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OZET
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JELATIN ILE MODIFiYE EDILMIiS GUMUS NANOPARTIKULLERIN
ANTIBAKTERIYEL ETKINLiIGININ VE UCUCU YAGLAR iLE
SINERJISININ ARASTIRILMASI
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Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Fatih ERCI
2022, 59 Sayfa

Jiiri
Dr. Ogr. Uyesi Fatih ERCI
Doc. Dr. Mustafa YONTEM
Dr. Ogr. Uyesi Fatih SEVGI

Son yillarda nanoteknoloji insan toplumunun vazgegilmez bir pargast haline geldi. Cok sayida
potansiyel miihendislik iiriinii nanomalzeme arasinda, giimils nanopartikiiller (AgNP'ler) genellikle
antimkrobiyal &zellikleri sayesinde bircok alanda kullamilmaktadir. Ozellikle, AgNP’ler toprak gibi
¢evresel alanlara dogrudan veya dolayli olarak mikroorganizmalara etki edebilmektedir.

Bu c¢alismada jelatin aracili giimiis nanopartikiiller (Gel-AgNP) sentezlendi. Sentezlenen Gel-
AgNP'lerin karakterizasyonu, UV-vis spektroskopisi, FT-IR, XRD, TEM, DLS ve zeta potansiyel analizleri
yoluyla gergeklestirildi. Nanopartikiillerin, ugucu yaglarin ve bunlarin kombinasyonlarinin antibakteriyel
aktiviteleri hem Gam-pozitif hem de Gram-negatif suslara kars1 agar diflizyon testi kullanilarak
degerlendirildi. Ayrica, tiim Ornekler farkli konsatrasyonlarda topraga uygulanarak toprak ozellikleri,
toprak solunumu ve toprak ekzoenzimleri (dehidrojenaz ve alkalen fosfataz) agisindan analiz edildi.

Calisma sonucunda, TEM goriintiileri ile sentezlenen AgNP'lerin kiiresel sekilli oldugu ve iyi bir
homojen dagilim gosterdigi ortaya ¢ikarildi. Zeta analizleri ile nanopartikiillerin pozitif yiikli oldugu
belirlendi. AgNP’lerin en fazla antibakteriyel aktiviteyi Staphylococcus aureus bakterisine kars1 gosterdigi
gozlemlendi. Genel olarak sonuglar, AgNP'lerin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif suslar icin
antibakteriyel aktivitelerinin ugucu yaglar ile kombinasyonlarinda artabilecegini gosterdi. Ayrica,
AgNP'lerin ve ugucu yaglarin topraktaki her iki ekzoenzim aktivitelerinde 6zellikle daha yiiksek maruz
kalma siireleri ve konsantrasyonlarda diisiise yol a¢tig1 sonucuna varildi.

Sonug olarak, jelatinin giimiis nanopartikiil sentezinde hem indirgeyici hem de stabilize edici ajan
olarak rol aldigi bulundu. Ozellikle nanopartikiiller ile ugucu yag kombinasyonlarinin giimiis
nanopartikiillerin mikroorganizmalarla etkilesimde farklilik ortaya g¢ikardigi degerlendirildi. Tiim bu
sonuglar giimiis nanopartikiillerin farkli alanlarda kullaniminda yeni stratejilerin geligmesine katkida
bulunmas: beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel Aktivite, Giimiis Nanopartikiiller, Jelatin, Toprak
Enzimleri, Toprak Solunumu, Ugucu Yag, Sinerjistik
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Nanotechnology has become an indispensable part of humanity in recent years. Among the many
potential engineered nanomaterials, silver nanoparticles (AgNPs) are widely used in many fields due to
their antimicrobial properties. AgNPs in particular can affect microorganisms directly or indirectly on
environmental surfaces such as soils.

In this study, gelatin-mediated silver nanoparticles (Gel-AgNP) were synthesized. The synthesized
Gel-AgNPs were characterized by UV-Vis spectroscopy, FT-IR, XRD, TEM, DLS and zeta potential
analysis. The antibacterial effect of nanoparticles, essential oils and their combinations was evaluated using
the agar diffusion test against Gam-positive and Gram-negative strains. In addition, all samples were
applied to the soil at different concentrations and analyzed for soil properties, soil respiration and soil
exoenzymes (dehydrogenase and alkaline phosphatase).

As a result of the study, TEM images showed that the synthesized AgNPs were spherical in shape
and had good homogeneous distribution. Using zeta analysis, it was determined that the nanoparticles were
positively charged. It was observed that AgNPs showed the most potent antibacterial activity against
Staphylococcus aureus bacteria. Overall, the results showed that the antibacterial activities of AgNPs can
be enhanced for both gram-positive and gram-negative strains in combination with essential oils.
Furthermore, it was concluded that AgNPs and essential oils caused a decrease in both exoenzyme activities
in soil, especially at higher exposure times and concentrations.

As a result, it was found that gelatin plays role as both a reducing agent and a stabilizing agent in
the synthesis of silver nanoparticles. In particular, it was evaluated that the combination of nanoparticles
and essential oil led to different results in the interaction of silver nanoparticles with microorganisms. All
these results will contribute to the development of new strategies for using silver nanoparticles in different
fields.

Keywords: Antibacterial Activity, Silver Nanoparticles, Gelatin, Soil Enzymes, Soil
Respiration, Essential Oil, Synergistic
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, gecen yiizyildan beri bilinen bir aragtirma alanidir.
“Nanoteknoloji”, Nobel &diillii Richard P. Feynman tarafindan, 1959'daki “There’s
Plenty of Room at the Bottom” dersinde sunuldugundan beri, nanoteknoloji alaninda
cesitli gelismeler yasanmistir (Feynman, 1959). Nanoteknoloji, nano Slgekli diizeyde
cesitli tiirlerde malzemeler iiretimini konu almaktadir. Nanopartikiiller (NP'ler), en az 100
nm'den kiiciik bir boyutu olan partikiillii maddeleri igeren genis bir malzeme smifidir
(Khan ve ark., 2019). Nanoteknoloji, en az bir boyuttaki en kii¢ciik fonksiyonel
organizasyonu nanometre dl¢geginde veya bir metrenin milyarda biri olan malzeme ve
cihazlarin tasarimi, sentezi, karakterizasyonu ve uygulamasinda yer alan bilim ve
miihendislik olarak tanimlanabilir (Silva, 2004).

Glimis, yogun antimikrobiyal aktivitesi ve memeli hiicrelerine ile dokularina
diistik toksisitesi nedeniyle bir¢ok arastirmada potansiyel bir mikrobiyal inhibisyon ajani
olarak kabul edilmistir. Bilinen en gii¢lii dogal dezenfektanlardan biridir. Biyomateryal
ile iliskili enfeksiyonlar yaygindir ve ciddi saglik sorunlarma neden olabilmektedir.
Ozellikle, protez cihaz yiizeylerine (kateterler, kalp kapakciklari, vb.) giimiis
nanopartikiillerin kaplanmasi ciddi enfeksiyonlara yol acabilecek bakteri yapismasini ve
biyofilm olusumunu 6nlemek i¢in en etkili yaklagimlardan biri olarak kabul edilmektedir
(Jiang ve ark., 2004). Yiiksek yiizey alani / hacim oranina (100 nm'nin altinda boyut)
sahip nano 6l¢ekli glimiis partikiiller, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere
kars1 yiiksek antimikrobiyal etkinlikleri nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Gurunathan ve ark.,
2014; Morones-Ramirez ve ark., 2013). Katyonik giimiis ( Ag"), iyi bilinen bir
bakterisittir ve cesitli iiriinlerde kullanimi da mikroskobik biyota {izerindeki olumsuz
etkilerin artmasina neden olmaktadir (Wijnhoven ve ark., 2009). AgNP'nin bakterilere
toksisitesi iizerine yapilan ¢alismalar, farkli yonde sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Cogu
caligma, nanopartikiillerden salinan Ag*'nin toksisiteye katkida bulunan ana kimyasal tiir
oldugu sonucuna varmasina ragmen, bazi ¢aligmalar ise nanopartikiillerin oksidatif stres
gibi spesifik etkilere yol acarak toskik etki gosterdigini savunmuslardir (Aruguete ve
Hochella, 2010; Fabrega ve ark., 2009). Antimikrobiyal aktiviteye ek olarak, AgNP'lerin
baz1 hiicre dis1 enzimlerin aktivitelerini inhibe ettigi bilinmektedir (Peyrot ve ark., 2014).
Nanopartikiillerin topraktaki biyolojik etkileri dnemli dlciide topragin fiziko-kimyasal

ozelliklerine baghdir (Cornelis ve ark., 2014). Ozellikle nanopartikiillerin toprak



biyolojisi lizerindeki etkinligini ortaya g¢ikarmak i¢in toprak enzimlerindeki etkinlik
degisiminin anlasilmasi 6nemlidir (Peyrot ve ark., 2014).

Malzeme biliminde, “yesil” sentez, metal / metal oksit nanomalzemeler gibi ¢esitli
nanomalzemelerin sentezlenmesi i¢in giivenilir, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir protokol
olarak yogun ilgi gérmiistlir. Bu nedenle, yesil sentez, nanopartikiiller i¢in geleneksel
sentez yontemler ile iliskili zararli etkileri azaltmak icin laboratuvarlarda ve endiistride
yaygin olarak kullanilan 6nemli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir (Singh ve ark., 2018).
Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin insanlar tarafindan etkili kullanimlar1 i¢in daha
ucuz oranlarda sentezlenmesi Onem arz etmektedir. Bunu saglamak i¢in,
nanopartikiillerin elde edilmesinde cevresel ve ekonomik olarak uygun bir sentez
yontemine ihtiya¢ duyulmaktadir (Prabhu ve Poulose, 2012). Nanopartikiillerin biyolojik
olarak sentezlenmesinde mevcut olan amino asitler, proteinler veya ikincil metabolitler
partikiil agregasyonunun onlenmesinde etkin rol almaktadirlar ve bdylece sentez igin
gerekli ekstra adimlar ortadan kaldirilmaktadir (C. Zhang ve ark., 2016). Giimiis
nanopartikiiller (AgNP) birden fazla ilaca direncli susu yok edebilmektedir ve biyofilm
olusumunu Onleyebilmektedir, bu da glimils nanopartikiillerin antibakteriyel
uygulamalarda 6nemli bir potansiyeli oldugunu gdstermistir (Qing ve ark., 2018).

Dogal bir biyopolimer olan jelatinin immiinojenik olmamasi, biyolojik olarak
bozunabilirligi ve biyouyumlulugu nedeniyle, jelatin polimer implantlar i¢in tercih edilen
bir malzeme olarak nitelendirilmistir (Rath, Hussain, Chauhan, Garg ve Kumar Goyal,
2016). Jelatin genellikle glisin, prolin, alanin ve hidroksiprolin gibi polar olmayan alifatik
amino asitlerden olugmaktadir. Hidroksiprolinin hidroksil grubu, AgNOs'iin
indirgenmesini kolaylastirirken, polar olmayan amino asitler AgNP'lerin stabilitesine
katkida bulunmaktadir (Nagarajan ve ark., 2012; Yiwei ve ark., 2007).

Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan elde edilen
bilesikler, potansiyel antimikrobiyal alternatifler olarak onerilmistir (Cardozo ve ark.,
2013; Mandal ve Mandal, 2011; Perugini Biasi-Garbin ve ark., 2015). Gilinlimiiz
diinyasinda, gida, yem ve lif bitkileri temel tarimsal ve ticari 6neme sahip bitkiler olmakla
kalmamistir, aynm1 zamanda bulundurduklar1 ikincil metabolitlerinin karakteristik
aromatik veya terapdtik 6zellikleri nedeniyle 6nemli hale gelmislerdir (Sangwan ve ark.,
2001). Bitkisel yaglar, dogal antimikrobiyal maddeler olarak, emiilsiyon sistemlerin de
etkinliklerini arttirmak ve bakteriyel biiylimeyi engellemek i¢in yag fazi olarak

kullanilmistir (Langaroudi ve ark., 2019).



Bu tez c¢alismanin amaci Ozellikle jelatin kullanarak sentezlenen gilimiis
nanopartikiillerin (AgNP) iiretimi, ¢esitli ugucu yaglar ile sinerjistik etkinliklerinin bazi
bakteri suslarna karst degerlendirilmesini amaclamistir. Ayni1 zamanda sentezlenen
AgNP’lerin toprak enzimleri ile toprak solunumuna etkisinin arastirilmasi da diger bir

hedef olarak gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanoteknoloji nedir?

“Nano” kelimesi Yunanca “ciice” kelimesinden tiiretilmistir, Ornegin
nanoteknoloji, nanometre, nano aygitlar veya nano robotlar gibi sdzciikler gelistirmek
icin bir isim ile birlestirilmistir ve bu bilim, miihendislik ve teknolojinin yeni bir dali
olarak ortaya ¢ikmustir (J. N. Tiwari ve ark., 2012). Nanoteknoloji, gegen ylizyildan beri
bilinen bir arastirma alanidir. Tokyo Bilim Universitesi Profesorii Norio Taniguchi
1974'te ilk kez nanoteknoloji terimini, tek atom ve molekiil diizeyinde malzemelerin
islenmesini ve Ozelliklerini tanimlamak i¢in kullanmistir. Nanoteknoloji fikri
derinlemesine arastirilmaya baslanmistir ve K. Eric Drexler tarafindan 1980'lerin
sonunda “Engines of Creation-The Coming Era of Nanotechnology” adli bir kitap
yaymlanmistir. 1991 yilinda ise, Sumio Lijimanin “Grafit karbonun sarmal
mikrotiibiilleri” adl1 yayini nanotiipler kavramini tanitmistir ve nanomalzemeler ile ilgili
aragtirmalar artmustir (Zafar ve ark., 2017). Bir nanometre (nm), 10~ metre uzunlugunu
temsil eden SI (uluslararasi birimler sistemi) birimidir. Nanopartikiillerin 1-100 nm
boyutlarinda atom kiimeleri oldugu genis ¢apli bir kabul gérmiistiir (Abou El-Nour ve
ark., 2010; Jeevanandam ve ark., 2018). Ne kadar kiiciik oldugunu hayal etmek zor
olabilmektedir. Sekil 1'de nanomalzemelerin biiyiikliigiinii kavrayabilmek i¢in bazi
ornekler verilmistir. Sekilde, bir insan DNA'sinin ¢apmnin 2,5 nm, bir insan saginin
yaklagik olarak 80.000-100.000 nm genisliginde, bir kagidin yaklasik 100.000 nm
kalinliginda, tek bir altin atomu nanometre ¢apinin yaklagik iicte biri ve tek duvarlt bir
karbon nanotiip ¢apinin ise 1 nm oldugu gbéz Oniine alindiginda, nanopartikiillerin

boyutunu kavramak daha kolay olmaktadir (Zafar ve ark., 2017).
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Sekil 2.1. Nano 6lgegin drnekler ile gosterimi (Zafar ve ark., 2017)

Nanoteknoloji, elektronik ve bilgi teknolojisi, siirdiiriilebilir enerji uygulamasi,
cevresel iyilestirme uygulamalari, tip, dis hekimligi, gida giivenligi ve ulasim gibi bir¢cok
teknoloji ve endiistri sektoriiniin gelistirilmesine yardimci olan devrim niteligindeki bir
alandir (Balshaw ve ark., 2005; Zafar ve ark., 2017). Nanomalzemeler erime noktasi,
islanabilirlik, elektriksel ve termal iletkenlik, katalitik aktivite, 151k emilimi ve sagilimi
gibi ayarlanabilir fizikokimyasal 6zelliklerinden otiirli, kendi emsallerine gore daha
yliksek performansa yol agan teknolojik gelismelerde 6ne ¢ikmislardir (Jeevanandam ve
ark., 2018). Nanomalzemeler, ultra kiigiik boyutlar, genis yiizey alan1 hacim orani ve
yliksek kimyasal reaktivite gibi gelismis ve benzersiz fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle
cesitli alanlarda kullanimlar1 noktasinda 6nemli hale gelmislerdir (Song ve Ge, 2019).
2.2. Nanopartikiillerin Smiflandirilmasi

Nanopartikiiller genellikle organik, inorganik ve karbon bazli olarak
siniflandirilmaktadir (Ealia ve Saravanakumar, 2017).

2.2.1. Organik Nanopartikiiller

Molekiillerin tasarimi i¢in kovalent olmayan (zayif) etkilesimlerin kullanilmast,
organik nanopartikiillerin dendrimerler, miseller, lipozomlar ve polimer NP'ler gibi
istenilen yapilara doniistiiriilmesine yardimec1 olmaktadir. Bu nanopartikiiller
biyobozunur ve toksik degillerdir. Miseller ve lipozomlar gibi bazi partikiiller,
nanokapsiiller olarak da bilinen 1s1 ve 151k gibi termal ve elektromanyetik radyasyona

kars1 hassas olan ici bos bir ¢ekirdege sahiptir (D. K. Tiwari ve ark., 2008).



Sekil 2.2. Organi
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2.2.2. inorganik Nanopartikiiller

Inorganik nanopartikiiller, karbondan olusmamis pargaciklardir. Metal ve metal
oksit bazli nanopartikiiller, genel olarak inorganik nanopartikiiller olarak siniflandirilir.
Bu NP'ler altin veya glimiis nanopartikiiller gibi metaller, titanyum dioksit ve ¢inkooksit
nanopartikiiller gibi metal oksitler halinde sentezlenmektedirler (Jeevanandam ve ark.,
2018).

Metal esasli nanopartikiiller, kii¢iik boyut ve yiiksek yiizey alani ile karakterize
edilmektedir. Metallerden nanometrik boyutlara kadar ya yikici ya da yapici yontemlerle
sentezlenen nanopartikiiller metal esasli nanopartikiillerdir. Hemen hemen tiim metaller
nanopartikiiller seklinde sentezlenebilmektedir (Ealia ve Saravanakumar, 2017). Metal
nanopartikiillerin ~ bakteriler iizerindeki toksisite mekanizmasi ise degisken
olabilmektedir. Cogu metal tiim hiicre tipleri i¢in toksiktir, ancak bakteriler arasinda bu
etkinlik degiskenlik gosterebilmektedir. Antibakteriyel aktivite yOniinden caligilan ve
etkinlikleri bildirilen metal esasli nanopartikiiller giimiis, demir, demir oksit, bakir oksit,
cinko oksit, aliiminyum oksit, titanyum dioksit, altin ve galyum nanopartikiillerini
icermektedir (Aderibigbe, 2017).

Metal ve oksijen elementleri hem yiiksek hem de diisiik erime noktali metallerin
bulunabilecegi metal oksitleri olusturmak i¢in birlesir. Farkli elektronik yapilarina baglh
olarak metal oksitler metalik, yari iletken ve yalitkan 6zellikler sergiler. Metalik ve yar1
iletken metal oksitler, periyodik tablonun 3-12 gruplarindan metallerle oksitlerin bir araya
gelmesiyle olusturulurken, yalitkan metal oksitler 1, 2 ve 13-18 gruplarindaki metallerden

olusturulur. Bu tiir bir nanomalzeme sinifi, 1 ila 100 nm arasinda degisen ve farkli sekil



ve boyutlarda mevcut olan metal oksit (MeO) nanopartikiillerdir (NP'ler). Metal oksit
nanopartikiilleri, esasen artan reaktivite ve verimleri nedeniyle sentezlenmektedir. Bu
nanopartikiiller, metal benzerleriyle karsilastirildiginda olaganiistii bir 6zellige sahiptir
(Gangwar ve ark., 2016). Antibiyotiklere karst mikrobiyal diren¢ kritik bir seviyeye
ulagmaktadir. Bu sorunu ¢dzmek icin c¢esitli secenekler arastirilirken, metal oksit
nanopartikiilleri gibi inorganik nanomalzemeler, organik olanlara kiyasla daha fazla
dayaniklilik, daha diisiik toksisite, daha yiiksek stabilite ve segicilige sahip olduklarindan
umut verici adaylar olarak ortaya ¢ikmistir (Stankic ve ark., 2016)
2.2.3. Karbon Bazh Nanoparcaciklar

Genel olarak, bu nanoparcaciklar karbon igerir ve i¢i bos tiipler, elipsoidler veya
kiireler gibi morfolojilerde bulunur. Karbon bazli nanomalzemeler sp2 hibritlestirilmis
karbon baglarinin ayirt edici 6zellikleri ile, nano 6l¢ekte fizik ve kimyanin olagandisi
ozelliklerini birlestirmektedir (Mauter ve Elimelech, 2008). Karbon nanotiipler, 1 nm
kadar kiigiik capli ve birkag nm ila birka¢ mikron uzunlugundaki tiibiiler karbon
formudur. Nanotiipii olusturan karbon atomlarinin atomik diizenine bagli olarak, dogada
metalik veya yar iletken halde olabilmektedir. Bu da benzersiz elektriksel, mekanik,
optik ve termal 6zellikleri ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Bu nedenle karbon nanotiipler
cesitli uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Purohit ve ark., 2014). Fullerenin
yapist benzersiz kimyasal, optik ve yapisal Ozellikler gdstermektedir (Mauter ve
Elimelech, 2008). Fulleren, grafit ve elmastan sonra iigiincii alotropik karbon formu
olarak kabul edilmektedir. 1985 yilinda kesfedilen fullerenin olusturdugu bir ikozahedral
yap1 simetrik olarak kapali kafes seklindedir. 20 altigen ve 12 besgen ile 7 A ¢apinda bir
futbol topu seklinde diizenlenmis 60 karbon atomlu (C60) bir molekiildiir (Siqueira ve
Oliveira, 2017). Grafen, benzersiz kimyasal, elektrik, malzeme, optik ve fiziksel
ozellikleri ile karakterize edilen, tek atomlu ve iki boyutlu bir karbon tabakadir. Son
zamanlarda, bazi aragtirmalar grafen-nanopartikiill hibrit yapilarinin algilama
uygulamalari i¢in arzu edilen ve avantaj saglayan bir dizi benzersiz fizikokimyasal 6zellik
sunmak i¢in sinerjistik olarak etki edebilecegini gostermistir. Bu grafen-nanopargacik
yapilart ozellikle ilgi ¢ekicidir, ¢iinkii sadece nanoparcaciklarin ve grafenin bireysel
ozelliklerini sergilemekle kalmaz, ayni zamanda g¢esitli algilama mekanizmalar
kullanarak elde edilebilir hassasiyet ve segiciligi artiran ek Ozellikler de

sergileyebilmektedirler (Yin ve ark., 2013).



