazi ile yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’°te verilmistir. Sonuglar incelendiginde
tiim gruplarda konsantrasyon artisina bagl olarak birikim oraninda bariz artig oldugu
goriilmektedir. Ancak maruziyet siiresinin artmasiyla organizmalarda oransal olarak
birikiminin azaldig1 goriilmektedir. Bunun asil sebebi siizerek beslenen bu tiir planktonik
organizmalar ortamdaki organik veya inorganik kimyasallari hizli bir sekilde
biinyelerinde biriktirler ancak beli bir siire sonra atik olarak veya agizdan ¢ikararak
ortama geri birakirlar. A. salina organizmalar1 ilk 24 saat igerisinde maksimum oraninda
birikim yaptiklart ve 0.2 ve 1 mg/L disinda siire artisina bagli olarak organizmalarda

birikim oraninin azaldig1 gorilmustiir.
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Cizelge 4.4. Kurutulmus P. Kesrouanensis govde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’lerin
A.salina bireylerinde birikim ve eliminasyon degerleri (ng/g).

Gruplar 24. saat 48. saat 72. saat Eliminasyon
Kontrol 0.15+0,08 0,3810,34 0.40+0.11 0.42+0.02
0.2 mg/L 0,7610,06 2.26+0,35 2.60+1,13 2.00+0.69
1 mg/L 3.2540,32 3.6410,40 4.17+0.99 3.21+0.83
5 mg/L 7.45%+1,11 5.64+0,51 4.59+0.45 3.24+0.67
10 mg/L 7.82+0,63 6.04+0,72 5.2610.61 3.85+0.93
25 mg/L 8.34+0,72 6.75%0,52 5.56%0.96 4.36+0.91
50 mg/L 9.32+1,53 7.59%1,20 6.05+0.77 4.73+0.71

Buna ilave olarak konsantrasyon ve maruziyet siiresinin Ag-NP birikimine etkisi ve
aralarindaki iligki istatiksel olarak incelendi (Cift-yonlii Anova). Analiz sonucunda
konsantrasyon artiginin (Cizelge 4.5) ve Ag-NP ile etkilesim siiresinin (Cizelge 4.6)
birikim tizerinde 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05). Kontrol hari¢ tutularak en diisiik
konsanrasyon, 0.2 mg/L olarak alindi. Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5 incelendiginde en diisiik
birikimi 0.2 mg/L’nin 72. saatinde, en yiiksek birikim ise 50 mg/L’ in 24. saatinde
goriilmiistiir. Konsantrasyon artigina bagli olarak A. salina’da Ag birikimi artmistir.10
mg/L ‘de Ag birikimi 5 ve 25 mg/L’dekine benzer sonuglar gosterirken, siire artisina
paralel olarak A.salina’larin biinyelerinde biriktirdigi Ag-NP tekrar atik olarak ortama

salmalar1 sonucu, birikimin azaldig1 dikkat ¢cekmektedir.

Cizelge 4.5. Konsantrasyonun Ag-NP birikimine etkisi

Konsantrasyon

Kontrol 0.2 1 5 10 25 50 Standart
mg/L mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L  hata
Ag 0,31a 187b 369c 589d 6,37de 6,86e 7,65f 0,25
(ug/g)
(Not: Farkli harfleri alan ortalama degerler arasinda istatiksel olarak farklilik varken, en az bir harfi ortak
paylasan gruplarin ortalama degerleri arasinda farklilik yoktur p<0,05).
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Cizelge 4.6. Maruziyet siiresinin Ag-NP birikimine etkisi

Maruziyet siiresi

24 saat 48 saat 72 saat Standart hata

Ag (ug/g) 5,30 C 461D 4,09 a 0,16

(Not: Farkli harfleri alan ortalama degerler arasinda farklilik varken, en az bir harfi ortak paylasan gruplarin
ortalama degerleri arasinda farklilik yoktur. p<0,05).

