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OZET

Giimiis nano materyallerin kullanim alanlar1 oldukca yaygindir. Farkli sentezleme yontemleri
ile elde edilebilirler. Bu ¢alismada, giimiis nano materyaller (AgNP’ler) biyosentez yontemi
kullanilarak ekonomik ve basit bir sekilde elde edildi. Sentez sonucunda elde edilen AgNP’ler
UV-visiblespektrofotometre (UV-Vis.), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), X- Isinimi
Kirmimmu Difraktrometresi (XRD), Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), Zeta
potansiyeli cihazlari kullanilarak karakterize edildi. AgNP’lerin 426.66 nm dalga boyunda
maksimum absorbansa sahip olduklari, kiiresel morfolojik yap1 sergiledikleri, 17.68 nm kristal
nano boyut ve ylizey yiiklerinin -20.9 mV zeta potansiyeli dagilimi gosterdigi degerlendirildi.
Patojen mikroorganizmalar {izerinde Minumum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK) 0.03-0.5
mg/L olarak mikrodilusyon yontemi kullanilarak tespit edildi.
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ABSTRACT

The usage areas of silver nanomaterials are quite common. They can be obtained by different
synthesis methods. In this study, silver nanomaterials (AgNPs) were obtained economically
and simply using the biosynthesis method. AgNPs obtained as a result of the synthesis were
characterized by using UV-visiblespectrophotometer (UV-Vis.), Scanning Electron
Microscope (SEM), X-Ray Diffraction Diffractometer (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), Zeta potential devices. It was evaluated that AgNPs had maximum
absorbance at 426.66 nm wavelength, exhibited spherical morphological structure, 17.68 nm
crystal nano size and surface charges showed -20.9 mV zeta potential distribution. Minimum
Inhibition Concentrations (MIC) 0.03-05 mg / L were determined on pathogenic
microorganisms using microdilution method.
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Giris

Nanobiyoteknoloji ¢gevre dostu anlayisa sahip tip,
biomedikal, fizik, biyoloji, kimya, malzeme
miihendisligi gibi disiplinler arasi ¢aligmalara
olanak taniyan hizli gelisen 6nemli bir alandir.
Farkli morfolojilere, kompozisyonlara ve
yapilara sahip metal nano materyallerin elde
edilmesi bottom-up (asagidan yukar1) ya da top
down  (yukaridan  asagil)  yaklasimlarin
kullanimlar1 ile gergeklestirilir [1], [2], [3].
Nanopartikiillerin genis ylizey alanina sahip
olmalari, yiiksek 1s1l islemlere dayanikli olmalari
kullanimlarina olan talebi artirmaktadir [4].
Metalik nano materyaller arasinda giimiis (Ag)
[5], altin (Au) [6], bakir (Cu) [7], ¢inko (Zn) [8]
bunlardan bazilaridir. Nano metaryaller fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilarak
sentezlenebilirler. Biyosentezle nano
materyallerin elde edilmesi uygulama siirecinde
toksik kimyasallarin olmayisi, yiiksek enerji
ihtiyacinin olmayisi ile maliyetin diisiik olmast,
basit bir islem olmasi, medikal uygulamalar i¢in
biyouyumlu yap1 sergilemeleri  biyosentez
yontemlerini diger yontemler karsisinda daha
cekici hale getirmektedir [4], [9].

edilmesinde

AgNP’lerin  biyosentezle elde

bitkiler [10], mantarlar [11], algler [12],
bakteriler [13] gibi biyolojik kaynaklar
kullanilabilir. ~ Bitkilerin  yapraklart  [14],

meyveleri [15], kokleri [16], cigekleri [17] veya
bitkinin tamami [18] kullanilarak elde edilen
AgNP’lerin daha fazla miktarlarda elde edilmesi,
kararli olmalar1 [19], sentezin basit ve maliyetin
diistik olmasi [15] bitki kaynaklar1 kullanilarak
yapilan sentez caligmalarma olan ilgiyi
artirmaktadir. Fitokimyasallarin yapisini
olusturan alkolloidler, terpenoidler, flavonoidler,
enzimler, aminoasitler, fenolikler vs. biyoaktif
bilesenler sulu yapida Ag® iyonlarmi
indirgeyerek ~ Ag®  olusturarak ~ AgNP’leri
meydana getirirler [20], [21].