2.3. Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiillerin sentezi i¢in ¢esitli yontemler kullanilabilir, ancak bu yontemler
genel olarak iki ana smifa ayrilmistir. Bunlar, asagidan yukariya yaklasim ve yukaridan
asagiya yaklasim olarak siniflandirilmaktadir (Jamkhande ve ark., 2019).

2.3.1. Yukaridan Asagiya Dogru Sentez (Top-Down)

Bu yontemde pargalayic1 yaklagim kullanilmaktadir. Daha biiylik molekiilden
baglayarak daha kiiclik birimlere ayrilan malzeme daha sonra da uygun NP'lere
donitistliriilmektedir. Yukaridan asagiya yaklasimda, uygun bir baslangic materyali
fiziksel veya kimyasal araclar kullanilarak kiigiiltiilmektedir (Rajput, 2015). Yukaridan
asagiya yaklasimin en biiylik dezavantaji, ylizey yapisinin kusurudur. Yiizey yapisindaki
bu tiir kusurlar, yiiksek en boy oranindan dolayr metalik nanopartikiillerin fiziksel
ozellikleri ve yiizey kimyasi lizerinde dnemli bir etkiye sahip olabilmektedir. Metalik
nanopartikiillerin fiziksel sentezi icin asindirma ve piroliz gibi cesitli yontemler
kullanilmaktadir. Asindirmada, makro o6lgekli veya mikro Slgekli parcaciklar boyut
kiigiiltme mekanizmasi ile 6giitiilmektedir (Thakkar ve ark., 2010)

2.3.2. Asagidan Yukariya Dogru Sentez (Bottom Up)

Asagidan yukariya veya kendi kendine montaj, atom-atom, molekiil-molekiil veya
kiime-kiime yapisinin yapimini ifade etmektedir. Bu yaklagimda, baslangicta nanoyapili
yap1 bloklar1 (yani nanopartikiiller) olusturulmakta ve daha sonra sentez i¢in kimyasal
veya biyolojik prosediirler kullanilarak nihai materyale birlestirmektedir. Asagidan
yukariya yaklasimin en belirgin avantaji, nispeten daha az kusurlu ve daha homojen
kimyasal kompozisyonlar ile metalik nanopartikiil elde etme olasiliginin artmasidir
(Mukherjee ve ark., 2001; Thakkar ve ark., 2010).

2.4. Nanopartikiil Dizayni

Son yillarda nano-biyolojik etkilesimler iizerine yapilan ¢alismalarin sonuglar
nanopartikiil tasarimini biiyiik 6l¢iide etkilemistir. Boyut, sekil veya yiizey yiikiiniin etkisi
aragtirildikca malzeme tasarimi da geligmistir. Bugiine kadar biyomedikal uygulamalar
icin, ii¢ nesil nanopartikiil tasarlanmistir. Birinci nesil, biyouyumluluk ve toksisiteyi
degerlendirmek i¢in temel ylizey kimyasi ile islevsellestirilmis yeni nanomalzemelerden
olusmustur. Biyomedikal aragtirmalarda yeni materyallerin potansiyel uygulamalarini
gostermek icin ilk nesil nanomalzemeler sentezlenmistir. Birinci kusak nanopartikiiller
hiicre alimin1 ve toksisiteyi degerlendirmek i¢in kullanilmigtir. Bu malzemelerin ana
odag yiizey yiikiiniin etkilerini belirlemek olarak ortaya ¢ikmustir. Ikinci nesil, biyolojik

sistemlerde istikrar1 ve hedeflemeyi gelistiren optimize edilmis yiizey kimyasina sahip



nanomalzemeler iiretimini saglamistir. Ugiincii nesil nanomalzemeler “cevreye duyarl1”

ozelliklere sahip olarak ortaya ¢cikmistir (Albanese ve ark., 2012).

2.5. Giimiis Nanopartikiiller

Glimiis, tarih boyunca degerli bir metal olarak degerlenmistir ve antik ¢aglarda
altindan daha degerli oldugu diistiniilmistiir. Beyaz parlaklig1 ile giimiis, safligin
sembolil olarak kabul edilmistir. Simyacilar, giimiisii ayla iliskilendirmisler ve bu
nedenle onu beyinle ilgili rahatsizliklar1 tedavi etmek icin kullanmiglardir. Ayrica,
Arabistan'da vertigo ve epilepsi tedavisinde kullanilmistir. Glimiisiin tibbi 6zellikleri
2.000 yildan fazla bir siiredir bilinmektedir. On dokuzuncu yiizyildan beri giimiis bazli
bilesikler bir¢ok antimikrobiyal uygulamada kullanilmaktadir. Giimiis iyonlarinin ve
giimiis bazli bilesiklerin mikroorganizmalar i¢in oldukg¢a toksik oldugu bilinmektedir.
Glimiisiin bu yonii, tibbi alanda birden fazla uygulama i¢in olduk¢a dnemlidir(Prabhu
ve Poulose, 2012). Koloidal giimiis, yara antiseptigi ve cilt enfeksiyonlar1 icin sitrat
tuzlari ile birlesim halinde kullanilmistir. Yiizde bir ile iki oraninda glimiis nitrat, yaklasik
100 y1l 6nce “Oftalmia Neonatorum” tedavisi i¢in kullanilmistir. Kisa bir siire sonra
giimiis asetat géz losyonlar1 ve kremler halinde formiile edildi ve iyonize olmayan, suda
coziinmeyen toz (%]1) olan giimiis siilfadiazin, 1968'de yanik yaralarinin tedavisi ve
enfeksiyonlarin onlenmesi i¢in kremlerde uygulanmistir ve halen kullanilmaktadir
(Ahearn ve ark., 1995). Ayrica, AgNP'lerin essiz optik sacilma Ozellikleri, sinyal
giiclendirme, optik algilama, biyobelirtegler (biyomarker) ve in-vivo goriintiileme
ajanlari i¢in uygulamalarda kullanim1 bulunmaktadir (Schrand ve ark., 2010). AgNP’lerin
ilgili 6zelliklerinden dolay1 bircok ticari iiriinde yer aldig1 bilinmektedir. AgNP iceren

ticari tirlinlerin oranlar1 Tablo 2.1.’de belirtilmistir.

Tablo 2.1. Giimiis nanopartikiiller iceren piyasadaki baslica {irtinler (Fabrega ve ark., 2011)

AgNP iceren iiriin sinifi Bulunma oram (%)
Krem ve Kozmetik iiriinlerde 32.4
Tekstil iiriinlerinde 18.0
Ev esyalarinda 16.4
Hava ve su filtrelerinde 12.3
Digerleri 8.6
Deterjanlarda 8.2

Saghk takviye iiriinlerde 4.1
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2.5.1. Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi

Glimis nanopartikiillerin sentezinde genel olarak, fiziksel, kimyasal ve biyolojik

yontemler dahil olmak iizere ti¢ farkli yaklagim kullanilmistir (X.-F. Zhang ve ark., 2016).
Buhar yogunlagmasi ve lazerle ablasyon en 6nemli fiziksel yaklagimlardir (Abou El-Nour
ve ark., 2010; Iravani ve ark., 2014) .
Gilimiis NP'lerin sentezi i¢in en yaygin yaklagim organik ve inorganik indirgeme ajanlari
tarafindan yapilan kimyasal indirgemedir. Yaygin olarak kullanilan indirgeyiciler
borohidrit, sitrat, askorbat ve hidrojendir. Glimiis iyonlarinin (Ag") sulu ¢ozeltideki
indirgenmesi, genellikle birka¢c nanometre pargacik caplari ile kolloidal giimiis
vermektedir. Baslangicta, ¢esitli komplekslerin Ag” iyonlar: ile indirgenmesi giimiis
atomlarinin (Ag®) olusumuna yol agar. Bunu oligomerik kiimelere aglomerasyon izler. Bu
kiimeler nihayetinde kolloidal Ag par¢aciklarinin olusumuna yol agar. Metal nanopartikiil
sentezi sirasinda dispersif NP'leri stabilize etmek i¢in koruyucu ajanlarin kullanilmasi ve
topaklanmalarin1 ~ engelleyerek  nanopartikiil  ylizeylerine emilebilecek veya
baglanabilecek NP'lerin korunmasit o©nemlidir. Polivinil alkol, polivinilpirolidon,
polietilen glikol, polimetakrilik asit ve polimetilmetakrilat gibi polimerik bilesiklerin,
NP'leri stabilize etmek i¢in etkili koruyucu ajanlar oldugu bilinmektedir. Kimyasal
yontemler, kriyokimyasal sentez, lazer ablasyonu, litografi, elektrokimyasal indirgeme,
lazer 151ma, sonodekompozisyon, termaldekompozisyon ve kimyasal indirgeme gibi
teknikleri igermektedir (Iravani ve ark., 2014; Oliveira ve ark., 2005; Wiley ve ark.,
2005). Kimyasal aracili nanopartikiil sentezinin temel avantaji, kataliz, veri depolama,
ilag dagitimi, goriintiileme ve algilama gibi bir¢ok arastirma alaninda yaygin olarak
kullanilabilecek pargaciklarin iiretilmesine izin vermesidir. Ayrica, kimyasal
nanopartikiil sentezinin ¢aligma prensipleri kolayca tahmin edilebilir (Deepak ve ark.,
2019). Diger yandan, kimyasal nanoteknolojinin ortaya c¢ikist yasam standardini
yiikseltmesine ragmen, su ve hava kirliligi de dahil olmak iizere bir¢ok kirlilige sebep
olmustur. Nanoteknolojiye dayali bu sorun canli organizmalar i¢in ¢ok tehlikeli
olmaktadir. Ek olarak biyolojik senteze gore pahali bir yontem olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Shinde ve ark., 2012).

Glimiis nanopartikiillerin iiretiminde bitkilerin kullanimi, hizli, ¢evre dostu,
ekonomik olmasi ve biyosentetik siirecler i¢in tek adimli bir teknik saglamasi ve patojenik
olmamasi nedeniyle dikkat cekmektedir. Bitkilerin agir metalleri biriktirme ve detoksifiye
etme kabiliyetlerinin iyi oldugu kanitlanmistir. Genel olarak, giimiis metali nanopartikiillerin

sentezlenmesi siirecinde biyo indirgeyici olarak kullanilir. Bir bitki 6zii, metal iyonlariin
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azaltilmasindan sorumlu bir dizi metabolit ve indirgeyici biyomolekiiller igermektedir. Bunlar
terpenoidler, flavonlar, ketonlar, aldehitler, amidler, karboksilik asitler, karbonhidratlar,
proteinler ve vitaminler olarak siralanmaktadir. Pek cok olasi dogal iiriin arasinda,
polisakaritler bu amag i¢in miikemmel bir iskeleyi temsil etmektedir. AgNP'lerin sentezi igin
nisasta ve kitosan gibi polisakkaritlerin kullanimi son yillarda 6nem kazanmistir (Roy ve ark.,
2019). Glimiis nanopartikiillerin biyosentezi, ¢ogunlukla indirgenme/yiikseltgenme
reaksiyonlarni igeren asagidan yukariya bir yaklasimdir. Biyolojik yontemler
kullanilarak nanopartikiillerin hazirlanmasinda rol oynayan ii¢ ana bilesen sentez i¢in
¢oziicii ortam, ¢evre dostu indirgeyici ajan ve toksik olmayan bir dengeleyici ajan olarak
siralanmaktadir (Prabhu ve Poulose, 2012). Biyolojik yontemler kimyasal yontemlerle
karsilastirildiginda, Onciillerin miktari, sicaklik, pH, indirgeyici ve stabilize edici
faktorlerin miktar1 da dahil olmak iizere sentez yontemlerinin optimizasyonu ile tiretilen
nanopartikiillerin gekil, biiytlikliik ve dagiliminin kontrolii biolojik yontemlerle tiretimde
daha kolaydir (C. Zhang ve ark., 2016). Nanopartikiillerin sentezinde bitkiler, mantarlar
ve bakteriler de dahil olmak iizere birgok biyolojik kaynak kullanilmistir (Zhao ve ark.,
2018).

