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OZET

SORGHUM BICOLOR VAR. TECHNICUM TOHUM EKSTRAKTI iLE
GUMUS NANOPARTIKULLERININ YESIL SENTEZi, KARAKTERIZASYONU
VE BIiYOLOJIK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

Biisra DALGIC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisanstistli Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Neslihan DEMIR
08/08/2022, 83

Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal yontemler ile sentezi maliyetlidir ve uzun
zamana ihtiyag¢ duyulur. Bu yontemlere alternatif olarak kullanilan nanopartikiillerin yesil
sentez olarak da bilinen biyolojik sentezinin amaci, kisa siireli, diisitk maliyetli, gevreye
duyarli sentezi miimkiin kilmaktadir. Calismada Edirne’nin Uzunkdprii ilgesinden toplanan,
halk arasinda siipiirge otu olarak da bilinen Sorghum bicolor var. technicum (K6rn) Stapf ex
Holland tohumlarindan yesil sentez yontemi ile giimiis nanopartikiilleri (AgNP) sentezlendi.
Sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Gegirimli
Elektron Mikroskobu (TEM), Enerji Dagilim Spektroskopisi (EDS), Fourier Doniistimii
Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ve UV-Vis Spektroskopi (UV-Vis) analizleri ile yapildi.
Ekstrakt ve AgNP’lerin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan, mutajenik, DNA kesme
ve fotokatalik aktiviteleri belirlendi. Antimikrobiyal aktivite, agar disk difiizyon ve broth
mikrodiliisyon yontemleri ile incelendi. Elde edilen sonuglar, hem ekstrakt hem de
AgNP’nin giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. AgNP’lerin, biyofilm
tireticilerinin 6nde gelen mikroorganizmalarindan biri olan Pseudomonas aeruginosa’ya
kars1 giiglii antibiyofilm aktivite gosterdigi bulundu. Antioksidan aktiviteleri; 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPHe¢) Serbest Radikal Giderme Aktivitesi, 2,2’-Azino-bis (3-
etilbenzotiozolin-6-siilfonik asit) (ABTS™") Katyon Radikali Giderme Aktivitesi, Demir
Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) ve Metal Selatlama Aktivitesi ydntemleri
ile belirlendi. Her iki 6rnek de giiglii radikal giderme aktivitesi gosterdi. Mutajenik aktivite,
Ames/Salmonella testi ile Salmonella typhimurium’a ait iki sus (TA98 ve TA100)



kullanilarak belirlendi. Her iki sus i¢in ekstrakt konsantrasyona bagli olarak artan mutajenik
aktivite gosterirken, AgNP aktivite gostermedi. DNA kesme aktivitesi agaroz jel
elektroforezi yontemi ile belirlendi. Hem ekstraktin hem de AgNP’nin oksitleyici ajan
(H20») varliginda DNA’y1 kestigi gozlendi. Fotokatalitik aktivite, AgNP’lerin metilen mavi
boyasin1 degrade etme 6zelligine gore belirlendi. AgNP’lerin 24 saat sonunda metilen mavi

boyasini %83,78 oraninda indirgedigi gorildii.

Anahtar Kelimeler: Sorghum bicolor var. technicum, Giimiis nanopartikiil, Yesil

sentez, Biyolojik aktivite



ABSTRACT

GREEN SYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES USING SORGHUM
BICOLOR VAR. TECHNICUM SEED EXTRACT, THEIR CHARACTERIZATION
AND INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES

Biisra DALGIC
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Assist. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
08/08/2022, 83

Synthesis of nanoparticles by physical and chemical methods is costly and takes a long
time. The aim of biological synthesis of nanoparticles, also known as green synthesis, which
IS used as an alternative to these methods, enables short-term, low-cost, environmentally
friendly synthesis. In the study, silver nanoparticles (AgNP) synthesized from the seeds of
Sorghum bicolor var. technicum (K6rn) Stapf ex Holland, also known as heather by green
synthesis method, collected from Uzunk6prii/Edirne. The characterization of the synthesized
AgNPs performed by Scanning Electron Microscopy (SEM), Transmission Electron
Microscopy (TEM), Energy Dispersive Spectroscopy (EDS), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR) and UV-Vis Spectroscopy (UV-Vis) analyses. Antimicrobial,
antibiofilm, antioxidant, mutagenic, DNA cleavage and photocatalytic activities of the
extract and AgNPs determined. Antimicrobial activity was investigated by agar disc
diffusion and broth microdilution methods. The results showed that both the extract and
AgNP have strong antimicrobial activity. AgNPs were found to have strong antibiofilm
activity against Pseudomonas aeruginosa, one of the leading microorganisms of biofilm
producers. Antioxidant activities were evaluated by 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPHe¢)
Free Radical Scavenging Activity, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(ABTS™) Cation Radical Scavenging Activity, Ferrous lon Reducing Activity (FRAP) and
Metal Chelation Activity methods. Both samples showed strong radical scavenging activity.
Mutagenic activity was determined by the Ames/Salmonella test using two strains of
Salmonella typhimurium (TA98 and TA100). For both strains, the extract showed increased

\"



mutagenic activity depending on the concentration, while AgNP did not. DNA cleavage
activity was determined by agarose gel electrophoresis method. It observed that both extract
and AgNP cleaved DNA in the presence of oxidizing agent (H2O>). Photocatalytic activity
was determined according to the ability of AgNPs to degrade the methylene blue dye. AgNPs
able to degrade methylene blue by 83,78% at the end of 24 hours.