Kurutulmus R. ribes govde ekstraktindan sentezlenen AQ-NP’lerin  birikim ve

eliminasyon sonuclari

Kurutulmus R. ribes govde ektrakti kullanarak sentezlenen Ag-NP’lerin Ag (ug/Q)
birikim ve eliminasyon ortalama degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Veriler
incelendiginde kurutulmus R. ribes gévde ekstraktindan elde edilen Ag-NP’lerin oransal
olarak daha fazla birikim yaptiklar1 gorilmiistiir. Cizelge 4.6’daki degerler
incelendiginde 72. saate dogru birikimin azaldigi ve tiim uygulama siirelerinde

konsantrasyon artigina paralel organizmada NP birikiminin arttig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.7. Kurutulmus R. ribes gévde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’lerin A.
salina bireylerinde birikim ve eliminasyon degerleri (ug/g).

Gruplar 24. saat 48. saat 72. saat Eliminasyon
Kontrol 0,21+0,51 0,26+0,34 0,37+0,75 0,43+0,10
0,2 mg/L 1,06+0,20 1,87+0,52 2,62+0,24 2,09+0,76
1 mg/L 3,9240,75 4,41+0,64 5,24+0,81 4,07+0,70
5 mg/L 7,10+£0,46 6,51+0,51 5,88+0,84 4,17+0,71
10 mg/L 8,92+0,40 7,82+1,16 6,27+0,54 5,62+0,80
25 mg/L 9,71+0,17 8,34+1,14 6,69+0,41 5,86+0,76
50 mg/L 11,26+0,65 8,81+0,87 7,28+0,71 6,14+1,05

Ayrica istatiksel analiz sonucunda konsantrasyon artisinin ve Ag-NP ile etkilesim
siiresinin birikim tizerinde 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05). Kurutulmus R.
Ribes ’den elde edilen NP’ler de kontrol disinda en diisiik birikim 0.2 mg/L’de 72. saatte,
en yiiksek birikim 50 mg/L’de 24. saatte goriilmiistiir. Genel olarak birikim ag¢iklanacak
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olursa 10 mg/L ‘dan 25 mg/L’ye gegis disindaki konsantrasyonlarda birikimin arttigi
goriilmiistiir. Tim konsantrasyonda en yiiksek birikim 24. saaatte meydana gelirken en
diisiik 72. saatte goriilmiistiir. Siire artisina paralel olacak sekilde birikim azaldig: dikkat
¢ekmektedir (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. Konsantrasyonun Ag-NP birikimine etkisi

Konsantrasyon

Kontrol 0,2 1 5 10 25 50 Standart
mg/L  mg/L mg/L  mg/L mg/L mg/L hata
Ag 0,28 a 1,85b 4,552c 6,50d 7,67e  824e 9,11f 0,22
(ug/g)
(Not: Farkli harfleri alan ortalama degerler arasinda farklilik varken, en az bir harfi ortak paylasan gruplarin
ortalama degerleri arasinda farklilik yoktur énemlidir. p<0,05).

Cizelge 4.9. Maruziyet siiresinin Ag-NP birikimine etkisi

Maruziyet siiresi

24 saat 48 saat 72 saat Standart hata

Ag (ug/g) 6,02 ¢ 5,43 b 491a 0,13

(Not: Farkli harfleri alan ortalama degerler arasinda farklilik varken, en az bir harfi ortak paylasan gruplarin
ortalama degerleri arasinda farklilik yoktur. p<0,05).

Her iki NP i¢in eliminasyon oranlar1 degerlendirildiginde 72 saat reaksiyon sonrasinda,
hicbir uygulama yapilmamis ve aym fiziksel 6zellikteki deniz suyu icerisine alinan
A.salina’larda eliminasyon ( +24 saat) analizi yapilmig ve sonuglar istatiksel olarak
karsilastirilmstir (T- testi). Artemia salinalarin her konsantrasyondaki Ag-NP’leri %20
ila %30 arasinda bir degerde viicuttan uzaklastirdig1 goriilmiistiir( (bkz. Cizelge 4.4 ve
4.7). Fakat istatiksel analiz sonucuna gore 72. saat birikim ve eliminasyon degerleri

arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Maruziyet siiresinin artigina bagli goriilen birikimdeki azalmanin nedeni NP’ lerin, yiiksek
tuz c¢ozeltilerine maruz kaldiginda, aglomerasyon olusturmasindan kaynakli olabilecegi
diisiiniilmektedir. NP malzemesine, boyutuna ve ylizeyine bagli olarak, aglomerasyon

aninda veya birkag giin i¢inde gergeklesebilir. Partikiiller kiimelestiginde, ¢ok daha biiyiik
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partikiillar gibi davranirlar ve hiicre i¢in alimlar1 zorlastig1 gibi hizli ¢okelme hizlarina

sahip olabilirler (Anonim, 2019).

4.2.3. Faz kontrast mikroskobu analiz sonuc¢lar

Deneyde kullanilan tiim canli organizmalarin NP’ler ile olan etkilesimlerini gormek i¢in
yapilan faz kontrast mikroskobik analizi sonucunda elde edilen gorsellere gore;
zooplanktonik organizma olan A. salina organizmalarinin ortamda bulunan NP’leri
stizerek aldiklar1 ve viicut igindeki organlarin pargaciklarla dolu olduklar1 agikca
goriilmektedir (Sekil 4.42 ve Sekil 4.43). Ag-NP’ler faz kontrast mikroskobu ile gozle
goriilmezler ancak kiimelesmeye meyilli olan Ag-NP’ler organda bulunan besinlere veya
organik Kirleticilere yapisarak organizma iginde bulunurlar. A. salina bireylerin viicutlari
saydam goriiniimde olduklar1 i¢in faz kontrast mikroskubu ile organizma i¢inde bulunan
her sey siyah renk olarak goriiniir. Kontrol ile karsilagtirma yapmak i¢in deney grubundan

sadece bir goriintii kullanilmistir.

a) b)

200 Eml'"! 200 pm

Sekil 4.42. Kurutulmus P. kesrouanensis gévde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-
NP’lerin faz kontrast mikroskop goriintiisii a) kontrol b) 72.saat 50 mg/L ‘de uygulamaya
maruz birakilmis A. salina
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Sekil 4.43. Kurutulmus R.ribes gévde ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-NP’lerin faz
kontrast mikroskop goriintiisii a) kontrol b) 72.saat 50 mg/L ‘de uygulamaya maruz
birakilmig A. salina

4.2.4. Metal iyon salim sonuglar:

Cevresel ve biyolojik ortamda, Ag-NP'ler sayisiz transformasyon gecirir. Digerlerinin
yani sira, ¢oziinme, Ag-NP'lerin davranisini ve etkisini belirleyen énemli siire¢lerden
biridir. Bir¢ok calismada farkli deney kosullari altinda Ag-NP'lerin ¢oziinme kinetigini
arastirllmistir. Bu calismalar, Ag-NP'lerin ¢6ziilmesinin fizikokimyasal 6zelliklerine
(6rnegin, boyut, sekil, ylizey kaplama vb.), konsantrasyona, agregasyona ve ¢evreleyen
ortamin 6zelliklerine (6rn., Sicaklik, natural organik maddenin varlig1 ve ligand tipi ve
konsantrasyonu vb.) bagli oldugunu gostermistir (Sikder ve ark., 2018).

Biyodeneyde kullandigimiz A. salina oganizmalarin bulunduklari ortamdan su drnekleri
alinarak Ag-NP’lerin her iki ortamdaki iyon salimlar1 incelenmistir. Bu kapsamda deniz
suyunun (A. salina organizmalarin bulundugu ortam) bulundugu ortamlarda NP’lerin
¢ozlinmelerine bagli olarak ortama (medium) saldiklart Ag metali iyon analizleri ICP-MS

ile yapilmis ve sonuglar ppb (ng/L) olarak asagida verilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes govde ekstrakti kullanarak
sentezlenen Ag-NP’nin ortama verdigi Ag+ iyon miktar1 (ug/L)

