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One Cikanlar

* Yesil sentez, pahali kimyasallarin kullanimini ortadan kaldirdigi ve ¢evre dostu oldugu igin siklikla tercih edilmektedir.
* AgNP’ler genis antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle en yaygin kullanilan nanopartikiillerdir.

» AgNP’ler sadece kitosan kullanilarak otoklavda one-pot yesil sentez yontemiyle sentezlenmistir.

« Kitosan konsantrasyonunun AgNP’lerin boyut ve antibakteriyel 6zelliklerini etkiledigi belirlenmistir.
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Makale Bilgileri Oz

Giimiis nanopartikiil (AgNP), hem indirgeyici hem de stabilize edici ajan olarak hareket eden kitosan (CS)
Gelis: 21/08/2024 kullanilarak tek-kap (one-pot) yesil sentez yontemi ile otoklavda sentezlenmigtir. Farkll konsantrasyonlarda
Kabul: 29/09/2024 kullamilan kitosanin (%0,3-0,9 w/v) olusan AgNP (AgNP-CS0.3—AgNP-CS0.9) ézellikleri iizerine etkisi
incelenmigstir. UV-vis spektrumlari, AgNP-CS'ler icin karakteristik olan 423-432 nm araliginda pik
gostermistir. Fizikokimyasal ozellikler taramali elektron mikroskobu (SEM), X-151m1 kirimimi (XRD), zetasizer

Anahtar Kelimeler gibi farkly yéntemler kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar kitosan konsantrasyonun artmasiyla

nanopartikiil boyutunun azaldigini ve en kii¢iik boyuta sahip ornegin yiizey merkezli kiibik (fcc) kristal
Yesil sentez, vapidaki AgNP-CS-0.9 oldugunu ortaya koymustur. Tiim 6rnekler Escherichia coli (E. coli) ve
AgNP, Staphylococcus aureus (S. aureus)'a karsi antibakteriyal aktiviteye sahipken en yiiksek aktiviteyi AgNP-CS-
Kitosan, 0.9 sergilemigtir. Nanopartikiil boyutu kiigiildiikce antibakteriyal etkinligin arttigi belirlenmigtir. Herhangi
Antibakteriyal aktivite. bir toksik kimyasalm kullanmilmadigi, diisiik maliyetli, kolay olan bu yéontem ¢ok genis kullanim alamna sahip

AgNP lerin eldesi icin alternatif bir uygulama sunmaktadr.

An eco-friendly approach: One-pot green synthesis of AgNPs, the effect of chitosan concentration
on particle size, and antibacterial activity

Highlights
* Green synthesis is frequently preferred due to its elimination of the use of expensive chemicals and its environmentally friendly nature.
» AgNPs are the most commonly used nanoparticles due to their broad antimicrobial activities.
» AgNPs were synthesized only using chitosan through a one-pot green synthesis method in an autoclave.
« It has been determined that chitosan concentration affects the size and antibacterial properties of AgNPs.

Avrticle Info Abstract

Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized in an autoclave by one-pot green synthesis method using
chitosan (CS) which acts as both a reducing and stabilizing agent. The effect of different concentrations of
chitosan (0.3-0.9 w/v) on the properties of the resulting AgNPs (AgNP-CS0.3-AgNP-CS0.9) was investigated.

Received: 21/08/2024 UV-vis spectra showed a peak in the range of 423-432 nm, which is characteristic for AgNP-CSs.
Accepted: 29/09/2024 Physicochemical properties were evaluated using various methods such as scanning electron microscopy

(SEM), X-ray diffraction (XRD), and zetasizer. The results revealed that the nanoparticle size decreased with
Keywords increasing chitosan concentration, and the smallest size was observed for AGQNP-CS-0.9 (50 nm) with a face-

centered cubic (fcc) crystal structure. All samples exhibited antibacterial activity against both Escherichia
Green synthesis, coli (E. coli) and Staphylococcus aureus (S. aureus), with the highest activity shown by AgNP-CS-0.9,
AgNP, indicating that antibacterial efficacy increased as nanoparticle size decreased. This low-cost, easy method,
Chitosan, which does not involve the use of any toxic chemicals, offers an alternative application for the production of
Antibacterial activity. AgNPs with a wide range of applications.
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1. GIRIS

Nanopartikiiller, ¢aplar1 1 ile 100 nm arasinda degisen parcaciklardir. Nanopartikiillerin yiizey/hacim
oranina bagl olarak sahip oldugu gelismis 6zellikler nedeniyle ¢ok ¢esitli endiistrilerde kullanilmaktadir
[1]. Giimiis nanopartikiiller (AgNP’ler), sahip olduklari benzersiz 6zellikler sayesinde (elektriksel, optik ve
katalitik ozellikler, antibakteriyel, antifungal, antioksidan, anti-kanser, anti-inflamatuar, antikoagiilan
aktivite gibi) yer aldiklar1 genis uygulama alanlar1 nedeniyle son yillardaki en popiiler ¢aligma konularindan
biri héline gelmislerdir [2]. AgNP’lerin en faydali 6zelliklerinden biri antimikrobiyal aktiviteleridir.
Antimikrobiyal direncin artmasiyla tehdit edilen bir diinyada, AgNP’lerin ila¢ dagitim sistemlerinde
kullanilmasi, ortaya ¢ikan bu sorunun ¢oziilmesine yardimei olabilir. Bu nedenle, biiyiik 6l¢ekli sentezleri,
ozellikle saglik alaninda son derece faydali olma potansiyeline sahiptir. Su anda, AgNP coklu ilaca direngli
bakteriler de dahil olmak iizere cesitli bulasic1 ve patojenik mikroorganizmalara kars1 gosterdikleri genis
antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle en yaygin kullanilan nanopartikiillerdir. 1628 nanoteknoloji
irtiniinden en az 383"l gimiis nanopartikiiller igermektedir [3, 4].