Fungus Algler Bitki Maya Bakteri
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Sekil 2.3. Cesitli biyolojik organizmalar kullanilarak glimiis nanopartikiillerin yesil sentezi igin
prosediiriin sematik gosterimi (Roy ve ark., 2019).
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2.5.2. Giimiis Nanopartikiillerin Uygulama Alanlan

Tip alanindaki ¢aligmalar, giimiisiin genis bir aktivite spektrumuna sahip 650'den
fazla patojene karsi etkili oldugunu gostermistir. Glimiisiin nanopartikiiller seklinde
kullanimi, bu o6zelligi gelistirerek ¢ok c¢esitli uygulamalarda kullanilmasina izin
vermektedir (Salomoni ve ark., 2017). Antibakteriyel ozellikleri nedeniyle, glimiis
nanopartikiiller saglik endiistrisinde, gida depolamasinda, tekstil kaplamalarinda ve bir
dizi c¢evresel uygulamalarda en yaygin kullanilan nanopartikiillerdir. Onlarca yildir
kullanilmasina ragmen, giimiisiin toksisitesinin kanitlarinin hala net olmadigia dikkat
etmek onemlidir. Giimiis nanopartikiiller ile hazirlanan {iriinler, ABD FDA, ABD EPA,
Japonya SIAA ve Kimya Endiistrisi Arastirma Enstitiisii ve FITI Test ve Arastirma
Enstitiisti dahil olmak {izere bir dizi akredite kurulus tarafindan onaylanmistir (Ahmed ve
ark., 2016)
2.5.3. Giimiis Nanopartikiillerin Antibakteriyel Etkinlikleri

Glimts, siit siselerinde mikroorganizmalarin kontaminasyonunu engellemek i¢in
dogal bir biyosit olarak Fenikeliler tarafindan kullanimina uzanan uzun bir antimikrobiyal
kullanim ge¢misine sahiptir. AgNP'ler birden fazla ilaca direngli susu yok edebilmekte
ve biyofilm olusumunu &nleyebilmektedir, bu da antibakteriyel uygulamada énemli bir
potansiyel ortaya ¢ikarmaktadir (Yun’an Qing ve ark., 2018). Hem Gram-negatif hem de
Gram-pozitif bakterilere kars1 sergilenen genis bakterisidal etkileri ve fizikokimyasal
ozellikleri sayesinde AgNP'ler, modern antimikrobiyal uygulamalarda en ¢ok kullanilan
metalik nanopartikiillerdan birisidir (Burdusel ark., 2018). Mikroorganizmalar ile
etkilesimde genis ylizey alanima sahip kiiciik boyutlu AgNP'lerin daha biiylik boyutlu
AgNP'lerden daha fazla bakterisidal etki gdsterdikleri bilinmektedir. AgNP'lerin sadece
membran yiizeyi ile etkilesime girmesi degil, ayn1 zamanda bakterilerin i¢ine de girmesi
de miimkiindiir (Sharma ve ark., 2009). AgNP’lerin antibakteriyel mekanizmasinda iki
onerme yaygin olarak kabul edilmektedir. Bunlar direkt temas ile 61diirme ve iyon aracili
oldlirme olarak belirlenmistir. AgNP'ler, y18in haldeki giimiisten daha farkli ve iistiin
fizyokimyasal ve biyolojik oOzelliklere sahiptir. AgNP'lerin bakteri hiicre duvarina
tutunabilecegi ve sonug¢ olarak buna sizabilecegi yapilan caligmalarla rapor edilmistir
(Yun’an Qing ark., 2018). Nanopartikiiller hiicre zarina baglanmakta ve bakterilerin igine
niifuz etmektedir. Bakteriyel zar ortami siilfiir iceren proteinler igerir ve glimis
nanopartikiiller hiicredeki bu proteinlerle ve  DNA gibi fosfor igeren bilesiklerle

etkilesmektedir. Nanopartikiiller 6zellikle solunum zincirine saldirir ve hiicre boliinmesi
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devaminda hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Nanopartikiiller bakteri hiicrelerinde bakteri
oldiirticii aktivitelerini arttiran giimiis iyon salinimin etkisi de degerlendirilmistir (Rai ve
ark., 2009). Giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zellikleri ¢evre kosullar1 (boyut,
pH, iyonik kuvvet) ve kapaklama ajani1 olmak iizere iki ana etkene bagli oldugu ele
alimmistir (Ahmed ve ark., 2016).
2.6. Giimiis Nanopartikiillerin Toprak Enzimleri Uzerindeki Etkinligi
AgNP'lerin toprakta bulunmasi ve birikmesi nedeniyle toprak ekosistemi
tizerindeki etkisi bir aragtirma projesi olarak giderek daha popiiler hale gelmektedir.
Toprak saghgmin “sensorleri” olarak toprak enzimlerinin biyokimyasal ve
mikrobiyolojik rolleri bulunmaktadir (Caldwell, 2005). Toprakta bulunan enzimler ya
hiicre i¢i (yani canli organizmalarda bulunur) ya da hiicre disidir (yani organizmalar
tarafindan salinir). Hiicre disi enzimler hem toprak ¢dzeltisinde hem de toprak
bilesenlerine bagli olarak bulunabilir (M A Tabatabai, 2002). Mikrobiyal cesitlilik, ¢esitli
biyojeokimyasal siire¢ler ve metabolik yollar {izerinde fonksiyonel 6nemi olan toprak
enzimleri araciligiyla ifade edilebilmektedir (Nannipieri ve ark., 2002). AgNP'ler i¢in
dogrudan kimyasal ve fiziksel olarak karmagik bir sistem olan toprak ortaminda birkag
toksikolojik ¢aligma yapilmistir. Giimiisiin toprak organik maddesi ve tiyol bilesikleri igin
yiiksek bir afiniteye sahip oldugu bilinmektedir, bu nedenle AgNP'lerin toprak
mikroorganizmalari tizerinde dogrudan etkileri ve amino asitler agisindan zengin toprak
enzimleri lizerinde dolayl etkileri olabilecegi diisliniilmektedir (Jacobson ve ark., 2005;
Wigginton ve ark., 2010). Topraklarin AgNP kontaminasyonu c¢ok sayida toprak
mikroorganizmasini dogrudan etkileyebilmekte, ancak toprak enzimleri iizerindeki
etkileri yoluyla dolayli etkileri de olabilmektedir. Topraklardaki ~AgNP
kontaminasyonunun genel sonuglari, besin dongiisii ve mikrobiyal olarak aracilik edilen
bir¢ok biyojeokimyasal siirecte potansiyel olarak goriilmektedir (Peyrot ve ark., 2014).
Bircok arastirmaci, nanopartikiillerin saf topraktaki mikroorganizmalar ve enzimler
tizerindeki etkilerini incelemistir. Shin ve ark. (2012) AgNP'lerin 100-1000 pg/g kuru
toprak konsantrasyonlarinda, 6zellikle dehidrojenaz ve iireaz aktiviteleri lizerinde bariz
inhibisyon gosterdigini bulmuglardir. Yapilan baska bir calismada ise giimiis
nanopartikiiller (0, 0.024, 0.24, 4.80 ve 9.60 pg/g kuru toprak) ile muamele edilmis sulak
alan bitkilerinin (Iris wilsonii, Arundo donax ve Typha orientalis) rizosferinde bes toprak
ekzoenzimi (dehidrojenaz, iireaz, asit fosfataz, nétr fosfataz ve alkalen fosfataz)

incelemislerdir. Ag NP'lerin, bu ¢alismada test edilen tiim ekzoenzim aktivitelerini inhibe
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edebildigi bulunmus, 6zellikle yliksek AgNP seviyelerinin (4.80 ve 9.60 pg/g kuru
toprak) belirgin inhibisyon etkinliginin oldugunu gézlemlemislerdir (Cao ve ark., 2017).
2.7. Ucucu Yaglarin AgNP’ler ile Sinerjistik Etkinligi

Ugucu yaglar (EQ'lar), aromaterapinin temel bilesenleridir ve bitkisel ilag
uygulamasinda kullanimlarmin kayitlar1 MO 4500'den beri bilinmektedir. Bitkilerin
farkli kisimlarindan ekstrakte edilen bitki esansiyel yaglar1 (EO'lar), ¢esitli aktif ve
aromatik bilesiklerin karmasik bir kombinasyonuna sahiptir (Plant ve ark., 2019). Her bir
EO'nun bilesimi ve giicii, Oziitlendikleri bitkinin boliimiine bagli olarak
degisebilmektedir. EOQ'lar hidrokarbonlar, terpenler, fenoller ve aldehitlerin bir karigimi
olarak ortaya ¢ikmakta ve 1 yag 80 ile300 farkli hidrokarbon igerebilmektedir (Shawn,
2015). Nane yaginin hem tibbi hem de gidalarda lezzet verici bir ajan olarak bilinen bir
kullanim Gykiisii bulunmaktadir. Nane yagi agiz bakimi, sekerleme, kozmetik ve
icecekler icin kullanilmaktadir. Nanenin tarihi Antik Misirlilara kadar uzanmaktadir. Bu
yagin, gliclii antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteler gosterdigi bilinmektedir (Elansary
ve Ashmawy, 2013). Ayrica iist solunum yolu enfeksiyonlarini, kasintiy1, inflamatuar
bagirsak sendromunu tedavi etmek ve anestezik olarak kullanilmaktadir. Mentol, yagin
%29 ila %48'ini olusturan ana bilesendir (Kligler ve Chaudary, 2007). Karanfil yagi,
karanfil agacindan elde edilmektedir. Ojenol, 6jenil asetat ve B-karyofillen vb. gibi ana
bilesenlerle birlikte %84-95 fenol icermektedir. Karanfil yaginin ¢esitli bakteri ve mantar
patojenlerine kars1 da giiglii antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Ahmad ve
ark., 2005; Myint ve ark., 1995).