Bu arastirma g¢alismasinda, Mardin bolgesinde
yetisen ¢orekotu (Nigella sativa L.) bitkisinin
yesil kisimlari ile elde edilen 6ziitle AgNP’lerin
basit, kolay bir islemle biyosentezini
gerceklestirmek, karakterizasyonunu yapmak ve
antimikrobiyal aktivitesini incelemek amaglandi.

Materyal ve metot

Bitki oziitii ve ¢ozelti hazirlama

Toplanan ¢orek otu birka¢ kez ¢esme suyu ve
distile su ile yikamanin ardindan kurutuldu.
Kuruyan bitkiden 100 gr alinip 500 mL distile su
ile kaynatilip siizme yapildiktan sonra elde edilen
0ziit biyosentez i¢in hazir hale getirildi.

Sigma aldrich markali AgNOs (glimiis nitrat)
tuzundan 10 (milimolar) mM konsantrasyonunda
¢Ozelti hazirlandi.

Mikrodilusyon yoOntemi igin ticari olarak satin
alinan vankomisin, flukonazol ve kolistin
antibiyotikleri kullanildi.

Biyosentez ve Karekterizasyon

Hazirlanan bitki oziti ve 10 mM AgNO3
cOzeltisi 1:2 oraninda karistirilip laboratuvar
kosullarinda basit bir elle ¢alaklamanin akabinde
diiz bir zemine biyosentez i¢in birakildi.

UV-visible spektrofotometre (UV-Vis.) ve
Fourier Doniisiimlii Kizilotesi  spektroskopisi
(FT-IR) Perkin E.O. markali cihazlar
kullanilarak AgNP’lerin varligi, indirgemeden
sorumlu fitokimyasallara ait fonksiyonel gruplar
incelendi.Rigaku Miniflex 600 model X-1sin1
Diftraktometresi (XRD) ile AgNP’lerin kristal
yap1 ve boyutlar1 degerlendirildi. AgNP’lerin
morfolojik  goriiniimlerinin  belirlenmesinde
EVO 40 LEQ Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) kullanildi. RadB-DMAX 11 bilgisayar
kontrollii Enerji Dagilimli X-1is1mmim1 Kirmimi
(EDX) datalan ile elde edilen partikiillere ait
element kompozisyonlari, Malvern marka Zeta
potansiyeli cihaz verileri ile de yiizey yiik
dagilimlart belirlendi.

Mikrodilusyon ile antimikrobiyal aktivitenin
incelenmesi

Biyosentez ile elde edilen AgNP’lerin
antimikrobiyal aktiviteleri gram pozitif, negatif
bakteriler ve maya patojen suslar1 {iizerinde
Mikrodilusyon ile  Minimum inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) tespit edildi.

Gram pozitif Staphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 29213, Bacillus subtilis (B. subtilis) ATCC
11774 suslar1, gram negatif, Escherichia coli (E.
coli) ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) ATCC 27833 suslar1 ve maya
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Candida albicans (C. albicans) {izerinde
AgNP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri incelendi.

Her patojen sus i¢in Mcfarland 0.5 [22]
bulaniklik  standard ile  mikroorganizma
cozeltileri hazirlandi. 96’lik plakalara gram
pozitif ve negatif bakteriler igin Muller Hinton

stvi besiyeri  eklendi. C. albicans
mikroorganizmasi i¢gin RPMI 1640 siv1 besiyeri
kullanildi. Her mikroorganzima icin

mikrodilusyonun basliyacagi birinci kuyucuga
20 pg/mL! olarak hazirlanan AgNP’lere ait
cozeltisi eklendi. Birinci kuyucuktan basliyip
kuyucuklara  mikro  dilusyon  uygulandi.
tizerlerine Mc Farland 0.5 stanadart bulanikliga
gore hazirlanan mikroorganizma karisimlarindan
eklendi. AgNP’lerin etkilerini karsilastirmak igin
gram pozitifler i¢in vankomisin, gram negatifler
icin kolistin  ve maya i¢in flukanozol
antibiyotikleri i¢in de ayni uygulama adimlari
yiritildii. Sentez i¢in kullanilan AgNO3
cozeltisi  icinde  mikrodilusyon  yapildi.
Uygulama yapilan mikro plakalar 37 °C etiivde
24 saat siire ile inkiibasyona alindi. Siire sonunda
iireme kontrolu yapildi. MIK icin i{iremenin
basladigi  kuyucugun bir  Oncesine  ait
konsantrasyon belirlendi.

