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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

GRAFEN OKSIT-GUMUS NANOPARTIKUL KOMPOZIT YAPILARIN
SENTEZi, ANTIBAKTERIYEL VE ANTIOKSIDAN OZELLIiKLERININ
ARASTIRILMASI

SELIM ISILDAK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS)

Nanoteknoloji, yaklasik 1 ile 100 nm arasinda degisen parcaciklarin yapisinin sentezi,
stratejisi ve manipiilasyonu ile ilgilenen modern bir arastirma alanidir. Gilimiis
nanopartikiiller ise antiseptik ve dezenfektan olarak uzun bir kullanim ge¢misine sahiptir.
Virtisler, bakteriler ve mantarlar gibi mikroorganizmalarin glikoprotein / protein
icerigindeki disiilfiir baglariyla etkilesime girebilmektedir. Diger taraftan, son
zamanlarda, grafen bazli materyaller gelecek vadeden antibakteriyel maddeler olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Grafen oksit (GO) ve indirgenmis GO (rGO) gibi kimyasal olarak
modifiye grafit yapilarin birgok patojeni inhibe etme kapasitesinin oldugu bilinmektedir.
Bu calisma ile, biyolojik olarak karabiber ekstraktindan sentezlenmis glimiis
nanopartikiillerin ve grafen yapilarin bir araya getirilmesi ile olusan kompozit yapilar ile
meydana gelmesi disiiniilen sinerjik etkinin ortaya c¢ikaracagi antibakteriyel ve
antioksidant aktivite degisikligini belirlemek amaglanmistir. Grafen, ticari olarak satin
alindi. Giimiis nanopartikiiller, karabiber kullanilarak mikrodalga destekli sentezlendi.
Sentezlenen grafen ve nanopartikiil yapilar, UV-Vis, SEM ve EDS gibi gesitli analitik
yontemlerle karakterize edildi. Bakterilerin grafen ve giimils nanopartikiil
nanokompozitlere karsi duyarliliklar1 agar difiizyon yontemi ile belirlendi. Ayrica, bu
nanokompozitler, serbest radikal siipiirme aktivitesine (DPPH), gii¢ aktivitesine (FRAP)
ve ABTS" radikal temizleme aktivitesine maruz birakildi. Sonug olarak, tarafimizdan
sentezlenen grafen ve yesil sentez glimiis nanopartikiillerin kombinasyonunun
antibakteriyel ve antioksidan aktivitelerde kayda deger farkliliklara neden oldugu
gozlendi.

2019, 39 SAYFA
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ABSTRACT

MASTER THESIS

SYNTHESIS OF GRAFPHENE OXIDE-SILVER NANOPARTICLE
COMPOSITE STRUCTURES, INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL AND
ANTIOXIDANT PROPERTIES

SELIM ISILDAK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. MAHFUZ ELMASTAS)

Nanotechnology is a modern field of research interested in the synthesis, strategy and
manipulation of the structure of particles ranging from about 1 to 100 nm. Silver
nanoparticles have a long history of use as antiseptic and disinfectants and can interact
with disulfide bonds in the glycoprotein / protein content of microorganisms such as
viruses, bacteria and fungi. On the other hand, recently, graphene-based materials have
emerged as antibacterial substances in the future. It is known that chemically modified
graphite structures such as graphene oxide (GO) and reduced GO (rGO) have inhibiting
capacities for many pathogens. In this study, we aimed to determine the antibacterial and
antioxidant activity changes that will result in the synergistic effect which is expected to
occur with the composite structures formed by combining the silver nanoparticles
synthesized biologically from the plant extract and the graphene assemblages. Graphene
was prepared from natural graphite according to a novel route developed in our lab. Silver
nanoparticles were performed using plant extract in a microwave assisted synthesis way.
The synthesized graphenes and nanoparticles structures were characterized by various
analytical methods such as Uv-VIS, SEM, and EDS. The sensitivities of the bacteria to
the graphene and silver nanoparticle nanocomposites were determined by the agar disk
diffusion method. In addition, these nanocomposites were subjected to Free radical
scavenging activity (DPPH), reducing power activity (FRAP) and ABTS" radical
scavenging activity. As a result, it was revealed that the combination of synthesized
graphene and biosynthesized silver nanoparticles caused noteworthy changes in
antibacterial and antioxidant activities.

2019, 39 PAGE
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ONSOZ

Grafen oksit-giimiis nanopartikiil kompozit yapilarin sentezi, antibakteriyel ve
antioksidan oOzelliklerinin arastirilmasi konu baslikli Yiiksek lisans tez c¢alismam
stiresince bilgi birikimi ve deneyimini benden esirgemeyen ¢ok degerli danigman hocam
Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAS’a sonsuz saygi1 ve siikranlarimi sunarim.

Bu calismanin yerine getirilmesine imkan saglayan Fen Fakiiltesi Dekanligina, Fen
Bilimleri Enstitlisiine, Kimya Boliimii Bagkanina ve boliimiimiiziin degerli 6gretim
tiyeleri ile asistanlarina,

Ayrica yasadigim her tiirlii zorluga ragmen hicbir destegi benden esirgemeyen sevgili
aileme ve her zaman destegini yanimda hissettigim sevgili esim Sevde ISILDAK’a ve
anlayisi ile bana destek olan oglum Asim Safa ISILDAK ’a biitiin i¢tenligimle tesekkiirii

bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji kavrami, Tokyo Bilim Universitesi Profesérii Norio Taniguchi (Taniguchi,
1974) tarafindan ortaya atilmis olsa da, nanoteknoloji fikri fizik¢i Prof. Richard Feynman
tarafindan "there’s plenty of room at the bottom" (Feynman, 1959) adli eserinde ortaya
cikmustir (Feynman, 1959; Taniguchi ve ark., 1974). Nanoteknoloji, modern malzeme
biliminde ortaya ¢ikan en 6nemli aragtirma alanlarindan biridir. Nanopargaciklar, bilimin
her asamasinda kullanilmakta ve ayni zamanda insan yasamia etki etmektedir.
Nanopartikiiller, 1-100nm arasinda degisen en basit yapilardir. Bu nanopartikiiller, biiyiik
bir yiizey alani-hacim orani ve yliksek ylizey enerjisi gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir
(Albanese ve ark., 2012). Nanopartikiiller boyutlarina, sekillerine ve boyut dagilimlarina
bagl yeni fizikokimyasal, manyetik ve optoelektronik 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi
¢cekmektedir (Shah ve ark., 2015). Nanopartikiiller ayrica, kii¢iik boyut, sekil ve pargacik
dagilimi gibi spesifik Ozelliklerine dayanarak tamamen yeni O&zellikler gosterir.
Nanoteknoloji, yaklasik 1 ila 100 nm arasinda degisen parcaciklarin yapisinin sentezi,
stratejisi ve manipiilasyonu ile ilgilenen modern bir aragtirma alanidir. Nanopartikiillerin
ve nanomateryallerin yeni uygulamalari, boyutlarina, dagilimlarina ve morfolojilerine
gore degisen tamamen yeni veya gelismis Ozellikleri nedeniyle c¢esitli alanlarda hizla
biiyiimektedir. Saglik, kozmetik, biyomedikal, gida ve yem, ilag-gen dagitim, cevre,
saglik, mekanik, optik, kimya endiistrileri, elektronik, uzay endiistrileri, enerji bilimi,

kataliz gibi bir¢ok alanda hizla uygulama alan1 bulmaktadir (Ahmed ve ark., 2016).