Gumiisiin modifikasyonu ile elde edilen AgNP’lerin en 6nemli 6zellikleri sentez kosullarina baglh olarak
boyutlarinin ve sekillerinin ayarlanabilir olmasidir. AgNP'lerin biyolojik aktiviteleri, nanopartikiillerin
boyutuna, sekline, kimyasal bilesimine, redoks potansiyeline, partikiil ¢oziinmesine, iyon salinimina,
kaplama ve agregasyon derecesine baglidir [5]. Ayrica, nanopartikiillerin mevcut yiizey alan1 ve yilizey
yiikii de biyolojik etkilesimde onemli bir rol oynamaktadir. AgNP'ler ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile
etkilidir, bu da giimiis salim1 (partikiil ve/veya Ag+ seklinde) nedeniyle toksisite olasiligini en aza indirir.
Ancak AgNP'lerin mevcut potansiyel toksisitesinin sadece metal birikimiyle ilgili olmadigi, ayn1 zamanda
nanopartikiillerin sentezinde kullanilan sentetik yontemlerle de ilgili oldugu ortaya koyulmustur [6].
Geleneksel AgNP sentezi i¢in toksik kimyasallarin kullanilmas1 AgNP’lerin uygulanabilirligini sinirlar. Bu
durum toksik maddeler kullanmadan g¢evre dostu alternatif yontemler gelistirmeye yonelik ihtiyact
arttirdigindan yesil sentez kullanilmaya baslanmigtir [7]. Yesil sentez, geleneksel kimyasal sentezden daha
faydalidir ¢iinkii daha az maliyetlidir, kirliligi azaltir ve ¢cevre ve insan sagligi giivenligini artirir [8]. Yesil
yolla sentez, pahali kimyasallarin kullanimini ortadan kaldirdigi ve ¢evre dostu oldugu i¢in son on yillarda
siklikla tercih edilmektedir.

Nanoteknolojide en ¢ok calisilan polimerlerden biri toksik olmayan, kokusuz, biyouyumlu ve biyolojik
olarak pargalanabilen bir biyopolimer olan kitosandir. Metal nanopartikiillerin sentezi i¢in hem indirgeyici
hem de stabilize edici ajan, sekil yonlendirici veya boyut kontrollii saglayan ajan olarak yesil kimyasal
yollarla metal nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Metal nanopartikiillerin fizikokimyasal
stabilitelerinin iyilestirilmesi, ilag salimmin kontrol edilmesi, doku penetrasyonunun ve hiicre
etkilesimlerinin tesvik edilmesi ve antimikrobiyal etkinligin arttirilmasi gibi avantajlar saglamaktadir [9].

Kararli AgNP’ler, herhangi bir toksik kimyasal kullanmadan sadece kitosan ve AgNO3 kullanilarak one-
pot yesil sentez yontemiyle otoklavda sentezlenebilmektedir. Yontem ilk olarak Venkatesham ve
arkadaglar tarafindan 2014 yilinda literatiire kazandirilmistir [10]. AgNP’lerin olusumu iizerinde zaman
(10-60 dakika), giimiis nitrat konsantrasyonunun degisimi (0,1-0,5%) ve kitosan konsantrasyonu (0,1-
0,5%) gibi farkli parametrelerin etkisi incelenmistir. Segilen bir 6rnek i¢in AgNP varliginda 4-nitrofenoliin
sodyum borohidrit ile katalitik indirgenme ve E. coli ve Micrococcus luteus'a karsi antimikrobiyal aktivitesi
sunulmustur [10]. 2017 yilinda Biao ve arkadaslar1 kararli Ag kolloid sentezlemek igin ayni yontemi
kulanmig 140°C sicaklikta 4 saat tepkime siiresinde pH degisiminin etkisi incelenmislerdir. pH 5,0'da
AgNP’ler kiiresel simetriye sahipken pH 4,0'da liggen ve kesik liggen nanoplate baskin olmustur. pH 5,0'da
sentezlenen AgNP’ler, E. coli ve S. aureus bakterilerine ve C. albicans mantarina karsi etkili akmikrobiyal
etkinlik gostermislerdir [11]. Wongpreecha ve arkadaslar1 2018 yilinda %0,4 AgNOs (w/v) ve %0,3 CS
(w/v) ¢ozeltileri ile one-pot yesil prosese dayali yontemde sicaklik ve basing girdisi etkilerini aragtirmiglar
ve en iyi sentez kosulunu, otoklavda 120°C olarak onermislerdir. Sentezlenen AgNP-CS hem E. coli hem
de S. aureus'a karsi etkili antibakteriyal aktivite gOstermistir. Ayrica, AgNP-CSnin ylizeyindeki CS
kaplamasimin, ticari sitratla stabilize edilmis AgNP ile karsilastinldiginda sitotoksisiteyi azalttig
kanitlanmigtir [12].
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Hileuskaya ve arkadaglar1 farkli molekiiler agirliktaki kitosanlar1 (20 ila 1200 kDa) indirgeyici ajanlar ve
partikiil stabilizatorleri olarak kullanmuslardir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere ve mantarlara
kars1 en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip kitosan-Ag nanopargaciklarinin sentezinin optimum
parametreler kitosanin molekiiler agirligt 20000 ve 30000 Da, reaksiyon siiresi 60 ve 90 dakika
bulunmustur [13]. Ayrica Mirajkar ve arkadaslart 2021 yilinda yaptiklari ¢alismada kitosan-giimiis
nanokompozitler (CSN-AgNP), normal kitosan (yiiksek molekiiler agirlikli (MW), NL-CSN) ve vy 1sinlari
ile 1s1nlanarak elde edilen oligokitosanlar (diisiik MW, IR-CSN) ile hazirlamiglardir. NL-CSN ve IR-CSN
(%0,0-2,5 w/v), giimiis nitrat (%0,0-2,5 w/v) konsantrasyonlarmin etkisi incelenmistir. AgNP sentez
derecesi IR-CSN'de NL-CSN'den daha fazla bulunmus. IR-CSN-AgNP'ler, E. coli'ye karsi yiiksek bir
antimikrobiyal aktivite ve Fusarium oxysporum f sp. ciceris'a karsi antifungal aktivite sergilemistir.
Calisma ayni1 zamanda siirdiiriilebilir tarimda fitopatojenlerin kontrolii i¢in y-isinlanmis kitosan-giimiis
nanokompozitlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi i¢in yeni segenekler sunmustur [14]. Bu galismay1
literatiirdeki benzer caligmalardan kitosan konsantrasyonunun sentezlenen AgNP’lerin morfolojisi ve
antibakteriyal aktivitesi tizerine etkisinin incelenecek olmasi ayirmaktadir.