Keywords: Sorghum bicolor var. technicum, Silver nanoparticles, Green synthesis,
Biological activity
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Nanoteknoloji, boyutu 100 nanometreden (nm) kiigiik olan nanomateryallerle
ilgilenir. Organik kimya, yer bilimi, yari iletken fizigi, molekiiler biyoloji, mikro fabrikasyon
gibi bir¢ok bilim alanlarinda arastirilan ¢ok genis bir konudur. Nanomateryal terimi Avrupa
Komisyonuna gore "Boyutlarinin 1-100 nm arasinda oldugu, kiimelenmis, baglanmamis
veya aglomere pargaciklara sahip, dogal veya sentetik bir materyal" seklinde
tanimlanmaktadir (Poto¢nik, 2011). Dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilan nanomateryallerin
uygulamalar1 optik, kimyasal ve mekanik ozellikleri tanimlandik¢a artmistir. Dogal
nanomateryaller dogada kendiliginde bulunabilmektedir. Sentetik nanomalzemeler ise
kimyasal, fiziksel, biyolojik veya hibrit yontemler ile sentezlenebilmektedirler

(Jeevanandam vd., 2018).

Cevre kirliligi giiniimiizde 6nemli kiiresel sorunlardan biridir ve bu sebeple ¢evre
dostu caligmalar son yillarda olduk¢a popiilerlik kazanmistir. Yesil sentez olarak da
adlandirilan nanopartikiillerin biyolojik sentezi toksik maddelerin iiretimini ve kullanimin
azaltmak veya ortadan kaldirmak icin tasarlanmistir (Anastas ve Eghbali, 2010). Metal,
metal oksit nanopartikiiller, manyetik nanopartikiiller, kuantum noktalar1 yesil sentez
yontemi ile iiretilebilen nanomateryallerden bazilaridir (Jeevanandam vd., 2018).
Nanopartikiillerin yesil sentezinin temelinde, organizmalarda bulunan aminoasitler,
polisakkaritler, vitaminler ve enzimler/proteinler gibi c¢esitli biyomolekiillerin metal
iyonlarini indirgemesi yatmaktadir. Giimiis, altin, demir, bakir, titanyum, paladyum, kursun,
cinko gibi birgok metal sentezinde de yesil sentez yontemi kullanilir. Giiniimiizde gelisen
nanopartikiil teknolojisi ile biyolojik yollarla sentezlenen gilimiis nanopartikiillerinin

aktivitelerini gelistirdigine dair bir¢ok ¢alisma vardir.

Bir metal nanopartikiil tiirevi olan giimiis nanopartikiiller, benzersiz antimikrobiyal
ozellikleri sebebi ile temizlik malzemeleri, tibbi cihazlar ve giysiler gibi bir¢ok iirliniin
tasarlanmasinda kullanilmaktadir. Giimiis nanopartikiillerin hazirlanmasi, ¢ozeltide ya da

gazl1 ortamlarda sicaklik verilerek giimiis iyonlarinin indirgenmesini kapsamaktadir (Cheng



vd., 2013). Toksik olmayan kimyasallarin kullanimi ile giimiis nanopartikiillerin yesil

sentezinin gelistirilmesi doga dostu ¢dziicililerin kullanimi agisindan oldukga ilgi ¢ekicidir.

Deoksiriboniikleik asit (DNA) bazi viriisler dahil tiim organizmalarin canlilig1 i¢in
gerekli olan genetik bilgileri tasiyan bir makromolekiildiir. Oksijenden tiiretilen radikaller
reaktif oksijen tlrleri (ROT) olarak bilinir, ROT iiretimindeki bir artis, hiicresel
membranlarda  lipid  peroksidasyonuna, protein  denatiirasyonuna, karbohidrat
oksidasyonuna, pigment bozulmasina ve DNA hasarina neden olarak olumsuz sonuglara
sebep olabilir; ayrica ROT birikimi oksidatif hasara ve nihai hiicre 6liimiine yol agabilir
(Nxele vd., 2017). Yapay antioksidanlarin kullanimi giiniimiizde endise uyandiran bir
konudur. Bu endiseden kaynakli yogun ilgi ¢esitli dogal materyallerden elde edilebilen dogal
antioksidanlara kaymaktadir. Boyle bir durumda arastirmacilar, potansiyel antioksidan

madde oldugu diistiniilen aromatik ve tibbi bitkiler iizerine odaklanmaktadir.