Gruplar | P.kesrouanensis Ag-NP R. ribes Ag-NP

24.h 48.h 72.h 24.h 48.h 72.h
Kontrol | 16 44 16.9 16.7 17.9 17.9 19.1
0,2 mg/L | 25.92 29.1 62.4 23.7 29.3 33.2
1 mg/L 27.36 30.5 87.3 36.2 50.4 56.6
5 mg/L 335.4 422.9 427.6 323.3 315.4 374.8
10 mg/L | 455.9 483.0 470.2 443.8 459.7 473.8
25mg/L | 470.4 494.6 586.6 448.1 478.7 491.2
50 mg/L 513.7 575.0 616.3 472.6 502.3 522.5

Deneysel ¢alismada kullandigimiz Ag-NP’lerin 0.2 ve 1 mg/L konsantrasyonlardaki
gruplarda fazla iyon salimi olmamustir. 5 mg/L’den baslayarak her konsantrasyonda iyon
salim1 hem konsantrasyon artigina bagli olarak ve hem de zamana bagli olarak artmustir.
Arulvasu ve ark., (2014) kiiresel ve 30-40 nm araligindaki kimyasal sentez Ag-NP’lerin
A.salina’daki toksisitesi arastirmig ve 24 saat maruziyet siiresi sonunda minimum 2 nM
konsantrasyonda mortalite % 16, 4 nM, 6 nM ve 8 nM'da konsantrasyon arttik¢a mortalite
yaklasik% 33,% 36,6 ve% 43 ‘e ulasmustir. A.salina popiilasyonunun yaklasik% 53.3"4
ve % 66.6's1, 10 nM ve 12 nM test konsantrasyonlarinda konsantrasyonun maksimuma
c¢ikarilmasindan dolay1 6liim oraninin arttigini belirtmislerdir. 48 saat reaksiyon siiresi

sonunda ise bu oran %93’lere ulasmistir.
4.3. Hiicre Kiiltiirii Analiz Sonug¢lar:

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes gévde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP’lerin in
vitro biyouyumluluk caligmasi, MTT testi kullanilarak HUVEC (insan umbilikal ven
endotel hiicreleri) hiicreleri iizerinde 24 saat siire ile degerlendirildi. ilk olarak, HUVEC
hiicreleri, hem P.kesrouanensis’nden elde edilen Ag-NP ile hem de R.ribes’den
sentezlenmis NP’ler ile bir doza bagimli olarak (1-100 pg/mL) inkiibe edildi Alinan
sonuclar % canli hiicre oraninin konsantrasyona karsi ¢izilen grafigi ile verilmistir (Sekil

4.44 a-b).
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Sekil 4.44. MTT reaktifleri kullanilarak hiicre canlilig1 deneyi. HUVEC hiicresinde MTT
reaktifi ile yapilan in vitro anti -proliferatif test a) Kurutulmus P.kesrouanensis b)
Kurutulmus R. ribes

Kurutulmus P.kesrouanensis ve R. ribes govde ekstraktindan sentezlenen Ag-NP ‘ler 100
ug /mL ¢ de sirastyla % 87,3 ve % 83,4 oraninda sitotoksik etki gostermistir. R. ribes ‘den
sentezlene Ag-NP’lerin 1, 5 ve 50 pg/mL’de hiicre poliferasyonunu, P.kesrouanensis’e
gore daha az baskiladigi goriilmiistiir. Her iki uygulamadaki konsantrasyonlar arasi
farklar istatiksel olarak karsilastirilmis ve P.kesrouanensis ekstraktindan sentezlenen
NP’lerin hiicre {izerindeki stotoksisitesinin konsantrasyona bagli oldugu ve
konsantrasyonlar arasindaki sitotoksik etkinin istatiksel olarak Onemli oldugu
bulunmustur. R.ribes ekstraktindan sentezlenen NP’ler de 5ug/mL’lik konsantrasyonun
hiicreler tizerindeki etkisi 1 pg/mL’de ve 50 pg/mL’de ile benzer sonuglar gosterirken
100 pg/mL’de hiicre poliferasyonunun oldukga azaldigi goriilmiistiir (Cizelge 4.11).
Sonuclar elde edilen Ag-NP’lerin diisiik konsantrasyonlarda HUVEC hiicresi icin

biyouyumlu olabilecegini gostermistir.