Genel olarak, metalik nanopargaciklar iki yontemle iretilir, ilk yontem “bottom-up”
(asagidan bir malzemenin birikmesi) ve “top-down” (nano boyutlu partikiil elde etmek
igin bir y1gin haldeki malzemenin pargalanmasi veya art arda kesilmesi) yontemleri ile
elde edilirler (Husen ve Siddigi, 2014). “Bottom-up” yaklasimi, indirgeyici ajan ve
enzimler gibi Katalizorlerin, katalizoriin kendisi tarafindan kontrol edilen nanoyapilari
sentezledigi homojen bir sistem olarak ortaya ¢ikan gelismis bir nanoyapi sentezleme
sistemidir. Bununla birlikte, " top-down " yaklasim, genel olarak malzeme yigin hali ile
calisir ve nano dlgiiye boyut kiiciiltme 6rnegin termal ayrisma, mekanik taslama, kesme
ve puskiirtme gibi gesitli yontemler ile saglanir. Bu yontemin en biiyiik sorunu yiizeyde
meydana gelen yapisal kusurlaridir. Bu tiir kusurlarin metalik nanopartikiillerin fiziksel

ozellikleri ve yiizey kimyasi iizerinde énemli bir etkisi vardir. AgNP'lerin sentezi i¢in



kimyasal yontemler (Sotiriou ve Pratsinis, 2010; Zhang ve ark., 2011; Roldan ve ark.,
2013); fiziksel yontemler (Tien ve ark., 2008; EI-Nour ve ark., 2010; Asanithi ve ark.,
2012) ve biyolojik yontemler (Husen ve Siddiqi, 2014; Siddigi ve Husen, 2016b; 2016a)
olmak tizere ¢esitli yontemler mevcuttur. Kimyasal sentez yontemi, kimyasal indirgeme,
elektrokimyasal, 1s1nlama destekli kimyasal ve piroliz yontemleri olarak siniflandirilabilir
(Zhang ve ark., 2007). AgNP’lerin ¢ozelti igindeki sentezi, metal Onciisii, indirgeyici
ajanlar ve dengeleyici veya kaplayici ajanlar gerektirir. Yaygin olarak kullanilan
indirgeyici ajanlar askorbik asit, alkol, borohidrit, sodyum sitrat ve hidrazin bilesikleridir

(Siddiqi ve ark., 2018).

AgNP'lerin bitki o6zlerinden ve/veya mikroorganizmalardan biyolojik olarak
sentezlenmesi, alternatif bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmuistir, ¢linkii bu yollar kimyasal
ve fiziksel sentez yontemlerine gore birkag avantaja sahiptir. Ayni zamanda, bu rotalarin
basit, uygun maliyetli, ¢cevre dostu ve yiiksek verim ve / veya lretim i¢in kolayca
Olceklendirilebildigi bir gercektir. Bakteriler, mantarlar, maya, bitki ve alg 6zleri gibi
biyolojik maddeler kullanilarak metal ve metal oksit nanoparcaciklarinin biyosentezi
nanoteknoloji alaninda popiilerlik kazanmistir (Siddigi ve ark., 2018).Tehlikeli kimyasal
madde icermemesi nedeniyle, bitki kaynakli nanopartikiil sentezi yesil bir kimya
yaklagimi olarak kabul edilmistir. Bu yaklagim sadece basit, giivenilir ve uygun maliyetli
degil, aym zamanda c¢evre dostudur (Ghosh ve ark., 2012). Bitki sistemleri,
nanopartikiillerin yesil sentezi i¢in kimyasal ve fiziksel prosediirlere uygun alternatifler
olarak biiyiik dikkat ¢ekmistir. Aksine, kimyasal yontemlerle nanopargacik sentezinde,
toksik olan ve ¢evre dostu olmayan indirgeyici, dengeleyici veya kapaklayict maddeler
olarak kimyasallar kullanir (Iravani, 2011). Nanopargaciklarin bakteriler (He ve ark.,
2008), mantarlar (Bhainsa ve D'souza, 2006), mayalar (Gericke ve Pinches, 2006) ve
virisler (Khan ve ark., 2013) kullanilarak biyolojik olarak sentezi rapor edilmistir.
Bununla birlikte, hiicre kiiltiirlerinin bakimi, daha uzun kulucka siiresi ve dogada
patojenite gibi nanopartikiillerin mikrobiyal sentezi i¢in bazi eksiklikler vardir (Prathna
ve ark., 2011; Pantidos ve Horsfall, 2014). Buna karsilik, bitkiler, nanoparcaciklarin yesil
sentezi i¢in daha 1yi bir platform saglar; ¢iinkii bitkiler patojenik degildir ve bitki bazl
biyomolekiiller, nanoparcacik sentezinin yliksek oranda kontrollii bir araya

getirilmesinden geger. Bu nedenle, bitki aracili, biyolojik olarak sentezlenmis ve



karakterize edilmis nanopartikiiller, Sekil l.1'de goriildigii gibi genis bir uygulama

alanina sahiptir.
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Sekil 1.1. Bitkilerden nanopartikiil sentezi (Kumar ve ark., 2019)

Glimiis iyonlarmin nanopartikiillere indirgenmesinde ekstraktin igerdigi alkaloidler,
proteinler, enzimler, amino asitler, alkollii bilesikler ve polisakkaritlerin sorumlu oldugu
One siriilmistiir (Kesharwani ve ark., 2009). Giimiis iyonlarinin indirgenmesinde ve
nanopartikiillerin stabilizasyonunda ekstraktta mevcut olan kinol ve klorofil
pigmentlerinin rol oynadiklar1 bildirilmistir. Metal iyonlarinin biyo-rediiksiyonundan,
onlarin biiylimesinden stabilizasyonundan sorumlu olan bitki ekstraktlari igerisindeki

mevcut olasi kimyasal bilesenler sekilde goriilmektedir (Sekil 1.2).

AgNP'nin sentezini etkileyen ana fiziksel ve kimyasal parametreler reaksiyon sicakligi,
metal iyon konsantrasyonu, ekstrakt igerikleri, reaksiyon karisiminin pH's1, reaksiyon
stiresi ve ¢alkalamadir. Metal iyon konsantrasyonu, ekstrakt kompozisyonu ve reaksiyon

stiresi gibi parametreler AgNP'lerin boyutunu, seklini ve morfolojisini biiyiik 6l¢iide



etkiler (Kora ve ark., 2010). Yapilan ¢alismalar sonucunda, bazik ortamda sentezlenen
nanopargaciklarin daha iyi bir stabiliteye sahip olmalarina bagli olarak AgNP sentezi igin
bazik ortamin uygunlugu bildirilmistir (Roopan ve ark., 2013; Rahimi-Nasrabadi ve ark.,
2014; Sadeghi ve Gholamhoseinpoor, 2015). Karistirma zamani ve reaksiyon sicakligi
gibi reaksiyon sartlar1 dnemli parametrelerdir. Biyo-polimer ve bitki 6zleri kullanilarak
AgNP sentezi i¢in pek ¢ok arastirmaci tarafindan 100°C'ye kadar sicakliklar kullanilirken,
mezofilik mikroorganizma kullanimi reaksiyon sicakligini 40°C ile smirlandirmistir.
Sicaklik artis1 (30°C - 90°C), AgNP sentezi hizinin artmasina neden olmaktadir ve ayrica
daha kii¢iik boyuttaki AgNP'lerin sentezini olanak saglamaktadir (Fayaz ve ark., 2009;
El-Rafie ve ark., 2011).
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Sekil 1.2. Metal iyonlarinin indirgenmesinde rol oynayan bitki ekstraktlarinin kimyasal
igerigi (Huang ve ark., 2007; Dubey ve ark., 2009).

Antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle, giimiis nanoparcaciklart saglik endiistrisinde, gida

depolamada, tekstil kaplamalarinda ve bir dizi ¢evresel uygulamada en yaygin sekilde



kullanilmaktadir. Uzun stiredir kullanilmasimma ragmen, giimiisiin toksisitesinin
kanitlarinin  hala net olmadigin1 belirtmek Onemlidir. Gilimiis nanopargaciklarla
hazirlanan tirtinler, Amerika Birlesik Devletlerinde FDA ve diger tilkelerde bulunan test
kuruluglar1 dahil olmak tlizere cesitli akredite kuruluslar tarafindan onaylanmstir.
(Veeraputhiran, 2013). Gilimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zellikleri de hem tip
alaninda hem de giindelik uygulamalarda kullanilmaktadir. Giimiis siilfadiazin kremler
bazen yanik bolgesinde enfeksiyonu onlemek i¢in kullanilir ve bir cihaz iiretici sirket
giimiisii ¢amasir makinelerinde kullanima uygun gordi. Giiniimiizde glimiis,
nanoteknolojinin kullanim alan1 giin gegtikge artmaktadir, bebek emziklerinde, sivilce
kremlerinde, bilgisayar klavyesinde, koku giderici spreyler ve ilaglarin yan1 sira koruyucu
giysi (6rnegin ¢oraplar ve atletlerde) iceren birgok tiiketici tiriiniinde de goriilmektedir.

(Ahmed ve ark., 2016).

Patojenlerin ilag tedavisine karsi direnci halk sagligi i¢in ciddi bir problem haline
gelmistir; Bu nedenle, yeni bakterisitler ve viriisii 61diiriicli ajanlar gelistirmek i¢in giiclii
bir gereklilik vardir. Glimiis antiseptik ve dezenfektan olarak uzun bir kullanim gegmisine
sahiptir ve viriisler, bakteriler ve mantarlar gibi mikroorganizmalarin glikoprotein /
protein igerigindeki disiilfiir baglartyla etkilesime girebilmektedir.  Gilimiis
nanopartikiiller ve giimiis iyonlar, disiilfiir baglarina miidahale ederek
mikroorganizmanin iglevsel islemlerini bloke ederler ve proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinm
degistirebilirler(Rai ve ark., 2009; Sadeghi ve Gholamhoseinpoor, 2015).
Nanopartikiillerin biyosentezi kimyasal ve fiziksel yontemlere gore lstiinliik saglamasi,
uygun maliyet de olmasi, cevre dostu, biiyiikk Olcekli sentez icin kolayca
Olceklendirilebilmesi ve yiiksek enerji, basing, sicaklik ve toksik kimyasallarin
kullanilmasina gerek olmamasi gibi 6zellikler nedeniyledir (Zhang ve ark., 2010). Giimiis
nanopartikiillerin sentezleri i¢in bakteriler, mantarlar, bitki 6zleri ve enzimler gibi
cevresel olarak iyi huylu materyallerin kullanim, sentez protokolii i¢in toksik kimyasallar
kullanmadiklar i¢in farmasoétik ve diger biyomedikal uygulamalar i¢in ¢evre dostu ve

uyumlulugun sayisiz faydasini sunmaktadir.

Fitojenik nanopartikiiller, antimikrobiyal, antikanser, serbest radikal temizleyici ve
buhar1 algilayan ajanlar olarak kullanilir. Bu nanopartikiiller ayrica metalik iyon

tespitinde, organik sentez reaksiyon katalizinde, organik boyalarin ve nitro-organik



kirleticilerin katalitik indirgenmesinde kullanilir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin
gelistirilmesinin 6nem tasidig1 cesitli mikrobiyal sistemlerde kullanilan ilaca direngli
Ozelliklerde bir artis vardir. Metalik nanoparcaciklar, antibakteriyel, antifungal ve
antiviral aktiviteleri i¢in zaten bildirilmis olan glimiis ve altin basta olmak iizere,
antimikrobiyal potansiyelleri i¢in ¢ok uygundur (Rai ve ark., 2009). Gilimiis
nanopartikiiller, tibbi ve tiikketim tirtinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ravindra ve
ark., 2010).

Karbon nanomalzemelerin sadece son yillarda gergeklestirilen arastirmalarda ¢okga
bahse konu olmasi degil, ayn1 zamanda nanoelektronik, plazmonik ve fotonik, uygulamal
arastirma, miithendislik ve enerji depolama gibi temel arastirmalar da dahil olmak iizere
cesitli alanlarda birgok insan faaliyeti i¢in 6nemli hale gelmistir (Bao ve Loh, 2012;
Woujcik ve Monty, 2013). Karbon nanotiiplerin kesfedilmesinden sonra, son zamanlarda
cesitli kesfedilen nanoyapili karbon allotroplari ile sonuglanan farkli karbon morfolojileri

hakkinda daha fazla arastirma gerceklestirildi.

Fulleren C60 (buckyball'lar veya buckminsterfullerene), ¢esitli bilim ve miihendislik
alanlarina ilgi ¢eken, nanoyapili bir karbon allotropudur. Fullerene ve tiirevleri, benzersiz
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle malzeme biliminde ¢ok biiyiik bir potansiyele
sahiptir. Fulleren 1985 yilinda Kroto ve digerleri tarafindan kesfedilmis olmasina ragmen,

hazirlik siireci heniiz tam olarak anlagilmamistir (Kroto ve ark., 1985).

1991 yilinda lijima, elektron mikroskobu kullanarak karbon nanotiiplerin (CNT'ler)
tanitilmasiyla nanoteknoloji alanim1i daha da gelistirdi (lijima, 1991). CNT'ler,
fullerenlerin sentezi sirasinda elektrik arkli bir buharlasma reaktoriinde inert atmosfer
altinda karbon grafitin buharlastirilmasiyla tretilebildi (lijima ve Ichihashi, 1993).
CNT'ler, grafen yapilarin silindirik bir tiip olusturan ve tam bir altigen grafit agindan
olusur. Nanotiiplerin ¢ap1 bir nanometre ile birkag nanometre arasinda degismektedir. Bir
mikrometreden digerine degisen uzunluklar1 ¢aplarindan ¢ok daha biiyiiktiir. CNT i¢in
gelistirilen sentez teknikleri uzun zamandan beri karbon nanotiipleri olusturmak ve
saflagtirmak, ayrica ozelliklerini ve fonksiyonlarmni uyarlamak i¢in olusturulmustur.
Lazerle ablasyon, kimyasal buhar biriktirme ve metal katalizli orantisizlastirma karbon

nanotiipleri tiretmek i¢in birlestirilebilir (Dai ve ark., 1996).