Mutasyonlar kendiliginden (spontan) olarak ortaya c¢ikabildigi gibi, mutajen adi
verilen fiziksel ve kimyasal bazi ajanlarin etkisiyle de olusabilmektedir. Spontan
mutasyonlar, biitiin hiicrelerde goriilebilen ve dogal olarak olusan mutasyonlardir. Bu tip
mutasyonlar, genellikle DNA replikasyonu, onarimi ya da rekombinasyonu sirasinda

meydana gelen hatalar sonucu olusabilmektedir (Venitt ve Parry., 1984; Forster, 1986)

Gilinlimiiziin gelisen teknoloji ve sanayisi ile ¢evre ve su kirliligi goz ardi
edilemeyecek sekilde artmaktadir. Kullanim alani olduk¢a genis olan boyar maddeler,
ekolojik problemlere yol acabilir (Tanaka vd., 2000). Boyalarin biiyiik cogunlugu kanserojen
ve mutajenik etkiler icermekle birlikte, insan sagligi igin biiyiikk problemler
olusturabilmektedirler (Padhi, 2012). Bu gibi sebeplerden dolay1 temiz su kaynaklarina
ulagsmak giin gectikge daha fazla dnem kazanmaktadir. Kullanilan yontemler genellikle
tehlikeli kimyasallar igerdiginden ve ¢evreye zarar veren ara iriinler tiretebildiginden, yesil
kimya yOontemleri arastirmacilart toksik etki yaratabilen kimyasallarin kullanimin1 en aza

indirmeye tesvik etmektedir.



Biyolojik olarak aktif bilesiklere sahip bitkiler, dogada bulunan degerli kaynaklardir.
Bitkiler, biyolojik sentez i¢in kullanildiklarinda kolay elde edilebilmeleri, maliyetlerinin
uygun olmasi, tekrarlanabilme olasiliklari, ekstraktlarinin indirgeyici ve kaplayict ajanlar
icermesi gibi bir¢ok avantaja sahiptir ve sifali bitkilere olan talep her gecen giin artmaktadir

(Iravani, 2011).

Poaceae (Bugdaygiller) familyasina ait bir tahil olan Sorgum [Sorghum bicolor (L.)
Moench] igerigindeki temel bilesenleri arasinda nisasta, yag, protein ayni zamanda B
vitamini, yagda ¢oziinen vitaminler yer almaktadir (Przybylska-Balcerek vd., 2019). Sorgum
tohumlarinin, anti-inflamatuar, antimikrobiyal ve antikanser aktivitesi ile iliskili, oksidatif
stresi azaltabilen serbest radikal temizleme 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir (Rao vd.,
2018).

Bu tezin amaci, lilkemizde 6zellikle Trakya Boélgesi’nde yetistiriciligi yapilmakta
olan, halk arasinda stipiirge otu olarak da bilinen Sorghum bicolor var. technicum (Koérn)
Stapf ex Holland tohumlarinin hem sulu ekstraktinin hem de yesil sentez yontemi kullanarak
sentezlenen giimiis nanopartikiillerinin karakterizasyonunu ve biyolojik aktivitelerini

belirlemektir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Nanoteknoloji

Nano teriminin kokeni Yunancaya dayanmaktadir ve clice anlamina gelmektedir.
Nanometrik 6l¢ekli sistemlerde bir 6l¢ii birimini ifade eder ve birimi nm’dir. Kelime olarak
nano, fiziksel bir biiyiikliigiin milyarda biri olarak tanimlanmaktadir. Nanoteknoloji kelimesi
ise, materyallerin bir molekiil ya da atomdan iglenmesi, ayrilmasi, bir araya getirilmesinden
ibaret olarak tanimlanmaktadir (Singh vd., 2008). Nanoteknoloji materyal olarak 1-100 nm
arasindaki boyutlarda, atomik, molekiiler ve makromolekiiler 6lgiilerde malzemeleri kabul
eder. Bu malzemelerin olusum asamalarini, 6zelliklerini, yanitlar1 anlama ve kontrol etme
bilimi olarak tanimlanan nanoteknoloji bilimi, modern bilimin en aktif ve en Onemli

alanlarindan biri olarak tanimlanir (Logothetidis, 2012).

Molekiiler veya atomik boyutlardaki materyallerin temel yapilar1 nanoteknoloji ile
istenildigi sekilde diizenlenebildigi gibi nano boyutlara indirgenebilir ve yeni 6zellikler
kazandirabilir. Materyal nano boyuta indirgendiginde mekanik ozellikleri ve 151k ile
elektromanyetik etkilesimleri degisir. Bu noktada atomlar aras1 kuantum noktalar: devreye
girmektir. Kiitlesel malzeme davranislar1 yilizey davranislar1 tarafindan baskilanir ve

fiziksel/kimyasal 6zelliklerinde degisiklik meydana gelir (Ayas, 2015).

Nanoteknoloji, teknoloji ve miihendisligi harmanladig1 gibi pek ¢ok alana yonelik
ekonomik, saglam, uzun omiirlii, ¢evre dostu ve benzeri bir¢ok 6nemli 6zellikleri blinyesinde
barindirdig1 gibi ¢esitli liretim yontemlerinin de olusturulmasini miimkiin kilar. Sekil 1’de

nanoteknoloji ile bilim diinyasina giren imkanlar gosterilmistir.