Calismanin amaci yesil sentez yontemiyle AgNP sentezlenmesi ve elde edilen AgNP’lerin morfolojik ve
antibakteriyal 6zellikleri iizerine kitosan konsantrasyonunun etkisinin incelenmesidir. AgNP’ler herhangi
bir toksik kimyasal olmadan sadece kitosan kullanilarak otoklavda one-pot yesil sentez yontemiyle
sentezlenmistir. Sentezlenen nanopartikiiller UV-vis spektrometre, XRD, SEM ve DLS kullanilarak
karakterize edilmistir. Ayrica sentezlenen AgNP’lerin antibakteriyel etkinlikleri Escherichia coli ATCC
11229 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923’¢ karsi kuyu difiizyon yontemiyle incelenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Calismada AgNP sentezinde kullanilan kitosan (diisiikk molekiil agirlikli, 150 000 kDa, 81DD) Fluka’dan
(Seelze, Almanya), AgQNO3; ISOLAB chemicals’dan temin edilmistir. Nutrient sivi besi yeri ve susuz asetik
asit Merk’ten (Darmstadt, Almanya) alinmistir. Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu suslart Gram pozitif
Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923 ve Gram negatif Escherichia coli (E. coli) ATCC 11229
Gazi Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.

AgNP sentezinde kullanilan otoklav, 6zel programlar i¢in 105°C-135°C sicaklik ¢alisma ayar araligina, 1-
300 dakika zamanlayicisina, 96 L hiicre hacmine, 316 L paslanmaz ¢elik i¢ ylizey yapisina sahip NUVE
NC 90M dik tip (Ankara, Tiirkiye) otoklavdir.

2.2. One-pot AgNP Yesil Sentezi

10 mL kitosan ¢ozeltisinin (%]1°lik susuz asetik asitte 0,3; 0,6 ve 0,9 w/v olarak hazirlanan ¢dzelti isimleri
sirastyla CS0.3, CS0.6, CS0.9 olarak adlandirilmistir) ile 10 mL AgNOs ¢ozeltisi (%0,4 w/v deiyonize
suda) 700 rpm'de 5 dakika karistirilmasinin ardindan otoklavda 15 psi basing altinda 120°C sicaklikta 50
dakika bekletilmistir. Sentezde kullanilan kitosan konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen
nanopartikiiller; AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6, AgNP-CS0.9 seklinde isimlendirilmistir [10, 12].

2.3. AgNP’lerin Karakterizasyonu

AgNP olusumu 200-800 nm araliginda UV-vis spektrofotometre (Digilab Hitachi U-1800, Tokyo, Japonya)
kullanilarak izlenmistir. AgNP’lerin parg¢acik boyutu dagilimi ve zeta potansiyelleri zeta sizer cihazi
(MALVERN Nano ZS90) ile analiz edilmistir. Analiz 25°C'de 173°'lik sabit bir sagilma acisinda
gerceklestirilmistir. AgNP'lerin X-151m1 kirmim desenleri Cu Ka radyasyonu ile 0 ila 90 arasinda 26
araliginda X-1smm difraktometresi (XRD, MiniFlex; Rigaku Co., Tokyo, Japonya) ile elde edilirken
AgNP’lerin boyutlar ve sekilleri, x20000, x50000 ve x100000 biiyiitme ile 30 kV hizlandirma voltajinda
bir Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, QUANTA 400F Field Emission, Hills-boro, Oregon, ABD)
kullanilarak karakterize edilmistir.
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2.4. Antibakteriyal Aktivite

Yesil sentez ile elde edilen AgNP’lerin antibakteriyal aktiviteleri Gram negatif E. coli ATCC 11229 ve
Gram pozitif S. aureus ATCC 25923 patojenlerine kars1 kuyu difiizyon yontemi ile belirlenmistir.

Kuyu Difiizyon Yontemi. ilk olarak patojen mikroorganizmalar Nutrient sivi besi ortaminda 37°C’de 18-24
saat gelistirilmistir ardindan bakteri yogunluklari McFarland 0,5’ (mililitre basina 107-10% koloni olugturan
birimi temsil eden; cfu/mL) ayarlanmistir. 20 mL Nutrient kat1 besiyerine yogunlugu ayarlanmis bakteri
cozeltisinden 100 pL eklenerek yayma ekim yapilmig ardindan kat1 besiyerinde 4 mm c¢apinda (agar delici
corkborer ile) kuyular olusturulmustur. Olusturulan kuyulara 50 pL ayn konsantrasyonlardaki (3 pg/mL
deiyonize suda) AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 ¢ozeltileri koyulmus ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda inhibisyon zon c¢ap1 kumpas ile 6lgiilmiistiir. Deney 2
paralelli olarak gergeklestirilmistir [15].