Literatiirde yapilan c¢aligmalar bakildiginda ugucu yaglar ve gilimiis
nanopartikiillerin  birlikte kullaniminin antimikrobiyal aktivitede sinerjistik etki
olusturdugu goriilmiistiir. Bu ¢alismalardan bir tanesinde, Fusarium oxysporum
tarafindan iiretilen biyolojik olarak sentezlenmis giimiis nanopartikiillerin ve Oreganum
vulgare ugucu yaginin kombinasyonunun, ¢oklu ilaca direngli suslar dahil olmak {izere
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel etkisini degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar, iki bilesigin kombinasyonunun tek basina kullanilan AgNP'ye
kiyasla MIK degerlerini ve etki siiresini azaltan bir sinerjistik etki ortaya cikardigin
gostermistir (Scandorieiro ve ark., 2016). Diger bir calismada ise, 6jenoliin tek basina ve
Fusarium oxysporum (AgNPbio) araciligi iler {iretilen giimiis nanopartikiillerle
kombinasyon halinde kullaniminin Streptococcus agalactiae tizerindeki etkisi
incelenmistir. Ojenoliin tiim suslarin planktonik hiicrelerine karsi bakterisidal bir etki

gosterdigi ve bu etkinin AgNP ile kombinasyonunda ise her iki bilesigin MIK degerlerini
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onemli dlglide azaltan giiclii bir sinerjistik aktivite ile sonuglandig1 ortaya ¢ikarilmigtir

(Perugini Biasi-Garbin ve ark., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Nanopartikiil Sentezi

Glimiis nanopartikiil sentezinde kullanilan jelatin (B tip, G6650 iiriin numarasi)
ve diger kimyasallar Sigma'dan temin edildi. Karanfil (Eugenia caryophyllata) ve nane
(Mentha piperita) ugucu yagt %100 degerinde 10 mL hacminde (Mecitefendi markali)
ticari lirlin olarak satin alindi. Calismada kullanilan mikroorganizmalar American Type
Culture Collection'dan (ATCC, Rockville, MD) temin edildi. Deneyde kullanilan tiim
cam kaplar kullanilmadan 6nce distile su ile yikandi. Gel-AgNP’leri hazirlamak igin,
AgNO3'i AgNP'lere indirgemede toksik olmayan bir ajan olan jelatin ¢6zeltisi kullanildi.
Kisaca, sulu jelatin soliisyonu (1 g, 100 mL) 30 dakika manyetik karistiricida
karistirilarak hazirlandi. Daha sonra jelatin sollisyonuna 27 mg AgNOs3 (I mL H>O
icinde) soliisyonu eklendi. Ev tipi mikrodalga (Argelik, MD 574) kullanilarak orta
siddette reaksiyon 25 dakika boyunca gergeklestirildi. Gel-Glu-AgNP’leri hazirlamak
icin ise sulu jelatin soliisyonu (1 g, 100 mL) 30 dakika manyetik karistiricida karistirilarak
hazirlandiktan sonra igerisine 60 mg glukoz ilave edildi. Daha sonra jelatin soliisyonuna
27 mg AgNOs (1 mL H>O iginde) soliisyonu eklenerek 80 °C’ de 90 dakika boyunca
sentez gerceklestirildi.
3.2.  Sentezlenen Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen Gel-AgNP'lerin optik (UV-Vis) spektrumlart Cary 60 UV—Vis
spektrofotometresi (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) ile 200-800 nm dalga
boyu araliginda kaydedildi. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)
incelemesi, 4000-400cm™! araliginda bir Shimadzu IR Prestige-21 FTIR-ATR
spektrometresi kullanilarak elde edildi. Gel-AgNP'lerin kristal yapisinin belirlenmesinde,
20-80 derece araliginda ve 0.02 adim boyutunda X-isin1 kirinim (XRD) sistemi
(PANalytical Empyrean) kullanildi. Sentezlenen NP’lerin kimyasal bilesim analizi ve
morfolojisi taramali elektron mikroskobuyla (SEM, Hitachi SU 1510) iliskili bir EDS
analizorii kullanilarak gerceklestirildi. Ayn1 zamanda AgNP’lerin morfolojik ve boyut
analizleri taramali gecirimli elektron mikroskobu (STEM) modunda ZEISS GeminiSEM
500 cihazinda incelendi. Giimiis nanopartikiillerin morfoloji agisindan incelenmesi
gecirimli elektron mikroskobu (TEM, Hitachi HighTech HT7700) analizi ile hava ile
kurutulmus numuneler iizerinde 120 kV hizlandirma voltaji ile gerceklestirildi. Ayrica,
Gel-AgNP'lerin sonikasyonu gergeklestirilmesinin ardindan bir Malvern ZEN 3600 Nano
ZS Zetasizer (Malvern Instruments, UK) kullanilarak Gel-AgNP'lerin ortalama ylizey
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yiikiinli tanimlamak i¢in nanopartikiiller ultra saf su ile 1:2 oraninda seyreltilerek 6l¢iim
633 nm'lik bir dalga boyu ve 173° geri yansima agis1 ile gergeklestirildi. Yine ayni cihazda
sentezlenen AgNP’lerin boyut dagilimi, dinamik 151k sagilmasi (DLS) kullanilarak
belirlendi.
3.3.  Antibakteriyel Aktivite Olciimleri

Gel-AgNP'lerin ve ugucu yaglarin antibakteriyel aktivite degerlendirilmesi,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli
ATCC 25922, agar diflizyon testi ile degerlendirildi. Yaklasik olarak 1 x 10%ve 2 x 108
arasinda koloni olusturan birim (KOB/mL) arasinda bir bakteri slispansiyonuna karsilik
gelen 0,5 McFarland standardi hazirlandi. Mueller Hinton agar (MHA, Lab M, Birlesik
Krallik) plakalarinda olusturulan 7 mm ¢apindaki oyuklarin her birine 6rneklerden 50 pL.
ilave edildi. Temin edilen ugucu yaglar ise 62.5 pL alinarak 1 mL deiyonize su ile
tamamlanarak caligma konsantrasyonu elde edildi. Bu konsantrasyon en fazla aktivite
gosteren karanfil yaginin nanopartikiillere en yakin antibakteriyel konsantrasyonu olarak
secildi. Sinerjistik aktivite i¢in ise, esit hacimdeki nanopartikiil ve ugucu yag karigimi
manyetik karigtiricida bir saat karigtirma islemine tabi tutuldu ve her bir kuyuya 50 pL
bu karisimdan ilave edildi. Daha sonra inhibisyon bdlgelerinin ¢aplarinin dl¢imii (mm),
plakalarin 37 °C'de 24 saat inkiibasyondan sonra bir kumpas yardimi ile gergeklestirildi.
Denemeler ii¢ tekrarl sekilde gergeklestirildi.
3.4. Test Topragmn Hazirlanmasi ve Toprak Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan toprak ornekleri Konya ili Selguk Universitesi kampiis
bolgesinden 20 farkli konumdan toprak yiizeyinden (0-30 cm derinlik) toplandi.
Topraklar tamamen karigtirildiktan sonra artik malzemeler elimine edildi. Numune
alindiktan sonra toprak numuneleri biyolojik analiz i¢in 4 °C'de tutuldu. Havada
kurutulmus toprak ornekleri 2 mm ¢apindaki elekten gecirildi ve toprak drnekleri bazi
fiziksel ve kimyasal analizleri i¢in kullanildi. Taze toprak orneklerinden 1 kg olacak
sekilde saksilara yerlestirildi

Toprak 6zellikleri belirtilen standartlara gore analiz edildi. Kum (50—2000 pum),
silt (20—50 um), kil (<2 pum) olarak toprak fraksiyonlarini belirlemek i¢in Bouyoucos
hidrometre yontemi kullanildi (Gee ve Bauder, 1986). Organik madde, bir LECO CN-
2000 aleti kullanilarak Dumas kuru yakma yontemiyle gerceklestirildi (Wright ve Bailey,
2001). Kalsiyum karbonat igerigini (CaCOs) 6lgmek i¢in Scheibler kalsimetresi kullanildi
(Nelson, 1983). Toprak agregat stabilitesi, Gugino ve ark. (2009) tarafindan belirtilen



18

protokole gore yapay bir ¢okeltme simiilator cihazi ile belirlendi (Gugino ve ark., 2009).
Tarla kapasitesi (TK), 33 kPa basing altinda toprak agirliginda tutulan nemin yiizdesi
olarak bir baski plakasi kullanilarak belirlendi. Kalic1 solma noktasi (SN), 1500 kPa
basingta toprakta tutulan nemin yiizdesi olarak bir baski plakasi kullanilarak ortaya
cikarildi (Klute, 1986). Daha sonra TK degerinden SN degeri ¢ikarilarak faydali su
kapasitesi (FSK) elde edildi. Toprak numunesinin pH'1 ve EC'si, sirasiyla dijital gostergeli
cam elektrot pH metre ve iletkenlik Olger kullanilarak 1:2.5 (a/h) toprak/saf su
karisiminda ol¢iildii (McLean, 1983; Rhoades, 1982). Toprak &zellikleri Tablo 4.1'de
ozetlendi.

3.5. Toprak Solunumunun ve Toprak Giimiis Iceriginin Olciilmesi

Gel-AgNP'ler, Gel-Glu-AgNP'ler, karanfil ugucu yag ve nane ugucu yag ile
bunlarin kombinasyonlari, saksilara yerlestirilen toprak érneklerine 0.2-0.4 ve 0.6 mL/
250 g kuru toprak dozlarinda iki tekerriir olacak sekilde uygulandi. Bu islemin ardindan
toprak su igerigi belirlenen tarla kapasitesine getirilmis ve daha sonra karigtirilarak
belirlenen zaman periyotlarinda inkiibasyona birakildi. Saksilardaki toprak ornekleri
enzim analizleri i¢in 1., 5. ve 10. giinlerde alind1. Toprak soluma testi i¢in sadece 10. giin
sonundaki ornekler degerlendirildi. Orneklerin toprak solunumu iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin Cornell Toprak Sagligi Degerlendirmesi egitim kilavuzunu takip
edildi (Moebius-Clune ve ark., 2016). Kisaca, havada kurutulan ve 2 mm elekte elenen
toprak (20 g), bir kavanozun dibinde filtre kagidi bulunan delikli bir metal kap iizerine
konuldu. Toprak 28°C'de 96 saat 9 mL 0.5 M potasyum hidroksit (KOH) ve 7.5 mL
deiyonize su ile inkiibe edildi. Kontrol numunelerine sadece deiyonize su ilave edildi.
Daha sonra, her numune i¢in KOH tuzaginin EC'sini almak i¢in bir EC probu kullanilarak
elektriksel iletkenlik (EC) olgiimleri yapildi ve ardindan mg CO,-C/g toprak olarak
hesaplama gerceklestirildi.

Deney boyunca topraklardaki Ag icerikleri, indiiktif eslesmis plazma-atomik
emisyon spektrometresi (Varian, vista\AX CCD Simultaneous ICP-OES, Varian,
Avustralya) kullanilarak gerceklestirildi. 0.5 g kurutulmus ve ogitiilmiis toprak
orneklerine nitrik asit (HNOs, 15 mL) ilave edildi ve daha sonra 120 °C'de 5 saat
mikrodalga firinda (Mars-5, CEM) inkiibe edildi. Daha sonra numuneler Whatman No.
42 filtre kagidi ile siiziildi. Ardindan, elde edilen siiziintiiler, islenmis toprak

numunelerindeki toplam Ag'yi belirlemek i¢in ICP-OES ile analiz edildi.
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3.6. Nanopartikiillerin Toprak Enzim Aktiviteleri Uzerindeki Etkinligi

Gel-AgNP'ler, Gel-Glu-AgNP'ler, karanfil ugucu yagi ve nane ugucu yag ile
bunlarin karisimlarinin toprak dehidrojenaz ve alkalen fosfataz aktiviteleri lizerindeki
etkisini degerlendirmek i¢in, dnce toprak drnekleri tartildi ve farkli dozlarda 6rnekler ile
ile muamele edildi. Uygulamalardan 6nce toprak numuneleri, toprak slispansiyonlarinda
iyi bir homojenizasyon saglamak i¢in 1:1 (g toprak/mL deiyonize su) oraninda deiyonize
su ile muamele edildi. Eszamanli olarak, deney kontrol grubu da 6rnekler olmadan inkiibe
edildi.