Giiniimiizde Nanoteknoloji Tarafindan Sunulan imkanlar

Nanometre Nano duyarl Nano Slgekte Cevre dostu
bazmda analiz cihazlarnn malzeme :m]zr.e-mle
firetimi tiretimi iiretimi
AzZ enerji ve Ekonomik Ustiin dzellikli
malzeme T malzeme
kullanim tretin liretimi

Sekil 1. Nanoteknolojinin sundugu imkanlar.

2.2. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, kuantum etkileri ile yeni fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip
olduklar i¢in olduke¢a fazla dikkat cekmektedirler. Dogal formlarinin yani sira insan yapimi
formlar1 da bulunmaktadir ve metal, silikon, karbon ve benzeri ¢esitli malzemelerden
olusabilmektedirler. Geleneksel formlarma kiyasla nanopartikiillerin bilim diinyasinda
oldukea ilgi ¢ekici hale gelmesinin ve dnemli kimyasal reaktivite gostermelerinin sebebi
daha genis ylizey/hacim oranina sahip olmalaridir (Patil ve Kim, 2017). Nanopartikiiller,
sekillerine, boyutlarina, atomlar arasi dizilimlerine gore degiskenlik gosterebilmektedirler.
Boyutlarinin daha kii¢iik olmasi ve yiizey alanlarmin genis olmasiyla iistiin mekanik,
elektriksel, optik ve termal 6zelliklere sahiptirler. Bundan dolay1 nanopartikiiller, elektronik,
makine ve kimya endiistrilerinde siiper iletkenler, ilag tasiyicilar, katalizorler, manyetik
malzemeler ve elektronik malzeme uygulamalarinda kullanilmaktadirlar (Okuyama ve
Lenggoro, 2003).

2.3. Metalik Nanopartikiiller

Metalik nanopartikiiller giin gectik¢e daha fazla ilgi odagi haline gelmektedir. Bunun
sebeplerinden biri de cesitli alanlarda kullanilabilmeleri ve biyolojik uygulamalar ile

sentezlendiklerinde antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite gibi 6nemli etkilere sahip



olmalaridir (Patil ve Kim, 2017). Cesitli kanser tedavileri, tibbi gériintiileme, ila¢ taginimu,
biyosensor yapimi gibi bircok uygulama alaninda da metalik nanopartikiillerinden
yararlanilmaktadir. Metalik nanopartikiillerin sahip olduklar1 antimikrobiyal aktivite, temas
yiizeyi ile iliskili olarak degistiginden dolay1 ylizey alanlarindaki genislemeyle metallerin
ozelliklerinde degisiklikler olusturabilmektedir (Luo vd., 2015). Bu nanopartikiiller yiikleri
ve hidrofobik 6zellikleri dolayisiyla plazma proteinleri ve hiicre dis1 matrisler ile etkilesir

(Lopes vd., 2014).

Bir¢cok metal kaynag1 metalik nanopartikiil sentezlemek icin kullanilmaktadir. Farkli
metalik kaynaklarin farkli kullanim alanlari ve o6zellikleri bulundugundan metalik
nanopartikiil sentezlerken bu o6zellikler goz Oniinde bulundurulmalidir. Glimiis, altin ve
platin gibi metaller ile nanopartikiil sentezlendiginde hem biyolojik sistemlere toksik etki
yaratmadan uyum saglayabilirler hem de hazirlama ve kullanim kolayligindan dolay1 bir¢ok

sistemde sikc¢a kullanilir.

Metalik nanopartikiillerin yaygin olmasinin sebeplerinden biri de pratik uygulamasi
ile benzersiz 6zelliklere sahip olmalaridir. Altin, bakir, nikel, glimiis, platin, demir oksit,
¢inko oksit, gadolinyum, silika ve titanyum dioksit pargaciklari ilag dagitim sistemlerinde
en ¢ok kullanilan metalik nanopartikiiller olarak sayilmaktadir. Glimiis, altin ve ¢inko gibi
metallerden elde edilen nanopartikiiller antibakteriyal ajan olarak yaygin olarak

kullanilmaktadir (Patil ve Kim, 2017).

2.3.1. Giimiis Nanopartikiilleri

Babil ve Yunan zamanlarindan itibaren antimikrobiyal ozellikleri ile kullanilan
giimilis, metalik nanopartikiiller arasinda da oldukca ilgi ¢ekmektedir (Khan vd., 2015).
Giimiis nanopartikiilleri mikrobiyoloji, gida teknolojisi, kimya, hiicre biyolojisi, parazitoloji

ve farmakoloji gibi bir¢ok alanda genis uygulamalara sahiptir.