3. BULGULAR
3.1. UV-vis Spektroskopi Analizi

Nanopartikiil olusumu UV-vis spektroskopisi ile analiz edilmis ve orneklerin absorpsiyon spektrumlari
Sekil 1'de verilmistir. Ilk olarak kitosan ¢dzeltilerinin baslangictaki soluk sar1 renklerinin kullanilan
kitosanin artan konsantrasyonuna bagl olarak deney sonunda CS0.3, CS0.6, CS0.9 i¢in sirasiyla sarimsi
kahverengi, acik kahverengi ve koyu kahverengiye donilismiis olmasi nanopartikiil olusumunun bir
gostergesi olarak kabul edilmistir. Ayrica spektrumlardaki, 400-450 nm arasindaki absorbsiyon pikinin
varligi da Ag”nin Ag’ indirgenerek AgNP olusumunu kanitlamistir. Orneklerin Sekil 1°deki UV-vis
spektrumlari incelendiginde absorpsiyon piklerinin maksimum AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-
CS0.9 drnekleri igin sirastyla 423 nm, 425 nm ve 432 nm oldugu belirlenmistir. Orneklerin absorbans
degerleri karsilastirildigina kitosan miktarmin artmasiyla elde edilen AgNP’lerin absorbans degerleri
artmigtir. Bu degerler AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 i¢in sirasiyla 0,46-0,95 arasindadir.
Absorbsiyon piklerinin sekilleri incelendiginde ise kitosan miktarinin artmasiyla piklerin genisledigi
gdzlenmistir.

- - - AgNP-CS0.3
1.0 4 |--—--AgNP-CS0.6
—— AgNP-CS0.9

0.8

AgNP-CS0.6

0.6 1

Absorbans

0.4 1

0.2 1

0.0 1

I ! ) v I v I ’ | d |
300 400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 1. Sentezlenen AgQNP-CSO0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 orneklerinin UV-vis absorpsiyon
spektrumlart
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3.2. Parc¢acik Boyutu ve Zeta Potansiyeli Analizi

Yesil olarak sentezlenen AgNP'lerin ortalama partikiill boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta
potansiyelleri bir nano zetasizer ile belirlenmistir. Cézeltideki nanopartikiillerin boyutunun belirlenmesinin
arkasindaki teori dinamik 1sik sag¢ilimidir (DLS) [16]. Sekil 2’de orneklerin partikiil dagilimini, PDI
degerleri ve zeta potansiyelleri verilmistir. Sonuglar incelendiginde AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-
CS0.9 orneklerinin sirastyla ortalama boyutlarinin 203,7 nm, 127,9 nm ve 123,3 nm oldugu, PDI
degerlerinin 0,235, 0,209 ve 0,210 oldugu belirlenmistir. DLS sonuglarina gore kitosan konsantrasyonunun
artmasiyla partikiil boyutunun kiiciildiigii belirlenmistir. Orneklerin zeta potansiyel degerleri AgNP-CS0.3
de +36,4 mV, AgNP-CS0.6 de +36,7 mV ve AgNP-CS0.9 de ise +37,2 mV olarak belirlenmistir (Sekil 2).

Size Distribution by Intensity Z-Average (d.nm): 203.7 Size Distribution by Intensity Z-Average (d.nm): 127.9
b.
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Sekil 2. AgNP-CS0.3 (a), AgNP-CS0.6 (b) ve AgNP-CS0.9 (c) érneklerinin par¢actk boyut dagilimlar: ve
zeta potansiyelleri

3.3. SEM Analizi

Sentezlenmis AgNP’lerin morfolojik 6zellikleri SEM kullanilarak incelenmis ve goriintiiler Sekil 3’te
verilmistir. Sekil 3 incelendiginde yesil sentezle elde edilen tiim AgNP &rneklerinin belirgin kiiresel
morfolojiye sahip oldugu ve kitosan konsantrasyonu arttik¢a olugan tanecik sayisinin arttig1 gortilmiistiir.
Kitosan konsantrasyonu arttikca nanopartikiil boyutlarmin kigildiigi (AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve

AgNP-CS0.9 igin sirasiyla yaklasik ortalama 100 nm, 80 nm ve 50 nm) ve taneciklerin aglomerasyonunun
artt1g1 tespit edilmistir.
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Sekil 3. Kitosan miktarina bagl olarak elde edilen AgNP-CS0.3 (a), AQNP-CS0.6 (b) ve AgNP-CS0.9 (c)
orneklerinin farkl biiyiitmelerdeki (x20000, x50000 ve x100000) SEM goriintiileri

3.4. XRD Analizi

Yesil sentezlenmis AgNP’lerin kristal yapisimi belirlemek i¢in XRD teknigi kullanilmistir. AgNP-CS0.9
ornegine ait Sekil 4’da verilmis olan XRD deseninde 26 kirinim pikleri 27,90°, 32,35°, 38,26°, 44,31°,
46,36°, 54,95° ,57,60°, 64,47° ve 77,09°°de gbzlenmistir. Bu piklerin sirastyla (210), (122), (111), (200),
(231), (142), (241), (220), (311) yansima diizlemi indekslerine karsilik geldigi tespit edilmistir. Bu
sonuglara gére AgNP’lerin yiizey merkezli kiibik (fcc) kristal yapida oldugunu belirlenmistir [17, 18].
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Sekil 4. AQNP-CS0.9 érneginin XRD kirimim deseni

3.5. Antibakteriyal Aktivite

AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 &rneklerinin E. coli ve S. aureus'a karsi antibakteriyal
aktivitesi kuyu diflizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bakterilerin lireyemedigi inhibisyon
bolgesine iligkin tiim konsantrasyonlarda one-pot yesil sentez yontemiyle sentezlenen AgNP 6rnekleri icin
diskin etrafindaki net bolge gozlemlenmis ve Sekil 5'te verilmistir. Ayrica Orneklerinin inhibisyon
bolgesinin ¢ap1 dl¢lilmiis ve sonucglar Cizelge 1°de verilmistir. Cizelge 1 incelendiginde AgNP-CS0.3,
AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 6rneklerinin olusturduklari zon ¢aplari sirasiyla S. aureus'a kars1 9,1 nm, 9,2
nm ve 9,4 nm ve E. coli’ye kars1 6,6 nm, 6,7 nm ve 7,2 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Sonuglar tiim 6rneklerinin
her iki bakteriyi inhibe etmede etkili oldugunu ancak S. aureus'a kars1 daha yiiksek aktivite sergiledigini
gostermistir. En etkin antibakteriyal etkinligi sahip olan 6rnek AgNP-CS0.9 olarak belirlenmistir.
Dolayisiyla sonuglar NP boyutunun kiigiilmesinin antibakteriyel etkinligi artirdigini géstermistir.
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Sekil 5. AQNP-CS0.3, AgNP-CS0.6, AgQNP-CS0.9 drneklerinin S. aureus ve E. coli bakterilerine karst
kuyu difiizyon zonlar