Cizelge 4.11. P.kesrouanensis ve R. ribes bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen Ag-
NP'lerin MTT absorbans degerleri

1 pg/mL 5 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
P.kesrouanensis  0.569+0.037 0.533+0.037 0.350+0.027 0.807+0.006
a b C d
R. ribes 0.680+0.079 0.632+0.097 0.574+0.037 0.105+0.100
a ab b C

(Not: Farkli harfleri alan ortalama degerler arasinda farklilik varken, en az bir harfi ortak paylasan gruplarin
ortalama degerleri arasinda farklilik yoktur) p<0.05
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Mukherjee ve ark., (2014) Olex bitki ekstraktindan elde ettikleri Ag-NP’lerin normal ve
kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksisitesini degerlendirdikleri calismada biyosentez Ag-
NP'ler A549: insan akciger kanseri hiicre ¢izgileri, B16: fare melanom hiicre ¢izgisi ve
MCF7: insan meme kanseri hiicrelerine karsi anti-kanser aktivite gosteriken bu NP’ler,
30 uM’da si¢an kardiyomiyoblast normal hiicre hattinda (H9C2) hafif sitotoksik etki
gosterimis, insan ven endotel hiicrelerine (HUVEC) ve Cin hamsteri yumurtalik
hiicrelerine karsi (CHO) biyolojik olarak uyumlu bulunmustur. Kimyasal yolla elde
etikleri Ag-NP’lerin kanser hiicreleri iizerindeki antikanser etkisi biyosentez yontemiyle
elde edilen NP’lere gore daha az bulunmustur. Ahmad ve ark., (2015) fare
makrofajlarinda biyosentez yontemiyle elde edilen 3-8 nm kiiresel Ag-NP’lerin, 10-1000
pg/mL araliginda konsantrasyonlari kullanarak yaptigi sitotoksisite ¢alismasinda , 80 g/
mL'den daha diisiik bir konsantrasyonda daha az sitotoksik etki gosterdigini
belirtmislerdir. AshaRani ve ark., (2009) akciger fibroblastlar1 i¢in benzer sonuglar

bildirmistir ve NP'lerin sitotoksitenin konsantrasyona bagli oldugunu belirtmislerdir
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5. SONUC

Biyosentez yontemi ile Ag-NP sentezlenmesi ve sentezlenen NP’lerin hiicre {izerinde
sitotoksik ve akuatik ortamda toksik etkisinin arastirilmasi lizerine yapilan tez ¢alismasi
birka¢ bolimden olugsmaktadir. Bunlardan ilkini olusturan boliimiinde P. kesrouanensis
bitkisi yaprak ve govde boliimiinden R. ribes bitkisinin ise tohumlarinda olusan kiiflenme
nedeniyle sadece govde kismi taze ve kurutulmus olarak Ag-NP biyosentez ¢alismasinda
kullanilmistir. Ag-NP biyosentezi i¢in UV-vis sonuglar1 degerlendirilerek istenilen
boyutta partikiil elde etmek i¢in optimum kosullar ayarlanmistir. NP’ler ImM AgNOs3
kullanilarak taze ve kurutulmus P. kesrouanensis bitkisi i¢in 1/9 (bitki/AgNO3) oraninda,
R.ribes bitkisi i¢in 1/3 (bitki/AgNO3) oraninda 37 °C’de sentezlenmistir. pH degeri
NP’lerin olusumu tizerindeki en 6nemli faktorlerden biridir. Bu kapsamda deneyde
kullanilan bitkilerin kendi pH degerlerinde NP olusumunu degerlendirmek i¢in pH’da
herhangi bir degisiklik yapilmamistir. Biyosentez asamalarinda kullanilan bitki
ekstraktlar1 pH degerlerinde farklilik gostermistir. Taze P. kesrouanensis bitki ekstraklari
icin govde pH degeri 6.10 ve yaprak pH’s1 ise 5.98 olurken R. ribes bitkisinde ise pH 3.15
olmustur. Kurutulmus 6rneklerde ise P. kesrouanensis gévde pH’s1 6.20 ve yaprak pH’s1
6.07 olurken R. ribes pH’s1 3.30 olarak elde edilmistir. Ag-NP olusumunu gosteren kizil-
kahve-gri renk degisimi P. kesrouanensis ‘nde ilk 15 dk i¢inde gerceklesirken, R. ribes
bitki ekstraktinin oldukga asidik pH’ya sahip olmasi1 reaksiyon siiresini uzatmis ve ilk 6.
saatten sonra renk degisimi meydana gelmistir. Caligmada asidik ortamin Ag-NP
olusumu i¢in reaksiyon siiresinin uzattigt ve boyut araligmmi arttirdii gorilmiistiir.
Bununla birlikte bitkilerin kuru ve taze haldeki tim bolimlerinden Ag-NP basarili bir