Glimiis nanopartikiillerinin, viriis, bakteri, mantar gibi insan patojenlerine kars1 kolay

ve kalici etki yaratabilen antimikrobiyal ve antikanser 6zelliklerinin yani sira, ilag tiretiminde
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de kullanilmalar1 oldukga ilgi toplamaktadir (Dhand vd., 2016). Mikroorganizmalarin son
yillarda antibiyotik direnci gelistirmeye baslamasi ile giimiisiin genis spektrumlu antibiyotik
ozelligine dair aragtirmalar oldukca artmistir. Son yillarda giimiis nanopartikiilleri
antibiyotiklere diren¢ gosteren mikroorganizmalara karst kullanilabilecek en etkili

potansiyel ¢oziimlerden biri olarak goriilmektedir (Hamsa vd., 2019).

Glimis de dahil olmak iizere metalik nanopartikiilleri sentezlemek i¢in yaygin olarak
farkli kimyasal ve fiziksel sentez yontemler kullanilmaktadir (Daniel ve Astruc, 2004).
Ancak biyolojik yollarla giimiis nanopartikiilleri sentezlendiginde kimyasal ve fiziksel
yontemlere kiyasla ¢ok daha degerli sonuglar elde edilmektedir. Bitkiler kullanilarak giimiis
nanopartikiilleri biyolojik yontemlerle sentezlendiklerinde bitki bilesenlerinden elde edilen
ekstraktlarin iginde bulunan fitokimyasal maddeler ile ortamdaki Ag* iyonlar Ag® formuna

indirgenerek giimiis nanopartikiilleri olusur.

2.4. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Giliniimiizde metalik nanopartikiilleri sentezlemek icin farkli yontemler
kullanilmaktadir. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik yollarla metalik nanopartikiillerini
sentezlemek miimkiindiir. Nanopartikiil sentez yontemlerine yapisal olarak bakildiginda iKi
yaklagimdan bahsedilebilir. Bunlar, “asagidan yukari (bottom up)” ve “yukaridan asagi (top
down)” yaklagimlaridir (Sekil 2). Asagidan yukar1 yontemi molekiil veya atomlardan nano
boyuta sahip yap1 olusumunu saglar. Biyolojik ve kimyasal sentez asagidan yukar1 yontem
icinde yer almaktadir. Yukaridan asagi yontemde ise fiziksel sentez yer almaktadir ve
malzemeye mekaniksel veya kimyasal islemlerle enerji verilerek malzemeler nano boyutlara
ayrilir. Asagidan yukar1 yontemi ile nanopartikiiller iretildiklerinde hata orani diisiik
monodispers nanomateryaller elde edildiginden daha uygun bir yontem olarak kabul

edilmektedir (Matteis ve Rinaldi, 2018).



Nanopartikiil Sentezi
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Yukandan asag (Top-down) yaklasmm Asagidan yukar (Bottom-top) vaklasmu
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Fiziksel Yontemler Kimyasal Yontemler Bivolojik Yintemler

Sekil 2. Nanopartikiil sentez yontemleri.

(Devatha ve Thalla, 2018).

Uretim hizinmn diisiik olmasi, kullanilan kimyasallarin pahali olmasi, indirgeyici
ajanlarin ve ¢oziiclilerin organizmalara ve ¢evreye potansiyel toksik etkilerinin olmasi gibi
sebeplerden dolayr nanopartikiil sentezinde kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemler bazi
dezavantajlara sahiptir. Bu sebeplerden dolayr uzun yillardir bu iki yonteme ek yeni bir
prosediire ihtiya¢ duyulmaktadir (Ai vd., 2011). Nanopartikiillerin yesil sentez olarak da
adlandirilan biyolojik sentezi, fiziksel ve kimyasal yontemlere nazaran ¢evre dostu ve uygun

maliyetli olusuyla en iyi alternatif olarak diistiniilmektedir.

2.4.1. Nanopartikiillerin Yesil Sentezi

Nanopartikiillerin yesil sentezinde maya (Skalickova vd., 2017), bakteri (Narayanan
ve Sakthivel 2010), mantar (Duran vd., 2011), alg (Khan vd., 2022) ve bitki ekstraktlarinin
(Gardea-Torresdey vd., 2003) kullanildig1 bildirilmistir. Nanopartikiillerin biyolojik sentezi,
cevre dostudur, genis ¢apta iiretim ve enerji tasarrufu saglar, toksik kimyasallar kullanilmaz
ve biyolojik olarak uyumludur. Metal iyonlarinin enzimler, mikroorganizmalar ve bitki
ekstraktlar icerisindeki biyomolekiiller tarafindan indirgenmesi cevresel olarak uyumlu
ancak kimyasal olarak karmagiktir (Narayanan ve Sakthiyel, 2010; Rastogi ve Arunachalam,
2011).



Diger yesil sentez yontemlerine kiyasla bitki aracili sentez kisa siirede kararh
nanopartikiillerin olusumuna yol agmasi ve sentezi kolay hale getirmesi nedeniyle daha
kullanilabilir bir yontem olarak goriilmektedir (Iravani, 2011). Bununla beraber tibbi bitkiler
¢ok sayida fitokimyasal madde i¢ermesiyle daha yiiksek terapotik degerlere sahiptir. Toksik
kimyasallardan arindiklar1 ve dogal ortiicii ajanlar sagladiklar1 i¢in nanopartikiil sentezinde

daha iyi bir platform saglar (Rehana vd., 2017).