Toprak numunelerindeki enzim aktiviteleri kolorimetrik yontemler kullanilarak 1,
5, ve 10. giin sonunda degerlendirildi. Dehidrojenaz ve alkalen fosfataz aktiviteleri
literatiirdeki ¢alismalar esas alinarak analiz edildi (M Ali Tabatabai ve Bremner, 1969;
Thalmann, 1968). Kisaca, 1.0 g ve 6.0 g toprak, sirasiyla alkalen fosfataz ve dehidrojenaz
aktivitesi icin bir cam tlipe aktarildi ve daha sonra tamponlu substrat ¢ozeltilerinde
stispanse edildi. Topraklarin fosfataz aktivitesinin belirlenmesinde 1.0 g toprak 6rnegi
iizerine 4 mL MUB tampon (pH 11) ve 1 mL substrat ¢ozeltisi (0.025 M p-nitrofenil
fosfat) ilave edilmis, karisim 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Aktivitenin
belirlenmesi  amaciyla, inkiibasyon sonunda karisimin  p-nitrofenol igerigi
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu amagla karisim, 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra iizerine 1 mL 0.5 M kalsiyum kloriir (CaClz) ve 4 mL THAMNaOH (tris
(hidroksimetil) aminometan, sodyum hidroksit) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra olusan
sar1 rengin optik dansitesi 410 nm’de standart p-nitrofenol ¢ozeltililerine karsilik gelecek
sekilde spektrofotometrede belirlendi. Elde edilen sonuclar ise pug p-nitrofenol/g kuru
toprak cinsinden ifade edildi. Dehirojenaz aktivitesi i¢in ise, 6.0 gr taze toprak numunesi
50 mL’lik falkon tiiplere konuldu. Ornek iizerine 1mL substrat ¢dzeltisi (%3’liik TTC
(2,3,5-trifeniltetrazolium)) ve 2.5 mL glikoz ¢ozeltisi (%1,2°1ik) ilave edilerek 24 saat
boyunca 25 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 6érnekler alimarak iizerine
10 mL metanol eklenerek Whatman No. 42 filtre kagidi ile siiziildii. Bu yikama islemi
yaklasik 3-4 defa tekrarlandiktan sonra falkon tiipleri son hacim 50 mL olacak sekilde
metanol ile tamamlandi. Standart egrinin olusturulmasinda ise standart TPF
(trifenilformazan) c¢ozeltisinden 0-2.5-5-7.5-10-12.5-15 mL ayr1 ayri almarak son
hacimleri 50 mL’ye tamamlanarak gergeklestirildi. Olusan kirmizi rengin optik
dansiteleri 485 nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak mikro plaka okuyucuda

belirlendi. Elde edilen veriler pgTPF/g (kuru toprak) / 24 h olarak ifade edildi. Biitiin bu
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yapilan uygulamalar 3 tekerriir olacak sekilde gergeklestirildi. Elde edilen veriler

istatistiksel olarak tek yonliit ANOVA ve Tukey testi ile analiz edildi (p<0.05)
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Nanopartikiillerin sentez ve karakterizasyonu

Mevcut arastirmada, jelatinin hem indirgeyici hem de stabilize edici ajan olarak
kullanilmasiyla giimiis nanopartikiil (AgNP) sentezi basar1 ile gerceklestirildi. Ag"
iyonlarinin indirgenmesi, AgNP'lerin olusumuyla ilgili olarak giimiis metal NP'ler i¢in
benzersiz bir optik 6zellik olan kirmizimsi-kahverengi renk olusumu ile dogrulandi.
Jelatin AgNP'lerin sentezini izlemek i¢in Orneklerin absorbans Ol¢timleri UV-Vis
spektroskopisi ile 200 ile 800 nm dalga boyu arasinda gergeklestirildi. Mikrodalgada
gerceklestirilen sentez 25 dakikada tamamlandi. Sekil 4.1.’de goriildiigii lizere, 446 ve
435 nm dalga boyunda kaydedilen karakteristik pikler siras1 ile Gel-AgNP ve Gel-Glu-
AgNP’lerin varligin1 dogruladi. Bu sonuglar giimiis nanopartikiiller ile yapilan caligmalar

ile uyumluluk gosterdi (Behravan ve ark., 2019).
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Sekil 4.1. Sentezlenen Gel-AgNP ve Gel-H-AgNP’leirn Uv-Vis analizi

FTIR ile karakterizasyon, Gel-AgNP'lerde bulunan fonksiyonel gruplar1 saptamak
icin gerceklestirildi (Sekil 4.1.). Gel-AgNP’lerin FTIR spektrumlar1 bantlar1 3338.78,
2987.74, 1643.35, 1504.48 1226.73 ve 1064.71 cm!'de elde edildi. Gel-Glu-AgNP’lerin
ise FTIR spektrumlar1 bantlar1 3358.07, 1643.35, 1516.05 1192.04 ve 1066.64 cm™''de
elde edildi. Gel-AgNP'lerin spektrumunda 3338 cm!'de genis bant gozlendi, hidrojen
bagi ile NH germe ¢iftine karsilik gelmektedir (Aewsiri ve ark., 2009). 1643 cm!'deki
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giiclii absorpsiyon piki, C=0 germe titresimini gostermektedir (Mahmoud ve Abbo,
2013). Jelatin bir poliamid proteini oldugundan, 1643 ve 1504 cm'’de yer alan tepe
noktalar1 proteinlerin amid I ve II gruplarinin varligini gostermektedir ve bunlar AgNP
ile jelatin arasindaki elektrostatik etkilesimden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir (Burt ve ark.,
2004). Bu piklerin varhigi giimiis nanopartikiillerin jelatin ile kapli oldugunu

dogrulamaktadir.

Gel-G-AgNP
Gel-AgNP
;\g s358.07 1643.35 1516.05
@ ’ 1192.04 1066.64
©
= /
(2] -]
&
= 2987.74
] / 1226.‘73
1 3338.78 1504.48  064.71
_ 1643.35
T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm™)
Sekil 4.2. Sentezlenen Gel-AgNP’lerin FTIR analizi

Bu calismada hazirlanan nanopartikiiller, giimiis parcaciklarin kristal ve nano
yapisin1 dogrulamak i¢in XRD analizleri ile karakterize edildi. XRD analizinde
gozlemlenen karakteristik pikler ayrica Gel-AgNP'lerin olusumunu dogruladi (Sekil 4).
Kristalografik diizlemlere (111), (200), (220) ve (311) karsilik gelen 38.51, 46.60, 64.78
ve 77.72'lik dort farkli kirinim tepe noktasi, giimiis nanopartikiillerin dogada kristal
yapisin1 gostermektedir (Su ve ark., 2017). XRD analizi 38.51'de (26) bir tepe gosterdi,
bu da nanopartikiillerin saf giimiisten olustugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Oztiirk ve ark.,
2020). Organik fazin kristallesmesinin giimiis nanopartikiillerin yiizeyinde goériindiigiinii

gosteren bir veya iki atanmamis tepe de tespit edildi.
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Sekil 4.3. Sentezlenen Gel-AgNP’lerin XRD analizi

Biyosentezlenmis AgNP'lerin EDS profilleri, diger elementler icin eser miktarlar
ile elemental giimiis i¢in yiiksek miktarda pik varligini gosterdi. 3 keV'deki karakteristik
optik absorpsiyon zirvesi, ylizey plazmon rezonanslarindan dolayr metalik giimiis
nanokristaller i¢in tipiktir (Gomaa, 2017). C, N ve O'ya 6zgii piklerin mevcudiyeti,
AgNP'lerin olusumunda stabilize edici veya kapatma ajanlar olarak hareket eden farkli

bilesenlerden kaynaklanmaktadir (Galvez ve ark., 2021).

B Map Sum Spectrum
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Sekil 4.4. Sentezlenen Gel-AgNP’lerin SEM-EDX analizi
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Gergeklestirilen STEM ve TEM analizleri nanopartikiillerin sekil ve boyut yapisi
hakkinda bilgi edinmemizi sagladi (Sekil 4.5, 4.6. ve 4.7). Yapilan boyut 6l¢iimlerinden
Gel-AgNP’lerin biiytikliiklerinin 20 ile 110 nm arasinda degistigi, Gel-Glu-AgNP’lerin
ise 5-25 nm arasinda degiskenlik gosterdigi belirlendi. Sonuglar, sentezlenen giimiis

nanopartikiillerin homojen dagilim halinde kiiresel sekilli oldugunu gosterdi.

EHT = 30.00 kV Signal A= aSTEM4 A
WD = 2.9 mm Mag = 150.00 K X

Sekil 4.5. Sentezlenen Gel-AgNP’lerin STEM analizleri

EHT = 30.00 kV Signal A = aSTEM4 A
WD = 29 mm Mag = 450.00 K X

Sekil 4.6. Sentezlenen Gel-Glu-AgNP’lerin STEM analizleri
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Sekil 4.7. Sentezlenen Gel-AgNP’lerin TEM analizleri

Sekil 4.8'de gosterilen zeta potansiyeli 6l¢iimiiniin sonuglari, sentezlenen Gel-
AgNP'lerin 5.21 (mV) zeta potansiyeline sahip oldugunu ortaya ¢ikardi. Diger taraftan,
Sekil 4.9'da goriildiigii tizere Gel-Glu-AgNP'lerin ise 6.35 (mV) zeta potansiyeline sahip
oldugu gozlemlendi. Gel-AgNP'lerin zeta potansiyeli degerinin jelatinin yiizeyindeki
pozitif yik fragmentleri ([-NH-CNH>—NH]" ve —NH; * gibi) nedeniyle oldugunu
gostermektedir. Ag-NP'lerin daha kiiciik zeta potansiyeli degeri ise, iyonik olmayan
selatlayict jelatin gruplarina (—SH, —OH, ester ve amid gibi) ve —COO anyonik gruplarina
ek olarak, -NH, formundaki —NH3 * 'lin katyonik gruplarmin selatlama maddesi olarak

calistigini gostermektedir (Pourjavadi ve Soleyman, 2011).
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Zeta Potential Distribution

Zeta Potential (mV): 5,21
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Sekil 4.8. Sentezlenen Gel-AgNP'lerin zeta potansiyel dl¢limii
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Sekil 4.9. Sentezlenen Gel-Glu-AgNP'lerin zeta potansiyel dl¢tiimii

Gel-AgNP ve Gel-Glu-AgNP’lerden hazirlanan numunelerinin boyutu, Sekil 4.10
ve 4. 11’de gosterilen dinamik 1s1k sagilimi (DLS) ile 6l¢iildii. DLS analizinden Gel-
AgNP'lerin 158.4 nm boyutunda oldugu ve polidispersite indeksinin (PDI) degerinin
0.221 oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu sonug¢ nanopartikiillerin biiyiikliik acisindan oldukca
dar dagilima sahip oldugunu gostermektedir. Polidispersite indeksi boyutsuzdur ve
0,7'den biiylik degerler numunenin ¢ok genis bir parcacik boyutu dagilimina sahip
oldugunu gosterir (Nasiriboroumand ve ark., 2018). Gel-Glu-AgNP'lerin ise 151.4 nm
boyutunda oldugu ve polidispersite indeksinin (PDI) degerinin 0.224 oldugu ortaya
cikmigtir. Ama grafikte daha genis bir dagilim gosterdigi ortaya ¢ikarildu.
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Size Distribution by Number

Z-Average (d.nm): 1584
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Sekil 4.10. Sentezlenen Gel-AgNP'lerin DLS ile biiyiikliik dagilimi ve PDI degeri
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Sekil 4.11. Sentezlenen Gel-AgNP'lerin DLS ile biiyiikliik dagilimi1 ve PDI degeri

4.2.  Sentezlenen Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Etkinlikleri ve
Ucucu Yaglar ile Sinerjistik Etkisi

Bu c¢aligmanin kapsamini genisletmek icin, agar difiizyon yontemi kullanarak
jelatin ile sentezlenmis AgNP'lerin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere kars
antimikrobiyal aktivitesi arastirildi. Kuyularin etrafinda olusan inhibisyon bolgesinin ¢ap1
(mm) olciildi. Sekil 4.12,13,14,15 ve 16°daki sembollerden karanfil yagi A ile, nane yag1
B ile, jelatin AgNP (Gel-AgNP) 1 ile, Jelatin + Glukoz AgNP (Gel-Glu-AgNP) ise 2 ile
temsil edilmistir.. Sembol 1A, 1B, 2A ve 2B ise ilgili nanopartikiiller ile ugucu yaglarin
', oraninda esit oranda karistirilmasi ile elde edilen 6rneklerdir. Toplamda 50 pL 6rnek
agar plakalarinda olusturulan 7 mm ¢apindaki kuyu igerisine ilave edilerek inhibisyon
zonlariin 6l¢iimii gergeklestirildi.