Cizelge 1. AQNP-CS0.3, AgNP-CS0.6, AQNP-CS0.9 orneklerinin S. aureus ve E. coli bakterilerine karst
inhibisyon zon ¢aplari (mm)

AgNP-CS0.3 AgNP-CS0.6 AgNP-CS0.9
S. aureus 25923 9,1+0,1 9,2+0,0 9,4+0,1
E. coli 11229 6,6 0,7 6,7+0,7 7,2+0,7
4. TARTISMA

AgNP’lerin sentezinde kullanilan one-pot yesil sentez yonteminin basarili oldugunun ilk kaniti kitosan
cozeltilerinin baslangictaki renklerinin degiserek kahverengimsi hal almasi olmustur. Ardindan AgNP
olusumu UV-vis spektroskopisi ile AGNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 6rneklerinin absorbsiyon
piklerinin 420-435 nm araliginda gozlenmesiyle dogrulanmustir (Sekil 1). Absorbsiyon pikinin sekli,
absorbans yogunlugu ve dalga boyu analiz edilerek AgNP’lerin 6zellikleri ve nanopartikiil dagilimlar
degerlendirilebilmektedir [19]. Olusan nanopartikiillerin miktarindaki artig; pikin absorbans degerinin
artigina, partikiil boyutundaki artis; pikin tepe noktasinin daha uzun dalga boyu bolgesine kaymasina ve
parcaciklarin boyut dagiliminin homojenliginin bozulmasi da pikin genislemesine sebep olmaktadir [13].
Oncelikle 410 ve 450 nm arasinda yer alan absorbans piklerinin AgNP'lerin kiiresel morfolojisine isaret
ettigi kabul edilmistir [20]. Kitosan konsantrasyonundaki artiga bagli olarak piklerin absorbans degerleri
artmig ve bu durum olusan AgNP miktarinin artmasi olarak yorumlanmistir. Aymi sekilde kitosan
konsantrasyonunun artmast pikin tepe noktasinin daha uzun dalga boyu bolgesine kaymasina neden
olmustur [21]. Yine kitosan konsantrasyonundaki artigin pikin genislemesine sebep olmasindan dolay1
AgNP’lerin boyut dagiliminin homojenliginin bozuldugu sonucuna varilmistir [12]. Nate ve arkadaglarinin
yaptiklari yesil AgNP sentezinde (oda sicakliginda ve N, atmosferde) UV-vis spektrumu sonuglarina gére
kitosan konsantrasyonundaki artisin pikin tepe noktasinin daha uzun dalda boyu bélgesine kaymasina,
absorbans degerinin artmasina ve pik genislemesine sebep oldugunu bildirmislerdir [22].
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AgNP-CS 6rneklerinin ortalama boyutlarinin 203,7-127,9-123,3 nm, PDI degerlerinin ise 0,235-0,209-
0,210 oldugu DLS ile belirlenmistir (Sekil 2). Kitosan konsantrasyonunun sentezlenen AgNP’lerin
boyutlarimi etkiledigi, bu etkinin konsantrasyonun artmastyla nanopartikiil boyutunun kiiciilmesi seklinde
oldugu belirlenmistir. Polidispersite indeksi (PDI), bir numunenin boyutuna bagli olarak heterojenligini
tanimlayan bir parametredir. PDI 6lcegi O ile 1 arasinda degisir (0 monodispers ve 1 polidispers olmak
iizere) [23]. Orneklerin PDI degerlerinin 0,2 civarinda olmas1 érneklerin diisiik polidispersitede oldugunu
diistindiirmiistiir. Zeta potansiyeli ise nanopartikiillerin yiizey yiikiiniin bir gostergesidir. Literatiire gore,
zeta potansiyeli +30 mV'den yiiksek veya -30 mV'den diisiik olan nanopartikiiller kararh olarak kabul edilir
[24]. Sekil 2°de 6rneklerin zeta potansiyeli sonuglarininin +30 mV'den biiyiik oldugu (36,4-36,7-37,2 mV)
belirlenmistir. Siispansiyondaki tiim partikiiller biiyiik bir negatif veya pozitif zeta potansiyeline sahip
oldugunda, birbirlerini itme egiliminde olacaklar ve partikiillerin bir araya gelme egilimi olmayacaktir.
Ancak, partikiiller diisiikk zeta potansiyel degerlerine sahipse, partikiillerin bir araya gelmesini ve
topaklagmasin1 engelleyecek bir kuvvet olmayacaktir [25]. Dolayisiyla yesil sentezlenmis AgNP'lerin
yiiksek pozitif zeta potansiyeline sahip olmalarinin ortamdaki partikiiller arasindaki itmenin oldugu ve
formiilasyonun stabilitesini arttirabilecegi diisiiniilmiistiir. Benzer sekilde one-pot yesil sentezle AgNP
calismalarinda kitosanla stabilize edilmis AgNP'ler i¢in 30 mV'den daha biiyiik pozitif zeta potansiyel
degerleri bildirilmistir [12—-14].