2.4.2. Bitki Ekstraktlar1 Kullanilarak Nanopartikiil Sentezi

Hastaliklar1 tedavi etmenin temelini olusturan dogal iirlinler genellikle bitki, hayvan
ve minerallerden elde edilmektedir. Sifali bitkilere olan talebin her gegcen giin giderek
artmasinin sebeplerinden biri de ekosistemde {iretici fonksiyonlariyla vazgegilmez bir role
sahip olmalaridir. Yesil sentez kapsaminda genellikle ¢cok kolay temin edilebilen ve ¢okca
bulunabilen bitkiler tercih edilmekte, elde edilen nanopartikiillerin daha stabil oldugu
bilinmektedir. Geleneksel fiziksel ve kimyasal yontemlere kiyasla bitkilerle yesil sentez
uygulamasi, sadeligi, ekolojik dost ve genis antimikrobiyal kapasitelere sahip olmasi gibi
yonlerden iyi bir alternatif olarak goriilmektedir. Yontemin temelinde, bir metal tiirevi ile
bitki ekstraktinin karistirilmast ve sicaklik faktorii ile beraber birkag¢ saat siireyle
inkiibasyona birakildiktan sonra metal tuzlarinin ilgili nanopartikiillere bitki tarafindan
indirgenmesi prensibi yatmaktadir. Bu teknik ile nanopartikiiller sentezlendiklerinde,
antimikrobiyal uygulamalarda, insektisitlerde, toksik bilesenlerin ayrismasinda,
biyosensorlerde, atik su tesisleri ve benzeri uygulama alanlarinda kullanildiklar:

goriilmektedir (Sasidharan vd., 2019).

Inorganik nanopartikiiller arasinda altin ve giimiis nanopartikiilleri, fonksiyonel ¢ok
yonliiliik ile iistiin malzeme &zellikleri saglar. Ozellikle giimiis nanopartikiiller, biyosensdr
malzemelerine, antimikrobiyal uygulamalara, kompozit liflere, katalitik uygulamalara,
kriyojenik siiper iletken malzemelere dahil edilebilen benzersiz 6zellikleri ile 6n plana

cikmistir (Azizi vd., 2017). Bitki ekstraktlar1 genellikle ¢evre ve ekonomik olarak dost



malzemelerdir ve giimiis nanopartikiillerinin sentezinde arastiritlmistir (Ponarulselvam vd.,

2012).

2.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Metalik ve metalik olmayan nanopartikiillere olan ilgi 2000°1i yillardan itibaren
artmistir. Farkli fiziksel ve kimyasal teknikler sekil, boyut, yiizey ylikleri ve kimyasal
reaktivite Ozellikleri agisindan farklilik gdsteren nanopartikiillerin karakterizasyonu igin
gelistirilmistir. Nanopartikiillerin fiziko-kimyasal 6zellikleri, davranig, biyolojik dagilim,
verimlilik ve giivenlik agisindan onemlidir. Sentezlenen nanopartikiillerin bu sebeple

fonksiyonel yonlerini degerlendirmek i¢in karakterizasyonu énemlidir.

2.5.1. UV-Vis Spektroskopisi

Ultraviyole ve goriiniir 151k spektroskopisi (UV-Vis), ¢alisilan 6rnegin {izerinden
gecirilen ya da yansitilan 151n demetinin numuneden uzaklastiktan sonraki azalmasinin
olglilmesi prensibine dayanmaktadir. Genel olarak inorganik iyon, molekiil ve komplekslerin
Ol¢iimii i¢in kullanilmaktadir. Her bir molekiil farkli dalga boylarini absorbe eder ve molekiil

yapisina dair bilgi edinilir.

UV-Vis Spektrofotometresinde, UV ve goriiniir bolge olarak iki farkli 151k kaynagi
bulunur. Isik kaynaklari tarafindan génderilen bu 1sinlar bir filtre yardimiyla monokramatdre
ulasir ve tek dalga boyu haline getirilir. Bu 151n bir ayna yardimiyla iki pargaya ayrildiginda
biri sadece ¢oziicii madde igeren kiivet i¢inden, digeri ise numunenin bulundugu kiivetten
gecer. Bu sebeple kiivet ve ¢oziicliden kaynakli olusabilecek farkliliklar ortadan kaldirilmis

olur (Perkampus, 2013).
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2.5.2. Enerji Dagim X-RAY Spektroskopisi (EDS)

Nanopartikiiller, biyolojik olarak sentezlendiklerinde elementel kompozisyonunu
belirlemek icin enerji dagilim X-RAY spekstroskopisi (EDS) analizleri yapilir. Bu yontem,
bir elektron 1sinmin X 1sinlarma gonderilerek nanopartikiillerden sacgilmasi prensibine
dayanmaktadir. EDS detektorii taramali elektron mikroskobuna takilir ve elektronlar
arasindaki enerji degisikligini dengeye sokabilmek i¢in yayilmakta olan X 1sinlarmin
miktarini tespit edebilir. Elementin karakteristik 6zelligi olan X 15101 enerjisi ile elementin

kalitatif ve kantitatif analizi miimkiindiir (Kumar vd., 2011).