sekilde sentezlenmistir.

Ikinci béliimde liyofilizasyonda kurutularak elde edilen NP’lerin boyutlari, sekilleri,
stabiliteleri, kristal yapilari, zeta potansiyelleri ve Ag-NP'lerin indirgeyici, kaplayici ve
stabilize edici ajan olarak etki eden bitki biyomolekiilleri TEM, SEM, XRD, DLS, FT-
IR, yontemleriyle karakterize edildi. Bu sonuglara gére kurutulmus P. kesrouanensis ve
R. ribes govde ekstraktindan elde edilen Ag-NP’lerin sahip olduklar dar boyut dagilima,
yiiksek stabilite ve kristal yapilarindaki kirliligin az olmas1 gibi nedenlerden 6tiirii diger

bitkilere kiyasla Ag NP’nin yesil sentezi i¢in daha uygun oldugu goriilmiistiir.
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Uciincii boliimde kurutulmus P. kesrouanensis ve R.ribes gévde ekstraktindan elde edilen
Ag-NP’lerin akuatik toksisitesini degerlendirmek i¢in zooplankton tiirlerinden olan ve
tuzlu suda yasayan A. salina organizmalar1 kullanildi. Belirli sayida A. salina tizerine
kontrol grubu hari¢ 6 farkli konsantrasyonda Ag-NP’ler 24, 48, 72 saat siireyle 3 tekrarl
olacak sekilde toksisite deneyi basarili bir sekilde uygulandi. Elde edilen her iki NP’de
birikimin konsantrasyon artisina bagh olarak arttigi goriildii. Her iki NP’de maruziyet
stiresi arttikga birikim azaldi. Uygulama yapilan tiim organizmalarda viicuda alinan
NP’lerin eliminasyon analiziyle %20-30 arasini viicudundan uzaklastirildigi belirlendi.
Yasam oranlar1 incelendiginde 72. saatte ve yiiksek konsantrasyonlarda birey sayisinda
onemli bir azalma oldugu goriildi. Bu azalma R.ribes ‘den elde edilen Ag-NP uygulanan
bireylerde daha fazla olmustur. Deniz suyu ortaminda bulunan Ag-NP’lerin ortama metal
iyon salimlar1 ICP-MS analiziyle incelenmis, siire artisina ve konsantrasyon artisina bagli

Ag" iyon salimi artmugtir.

Dordiincii boliimde ise Ag-NP’lerin hiicre kiiltiir ortaminda HUVEC hiicresi ile etkilesimi
MTT analizi ile incelenmistir. HUVEC hiicrelerinin proliferasyon egrileri MTT yontemi
ile ¢ikartilmistir. P. kesrouanensis *den elde edilen Ag-NP’ler 50 pg/mL’de %45.7, 100
ug/mL’de ise %87.3 oraninda, R.ribes dan elde edilen Ag-NP’ler ise 50 pg/mL’de %12.1,
100 pg/mL’de %83.4 oraninda, sitotoksik etki gostermistir. Her iki NP 100 pg/mL’de
oldukca sitotoksik etki gosteritken 1 ve 5 pg/mL’de hiicrelerle biyouyumlu oldugu

gorilmiistiir.
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