Sekil 4.12°de Gel-AgNP’lerin belirtilen konsantrasyonda S. aureusa’a kars1 17.88
+ 0.60’lik bir inhibisyon zonu gosterdigini, karanfil ugucu yagimnin ise 18.49 + 0.53’liik
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bir inhibisyon zonu gosterdigi tespit edildi. Nane ugucu yaginda ise ilgili konsantrasyonda
herhangi bir inhibisyon gézlemlenmedi. Gel-AgNP ve karanfil yaginin birlikte 18.18 +
0.33 degerinde bir inhibisyon zonuna neden oldugu goriildii. Diger taraftan Gel-Glu-
AgNP’lerin ise hem karanfil ve hem de nane ugucu yagi ile sirast ile 19.37 = 0.16 ve
19.60 + 0.53’liik inhibisyon zonu ile sinerjistik etki gosterdigi tespit edildi.

25
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1
1
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1 2 A B 1A 1B 2A 2B
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inhibisyon zonu (mm)
o

(6]

Sekil 4.12. Nanopartikiiller ve ucucu yaglarin Staphylococcus aureus bakterisine karsi inhibisyon zonlari
(mm).

Sekil 4.13’te B. cereus’a kars1 Gel-AgNP’lerin belirtilen konsantrasyonda 16.79
+ (0.27’lik bir inhibisyon zonu gosterdigini, karanfil ugucu yagiin ise 18.67 £ 0.28’lik bir
inhibisyon zonu gosterdigi tespit edildi. Gel-AgNP/karanfil yaginin ve Gel-AgNP/nane
yaginin birlikte 20.04 £ 1.72 ve 18.81 £ 0.46 degerinde bir inhibisyon zonu olusturdugu
gorlildil. B. cereus’a karsi sinerjistik etki gosterdigi bulundu. Nane ugucu yaginda ilgili
konsantrasyonda B. cereus’a karst herhangi bir inhibisyon gézlemlenmedi. Diger taraftan
Gel-Glu-AgNP’lerin ise hem karanfil ve hem de nane ucucu yag ile sinerjistik etki

gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.13. Nanopartikiiller ve ugucu yaglarin Bacillus cereus bakterisine karsi inhibisyon zonlart (mm).

Sekil 4.14’te Gel-AgNP’lerin karanfil ve nane ugucu yaglarin S. typhimurium
bakterisine kars1 sirasi ile 14.65 + 0.17 ve 12.87 £ 0.51 inhibisyon zonlar1 ile sinerjistik
etkinlik gosterdigi gozlemlendi. Ayrica Gel-Glu-AgNP’lerin her iki ucucu yag ile
sinerjistik etkinligini fazla oldugu ortaya c¢ikarildi. Nane ugucu yag ilgili

konsantrasyonda S. typhimurium’a kars1 herhangi bir inhibisyon gostermedi.
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Sekil 4.14. Nanopartikiiller ve ugucu yaglarin Salmonella typhimurium bakterisine karst inhibisyon
zonlar1 (mm).

Sekil 4.15’te nanopartikiiller ve ugucu yaglarin P. aeruginosa bakterisine karsi
inhibisyon zonlar1 gosterildi. Elde edilen sonuglara gore Gel-AgNP’lerin 15.80 £ 0.19’luk
bir inhibisyon zonu ile Gel-Glu-AgNP’lere oranla daha iyi bir inhibisyon gerceklestirdigi
tespit edildi. Karanfil ugucu yaginin 20.02 + 0.49’luk bir inhibisyon zonu olusturdugu
belirlenirken nane ugucu yaginin herhangi bir aktivite gdstermedigi bulundu. P.
aeruginosa bakterisine karsi nanopartikiillerin karanfil yagi ile bir sinerjistik etki
gostermedigi gézlemlenirken, diger yandan nane ugucu yagi ile sinerjistik etki gosterdigi

tespit edildi.
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Sekil 4.15. Nanopartikiiller ve ugucu yaglarin Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi inhibisyon
zonlar1 (mm).

Sekil 4.16’da E. coli’ye karsi Gel-AgNP’lerin 12.59 +0.39 degerinde bir
inhibisyon zonu ile Gel-AgNP’lere oranla daha iyi bir inhibisyon gosterdigi belirlendi.
Her iki nanopartikiiliin de nane ugucu yagi ile sinerjistik etki gosterdigi belirlenirken,
karanfil ugucu yaginin tek basina gostermis oldugu 16.64 +0.23’liik inhibisyon zonunun

nanopartikiiller ile azaldig tespit edildi.
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Sekil 4.16. Nanopartikiiller ve ugucu yaglarin Echerichia coli bakterisine karst inhibisyon zolari (mm).
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Bu bulgular, Gel-AgNP'lerin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere
kars1 potansiyel bir antibakteriyel ajan olarak hizmet edebilecegini gostermektedir.
Glimiis nanopartikiiller, bakteri hiicrelerinde yapisal ve morfolojik degisikliklere neden
olarak hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Literatlirdeki ¢alismalara bakildiginda, jelatin ile
glimlis nanopartikiillerin sentezi bazi aragtirmacilar tarafindan gergeklestirilmistir.
Yapilan bir ¢aligmada, jelatin ile AgNP'lerin kolay sentezi gergeklestirildigi bildirldi.
Elde edilen jelatin-AgNP'lerin yiiksek stabilite sergiledigini bulmuslardir (Lee ve
Zhang*, 2013). Lavanya ve ark., (2020), yaptiklar1 bir ¢alismada kimyasal olarak
sentezlenmis AgNP'ler ile jelatin ile sentezlenmis AgNP'lerin karsilastirmali analizi
gergeklestirmislerdir.  Elde  ettikleri  sonuglarda, jelatin  AgNP'lerin  diisiik
konsantrasyonda bile iyi derecede bakteri inhibisyonuna yol agtigini dogrulamislardir.
Yapilan ilgili caligmanin sonuglari, 80 pg/mL jelatin AgNP'lerin S. aureus'un biiyiimesini

durdurdugunu ortaya koymustur (Lavanya ve ark., 2020).
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Sekil 4.17. Nanopartikiiller ve ugucu yaglarin mikroroganizmalara kars1 gelistiridkleri inhibisyon zonlar1.

Elde edilen sonuglara gore, Gel-AgNP’lerin ve Gel-Glu-AgNP’lerin en yiiksek
antibakteriyel aktiviteyi S. aureus’a, en diislik aktiviteyi ise Gel-AgNP’lerin E. coli’ye ve
Gel-Glu-AgNP’lerin ise S. typhimurium’a kars1 gosterdigi tespit edildi. Karanfil ugucu
yagmin belirtilen konsantrasyonlarda yiiksek antibakteriyel etkinlik gosterdigi
gozlemlenirken, esit konsantrasyonda nane ucucu yagmin herhangi bir aktivite
gostermedigi belirlendi. Gel-AgNP ve karanfil ugucu yaginin sinerjistik antibakteriyel
aktivitesi yalnizca B. cereus’a kars1 gézlemlendi. Gel-Glu-AgNP’lerin ise karanfil ugucu

yagl ile S. aureus ve B. cereus’a karst sinerjistik etkisinin oldugu belirlendi. Diger
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yandan, tiim nanopartikiillerin nane ugucu yagi ile tiim mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivitede sinerjistik etkinlik gosterdigi bulundu.
4.3. Toprak Analizi

Tablo 4.1’de goriildigi lizere calisilan topragin tekstiir simifinin tinli oldugu
goriilmektedir. Ayrica toprak 6rneginin pH degeri 7.65, EC degeri 1756 ve kireg oraninin
% 16.20 oldugu gozlendi.

Tablo 4.1. Toprak drneginin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Tekstiir pH |OM| CaCOs; EC AS TK SN | FSK
1:25 | (%) | (%) (umhos/cm) (%) (%) (%) | (%)
Tinlt 7.65 [0.72| 16.20 1756 17.70| 24.60 |12.80|11.80

Hazirlanan toprak 6rnekleri Sekil 4. 18°de gosterildi. Gel-AgNP, Gel-Glu-AgNP,
karanfil ugucu yagi, nane wugucu yagi ve bunlarim kombinasyonlar1 farkl
konsantrasyonlarda toprak orneklerine uygulandi. Uygulama gerceklestirilmeyen kontrol
grubu ile karsilastirilarak topraklar belirli inkiibasyon siireleri sonunda dehidrojenaz ve
alkalen fosfataz aktivitesi 1., 5. ve 10. gilinlerde ve toprak solunumu ise 10.giin sonunda

analiz edildi.
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Sekil 4.18. Ornekler ile muamele edilen toprak drnekleri

Uygulanan 6rneklerin 3 farkli konsantrasyonda (0.2, 0.4 ve 0.6 mL/ 250 g toprak)
toprak solunumu iizerinde 10 giin inkiibasyon siiresi sonundaki sonuglar1 CO> (mg/g)
olarak Sekil 4. 19°da goriilmektedir. Uygulama yapilmayan toprak drnegindeki toprak
solunumunun degeri 0.22+ 0.01 olarak ol¢iildii. Gel-Glu-AgNP’nin 3. doz uygulamasinda
en fazla azaldigi bulundu. Tiim 6rneklerin ilk dozunda (0.2 mL) kontrole gore toprak
solunumunda artis oldugu gozlemlendi. Uygulamalarin toprak solunumu iizerindeki ilk
artan etkisinin, asir1 hassas tiirlerin 6liimiinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Gel-AgNP/nane ugucu yagi kombinasyonunun 3.dozu hem AgNP hem de nane
ucucu yagina gore toprak solunumunda artisa sebebiyet vererek bir sinerjistik etki
gosterirken karanfil ugucu yag i¢in herhangi bir sinerjistik etki olusmamistir. Gel-Glu-
AgNP ile nane ve karanfil ugucu yag kombinasyonunun 3. dozunda ise sinerjistik etki

gbzlendi. Sonuglar tiim 6rneklerde solunum azalmasinin doz bagimli oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.19. Topraga uygulanan 6rneklerin 3 doz olarak 0.2 mL (1.doz), 0.4 mL (2. Doz) ve 0.6 mL (3.
Doz) olarak 10.giin sonudaki toprak solunumu iizerindeki etkinlikleri.