2.5.3. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Bir titresim spektroskopisi bi¢cimidir ve hem molekiiler ortam1 hem de molekiiler
yapiy1 yansitir. Organik veya inorganik bilesiklerin karakterizasyonunda kullanilmaktadir
(Faraji vd., 2010). Absorbans bantlarindaki karakteristik degisiklikler, malzeme
bilesimindeki degisiklikleri gostermektedir. FT-IR bilinmeyen materyalleri tanimlamada ve
karakterize etmede, katki maddelerini bulmada, materyaldeki kirlilikleri tespit etmede ve
bozunma ile oksidasyonu belirlemede kullanilabilmektedir. FT-IR spektroskopisi dogrudan
ve geri doniislii bir yontem olmakla beraber az miktarda ornekle bile kisa siirede sonug

alinabilir.

2.5.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Yiiksek kalite ve ¢oziiniirliikle partikiillerin goriintiisiinii elde etme prensibine dayali
elektron mikroskobu teknigidir. Biiyiik 6l¢lide materyallerin yiizey olaylarini gozlemlemek
icin kullanilir. Partikiiller SEM’de yiiksek enerjili elektron isinina maruz birakilir ve

morfoloji, sekil, bilesim, boyut gibi 6zellikleri hakkinda bilgi elde edilir (Pal vd., 2011).
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2.5.5. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Farkli nanomateryallerin morfolojisini, boyutunu, kristal yapisim1 ve kimyasal
bilesenini analiz etme prensibine dayanmaktadir (Chauhan vd., 2012). TEM’in gesitli
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Avantajlar1 arasinda nanomateryalleri yiiksek
¢Oziintlirliikte ve miikemmel goriintii kalitesiyle karakterize etmek sayilabilirken yiiksek fiyat

ve ¢ok yiiksek vakum ortamina ihtiya¢ duyulmasi1 dezavantajlari arasindadir.

2.6. Biyolojik Aktiviteler

2.6.1. Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalarin, antibiyotiklere karsi sahip oldugu direng kiiresel bir tehdit
olusturmaktadir. Yeni antibiyotiklerin ve terapotik ajanlarin gelistirilmesi bu global problem
icin bir ihtiyag¢ haline gelmistir. Kullanilan antibiyotiklere olumlu katkida bulunan alternatif

terapiler aragtirmacilarin ilgisini tizerinde toplamaktadir.

Gilimiis nanopartikiillerinin, antimikrobiyal 6zellikleri ¢cok eski ¢aglardan itibaren
bilinmektedir. Bu antimikrobiyal etkilere sahip giimiis nanopartikiilleri hem tip hem de
giindelik uygulamalarda kullanilmaktadir. Hazirlanan {iritinler Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve diger iilkelerde siiregelen test kuruluslari tarafindan
onaylanmistir (Veeraputhiran, 2013). Patojen organizmalarin ila¢ tedavisine karsi direng
kazanmasiyla halk sagligi igin ciddi bir problem teskil etmektedir. Bu bakimdan yeni
bakterisitler ve virlis Oldiirici ajanlar1 gelistirmek i¢in arastirmacilar glimiis
nanopartikiillere donmiistiir (Kasthuri vd., 2009). Giimiisiin antiseptik ve dezenfektan olarak
kullaninm1 uzun bir ge¢mise dayanmaktadir. Glimiis nanopartikiilleri ve giimiis iyonlari,
mikroorganizmalarin disiilfiir baglari ile etkilesime girerek yasamsal islevlerini engeller ve

proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini degistirebilir (Sadeghi ve Gholamhoseinpoor, 2015).
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2.6.2. Antibiyofilm Aktivite

Biyofilm, dogal ¢evrede siklikla rastlanabilen bir mikrobiyal yasam formudur. Cesitli
mikroorganizmalarin olumsuz ¢evresel etkenlerden korunabilmek ve yasamsal iglevlerini
elverigli ortamda devam ettirebilmek icin olusturduklari bir mikro-ekosistem olarak
tanimlanabilmektedir. Biyofilmler, yiizeylere yapisan ve polimerik yapili jelsi bir tabaka
ireterek iginde yasamlarin siirdiiren mikroorganizma toplulugudur (Giin ve Ekinci, 2009).
Antibiyotiklere ve insanlarda bagisiklik sistemine karsi diren¢ mekanizmasi olusturabilen
biyofilm olusturan mikroorganizma topluluklarini yok etmesi neredeyse imkansiz
oldugundan kalic1 enfeksiyonlar gibi problemlere neden olmaktadir (Markowska vd., 2013).
Biyofilmlerin 6nemli yapisal 6gesi olan hiicre dis1 polimerik matriks; polisakkarit, protein,
DNA ile sudan olusur ve biyofilm hiicrelerinin tutunmasinda gorev alir. En yaygin biyofilm
olusturan bakteriler Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Streptococcus viridans,

Staphylococcus aureus ve Proteus mirabilis’tir.

