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OZET

Bu ¢alismada, ceviz yapraklari kullanilarak hazirlanan 6ziit ile giimiis nano malzemeler ¢evre
dostu hizli ve basit bir sekilde sentezlendi. Elde edilen bu malzemelerin karakterizasyonu
UV-visiblespektrofotometre (UV-Vis.), Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR),
X- Istmmi Kirinimi Difraktrometresi(XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), zeta
potansiyeli analiz verileri ile belirlendi. Glimiis nano malzemelerin 454.01 nm dalga boyunda
maksimum absorbans, 23.66 nm kristal nano boyut, kiiresel goriiniim ve -11.53 mV zeta
potansiyeline sahip olduklar1 belirlendi. Biomedikal ugulamalar i¢in anti-mikrobiyal etkileri
patojen tiirler iizerinde incelendi. Bu tiirler {izerinde Minumum Inhibisyon Konsantrasyonlar
(MIK) 0.25-1.0 mg/L olarak mikrodilusyon yéntemi ile belirlendi.
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ABSTRACT

In this study, silver nanomaterials were synthesized in an environmentally friendly, rapid and
simple way with the extract prepared using walnut leaves. Characterization of these materials
was determined by UV-visiblespectrophotometer (UV-Vis.), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction Diffractometer (XRD), Scanning Electron
Microscopy (SEM), and Zeta potential analysis data. It was determined that silver
nanomaterials have a maximum absorbance at 454.01 nm wavelength, 23.66 nm crystal nano
size, spherical appearance and -11.53 mV zeta potential. For biomedical applications, anti-
microbial effects were studied on pathogenic species. The Minimum Inhibition
Concentrations (MIC) of these species were determined as 0.25-1.0 mg / L by microdilution
method.
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Giris

Nanoteknoloji, 0Ozellikle materyal biliminde
aktif olmasi ile modern bilim diinyasinda
onemli bir yere sahiptir. Farkli boyut ve
sekillere sahip nano materyallerin sentezlenmesi
ve karakterizasyonu gibi konular ¢alisma alanini
olusturur [1], [2]. Nano materyallerin (nano
partikiiller) genis yiizey alanina sahip olmalari,
yiiksek 1silara dayanikli olmalar1 onlari istiin
yapan niteliklerden bazilaridir. Bu ozelikleri ile
materyal bilimi, ilag endiistrisi, elektronik gibi
daha birgok alanda kullanimlari mevcuttur [3],

[4].

Metalik nanopartikiillerin kullanim alanlarinin
genis olmasi ile kiymetli malzemelerdir. Glimiis
(Ag), altin (Au), demir (Fe), c¢inko (Zn)
bunlardan bazilaridir. Nanopartikiilleri elde
etmek icin 1sil iglemler, fotokimyasal ve
kimyasal islemler gibi farkli ydntemler
kullanilmaktadir [5],[6],[7]. Bu yontemlerin
uygulama asamalan yiiksek maliyetler gerektirir.
Ayn1  zamanda islem siirecinde  toksik
kimyasallarin kullanilmasinda bu yoéntemlerin
dezavantajli olduklarimi gostermektedir. Son
zamanlarda biyolojik yontemler kullanilarak
metalik nanopartikiillerin sentezlemesi
uygulama kolayligt c¢evre dostu olusu ve
maliyetin olduk¢a diisiik olmas1 ile ilgi
gormektedir [8], [9].

Gilimiis nanopartikiillerin ¢evre dostu yontemler
ile sentezinde bir¢ok biyolojik  kaynak
kullanilmaktadir. Mantarlar [10], algler [11],
bakteriler [12], bitkiler [13] bunlar arasinda yer
almaktadir. Bitkiler ile sentezinde daha fazla,
hizli ve hizli nanopartikiiller elde edilir. Ayrica
bu partikiillerin elde edilmesi daha kolay ve
medikal uygulamalar i¢in biyouyumlu olma
ozelligi gosterirler [3], [14], [15].

Bitkilerin yapisinda bulunan alkoller, fenolik
bilesikler, aromatik gruplar, aminler gibi fitokim
yasallar sulu ortamda Ag* iyonunu indirgeyerek
Ag® formunun olusmasi ile nanopartikiilleri
meydana getirirler [16], [17].

Bu ¢alismada Mardin bolgesinde yetisen Juglans
regia L. (ceviz) agacinin yesil yapraklar ile
giimils nanopartikiillerin  (AgNP’leri) c¢evre
dostu, basit, hizli bir sekilde sentezlenmesi ve
patojen mikroorganizmalar {izerinde iireme
inhibisyonunun incelenmesi hedeflenmektedir.