Bulgular ve tartisma
AgNP’lerin karakterizasyonu

Corek otu oziitii ile AgNOs ¢ozeltisinin bir araya
gelmesinin ardindan renk degisimi gézlendi. 30
dakika sonra meydana gelen saridan koyu kahve
renk degisimi ile alinan numunelerin  UV-vis.
Spekrofotometrede 200-800 nm [23] dalga boyu
taramalar1 yapildi. Yapilan okumalarda 426.50
nm dalga boyuna sahip maksimum absorbanslar
bulundu (sekil 1). Sulu ortamdaki Ag* iyonunun
biorediiksiyonu ile plazma yiizeyinde meydana
gelen titresimlerin (SPR) meydana gelmesiyle
saridan kahverengi renk degisimi AgNP’lerin
olusumunu  gostermektedir [24]. UV-vis.
spekrofotometrede ki renk degisimi ile yapilan
okumalarda 426.50 nm dalga boyunda
maksimum absorbans degerleride AgNP’lerin

varligin1 gosteren karakteristik bulgudur [23],
[25].

Sekil 1. UV-vis. Spektrofotometre spektrumlari
ile AgNP ' lerin varligi

AgNP’lerin  biyosentezinde  indrigemeden
sorumlu  gruplarin  3332.71-3329.70 cm,
2125.73-2124.05 cm™ ve 1636.02-1635.63 cm'
spektrumlarinda olusan frekans kaymalar1 ile
hidroksil gruplarin [17], metilen gruplarin [26]
ve amino gruplarm [15] indirgemeden sorumlu
olabilecegini gostermektedir (sekil 3).

T

Sekil 2. FT-IR spektrumlar: (a) AgNP lerin
biyozentezi sonrasi, (b) Nigella sativa L. oziitii
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XRD ile 26 da okunan datalarda (111), (200),
(220) ve (311) de bulunan pikler AgNP’lerin
kristal yapisina uyumludur [27]. Pikler giimiis
nano kristallerin kubik yapida olduklarini
gostermektedir [28]. Datalarda bu piklerin 38.11,
44.15, 64.52 ve 77.04 degerleri okundu. 26 da ki

degerler kullanilarak kristal nano boyut
degerlendirildi  (sekil 4). Debye-Scherrer
formiilii  kullanilarak  kristal nano boyut
hesaplandi [29],[30].

D =KL/ (B cosB) (@8]

Formiil (1) de ;

D= partikiil boyutu,

K=sabit degeri (0.90),

A =X-ray dalga boyu degeri (1.5418 A),

= En yiiksek pikin FWHM degerinin yarist,
0= yiiksek pikin Bragg acisini ifade eder.

Bu hesaplamaya gore AgNP’ler 17.68 nm kristal
nano boyutta olduklar1 hesaplandi. Bu esitlik
kullanilarak  AgNP’lerin  kristal boyutunun
hesaplandigi bazi ¢aligmalarda 21 nm [15] ve
18.17 nm [31] olduklar1 hesaplanmustir.

"
=

200+
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Sekil 4. AgNP lerin krsistal desenine ait XRD
datalart

Elde edilen AgNP’lerin SEM goriintiilerinde
kiiresel morfolojik yap1 gosterdikleri belirlendi
[32], [33]. EDX datalarinda element
kompozisyonlari giimiise ait gii¢lii piklerin olusu
ile AgNP’lerin varligin1 destekleyici nitelik
tagimaktadir [34]. EDX verilerinde Carbon ve
oksijenden gibi elementlerden gelen zay1f pikler
ise ozlitten gelen fitokimysallardan
kaynaklaniyor olabilir [35].

Sekil 5. AgNP 'lerin (a)Morfolojik goriimleri (b-
C) Element kompozisyonlarini iceren SEM
mikrografisi ve EDX profili

AgNP’lerin yiizey yiiklerine ait dagilimlarim
belirlemek tizere yapilan Zeta potansiyeli analizi
sonucu — 20.9 mV olarak bulundu (Sekil 6).

AgNP’lerin  bitkisel  kaynakli  biyosentez
caligmalarinda zeta potansiyel dagilimlar1 -19.7
mV [27] ve -19 mV [36] olarak tespit edilmisitir.

Zeta potansiyelinin yani AgNP’lerin ylizey
yuklerinin  negatif  karakter  sergilemesi
kiimelenmenin olmadigini ve kararli bir yap:
sergilediklerini gostermektedir. Bu negatif yiik
AgNP’lerin yiizeyini kaplayan
fitokimyasallardan kaynaklaniyor olabilir [37].