Grafen, grafitin mikromekanik eksfolasyonundan elde edilen tek bir atomik grafit
diizlemidir, yani kovalent bag ile bagl karbon atomlarinin diizgiin, tek tabakali olarak sp?
hibritli bal petegi goriintimiinde bir araya gelmelerinden olusan iki boyutlu petek kafes
icine paketlenmis ve farkli boyutlarda bulunabilmektedir (Geim, 2009; Tiyek ve ark.,
2016). Grafen, altigen bir kafes iceren, bir atom kalinliginda karbon allotropu olan yeni
bir 2D nanoyapr smifidir. Bir karbon atomu altigen kdselerinin her birinde
konumlandirilmistir ve bu onu esnek, ¢ok giiclii, saydam ve elektriksel olarak iletken hale
getirir. Elektrik iletkenliginin bakirdan alt1 kat daha biiyiik oldugu bildirilmistir ve 1s1l
iletkenligi de yiiksektir. Grafen oksit (GO) ise, kenarlarinda karboksilik gruplar1 ve bazal
diizleminde fenol hidroksil ve epoksit gruplari olan bir grafen levhadir (Compton ve
Nguyen, 2010). Grafen temelli malzemeler benzersiz elektronik, termal ve mekanik
ozellikler sergilerler ve nanoelektronik, iletken ince filmler, siiper kapasitorler,
nanosensorler ve nanotip gibi potansiyel uygulamalarda biiyiik umutlar vaat emektedirler
(Geim, 2009; Rao ve ark., 2009; Yang ve ark., 2010).
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Sekil 1.3. Bazi1 nanoyapili karbon allotroplarinin tarihsel gelisimi (Hirsch, 2010)

Grafen materyallerinin sentezlenmesi igin yaygin olan yaklasim, grafen oksit (GO)
kullanimina dayanmaktadir (Dreyer ve ark., 2010). Grafen tiretimi igin bir ¢ok farkl

tiretim yontemi bulunmaktadir (Park ve Ruoff, 2009).
Bunlar siralar isek;

e Eksfoliasyon (mikromekaniksel olarak grafitin tabakalarinin ayrilmast),
e Kimyasal buhar biriktirme yontemi,
e Grafen oksitin indirgenmesi,

o Epitaksiyel biiyiitme olarak siralanabilir.



2. KAYNAK OZETLERI

AgNP'lerin tiretiminde indirgeyici ve stabilize edici ajan olarak bitkilerin kullanimi, hizl,
cevre dostu, patojenik olmayan, kolay ve ekonomik bir yontem olmasi nedeniyle,
biyosentetik siiregler i¢in tek asamali bir teknik saglamasi ve AgNP sentezi igin
indirgeyici ajanlar olarak kullanilan o6nemli fitokimyasallar1 igermesi nedeniyle
gilinlimiizde oldukca dikkat cekmektedir. Farkli boyutlarda NP elde etmek i¢in ¢ok sayida
bitki ekstrakti AgNP sentezi igin kullanilmistir ve bir¢ok calismada bildirilmistir
(Abdelghany ve ark., 2018).

2017 yilinda, Ramkumar ve ark., Garcinia imberti'nin sulu yaprak 6ziitii kullanilarak
AgNP'lerin yesil sentezi gerceklestirildi. UV-vis spektroskopisi analizi, SPR bandinin
420 nm'de oldugunu ortaya ¢ikardi. EDS analizi, AgNP'ler i¢in gii¢lii sinyaller gosterdi.
SEM goriintiisiinden, AgNP'lerin ortalama 27 nm boyutunda kiibik oldugu bulundu
(Ramkumar ve ark., 2017). Niraimathi ve ark., AgNP'leri A. sessilis sulu ekstraktindan
sentezlemis ve Onemli antibakteriyel ve antioksidan aktiviteler gosterdiklerini
buldular.(Niraimathi ve ark., 2013). Ocimum tenuiflorum, Solanum tricobatum, Syzygium
cumini, Centella asiatica ve Citrus sinensis kaynakli Ag NP'ler ayrica S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli ve K. pneumoniae'ye karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi
bulunmustur. Bu ¢alismada nanopartikiillerin en yiiksek aktivitesinin S. aureus ve E.
coli'ye karsi oldugu gozlendi (Logeswari ve ark., 2015). Kolloidal AgNP'lerin
antimikrobiyal aktivitelerinin tek basina bitki ekstraktindan daha yiiksek oldugu bulundu.
Lee ve ark., Ag NP'lerini Dryopteris crassirhizoma'dan sentezledi ve bunlarin B. cereus

ve P. aeruginosa'ya karsi oldukga etkili oldugunu buldu (Lee ve ark., 2016).

Gilinlimiizde, antibiyotiklere kars1 bakteriyel direng, kiiresel 1sinma ve terérizm gibi halk
saglig1 icin kiiresel bir tehdit olusturmaktadir (Graham, 2017). Mikroorganizmalarin
yayllmasina kars1 miicadele etmek icin yeni stratejilerin gelistirilmesinde 6nemli bir
ihtiya¢ vardir, orn. yeni antibiyotikler ve diger terapdtiklerin gelistirilmesi (Bazaka ve
ark., 2015). Geleneksel antibiyotiklerin rasyonel kullanimina olumlu katkida bulunan
alternatif terapiler 6zellikle son zamanlarda arastirmacilarin ilgisini ¢elmektedir. Son
zamanlarda, grafen bazli materyaller gelecek vadeden antibakteriyel maddeler olarak

ortaya ¢ikmistir (Hegab ve ark., 2016). Grafen oksit (GO) ve indirgenmis GO (rGO) gibi



kimyasal olarak degistirilmis grafitler icin gézlenen antibakteriyel aktivite, GO'nun bazal
diizlemleri ve kenarlarinin hidroksil, epoksi grubu ve karbonil gruplar1 gibi eksojen
fonksiyonel gruplarla siislendigi, fiziksel yapinin ve kimyasal islevselligin uygun
kombinasyonuna baglanmistir. Boyle bir nanoyapi ile temas halinde, grafen nano-
tabakalariin keskin kenarlarinin neden oldugu zar stresinin, hiicre zarinda ciddi fiziksel
hasara neden oldugu ve daha sonra bakteriyel membran biitiinliigiiniin kayboldugu
gosterilmistir (Akhavan ve Ghaderi, 2010). Diger nanomateryallerde oldugu gibi, daha
kii¢iik boyutlu nanopartikiillerin (<10 nm) rGO'nun, yiiksek yiizey alaninin ve hiicre zar1
boyunca hareketliligin elverisli kombinasyonu sayesinde daha yiiksek antibakteriyel

aktivite sergiledikleri bulunmustur (Schacht ve ark., 2013).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), gida bozulmalarinda, yagin acilasmasinda
(ransidifikasyon), polimer degradasyonunda ve hiicre zarlarini, protein yapilarini ve
DNA'y1 igeren biyolojik yapilarin hasar gérmesinde énemli bir rol oynar (Ohshima ve
ark., 1998; Antolovich ve ark., 2002; Watts ve ark., 2003; Yin ve ark., 2011; Qiu ve ark.,
2014). Grafen bazli malzemeler, oksidanlarin yiizeylere erisimini kisitlayan iki boyutlu
fiziksel engeller olarak kesfedilmistir, ancak oksidasyon korumada kimyasal maddeler
olarak grafen bazli malzemelerin potansiyeli sistematik olarak ¢ok fazla arastirilmamistir
(Qiu ve ark., 2014). Diisiik sicaklikta oksidasyon korumasi, genellikle Fenton-aktif metal
katalizorleri, malzeme ylizeyleri veya UV radyasyonu varliginda kontrolsiiz ve
istenmeyen bir sekilde molekiiler oksijenin indirgenmesiyle olusan ROS olusumunu imha
etmeyi veya inhibe etmeyi icerir. Karbon nanomalzemeleri ROS'u yiizey reaksiyonlari
yoluyla, cogunlukla heteroatom bolgelerinin bozulmalarini iceren veya gecis metali
safsizliklart yoluyla iiretebilir (Liu ve ark., 2011; Pasquini ve ark., 2013; Ambrosi ve
Pumera, 2014). Karbon malzemeleri tarafindan oksidasyon korumasi, sp? karbon
bolgelerinde radikal eklenti olusumunu igerebilir. Bu da konjuge grafenik omurgadaki
doniisti delokalize eder ve ayrica elektron transferi yoluyla; fonksiyonel gruplardan
hidrojen bagis1 yoluyla, veya gegis metali iyonlarinin selasyonu ve Fenton bazli radikal
olusumun inhibisyonu yoluyla ikinci eklenti olusumunun ardindan radikalin tahrip
olmasina yol agar. (Burton ve Ingold, 1984; Bors ve ark., 1990; Wright ve ark., 2001;
Martinez ve Galano, 2010). Grafen bazli malzemeler, bu 6nemli davranislardan birini

veya daha fazlasin1 gosterebilir, ancak bu dogrulanamamistir ve grafen ailesinin farkl
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tiyelerinin veya farkli radikallere veya ROS'a karsi nispi aktivitesi c¢ok fazla

bilinmemektedir (Qiu ve ark., 2014).