Materyal ve metot
Kullamlan kimyasallar ve cihazlar

AgNP’leri sentezinde Sigma aldrich markali
AgNOg3(giimiis nitrat) tuzu kullanmilarak 5 mM
(milimolar) ¢ozelti hazirlandi. Mikro dilusyon
yonteminde Kkarsilastirma yapmak igin ticari
olarak alinmig vankomisin, kolistin  ve
flukonazol antibiyotikleri kullanilda.

Perkin elmer one markali UV-visible
spektrofotometre  (UV-Vis.) ve  Fourier
Dontigimli Kizilotesi  spektroskopisi  (FTIR),
RadB-DMAX II bilgisayar kontrollii X-1s1n1
Diftraktometresi (XRD), EVO 40 LEQ
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), RadB-
DMAX II bilgisayar kontrollii Enerji Dagiliml
X-ismimmi  Kirmimi, Malvern marka Zeta
potansiyeli cihazlart kullanildi.  Partikiilleri
¢oktiirmek igin de yiiksek devirli OHAUS FC
5706 marka model cihaz ile santrifiij yapildi.

Sentez ve karakterizasyon

Ceviz yapraklar1 yesil formda agustos ay1
sonunda toplandi. Once musluk suyu ve
ardindan distile su ile bir kag kez yikandi oda
kosullarinda kurutuldu. Kuruyan yapraklardan
100 gr alind1 ve 500 ml distile su ile kaynatildi.
Oda kosullarinda sogutulup siizge¢ kagidi ile
slizme yapilarak sentez i¢in kullanilmak iizere
Oziit elde edilmis oldu.

250 ml 5 mM AgNO:3 ¢ozeltisi ile 500 ml 6ziit
karistirilarak ~ basit  bir elle karistirmanin
ardindan oda kosullarinda sabit bir zemin
iizerinde birakildi. Renk degisimi izlendi.

AgNP’lerin olusum ve varligini belirlemek icin
renk degisimine bagli olarak belli araliklar ile
alinan numunelerle UV-vis. spektrofotometre
cthazinda dalga boyu taramalar1 yapilarak
absorbanslar okundu. indirgemeden sorumlu
biyoaktif bilesenlere ait fonksiyonel gruplari
degerlendirmek amaciyla FTIR cihazi datalar
incelendi. Sentez sonunda sulu ortamdan
AgNP’leri ¢oktirmek igin yiiksek devirli
santriflij cihazi ile 9000 rpm de santrifiij yapildu.
Elde edilen partikiilller 75°C’de kurutuldu.
Kristal boyutlarini ve yapilarint degerlendirmek
tizere XRD verileri incelendi. Morfolojik
goriiniimleri ve element igerikleri SEM-EDX
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verileri ile belirlendi. AgNP’lerin yiizey yiik
dagilimi1 Zeta potansiyeli analiziyle belirlendi.

AgNP’lerin medikal uygulamalar icin anti-
mikrobiyal etkilerinin incelenmesi

AgNP’lerin anti-mikrobiyal etkileri patojen
suglar lizerinde Mikro Dilusyon yontemi
kullanilarak Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonu (MIK) ile belirlendi.

Patojen suslardan Staphylococcus aureus (S.
aureus) ATCC 29213, Escherichia coli (E. coli)

ATCC25922 ve Candida albicans (C. albicans)
Inénii  Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

Mikrobiyoloji ~ Laboratuvarindan,  Bacillus
subtilis  (B. subtilis) ATCC 11774 ve
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
suslart ise Mardin Artuklu  Universitesi
Mikrobiyoloji ~ Arastirma  Laboratuvarindan
tedarik edildi.

Kati formadaki besiyeri plaklarindan iiremis
olan patojen suslarin her biri i¢in Mc Farland
standardt 0.5 [18]  bulanikhiga  gore
mikroorganizma  siispansiyonlar1  hazirlandi.
96’lik mikro plakala kuyucuklarina bakteriler
icin Muller Hinton sivi besiyeri, maya i¢in
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) sivi
besiyeri eklendi. ik kuyucuga 16 pg/mL™*
konsantrasyonda hazirlanan AgNP cozeltisi
eklenip ilk kuyucuktan baglayarak bir seri mikro
dilusyon yapildi. Sonrasinda her sus i¢in Mc
Farland 0.5 standart bulaniklik ile hazirlanan
mikroorganizma siispansiyonundan kuyucuklara
ekleme yapildu.

AgNP’lerin aktivitelerini karsilagtirmak ig¢in
ticari olarak temin edilen gram pozitif suslar (S.
aureus ve B. subtilis) i¢in vankomisin, gram
negatif suslar (E. coli ve P. aeruginosa) i¢in
kolistin antibiyotikleri ile maya C. albicans igin
de flukanozol antibiyotiklerine ayni sekilde
mikro dilusyon uygulandi. Mikro plakalar 37 °C
de 24 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan
ireme kontrolu yapilarak iiremenin basladig1
kuyucuktan bir &nceki kuyucuk MIK olarak
belirlendi.