Zeta Potential Distribution

250000

200000

150000

Total Counts

0+

-100 1] 100
Apparent Z eta Potential (niv)

Record 22- 1

200

Sekil 6. AgNP lerin yiizey yiik dagilimi

AgNP’lerin
incelenmesi

anti-mikrobiyal  etkilerinin

Tablo 1 ve sekil 2 de mikrodilusyon yontemi ile
patojen suslar iizerinde AgNP’ler ve diger
karsilastirma yapilan materyallerin
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antimikrobiyal  aktiviteleri  degerlendirildi.
AgNP’lerin en diisiik 0.03 pg/mL ile S. aureus
iizerinde giimiis nitrat ve antibiyotikten diigiik
konsantrasyonda etkili olduklar1 goriildii. En
yiiksek 0.50 ug/mL ile P. aeruginosa tizerinde
yine glimiis nitrat ve antibiyotige oranla daha

diisiik konsantrasyonla etkili olmustur (sekil 3 ve
tablo 1)

Tablo 1. AgNP’lerin, antibiyotiklerin ve giimiis nitrat
cozeltisinin antimikrobiyal aktivitelerine ait MIK
degerleri

Patojen Sus AgNPs  Giimiis Antibiyotik
pg/mL  Nitrat pg/mL
pg/mL
S. aureus ATCC 29213 0.03 2.65 2.00
B.subtilis ATCC 11773 0.06 132 1.00
E. coli ATCC 25922 0.12 0.66 2.00
P. aeruginosa 0.50 1.32 4.00
ATCC27833
C. albicans 0.12 0.66 2.00
5
4
3
- |
1
4 0 . J
£ PO
= ) AV A
= %Qi %\;o\\ . > \‘\0.50 o
Q). (\)400 \\0\0
¢! 0
Q ¢

m AgNPs ® Giimiis Nitrat ® Antibiyotik

Sekil 1. AgNP lerin, antibiyotik ve giimiig
nitratin patojen suslar tizerinde MIK degerleri

Gimiis iyonlar1 sivi bir yapida iyonize olup
yiiksek reaktif ozellik gosterir. Stvi bir ortamda
iyonize olan gimiis elektro statik ¢ekim
kuvvetiyle mikroorganizmalar ile etkilesime
gecerler [38],[39]. Etkilesim sonucunda Reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) artirilar. Artan ROS
miktar1 hiicrede membran gibi yapilara zarar
verir [40]. Bununla birlikte hiicrede 6nemli
faaliyetlerin DNA, RNA ve baz1 0Onemli
enzimlerin iglevlerini bozarlar [42].

Benzer ¢alismalarda biyosentez ile elde edilen
AgNP’lerin patojen suslara olan antimikrobiyal
etkileri i¢in yapilan bir ¢calismada B. subtilis, S.
aureus, E. coli ,P. aeruginosa ve C. albicans
mikroorganizmalar1 i¢in sirasi ile 50, 50, 25, 50

ve 25 ng/mL konsantrasyonlarin etkili oldugu
raporlanmistir [30]. Baska bir ¢aligmada ise S.
aureus, E. coli icin 0.82 ve 0.67 pg/mL
konsantrasyonlarin  antimikrobiyal aktivitede
etkili MIK oldugu belirtilmistir [41].

Sonuglar

AgNP’lerin biyosentezinde Nigella sativa L.
bitkisinden elde edilen o6ziit kullanilarak
AgNP’ler basit, ¢cevre dostu, diisiik maliyetle
sentezlendi. Sentez sonrasi partikiiller UV-vis.
spektrofotometre, SEM, FTIR, EDX, XRD, ve
Zeta potansiyeli analizlerinden yararlanarak
karakterizasyonu  yapildi.  Verilere  gore
AgNP’lerin kiiresel morfoloji sergiledikleri,
426.50 nm dalga boyunda maksimum absorbans
sahip olduklari, kristal yapilarinin kiibik oldugu
23.66 nm kristal nano boyut ve son olarak da -
20.9 mV zeta potansiyeline sahip olduklar1 tespit
edildi. AgNP’lerin patojen suslar iizerinde
antimikrobiyal aktivitelerinde antibiyotiklerden
daha diisiik konsantrasyonda etkili olduklari
belirlendi.

AgNP’lerin  olusumuna etki eden faktorler
iizerinde farkli uygulamalar yapilarak bir¢ok
alanda kullanimlar1 saglanabilir.
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