Yapilan ¢alismalar ile, grafenoksit (GO) ve indirgenmis grafen oksitin (rGO) giiclii
antibakteriyel aktivite gosterebilen potansiyeli yapilar olduklari ortaya ¢ikarildi. GO ve
rGO'nun antibakteriyel aktivitesi, grafen nano-tabakalarinin keskin kenarlar1 tarafindan
indiiklenen membran stresine baglanmistir. Ciinkii bu, hiicre zarlarinda fiziksel hasara yol
acarak bakteriyel zar biitiinliigiiniin kaybina ve RNA sizintisina neden olabilir (Akhavan
ve Ghaderi, 2010; Hu ve ark., 2010).

Nanoparikiillerin grafen oksit ile sinerjik etki gostermesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada,
rGO-nAg nanokompozitin antibakteriyel aktivitesinin birka¢ 6nemli insan patojenik
coklu ilaca direngli bakteri, yani Gram-pozitif kokkal Staphylococcus aureus ve Gram-
negatif ¢ubuk seklindeki Escherichia coli ve Proteus mirabilis'e kars1t mekanizmalari
aragtirildi. Bu ¢aligmada, ayni konsantrasyonda (100 pg / ml), rGO-nAg nanokompozitin,
her ii¢ patojene karsi, rGO veya nAg'den 6nemli 6l¢iide daha etkili oldugu ortaya ¢ikarildi
(Prasad ve ark., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman ve sarf malzemeler

Ekipman/Sarf Malzeme Marka
SEM Zeiss EVO® LS 10, Hitachi—SU 1510
Liyofilizator Teknosem TRS
Zetasizer Malvern Nano ZS
UV-Visible Spektrofotometre PGENERAL — T80+
Inkiibator Memmert
Serolojik pipet tabancasi Thermo
Steril pipetler (5,10 ve 25 mL’lik) Lp Italiana Spa
Steril 15 ve 50 mL’lik tiipler Falcon
10, 100, 1000 pL'lik BRAND
mikropipetler
50-1000mL'lik otoklavlanabilir ISOLAB
cam siseler
1-10, 10-100, 100-1000 uL 'lik Brand
tek kullanimlik pipet uglari
0,22 pum ve 0, 45 pm'lik siringa Merck Milipore
filtreleri
Santrifij tiipleri 1, 2, 15, 50 mL Eppendorf, ISOLAB
250-1000mL'lik erlenler ISOLAB
Bitki Ogiitiicii Simbo
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzeme Marka
Grafen MediSen
NaNOs ( Sodyum Nitrat) Sigma-Aldrich
H2S04 (Siilfirik Asit) Merck
KMnO4 (Potasyum Permanganat) Sigma-Aldrich
Miiller Hinton Agar Besiyeri Sigma-Aldrich
H202 (Hidrojen Peroksit) Sigma-Aldrich
AgNO3 (Gilimiis Nitrat) Sigma-Aldrich
DPPH' (2,2-Difenil-1-Pikril Hidrazil) Sigma-Aldrich
K3sFe(CN)g (Potasyum Ferrik Siyaniir) Sigma-Aldrich
TCA Sigma-Aldrich
FeCls (Demir(IT) Kloriir) Merck
ABTS" (2,2'-Azino-Bis 3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Merck
Acid)
K2S,0s (Potasyumpersiilfat) Merck
Etanolikneokuprin Sigma-Aldrich
CH3COONH4 (Amonyum Asetat) Sigma-Aldrich
Metanol Sigma-Aldrich

3.1 Grafen Oksit Sentezi

Caligmada kullanilan grafen yapilar MediSen Ltd. sti. den satin alinmis olup, grafen oksit
laboratuvarimizda sentezlenmistir. Grafen oksit, Hummer metodunun modifiye edilmesi
ile gore dogal grafitten hazirland1 (William ve ark., 1958). Kisaca, 1 g NaNO3 ve 46 mL
H2SO4, 1 g dogal grafit toza ilave edilecek ve karigimin sicakliginin 20 °C'nin altinda
tutulmasi i¢in bir buz banyosu i¢inde siirekli karistirildi. Daha sonra karistirilarak 6 g
KMnO4 yavas yavas eklendi. 1 saat sonra buz banyosu alinip, sistem 35 © C'ye 1sitild1 ve
sicaklik 35 © C'de 30 dakika tutuldu. Sisteme 70 mL su yavas yavas ilave edildi ve 15
dakika daha karistirildi. Ardindan, kabarciklar kaybolana kadar kalan KMnO4'ii azaltmak
i¢cin 80 mL sicak (60 ° C) su ve % 30 H20; sulu ¢ozeltisi ilave edildi. Olusan iiriin, kalan

tuz yabanci maddelerini uzaklastirmak i¢in birkag¢ kez yikandi. 200 °C'de 3 saat siireyle

termal indirgeme sonrasinda GO'nun siyah renkli bir pudrasi elde edildi.
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3.2 Karabiber Ekstrakti Aracih@ ile Giimiis Nanopartikiil Sentezi ve

Karakterizasyonu

Kullanilan karabiber ilk olarak 3 kez saf su ile yikanarak atiklarindan uzaklastirildi ve
kurutuldu. Tane karabiberler 6giitiillerek toz haline getirildi daha sonra 10 gr tartilarak
100 ml distile suda kaynatildi. Ekstraktlar 5.000 rpm, 4 °C 12 dk siiresince santrifiij
edildikten sonra siipernatant alind1 ve ardindan siipernatant whatman no 1 ile filtre edildi.
0.017 g AgNOs 100 mL saf su ile ImM AgNO3 ¢ozeltisi hazirlandi. 80 mL AgNO3
cozeltisi ile 20 mL karabiber ekstrakti bir araya getirildi. Reaksiyon karisimi 700 W'lik
bir gii¢ seviyesinde 90 °C‘lik bir sicaklikta 25 dakika siireyle manyetik karisim saglayan
laboratuvar sinifi mikrodalgaya yerlestirildi. Fitosentez sonrast AgNP'lerin koloidal
stispansiyonlar1 10 dk siiresince %55 giiciinde sonikasyonu saglanmistir. Ardindan 5.000
rpm, 4 °C’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi, pelletler atildi ve siipernatantlar tekrar
10.000 rpm 4 °C’de 15 dk santrifiij edildi ve ardindan baglanmamis karabiber 6zii
tortularin1 ¢ikarmak igin ultra saf su ile 10.000 rpm 4 °C’de 15 dk santrifiij yikama
asamasindan (2 kez) gecirildi. Son olarak, saflastirilmis AgNP'ler liyofilize edildi ve
sonraki ¢alismalar i¢in kullanilmak {izere karanlik bir sisede 4 °C’de saklandi. Elde edilen
nanopartikiiller daha sonra Uv-Vis, SEM, DLS ve EDS ile karakterize edildi.