Bulgular ve tartisma

Sentez ve karakterizasyon verileri

Oziit ve AgNOs ¢ozeltisi karistirildiktan bir kag
dakika sonra saridan kahverengiye olan hizh
renk dondsimii  izlendi (Sekil 1.) [19].
AgNP’lerin  olusumu sirasinda indirgemeye
bagli olarak plazma yilizeyinde meydana gelen
titresimler (SPR) ile renk degisimi meydana
gelmektedir [20]. Renk degisimine bagli olarak
UV-vis. spektroskopide yapilan okumalarda
454.01 nm dalga boyunda maksimum absorbans
degerleri bulundu (Sekil 2). Yapilan benzer
caligmalarda 450 nm [21] ve 451 nm [22]

maksimum  dalga boylari ve saridan
kahverengiye olan renk degisimi [23]
AgNP’lerin ~ olusumu  ve  varligt  ile
iligkilendirilmistir.

Sekil 1. A. Reaksiyondan sonra AgNPlerin
olusumuna bagl meydana gelen renk degisimi
B. Oziit goriimii

ouomn
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Sekil 2. AgNP ’lerin olusum ve varligni gésteren
UV-vis. Spektrofotometre verileri

FTIR  datalarinda  indirgemeye  katilan
fonksiyonel gruplar incelendiginde 3338.78-
3336.66 cm* ve 2139.69-2107.04 cm
meydana gelen frekans kaymalar1 sirasi ile —
OH(hidroksil) gruplarin [24] ve C=C alkin
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sorumlu

gruplarin ~ [25] indirgemeden
olabilecegini gostermektedir (Sekil 3.).

&
-

Sekil 3.Indirgemeden sorumlu fonksiyonal
gruplarin degerlendirilmesi A.oziit, B.sentez
sonrast reaksiyon sivi igeriginine ait FTIR
datalar

AgNP’lerin kristal yapilari ve nano boyutlari
XRD ile 20 da bulunan sonuglara gore
degerlendirildi. 111°, 200°, 220° ve 311° pikler
gimlis nano  kristallerin  kubik  yapida
olduklarint belirtir [26]. Bu piklere ait degerler
siras1 ile 38.01, 44.32, 64.51 ve 77.20 olarak
okunarak kristal nano boyut belirlemek i¢in
kullanild1 (Sekil 4.). Kristal nano boyutu Debye-
Scherrer esitligi ile hesaplandi [27],[28].

D=KA/ (B cosb) (1)

Esitlikte; D= partikiill boyutu, K=sabit degeri
(0.90), A =X-ray dalga boyu degeri (1.5418 A),
B=maksimum yiikseklige sahip pikin FWHM
degerinin yarisi, 6= yiiksek pike ait Bragg
acisini ifade etmektedir.

Elde edilen AgNP’lerin 23.66 nm Kristal nano
boyuta sahip olduklar1 hesaplandi. Bazi
caligmalarda AgNP’lerin bu esitlik kullanilarak
30.25 nm [8] ve 18.17 [25] nm Kkristal nano
boyutta olduklar1 belirtilmistir.

Intensiy(CPS)

| o
Sekil 4. AgNP’lerin XRD datalar

Sekil 5° de AgNP’lerin morfolojik yapilar1 ve
element kompozisyonlarin1 belirlemek icin
SEM-EDX verileri incelendi. SEM grafisinde
AgNP’lerin kiiresel goriiniimde [29] olduklar
tespit edildi. EDX verilerinde ise giimiigse ait
giiclii pikler AgNP’lerin varligni
gostermektedir. Carbon ve oksijenden gelen
zayif pikler ise Oziitten gelen kirlilikten
kaynaklanmaktadir [30].

Mag= 2604X  EHT=2000kv Sigral A= S5E1

& oo

Sekil 5. AgNP ’lerin SEM-EDX grafileri; A.
Morfolojik goriimleri B. Element
kompozisyonlari

Elde edilen AgNP’lerin yiizey yiiklerini
belirlemek i¢in yapilan zeta potansiyeli analizi
sonucu — 11.53 mV olarak bulundu (Sekil 6).

Cevre dostu sentez calismalarinda elde edilen
AgNP’lerin zeta potansiyelleri -14 mV [24] ve -
19 mV [31] olarak tespit edilmistir.
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AgNP’lerin yiikk bakimindan negative dagilim
gostermeleri 6nemlidir. Elde edilen AgNP’lerin
sadece  negatif  ylike sahip  olmalan

kiimelenmenin ve topaklanmanin olmadigini ve
kararl1 olduklarini belirtir [32].