SEM sonuglarina gore (Sekil 3) 6rnek boyutlarinin AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 igin
sirastyla yaklasik ortalama 100 nm-50 nm arasinda oldugu sdylenebilir. Yesil sentezle elde edilen tiim
AgNP 6rneklerinin belirgin kiiresel morfolojiye sahip oldugu ve kitosan ¢ozelti konsantrasyonu arttik¢a
nanopartikiil boyutunun kii¢iildiigii bulunmustur. Kitosanin metal nanopartikiillerin yesil sentezindeki bir
roliiniin de boyut kontrolii oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢calismalarda AgNP'lerin boyutunun daha yiiksek
kitosan konsantrasyonunda azaldigi ortaya koyulmustur [26,27]. Bu durumu agiklayan hipotez Phan ve
arkadaglarinin CS ile yesil sentezledikleri AuNP [28] ve PaNP [29] boyutunun, kullandiklari CS
konsantrasyonu arttik¢a azaldigini belirledikleri ¢aligmalar1 sonucunda 6nerdikleri hipotezle aciklanabilir.
Bu hipoteze gore, CS varliginda metal nanopartikiillerin olusumu sirasinda, pozitif yiiklii CS, metal
¢ekirdekleri ile giiglii bir elektrostatik etkilesime sahiptir. Daha yiiksek CS konsantrasyonu, CS ve metal
cekirdeklerinin daha giiclii etkilesimine yol agar. Bu giicli etkilesim, onciillerin metal cekirdeklere
baglanmasini engeller. Boylece, metal ¢ekirdekleri yliksek konsantrasyonda CS ¢ozeltisi varliginda daha
fazla biiyliyemez [30]. Calismada, DLS analizinde AgNP’lerin boyutlarinin SEM ile belirlenen degerden
daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. SEM goriintiilerinde (Sekil 3) gozlenen yer yer aglomere olan gruplarin
DLS ile 6l¢iime (Sekil 2) katilmasinin ortalama partikiil boyutunun yiiksek ¢ikmasinda etkili oldugu
diistiniilmiistiir. Ayrica genel olarak DLS ile elde edilen nanopartikiillerin ortalama boyutu elektron
mikroskobundan elde edilen degerlerden daha biiyiik olma egiliminde oldugu bilinmektedir. Bunun sebebi,
sulu ortamda partikiillerin etrafinda hidrodinamik bir kiire olustugundan DLS &l¢giimiinde sagilan 15181
analiz ederken partikiil gapinin daha biiyiik yorumlanmasina yol agmasi olarak agiklanmaktadir [31].
Benzer sekilde Mirajkar ve arkadaslarinin ¢alismalarinda TEM sonuglaria gore bulunan AgNP caplari
DLS de ¢ok daha biiyiik olarak 6l¢tilmiistiir [14].

AgNP-CS0.9 6rneginin XRD kirinim deseni (Sekil 4) standart giimiis degerlerinin mevcut literatiiriine gére
(JCPDS 04-0783) sirastyla (210), (122), (111), (200), (231), (142), (241), (220), (311) yansima diizlemi
indekslerine karsilik gelen 27,90°, 32,35°, 38,26°, 44,31°, 46,36°, 54,95° ,57,60°, 64,47° ve 77,09° 20
kirinim pikleri sergilemistir. AgNP’lerin kirinim deseni, yiizey merkezli kiibik kristal AgNP kirtnim deseni
ile iyi bir uyum iginde oldugunu agikg¢a gostermistir. Literatiirde benzer sekilde yesil sentez ile sentezlenen
AgNP’lerin XRD sonuglarma gore AgNP’lerin yiizey merkezli kiibik kristal yapida oldugu belirlenmistir
[10,12,13,32]. Khan ve arkadaslari, AgNP'leri 1slak kimyasal ¢ozelti yontemi kullanarak sentezlemis ve
(111), (200), (220), (311), (222), (400), (331) ve (420) kristal diizlemlerinin 26 degerlerine 38,1°, 44,09°,
64,36°, 77,29°, 81,31°, 97,92°, 110,81° vel14,61° sahip fcc yapisinda NP’ler olduklarini bildirmiglerdir
[32].
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AgNP-CS0.3, AgNP-CS0.6 ve AgNP-CS0.9 6rneklerinin antimikrobiyal aktivileri S. aureus'a kars1 9,1-9,2
ve 9,4 nm arasinda ve E. coli’ye kars1 6,6-6,7 ve 7,2 nm olarak tespit edilmistir (Cizelge 1). Sonuglar tiim
orneklerinin S. aureus'a karsi daha etkin antibakteriyal aktivite gosterdigini ortaya koymustur. En yiiksek
antibakteriyal aktiviteye sahip 6rnek AgNP-CS0.9 olmustur. Metal nanopartikiillerin hiicre duvarini ve
eksuda hiicre materyallerini tahrip ettiginden S. aureus'un daha fazla protein sizdirabilecegi bildirmistir
[33]. Dolayisiyla elde edilen sonucun S. aureus ve E. coli arasindaki hiicre duvari farkliligindan
kaynaklanmas1 miimkiin goriinmektedir [11]. Hiicre duvarinin hayati bir islevi koruyucu bir bariyer gorevi
gorerek antimikrobiyal ajanlarin ve bakteriyi dldiirebilecek ya da zarar verebilecek diger toksik maddelerin
girigini engellemek ya da yavaglatmaktir. Gram negatif E. coli’nin hiicre duvari %50 lipopolisakkarit, %35
fosfolipid ve %15 lipoproteinden olusan ve yaklasik 6-18 nm kalinliginda olan bir dis zardan olusurken
Gram pozitif S. aureus'un hiicre duvarinda dis membran bulunmamaktadir. Bu da nanopartikiiller ile hiicre
duvari arasinda bozunma gergeklesene kadar daha kolay etkilesime izin vererek, S. aureus proliferasyonunu
daha etkili bir sekilde engellemesine sebep oldugunu diisiindiirmiistiir [34, 35]. Sonuglara gore her iki
bakteri tiirli i¢in de antibakteriyal etkinlik siras1 AgNP-CS0.3<AgNP-CS0.6<AgNP-CS0.9 seklindedir.
Dolayisiyla AgNP-CS orneklerinin nanoboyutlarinin antibakteriyal 6zellikleri iizerinde etkili oldugu ve
nanopartikiil boyutunun kii¢iilmesiyle sentezlenen AgNP’lerin antibakteriyal etkinliginin artti§1 sonucuna
ulasilmistir. Literatiirde de benzer sekilde AgNP’lerin antibakteriyal aktivitelerinin biiyiik 6l¢iide boyuta
bagli oldugu, bunun da daha kii¢iik nanopartikiillerin bakteri hiicresiyle dogrudan temas edebilen daha genis
ylizey alaniyla iliskili oldugu bildirilmistir [4, 36, 37].