3.3  Antibakteriyel Aktivite Testi

Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) kiiltiirii liyofilize halde temin edildi. Mueller
Hinton agar besiyeri, antibakteriyel etkinligin belirlenmesi i¢in hazirlandi. Test edilecek
izolatin silispansiyon bulanikligi Mc Farland 0.5 standardina esdeger bulanikliga
ayarlandi. 0.5 Mc Farland standardi, 0.048 mol/L BaClz (%1.175 w/v BaCl,-2H>0)’den
0.5 mL’yi, 0.18 mol/L (0.36 N) H2SOs (%1 v/v)’den 99.5 mL’ye eklenip ve iyice
karistirilarak hazirlandi. Sivi kiiltiir ¢alkalanarak homojenize edildikten sonra yaklasik
100 pL petri plaginin tiim yiizeyini 1slatacak kadar dokiiliip Drigalski Spatiilii yardimi ile
yayildi. Antibakteriyel aktivitenin degerlendirilmesi i¢in agar yilizeyinde yaklasik olarak
7 mm ¢apinda oyuklar agildi1 ve nanopartikiiller, grafen yapilar ve ikisinin karistirilmasi
ile elde edilen komposit yap1 siispansiyonlar1100 puL de 100 ug/mL son konsantrayon
olacak sekilde bu oyuklara yerlestirildi. Pozitif kontrol olarak Gentamicin (10 pg/mL)

antibiyotigi kullanildi. 1 saat 25 °C’de 6n inkiibasyona birakildiktan sonra bakteri izolati
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37°C ve de 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra her 6rnek icin
olusan inhibisyon zonlar1 6lgiildii. Bu denemeler her 6rnek ve izolat i¢in ti¢ tekrarh

bi¢gimde yapildi.

3.4 Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi

Grafen oksit ve glimiis nanopartikiil i¢eren stok ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu stok
¢ozeltiler; Serbest Radikal (DPPH’) Giderme Aktivitesi, Indirgeme Giicii Aktivitesi
(FRAP) ve ABTS" Radikali Giderme Aktivitesi testlerine tabi tutuldu.

3.4.1 Serbest Radikal (DPPH") giderme aktivitesi

Serbest radikal (DPPH") giderme aktivitesi Blois ve arkadaslarinin uyguladigi metoda
gore yapildi (Blois, 1958). 0.26 mM’lik DPPH' (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) ¢ozeltisi
etanol icerisinde hazirlandi. Grafen oksit ve glimiis nanaopartikiil iceren stok
¢ozeltilerden uygun miktarda (10-200 mg/mL) alinarak tizerine ImL DPPH" (0.26 mM)
cozeltisi eklendikten sonra tiipiin i¢indeki ¢ozeltinin hacmi 4mL oluncaya kadar {izerine
etanol eklendi. Daha sonra vortex yapildi ve 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
islemi sona erdikten sonra her bir numunenin absorbansi 517 nm de spekrofotometre ile
oOlciildii. Elde edilen absorbans degerleri Trolox kalibrasyon grafigi ile hesaplanarak pmol

Trolox esdegeri/g nanopartikiil bilesik olarak belirlendi.

3.4.2 lindirgeme giicii (FRAP) aktivitesi

Bu analiz farklilastirilmis (EImastas ve ark., 2006) Oyaizu metoduna (Oyaizu, 1986) gore
yapildi (Oyaizu, 1986; Elmastas ve ark., 2006). 100 pL grafen oksit ve glimiis
nanaopartikiil igeren stok ¢ozeltilerinden alinarak fosfat tamponu (0.2M, pH 6.6) ile
hacmi 1.25 mL’ye tamamlanir ve tizerine 1.25 mL potasyum ferrik siyaniir [ KsFe(CN)s]
(%1) ilave edildi. Bu karisim 50 °C’de 20 dakika inkiibe edilir. inkiibasyondan sonra, bu
karisima TCA (1.25 mL, % 10) ve FeCls (0.25 mL, % 0.1) ilave edilir. Elde edilen son
karisimin absorbanslar1 700 nm’de kaydedildi. Elde edilen absorbans degerleri Trolox
(10-100 umol/L) kalibrasyon grafigi kullanarak hesaplandi ve umol Trolox esdegeri/g

izole edilen bilesik olarak hesaplandi.
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3.4.3 ABTS" Radikali giderme aktivitesi

Bu analiz Re ve arkadaslari tarafindan uygulanan metoda gore yapildi (Re ve ark., 1999).
Bu yonteme gére, 0.1M pH:7.4 (PO4)* tampon ¢dzeltisi hazirlandi. Daha sonra fosfat
tamponu ile hazirlanmis 2 mM ABTS™ (2.2'-Azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) c¢ozeltisi ile yine fosfat ¢ozeltisi ile hazirlanmis 2.45 mM  K:S;0s
(potasyumpersiilfat) ¢ozeltisi 1:2 oraninda karistirilarak, karanlik ortamda 6 saat
bekletildi.

Daha sonra, grafen oksit ve giimiis nanaopartikiil igeren stok g¢ozeltilerinden uygun
miktarda alinarak tizerine hacmi 3mL oluncaya dek fosfat tamponu eklendi. Daha sonra
ise tizerine ImL ABTS" ¢ozeltisi eklenerek ¢ozeltinin karistirilmasi i¢in vortex yapildi.
Cozelti karsimi oda sartlarinda 1 saat inkiibasyona birakildiktan sonra spektrofotometrede
734 nm de absorbansi okundu. Elde edilen absorbans degerleri Trolox kalibrasyon grafigi

ile hesaplanarak pmol Trolox esdegeri/g nanopartikiil bilesik olarak belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Karabiberin sulu ekstrakti, AgNOz'liin giimiis nanopartikiiller olarak fitosentezi i¢in
kullanild1. 25 dakika siirekli karistirilarak devam eden laboratuvar tipi mikrodalga
1sinlama tizerine, glimiis nanopartikiil olusumu hemen gerceklesmeye basladi. Giimiis
nanopartikiil olusumunu tespit etmeye yonelik ilk gézlem, renksiz reaksiyon karisiminin
kahverengimsi sariya hizli renk degisimi olarak belirlendi.

Giimiis nanotaneciklerin olusumu UV-Vis analizi ile dogrulandi. Nanotaneciklerin sahip
olduklar1 serbest elektronlarin yiizey plazmon rezonansina (SPR) sebep olmalarindan
dolay1 bu analiz yapilabilmektedir (Noginov ve ark., 2007). Analizlenen 6rnekler agik
sar1 renge sahiptirler ve 440 nm dalga boyunda pik verdi. Elde edilen bulgular literatiir
bilgileri ile uyumludur (Filippo ve ark., 2010). Sekil 4.1°de elde edilen AgNP’nin UV-

Vis spektrumui verilmistir.

Karabiber Ekstrakt
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Sekil 4.1. Mikrodalga yontem, ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin ve karabiber
ekstraktinin UV-Vis spektral grafigi.
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Reaksiyon karisimlarindaki AgNP'lerin ortalama parcacik boyutu, boyut dagilimi ve
PDI'st DLS yontemi ile belirlendi. DLS ile belirlenen ¢6zeltideki NP’lerin ortalama
pargacik boyutu dagilimi 60,95 nm polidispersite indeksi ise (PDI) 0.278 olarak elde
edildi .