4.3.1. AgNP'lerin Toprak Enzimatik Aktiviteleri Uzerindeki Etkisi

Bu ¢alismada, Gel-AgNP'lerin, ugucu yaglarin ve bunlarin sinerjistik etkisinin
toprak iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in konsantrasyona ve zamana baglh
dehidrojenaz ve alkalin fosfataz aktiviteleri arastirildi. Orneklerin 0.2, 0.4 ve 0.6 mL/ 250
g toprak olarak uygulanmasi ile 1, 5 ve 10 giinlilk maruz kalma siiresi boyunca enzim
aktiviteleri 0l¢iildii ve kontrol gurubu ile karsilagtirildi. Sekil 4.20, dehidrojenaz
aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan standart egriyi gostermektedir. Hazirlanan standart

egride R? degeri 0.9931 olarak elde edildi.
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Sekil 4.20. Uygulama yapilan toprak 6rneklerinde dehidrojenaz Sl¢limii igin hazirlanan standart egri

Sekil 4.21, artan AgNP’lerin ve ugucu yaglarin uygulama dozlar1 (0.2, 0.4 ve 0.6
mL/250 g kuru toprak) ile dehidrojenaz aktivitesinin zamana bagimli degisimini
belirtmektedir. Degerler pg p-nitrofenol/g/FKT olarak belirtildi. Kontrole gore
karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi ve Tukey HSD testi ile gerceklestirilerek
istatiksel farkli olanlar * olarak belirtildi (p<<0.05). 1. giin sonunda dehirojenaz aktivitesini
en fazla disiiren Ornegin 9.91+1.09’luk degerle Gel-Glu-AgNP-nane (0.4 mL)
kombinasyonun oldugu gézlendi. Ilk giin sonunda kontrole gore nanopartikiillerin ve
ucucu yaglarin yiliksek dozlarda dehidrojenaz aktivitesini arttirdigi gézlemlendi. Gel-
AgNP’lerin ilk giin sonunda doz artisiyla dehirojenaz aktivitesini arttirdig1 bulundu. Gel-
Glu-AgNP’ler i¢in 1. giin sonunda ilk iki dozda enzim aktivitesi birbirine yakin degerler
gosterirken 3. dozda yiikselme meydana geldigi bulundu. Gel-AgNP’lerin ilk dozu i¢in
5. giin sonunda artig olurken 10. giin sonunda dehidrojenaz aktivitesinde diisiis meydana
geldi. Ayrica 5. ve 10. giin sonunda uygulama dozu arttikca bu nanopartikiillerin
dehirojenaz aktivitesini diislirdiigii ortaya cikarildi. Bu durumun Gel-Glu-AgNP’ler
icinde ayn1 kaldig1 gézlemlendi. Ozellikle nanopartikiillerin uygulanan yiiksek dozlarda
10. glin sonunda dehidrojenaz aktivitesinin kontrole gore oldukca fazla diisiirdiigii
bulundu. Bu sonuclar bize yiikksek AgNP konsantrasyonlarinin  rizosfer

mikroorganizmalari iizerinde daha toksik oldugunu gostermektedir (Das ve ark., 2012).
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Sekil 4.21. Topraga uygulanan 6rneklerin doz ve zaman bagimli toprak dehidrojenaz aktivitesi tizerindeki etkinlikleri
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Toprak 6rneklerinde uygulanan 6rneklerin etkisiyle alkalen fosfatazda meydana
gelen degisikliklerin 6l¢iimii i¢in olusturulan standart egri Sekil 4.22°de gosterilmektedir.
Olusturulan standart egride R? degeri 0.9996 olarak kaydedildi.
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Sekil 4.22. Uygulama yapilan toprak érneklerinde alkalen fosfataz 6l¢iimii i¢in hazirlanan standart egri

Topraga uygulanan orneklerin doz ve zaman bagiml toprak alkalen fosfataz
aktivitesi iizerindeki etkinlikleri Sekil 4.23’te gosterildi. Kontrole gore karsilastirmalar
tek yonlii varyans analizi ve Tukey HSD testi ile gergeklestirilerek istatiksel farkli olanlar
* olarak belirtildi (p<0.05). Elde edilen sonuglara gore ilk giin sonunda tiim 6rneklerde
doz artis1 ile alkalen fosfataz aktivitesinin yiikseldigi goriildii. Ilk giin sonunda Gel-Glu-
AgNP-Nane 3 kombinasyonun ise tam tersi etki gostererek alkalen fosfataz aktivitesinde
daha fazla artisa sebep olarak sinerjistik etki gosterdigi belirlendi. Nanopartikiillerin ve
ucucu yaglarin tim dozlarinda zamana bagli olarak enzim aktivitesinin inhibe edildigi
gozlendi. Ayrica tiim Orneklerde ilk giin disinda zaman siiresi artisina bagli olarak

aktivitenin doz artisina bagl olarak diistiigii bulundu.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu calismada, indirgeyici ve stabilize edici bir ajan olarak gdrev yapan jelatinin
sulu soliisyonunda giimiis nanopartikiillerin sentezi gerceklestirildi. Ayrica, jelatinin
roliinii ortaya koyabilmek i¢in ikinci bir nanopartikiil sentezi ise jelatin sollisyonuna
glukoz ilave edilerek gergeklestirildi. Elde edilen nanopartikiillerin karakterizasyonu
cesitli analitik tekniklerle gerceklestirildi. UV-Vis spektroskopisi ile Gel-AgNP’lerin 446
nm’de karakteristik pik gosterdigi bulundu. Ayrica, nanopartikiillerin FTIR ile
karakterizasyonun da ozellikle jelatin yapisinda bulunan gruplarin  glimiisiin
indirgenmesinde rolii oldugu ortaya ¢ikarildi. Yapilan XRD analizi ile AgNP’lerin
olusumu dogrulandi. Ayrica nanopartikiillerin yapilan STEM ve TEM analizinde kiiresel
formda ve homojen dagilim gdsteren nanopartikiillerin varligi ortaya c¢ikarildi. Zeta
potansiyeli analizi ile nanopartikiillerin pozitif yiiklii oldugu belirlendi. Bunlara ilaveten
nanopartikiillerin DLS analizinde PDI degerlerinin 0.3’iin altinda oldugu ve bununda
sentezlenen AgNP’lerin oldukga stabil oldugu sonucuna ulasildi. Nanopartikiillerin
stabilitesinin 6zellikle ¢alisma sonuglarini degerlendirilmesinde daha saglikli sonuglara
ulagilmasina katki sunmaktadir.

Caligmada sentezlenen AgNP’lerin antibakteriyel aktivitesinin ve bunlarin ugucu
yaglar ile sinerjistik etkisi ¢esitli bakteri suslari ile gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar,
Gel-AgNP’lerin ve Gel-Glu-AgNP’leirn hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakterilere kars1 antibakteriyel etkinlik gdsterdigini ortaya ¢ikardi. Caligmada kullanilan
iki farkli ugucu yagdan karanfil ugucu yaginda antibakteriyel aktivite yliksek
gbzlemlenirken nane ucgucu yaginda ise oldukca diisiiktii. S. aureus’a kars1 Gel-Glu-
AgNP’lerin hem karanfil ve hem de nane ugucu yagi ile sinerjistik aktivite gosterdigi
belirlendi. Gel-AgNP- karanfil ve Gel-AgNP- nane ugucu yag kombinasyonlarin B.
cereus’a karsi sinerjesitik aktivite gosterdigi bulundu. Ayrica, S. typhimurium ile yapilan
calismada Gel-Glu-AgNP’lerin her iki ugucu yag ile bu bakteriye karsi sinerjistik
etkinligini fazla oldugu ortaya c¢ikarildi. P. aeruginosa ve E. coli bakterilerine karsi
nanopartikiillerin yalnizca nane ugucu yagi ile sinerjistik etki gosterdigi gozlemlendi.

Ayrica, ¢alismanin kapsamini gerceklestirmek igin, giimiis nanopartikiillerin
toprak mikroorganizmalar {izerindeki etkinliginin anlagilabilmesi i¢in toprak solunumu
ve toprak enzimleri lizerine ¢aligma gerceklestirildi. Gel-AgNP, Gel-Glu-AgNP, karanfil

ucucu yagi, nane ucucu yagi ve bunlarin kombinasyonlar1 farkli konsantrasyonlarda
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toprak orneklerine uygulandi. Toprak solunumu i¢in 10. giin sonunda ve toprak enzimleri
icin ise 1, 5 ve 10. giin sonunda Ol¢limler gerceklestirildi. Uygulanan orneklerin ilk
dozunun (0.2 mL) kontrole gore toprak solunumunda artisa neden oldugu ortaya ¢ikarildi.
Tiim Orneklerde uygulama dozu arttikca solumun azaldigi tespit edildi. Topraktaki
enzimler, topragin en aktif organik bilesiklerinden birini temsil etmektedir. Bundan
dolay1 dehidrojenaz ve alkalen fosfataz aktiviteleri incelendi. Enzim analizlerinde 1. giin
sonunda enzim aktivitelerinde artis gozlemlenirken diger inkiibasyon siirelerinde zamana
bagli bir enzim inhibisyonun goriildiigli bulundu. Ayrica drneklerin dozlar arttik¢ca buna
orantili olarak enzim aktivitelerinde azalma meydana geldigi gozlemlendi. Ayrica
nanopartikiil ve ugucu yaglarin kombinasyonlariin enzim aktivitelerinde sinerjistik etki

ortaya cikarabildikleri bulundu.

5.2. Oneriler
AgNP'lerin ¢evresel kullanim1 ve 6zellikle toprakla islenmesi ile ilgili herhangi
bir diizenleme ve standart bulunmadigindan, ¢alisma 6zellikle biyolojik molekiillerle elde
edilen ve polimerlerle stabilize edilmis bu tiir nanomalzemelerin ¢esitli uygulamalarda
degerlendirilebilmesi i¢in faydali olabilir. Sonug¢ olarak, elde edilen nanopartikiillerin
nanomalzemelerin diger kimyasal veya fiziksel sentez yontemlerinden kaynaklanan
toksik ajanlar1 icermemesi, nanopartikiillerin ¢evresel uygulamalarda kullanimi ve
degerlendirilmesinde yeni bir bakis agis1 olusturacagi diisiiniilmektedir. Ayrica, bundan
sonraki ¢aligmalarda;
» AgNP'lerin topraklarda davranis durumu ve toprak mikroorganizmalari ile
etkilesimleri hakkinda daha kapsamli ¢aligmalarin gergeklestirilmesi,
» Farkli sentez parametreleri ile gerceklestirilecek olan AgNP’lerin etkinliginin
mikroorganizmalar ile etkilesiminde molekiiler seviyelerde c¢alisilmasi,
» Nanopartikiillerin = ¢esitli biyoaktif ajanlar ile sinerjistik etkisinin
mikroorganizmalar ile olan etkilesiminin aydinlatilmasi,
» Topragin yapisinin nanopartikiil etkilesimindeki roliiniin aydinlatilabilmesi
icin farkli 6zelliklere sahip topraklar ile ¢alisilmasi,
» Nanopartikiillerin ~ topraktaki davranisinda nanopartikiil stabilitesinin

Oneminin anlagilmasi i¢in ¢alisilmalar yapilmasi dnerilmektedir.
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