Apparent Zeta Potential (riv)

Record 354. Cev-Ag 7]

Sekil 6. AgNP ’lerin yiizey yiiklerini gésteren
zeta potansiyeli analiz verileri

AgNP’lerin  anti-mikrobiyal  etkilerinin
incelenmesi

Patojen suslar iizerinde AgNP’lerin,
antibiyotiklerin ve 5 mM gilimilis nitrat
¢ozeltisinin  anti-mikrobiyal etkileri  mikro
dilusyon yontemi ile MIK belirlenerek

karsilastirildi. Patojen suslar iizerinde 0.25-1.0
pg/mL konsantrasyonlarin etkili oldugu tespit
edildi. Bu konsantrasyonlar antibiyotik ve
glimiis nitrat ¢ozeltisi ile kiyaslandiginda daha
disik konsantrasyonda etkili  olduklarim
gostermektedir (Tablo 1 ve Sekil 7).

Tablo 1. Mikro dilusyon yontemi ile elde edilen
MIK degerleri

Patojen Sus AgNPs  Silver  Antibiyotik
pg/mL  Nitrat pg/mL
pg/mL
S. aureus
ATCC 29213 0.25 2.65 2
B.subtilis 0.5 1.32 1
E. coli
ATCC25922 10 0.66 2
P. aeruginosa 1.0 1.32 4
C. albicans 0.25 0.66 2

4 m AgNP'ler
3 Glimiis
2 Nitrat
1
0
N

Sekil 7. Patojen sugslar iizerinde MIK
uygulamalarmmin degerleri

Metalik giimiis iyonlart kuru haldeyken indrt
ozellik gosterirler. Sulu bir yap1 igerisinde
iyonize olurlar ve yiiksek reaktivite gosterirler.
Iyonize olmus giimiisler elektro statik ¢ekim
kuvveti ile mikroorganizmalar ile temas kurarlar
[21], [33]. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
artisina sebep olurlar. Artan ROS ile hiicre
duvar;, hiicre membran1 ve  niikleus
membraninin  yapist  bozulur [34]. Onemli
biyomolekiillerin DNA, RNA gibi yapilarin bu
tirlere karsi affinitesi bulunmaktadir. Dahasi
vital enzimlerin tiyol gruplarinin bu tiirler ile
giiclii bag kurma ozellikleri bulunmaktadir. Bu
yapilarinda faaliyetlerine etki ederek islevlerini

bozar ve hiicre yikimi ile 6liimiine neden olurlar
[35].

Yapilan benzer calismada yesil cay oOziiti ile
elde edilen AgNP’lerin S. aureus, E. coli ve P.
aeruginosa bakterileri icin siras1 ile MIK
degerleri 250 pg/mL, 15 pg/mL ve 30 pg/mL
olarak belirtilmistir [28]. Zea mays L. yaprak
oziiti ile elde edilen AgNP’lerin S. aureus
tizerinde 0.33 pg/mL [36] ve bir diger ¢alismada
ise C. albicans ve B. subtilis tiirleri icin MIK 50
pug/mL ve 25 ug/mL olarak raporlanmustir [37].

Sonuglar

Nano malzemelerin bir¢ok kullanim alani
mevcuttur. Bu malzemelerin farkli elde etme
metodlart mevcuttur. Cevre dostu biyoaktif
bilesiklerin kullanildig1 yontemler biiyiik ilgi
gormektedir. Bu yontemin maliyeti diisiik ve
uygulama asamalar1 kolay ve basittir. Ozel
sartlar gerektirmez ayrica toksik kimysallarin
uygulama siirecinde olmayist da avantaj
saglamaktadir.
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Juglans regia L. (ceviz) agacmin yesil
yapraklar1 ile elde edilen oziit ile AgNP’ler
oziitte bulunan fitokimysallarin  indirgeme
kapasitesi ile hizli, ekonomik ve basit bir
sekilde yiiksek enerji gereksinimi olmadan
sentezlendi. Bu AgNP’ler UV-vis., FTIR, EDX,
XRD, SEM ve Zeta potansiyeli cihaz verileri ile
karakterize  edildi.  AgNP’lerin  kiiresel
goriinimde olduklari, 454.01 nm dalga boyunda
maksimum absorbans ve 23.66 nm kristal nano
boyut sahip olduklar1 belirlendi.

AgNP’lerin medikal uygulamalar i¢in patojen
tirler tizerinde anti-mikrobiyal etkileri mikro
dilusyon yéntemi kullanilarak MIK tespit edildi.
Antibiyotiklerden daha diisiik 0.25-1.0 pg/mL
konsantrasyonlarin etkili oldugu belirlendi.

Uygulama adimlar1 gelistirilerek biyomedikal
ve ila¢ endiistrisi gibi alanlarda kullanimlar
anti-mikrobiyal ajan arayisina katki saglayabilir.
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