Intensity (Percent)
s

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.2. Yogunluga gore pargacik boyut dagilimi
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Sekil 4.3. Hacme gore pargacik boyut dagilimi
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Cizelge 4.1. DLS analiz sonuglari

MNo|Z-Ave| Pdl |Pdl Width| MCR| DCR |A
d.nm dnm |kcps| kcps
15| 60,95|0,278 32,15|284,8|132490.1| &5 0,729 0,853 98,7| 0,00333

=

Melntercept| Intercept| In Range{ CumF#Er

Zeta potansiyeli, nanoakigkanlarin kararliligini 6l¢en kritik bir parametredir. Nano-
akiskanlar, ilke olarak, siv1 kiitlesi i¢inde iyi dagilmis olan, 100 nm'den kii¢iik nominal
biiyiikliige sahip su ve iletken kat1 pargaciklardan olusan bir s1vi karisimidir. (Sarafraz ve
Peyghambarzadeh, 2012; Sarafraz ve Hormozi, 2014). Par¢aciklar, parcaciklar-sivi ve
stvi-stvi molekiiller arasindaki itme ve ¢ekim kuvvetlerinden dolayi, pargaciklar uzun
stire boyunca birikme egilimindedir. Bu nedenle, nano-akiskanin hazirlanmasindan sonra,
zamana karsi stabilitesi incelenir. Nano-akiskanlarin kararliligini arttirmak i¢in, pH ayari,
sonikasyon ve ylizey aktif madde ekleme dahil farkli teknikler uygulanabilir (Nikkhah ve
ark., 2015). Zeta potansiyelinin bir su ¢6zeltisindeki metal nanopargaciklarin stabilitesini
ve dagilimin belirlemek i¢in 6nemli bir parametre oldugu disiiniiliirken, ayn1 zamanda
numunenin ¢dzeltide tuttugu toplam yiikii gosterir. Sentezlenen nanopartikiiliin zeta
potansiyelinin negatif degeri (-22.5), giimiis nanopartikiillerinin negatif yiiklii
biyomolekiillerle kaplandiginu ve bu nanopartikiiller arasindaki elektrostatik itme
etkilesiminin, muhtemel agregasyonu Onleyerek nanopartikiillerin uzun vadeli

stabilitesinden sorumlu olabilecegini ortaya koymaktadir (Ahmad ve ark., 2017).
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Sekil 4.4. Sentezlenen nanopartikiillerin zeta potansiyel analizi

Elde edilen AgNP, grafen ve grafenoksit yapilarin morfolojik incelemesi igin SEM
analizleri gergeklestirildi. SEM analizleri, AgNP'lerin kiiresel yapisini ortaya g¢ikardi

(Sekil 4.5).

Mag= 55.00KX WD=75mm EHT=15.00kV Signal A=SE1

Sekil 4.5. Glimiis nanopartikiillerin SEM goriintiisii
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EDS analizi, nanopartikiillerin olusumunda rol oynayabilecek elementlerin niteliksel ve
niceliksel statiisiinii vermektedir. EDS spektrumu, giimiis bolgede yaklasik 3 keV’da
giiclii sinyal ortaya ¢ikarir ve AgNP'lerin olusumunu dogrular. Genel olarak, metalik
giimiis nanokristaller, ylizey plazmon rezonans SPR'leri nedeniyle yaklasik 3 keV’da
tipik bir optik absorpsiyon tepe noktasi gostermektedir (Ibrahim, 2015). EDS
spektrumuna gore, karabiber ekstraktindan elde edilen giimiis nanopartikiillerde karbon,
glimiis, oksijen ve klor gibi elementler mevcuttu. Giimiis (% 56.2), Sekil 4.6.’da

gosterildigi gibi ana bilesen elemaniydi.
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Sekil 4.6. Giimiis nanopartikiiliin EDS analizi
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SU1510 20.0kV 7.7mm x5.00k SE

SU1510 20.0kV 7.7mm x10.0k SE

Sekil 4.7. Grafen 1 yapilarin SEM goriintiisii

22



SU1510 20.0kV 15.0mm x5.00k SE

SU1510 20.0kV 15.0mm x10.0k SE &

Sekil 4.8. Grafen 2 yapilarin SEM goriintiisii
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SU1510 20.0kV 15.0mm x5.00k SE

SU1510 20.0kV 15.0mm x10.0k SE

Sekil 4.9. Grafen oksit yapilarin SEM goriintiisii

Calisma kapsaminda antibakteriyel aktivite olarak GO, G1, G2, AgNP, GO+AgNP,
GI1+AgNP, G2+AgNP yapilarin 100 pg/mL’de S. aureus’a karsi gostermis olduklari
aktiviteler degerlendirildi. Calismada gentamicin (ug/mL) pozitif kontrol olarak

kullanildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, giimiis nanopartikiil ile grafen oksit
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yapilarin bir araya geldiginde iyi bir antibakteriyel aktivite gosterdikleri ortaya ¢ikarildi.
Ayrica grafen yapilarin ise antibakteriyel yapilarmin farkli antibakteriyel 6zellikler

gosterikleri ortaya ¢ikti.

Son zamanlarda, patojenik bakteriler ve mantarlar tarafindan ticari olarak temin
edilebilen antimikrobiyal maddelere karsi direng, endise verici bir oranda artmakta ve
kiiresel bir tehdit haline gelmistir. Ilag direnci, gelismekte olan tiim iilkelerde en ciddi ve
yaygin sorunlardan biridir (Stevanovi¢ ve ark., 2012). Giin gectikge bakteriyel enfeksiyon
tedavisi, patojenlerin mevcut antimikrobiyal maddelere ve mevcut antibiyotiklere direng
gelistirebilmeleri nedeniyle giderek daha karmasik hale gelmektedir. Direncli patojenler,
hastanelerde ve topluluklarda da yayilabilir ve daha genis enfeksiyon kontrol sorunlari
haline gelebilir. Staphylococci, Enterococci, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas
spp. gibi dayanikli bakteriler gittikce daha yaygin hale geliyor (Tenover, 2006). Bunu
atlatmak i¢in yeni yontemler veya yeni stratejiler gerekmektedir. Basarili yaklagim, dogal
antimikrobiyallerin kullanimi, kombinasyon veya sinerjik tedavi ve daha yakin zamanda

metal nanopargaciklar ve kompozit yapilarini kullanilmasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yapilan ¢alismada 100 pg son hacimde malzemem kullanilmasi ile GO’nun inhibisyon
zonu 9.90 + 0.85 iken AgNP’nin ise 12.37 + 0.75 olarak ortaya ¢ikti. Son hacimde esit
miktarlar ile karnstirilip ayni konsantrayon ile kullanildiginda ise GO+AgNP de
inhibisyon zonu 14.40 + 1.08 olarak ortaya ¢ikmstir. Elde edilen sonuglar imcelendiginde
grafen oksit ile glimiis nanopartikiillerin bir arada kullanilmasi ile sinerjetik bir etkinin
ortaya ¢iktig1, fakat diger grafen yapilarla boyle bir etkinin goriilmedigi ortaya
cikmaktadir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kullanilan malzemelerin S. aureus'a kars1 gosterdikleri inhibisyon zonlar1
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Sekil 4.11. Sentezlenen giimiis nanopartikiil ve grafen yapilarin antibakteriyel
aktiviteleri a) GO b)G1 c)G2 d)Gentamicin €)AgNP f)GO+AgNP g) G1+AgNP h)
G2+AgNP