Bu galismada, AgNP’ler herhangi bir toksik kimyasal kullanilmadan, sadece kitosan ile kolayca otoklavda
sentezlenmislerdir. Kitosan konsantrasyonunun sentezlenen AgNP ozellikleri iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Kuyu diflizyon testi, tim orneklerin S. aureus ve E. coli'ye karsi antibakteriyal aktiviteye
sahip olduklarin1 gostermistir. Elde edilen nanopartikiillerin toksisitesi, antioksidan etkinligi, antikanser
etkinligi gibi biyolojik aktiviteleri ileri ¢aligmalar yapilarak belirlendikten sonra one-pot yesil sentez
yontemiyle elde edilen AgNP’lerin eczacilik, biyomalzeme dahil pek ¢ok alanlarda kullanilabilecek iyi bir
aday oldugu ortaya koyulabilir.

TESEKKUR

Calismada vermis oldugu destekten dolay1 Gazi Universitesi Biyoloji Boliimii Ogr. Gor. Dr. Berat CINAR
ACAR’a tesekkiir ederim.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarin bu makalenin igerigiyle ilgili olarak beyan edecegi hicbir ¢ikar ¢atigmasi yoktur.
YAZAR KATKI ORANI

Filiz Kara: Kavramlastirma, Metodoloji, Arastirma, Makalenin yazim-Orijinal taslak, Icerik analizi,
Makalenin yazimi- inceleme ve Diizenleme, Makalelin dogrulugunun kontrolii.

KAYNAKLAR

[1] Vishwanath, R., and Negi, B. (2021). Conventional and green methods of synthesis f silver nanoparticles and their
antimicrobial properties. Current Research in Green and Sustainable Chemistry, 4, 100205.

[2] Hug, M. A., Ashrafudoulla, M., Rahman, M. M., Balusamy, S. R., and Akter, S. (2022). Green synthesis and
potential antibacterial applications of bioactive silver nanoparticles: A review. Polymers,14 (4), 742.

[3] Lekha, D. C., Shanmugam, R., Madhuri, K., Dwarampudi, L. P., Bhaskaran, M., Kongara, D., Tesfaye, J. L.,
Nagaprasad, N., Bhargavi, V. L. N., and Krishnaraj, R. (2021). Review on silver nanoparticle synthesis method,
antibacterial activity, drug delivery vehicles, and toxicity pathways: Recent advances and future aspects. Journal of
Nanomaterials, 11, 4401829.

[4] Bruna, T., Maldonado-Bravo, F., Jara, P., and Caro, N. (2021). Silver nanoparticles and their antibacterial
applications. International Journal of Molecular Sciences, 22 (13), 7202.

[5] Ferdous, Z., and Nemmar, A. (2020). Health impact of silver nanoparticles: A review of the biodistribution and
toxicity following various routes of exposure. International Journal of Molecular Sciences, 21, 2375.

178



Filiz Kara / GUFFD, 5(2): 169-180 (2024)

[6] Mijnendonckx, K., Leys, N., Mahillon, J., Silver, S., and Van Houdt, R. (2013). Antimicrobial silver: Uses, toxicity
and potential for resistance. BioMetals, 26(4), 609-621.

[7] Mikiciuk, J., Mikiciuk, E., Wronska, A., and Szterk, A. (2016). Antimicrobial potential of commercial silver
nanoparticles and the characterization of their physical properties toward probiotic bacteria isolated from fermented
milk products. Journal of Environmental Science and Health-Part B Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural
Wastes, 51(4), 222-229.

[8] Ying, S., Guan, Z., Ofoegbu, P. C., Clubb, P., Rico, C., He, F., and Hong, J. (2022). Green synthesis of
nanoparticles: Current developments and limitations. Environmental Technology and Innovation, 26, 102336.

[9] Phan, T. T. V., Phan, D. T., Cao, X. T., Huynh, T. C., and Oh, J. (2021). Roles of chitosan in green synthesis of
metal nanoparticles for biomedical applications. Nanomaterials, 11(2), 1-15.

[10] Venkatesham, M., Ayodhya, D., Madhusudhan, A., Veera Babu, N., and Veerabhadram, G. (2014). A novel green
one-step synthesis of silver nanoparticles using chitosan: Catalytic activity and antimicrobial studies. Applied
Nanoscience, 4(1), 113-119.

[11] Biao, L., Tan, S., Wang, Y., Guo, X., Fu, Y., Xu, F., Zu, Y., and Liu, Z. (2017). Synthesis, characterization and
antibacterial study on the chitosan-functionalized Ag nanoparticles. Materials science & engineering. C, Materials
for Biological Applications, 76, 73-80.

[12] Wongpreecha, J., Polpanich, D., Suteewong, T., Kaewsaneha, C., and Tangboriboonrat, P. (2018). One-pot, large-
scale green synthesis of silver nanoparticles-chitosan with enhanced antibacterial activity and low cytotoxicity.
Carbohydrate Polymers, 199, 641-648.

[13] Hileuskaya, K. S., Mashkin, M. E., Kraskouski, A. N., Kabanava, V. S., Stepanova, E. A., Kuzminski, I. 1.,
Kulikouskaya, V. I., and Agabekov, V. E. (2021). Hydrothermal synthesis and properties of chitosan—silver
nanocomposites. Russian Journal of Inorganic Chemistry, 66(8), 1128-1134.

[14] Mirajkar, S., Rathod, P., Pawar, B., Penna, S., and Dalvi, S. (2021). y-Irradiated chitosan mediates enhanced
synthesis and antimicrobial properties of chitosan—silver (Ag) hanocomposites. ACS Omega, 6(50), 34812-34822.
[15] Collins, C. H., Lyne, P. M., and Grange, J. M. (1995). Microbiological Methods (7th bs). Oxford, United
Kingdom: Butterworth-Heinemann Ltd., 168-185.