Antioksidan maddelerin antioksidan ozelliklerinden bir tanesi de, ortamda olusan
radikalleri siipiirmeleridir. DPPH”nin renk bozulmasi kullanilarak radikal siipiirme
aktivitenin Ol¢limii, stabilitesi, basitligi ve tekrarlanabilirli§i nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir (Giilgin, 2010). DPPH" radikali, bilesiklerin serbest radikal
temizleyicileri veya hidrojen dondrleri olarak etki etme yetenegini test etmek ve boylece
antioksidan aktivitesini degerlendirmek igin yaygmn olarak kullanilmaktadir.
Numunelerimizin anti-radikal 6zelliklerinin olup olmadigini anlamak icin, 517 nm’de
maksimum absorbans veren DPPH' radikali kullanilmistir. 1Cso'nin diisiik degeri, daha

yiiksek bir antioksidan aktivite oldugunu gosterir. DPPH' radikal siipiirmesinde en yiiksek
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aktivite (83.51 ug / mL) biyosentezle elde edilen giimiis nanopartikiilinde gézlendi
(Cizelge 4.2). Bu deger, pozitif standartlara gore ¢ok diisiiktii. DPPH' siipiirme analizi,
AgNP'lerin standart Trolox, BHA ve BHT ile karsilastirildiginda etkili inhibisyon
aktivitesi sergiledigi ve ozellikle grafen yailar ile birlikte bu 6zelligini kaybetmeye
basladigr goriilmektedir. Grafen yapilarin tek baslarinda herhangi bir aktivite

gostermedikleri gdzlemlendi.

Cizelge 4.2. Antioksidan aktivite (DPPH' serbest radikal giderme aktivitesi)

ICso(ug/mL) stdsapma

Trolox 5.77 0.11
BHA 4.89 0.15
BHT 7.65 0.16
GO aktivite yok

Gl aktivite yok

G2 aktivite yok

AgNP 83.51 1.37
GO+ AgNP 161.33 1.99
G1+ AgNP 183.23 1.23
G2+ AgNP 350.84 3.89

Cizelge 4.3’de goriildigi gibi Grafen malzemeler standart antioksidan olan BHT ve
BHA’dan oldukga diisiik bir antioksidan etki (FRAP-indirgeme kapasitesi) gostermistir.
Tablo incelendiginde ise AgNP’nin grafen yapilardan daha iyi bir aktivite gosterdigi
ortaya c¢ikmaktadir. Fakat bir arada kullanildiklarinda ise bu aktivetinin diistigi

belirlendi.
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Cizelge 4.3. Indirgeme Giicii (FRAP) Aktivitesi

pmol TE/mg numune stdsapma
BHA 5.36 0.16
BHT 3.96 0.12
GO 0.26 0.03
Gl 0.57 0.06
G2 0.62 0.08
AgNP 3.46 0.18
GO+ AgNP 2.26 0.21
G1+ AgNP 2.38 0.15
G2+ AgNP 2.25 0.08

ABTS" testi, dogal bilesiklerin antioksidan aktivitelerini, uzun omiirlii radikal katyon
ABTS" 'yi temizleme yeteneklerine dayanarak degerlendirmek igin yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir (Rice-Evans ve ark., 1996). Tablo 4.4’deki veriler
incelendiginde  giimiis nanopartikiilin  oldukca yiiksek aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Fakat giimiis nanopartikiillerin grafen yapilar ile bir araya gelmesi ile

aktivitenin bir miktar azaldig1 gézlemlendi.

Cizelge 4.4. ABTS" Radikali Giderme Aktivitesi

I1Cso0(ug/mL) stdsapma
Trolox 6.54 0.15
BHA 5.87 0.18
BHT 6.12 0.23
GO 139.82 1.23
Gl 162.09 2.45
G2 184.74 2.57
AgNP 5.74 0.14
GO+ AgNP 23.64 0.15
G1+ AgNP 16.12 0.12
G2+ AgNP 18.64 0.13
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5. SONUC

Yaptigimiz tez ¢alismasinda temel hedef olarak biyolojik olarak karabiber ekstraktindan
sentezlenmis glimiis nanopartikiillerin neden oldugu serbest radikal olusumuyla birlikte,
GO'nun membranolitik ve oksidatif aktivitesi birlestirilerek burada ¢ikacak sinerjik
etkinin ortaya ¢ikaracagi antibakteriyel ve antioksidant aktivite degisikligini belirlendi.
Bu ¢alisma sonunda ortaya ¢ikan nano-malzemenin hem antibakteyel 6zelligi hemde
antioksidan aktivite kapasiteleri ortaya ¢ikarilipetkinlikleri degerlendirildi. Bu arastirma,
RGO-nAg nanokompozitlerinin patojenik, Staphylococcus aureus (gram pozitif) bakteri
tiirlerine kars1 gosterdikleri antibakteriyal aktivite ve Serbest Radikal (DPPH’) Giderme
Aktivitesi, indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP) ve ABTS* Radikali Giderme Aktivitesi
testleri ile birlikte de antioksidan aktiviteleri belirlendi.

Glimiis antiseptik ve dezenfektan olarak uzun bir kullanim gegmisine sahiptir ve viriisler,
bakteriler ve mantarlar gibi mikroorganizmalarin glikoprotein / protein igerigindeki
disiilfiir baglartyla etkilesime girebilmektedir. Giimiis nanopartikiiller (nAg) ve glimiis
iyonlari, disiilfiir baglarina miidahale ederek ve mikroorganizmanin islevsel islemlerini
bloke ederler ve proteinlerin ti¢ boyutlu yapisini degistirebilmektedir (Lara ve ark., 2011).
Diger taraftan, son zamanlarda, grafen bazli materyaller gelecek vadeden antibakteriyel
maddeler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Grafen oksit (GO) ve indirgenmis GO (rGO) gibi
kimyasal olarak modifiye grafit yapilarin Escherichia coli dahil olmak {izere birgok
patojeni inhibe ettigi klinik olarak gosterilmistir (Park ve Ruoff, 2009). Bu durum GO ve
rGO'nun antibakteriyel aktivite sergiledigini gdstermektedir. Bu yapilarin gosterdigi
antibakteriyel aktivitenin tanecik blyiikligiine bagli oldugu ve rGO' tanecik
biiyiikliigiiniin 10 nm altinda olmasi1 durumunda hiicre zar1 boyunca yiiksek yiizey alan
ve hareketlilik nedeniyle yliksek antibakteriyel aktivite sergiledigi ifade edilmektedir
(Schacht ve ark., 2013; Eduok ve ark., 2015). Daha giiclii antibakteriyel aktivite, bu
nanomateryallerin bir araya getirilmesi ile elde edilebilecegi ongoriilmektedir (Beyth ve
ark., 2015). Nitekim mevcut tez calismasinda biyolojik olarak karabiber ekstraktindan
sentezlenmis glimiis nanopartikillerin ve yeni bir rota izlenerek sentezlen grafen oksit
yapilarin bir araya getirilmesi ile olusan, bu kompozit yapilarin sahip oldugu
membranolitik ve oksidatif aktivite birlestirilerek, meydana gelen sinerjik etkinin ortaya

cikardigr antibakteriyel aktivitede onemli bulgular elde edildi. Bu sonuglar bize bu
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kompozit yapilarin antibakteriyel aktivite yoniinden iyi bir sinerji olugturdugunu gosterdi.
Oysaki antioksidan aktivitede tam tersi bir durum gozlemlendi, genellikle biyolojik
sentezle elde edilmis giimiis nanopartikiillerin aktivitelerinin grafen yapilara oranla daha
iyi oldugu gozlemlendi. Fakat giimiis nanopartikiiller grafen yapilar ile bir araya

geldiginde ise antioksidan kapasitelerinde bir diisiis gézlemlendi.
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