[16] Alharbi, N. S., Alsubhi, N. S., and Felimban, A. 1. (2022). Green synthesis of silver nanoparticles using medicinal
plants: Characterization and application. Journal of Radiation Research and Applied Sciences, 15(3), 109-124.

[17] Meng, Y. (2015). A sustainable approach to fabricating Ag nanoparticles/PVA hybrid nanofiber and its catalytic
activity. Nanomaterials, 5, 1124-1135.

[18] Patil, R. B., and Chougale, A. D. (2021). Analytical methods for the identification and characterization of silver
nanoparticles: A brief review. Materials Today: Proceedings, 47, 5520-5532.

[19] Olenin, A. Y. (2020). Changes in spectral properties of aqueous silver sols induced by complexation on the
surface of nanoparticles. Russian Journal of Inorganic Chemistry, 65(4), 581-586.

[20] Rafiuddin, Z. Z. (2012). Silver nanoparticles to self-assembled films: Green synthesis and characterization.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 90(1), 48-52.

[21] Jiang, X. C., Chen, W. M., Chen, C. Y., Xiong, S. X., and Yu, A. B. (2011). Role of temperature in the growth
of silver nanoparticles through a synergetic reduction approach, Nanoscale Research Letters, 6, 32.

[22] Nate, Z., Moloto, M. J., Mubiayi, P. K., and Sibiya, P. N. (2018). Green synthesis of chitosan capped silver
nanoparticles and their antimicrobial activity. MRS Advances, 3(42-43), 2505-2517.

[23] Wang, Y., and Wei, S. (2022). Green fabrication of bioactive silver nanoparticles using Mentha pulegium extract
under alkaline: An enhanced anticancer activity. ACS Omega, 7(1), 1494-1504.

[24] Urnukhsaikhan, E., Bold, B. E., Gunbileg, A., Sukhbaatar, N., and Mishig-Ochir, T. (2021). Antibacterial activity
and characteristics of silver nanoparticles biosynthesized from Carduus crispus. Scientific Reports, 11(1), 1-12.

[25] Elamawi, R. M., Al-Harbi, R. E., and Hendi, A. A. (2018). Biosynthesis and characterization of silver
nanoparticles using Trichoderma longibrachiatum and their effect on phytopathogenic fungi. Egyptian Journal of
Biological Pest Control, 28(1), 28.

[26] Kalaivani, R., Maruthupandy, M., Muneeswaran, T., Hameedha Beevi, A., Anand, M., Ramakritinan, C. M., and
Kumaraguru, A. K. (2018). Synthesis of chitosan mediated silver nanoparticles (Ag NPs) for potential antimicrobial
applications. Frontiers in Laboratory Medicine, 2(1), 30-35.

[27] Canama, G. J. C., Delco, M. C. L., Talandron, R. A., and Tan, N. P. (2023). Synthesis of chitosan-silver
nanocomposite and its evaluation as an antibacterial coating for mobile phone glass protectors. ACS Omega, 8(20),
17699-17711.

[28] Phan, T. T. V., Nguyen, V. T., Ahn, S. H., and Oh, J. (2019). Chitosan-mediated facile green synthesis of size-
controllable gold nanostars for effective photothermal therapy and photoacoustic imaging. European Polymer
Journal, 118, 492-501.

[29] Phan, T. T. V., Hoang, G., Nguyen, V. T., Nguyen, T. P., Kim, H. H., Mondal, S., Manivasagan, P., Moorthy, M.
S., Lee, K. D., and Junghwan, O. (2019). Chitosan as a stabilizer and size-control agent for synthesis of porous flower-
shaped palladium nanoparticles and their applications on photo-based therapies. Carbohydrate Polymers, 205, 340-
352.

179



Filiz Kara / GUFFD, 5(2): 169-180 (2024)

[30] Phan, T. T. V., Phan, D. T., Cao, X. T., Huynh, T. C., and Oh, J. (2021). Roles of chitosan in green synthesis of
metal nanoparticles for biomedical applications. Nanomaterials, 11(2), 273.

[31] Chettri, P., Vendamani, V. S., Tripathi, A., Singh, M. K., Pathak, A. P., and Tiwari, A. (2017). Green synthesis
of silver nanoparticle-reduced graphene oxide using Psidium guajava and its application in SERS for the detection of
methylene blue. Applied Surface Science, 406, 312-318.

[32] Khan, M. A. M., Kumar, S., Ahamed, M., Alrokayan, S. A., and AlSalhi, M. S. (2011). Structural and thermal
studies of silver nanoparticles and electrical transport study of their thin films. Nanoscale Research Letters, 6(1), 1-8.
[33] Paul, B., Bhuyan, B., Purkayastha, D. D., and Dhar, S. S. (2016). Photocatalytic and antibacterial activities of
gold and silver nanoparticles synthesized using biomass of Parkia roxburghii leaf. Journal of Photochemistry and
Photobiology. B, Biology, 154, 1-7.

[34] Xing, Y., Liao, X., Liu, X., Li, W., Huang, R., Tang, J., Xu, Q., Li, X., and Yu, J. (2021). Characterization and
antimicrobial activity of silver nanoparticles synthesized with the peel extract of mango. Materials, 14(19), 5878.
[35] Hajipour, M. J., Fromm, K. M., Akbar Ashkarran, A., Jimenez de Aberasturi, D., Larramendi, I. R. de, Rojo, T,
Serpooshan, V., Parak, W. J., and Mahmoudi, M. (2012). Antibacterial properties of nanoparticles. Trends in
Biotechnology, 30(10), 499-511.

[36] Agnihotri, S., Mukherji, S., and Mukherji, S. (2013). Size-controlled silver nanoparticles synthesized over the
range 5-100 nm using the same protocol and their antibacterial efficacy. RSC Advances, 4(8), 3974-3983.

[37] Korshed, P., Li, L., Liu, Z., Mironov, A., and Wang, T. (2019). Size-dependent antibacterial activity for laser-
generated silver nanoparticles. Journal of Interdisciplinary Nanomedicine, 4(1), 24-33.

180