Nanopartikiiller, biyomateryallerin ylizeyini kaplayarak biyofilm olusumunu
engellemek amaciyla arastirilmaktadir (Markowska vd., 2013). Yiiksek yiizey alani/hacim
orani ve kiigiik boyut, nanomateryallerin mikroorganizmalarla etkilesime girmesini saglayan
onemli Ozellikleridir (Morones vd., 2005). Cesitli nanomateryallerin antimikrobiyal
aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir. Glimiis nanopartikiilleri, antimikrobiyal etkisi
kanitlanmis metal nanopartikiilleri arasinda Ozellikle etkili bakterisidal ajan olarak

bilinmektedir.

2.6.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, yiiksek enerjili atom veya molekiil olarak da
adlandirilabilmektedir. Bunun sebebi, dis orbitallerinde tasidiklar1 bir veya birden ¢ok
eslenmemis elektrondur (Bast vd., 1991). Eslenmemis elektronlari sayesinde baska maddeler
ile kolaylikla reaksiyona girebilmektedirler. Elektronlar1 eslenmis halde olan atomlar ya da

molekiiller, kararli halde bulunduklarindan dolay1 bagka molekiiller ile reaksiyona girebilme
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potansiyeli serbest radikaller kadar yiiksek degildir. Bu sebepten dolay1 diger maddeler ile
daha daha zayif reaksiyona giren, kararli yapiya ve eslenmis elektronlara sahip molekiiller
nonradikal olarak adlandirilir (Valko vd., 2007).

ROT iiretimindeki bir artig, hiicresel membranlarda lipid peroksidasyonuna, protein
denatiirasyonuna, karbohidrat oksidasyonuna, pigment bozulmasina ve DNA hasarina neden
olarak zararl etkiler olusturabilir; ayrica ROT birikimi oksidatif hasara ve nihai hiicre
oliimiine yol acabilir (Nxele vd., 2017). ROT, radikal olmayan, biyolojik molekiilleri ve
serbest radikalleri oksitleyebilen reaktif bilesikleri kapsamaktadir. Hidroksil radikalleri,
stiperoksit, singlet oksijen ve hidrojen peroksit aktif oksijen tiirlerinden birkag¢ tanesidir.
Asirt ROT iretiminin sinyal yolaklarindaki degisikliklerle onkogenezi uyardigi, bunun
sonucunda da hiicre proliferasyonu, sinyal iletimi ve apoptozda kritik bir role sahip oldugu

daha 6nceden bildirilmistir (Ajiboye vd., 2014).

Serbest radikal giderici olarak da bilinen antioksidanlar, serbest radikallerin sebep
oldugu hasar1 6nleyebilen ya da yavaslatan maddelerdir. Insan viicudunda enzimatik ve non-
enzimatik olarak adlandirilan dogal, karmasik bir antioksidan sistemi bulunmaktadir. Diger
oksidanlarin ve serbest radikallerin toksik etkilerine kars1 viicudu bu sistem korumaktadir.
Serbest radikaller kanser (Kinnula ve Crapo, 2004), noral hastaliklar (Sas vd., 2007),
tilseratif kolit (Ramakrishna vd., 1997) ve aterosklerozun (Singh ve Jialal, 2006) da dahil

oldugu birgok hastaligin sebebi olarak bilinmektedir.

Insan viicudu dogal olarak antioksidan iiretebilmekte, ayn1 zamanda disaridan gida
yoluyla sentetik antioksidanlar da alinabilmektedir. Beslenme diizeninde edinilen
antioksidanlarin  bol miktarda tiiketimi ile serbest radikallere karst korunma
arttirtlabilmektedir. ROT un sebep oldugu oksidatif hasar1 durdurmak i¢in antioksidan tayini
olduk¢a onemlidir. Hidrojen transferi (HAT) ve tek elektron transferi (SET) iceren
mekanizmalar antioksidan kapasitesini belirlemektedir. a,a-difenil-B-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikal giderme aktivitesinin belirlenmesi, demir iyonu indirgeme antioksidan
kapasitesi (FRAP) ve 2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiozolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) katyon
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radikali giderme aktivitesi belirleme yontemleri de elektron ve hidrojen transferlerine

dayanan yontemlerdir (Prior vd., 2005).

Giimiis nanopartikiillerinin neden oldugu toksik etki ile ilgili en 6nemli konular
arasinda hiicreler ile nanomateryaller arasindaki etkilesimde hiicresel alim ve hiicrenin
toksik cevabi bulunmaktadir. Giimiis nanopartikiillerinin hiicre i¢ine alinmasi ve daha sonra
hiicre reseptoriinii tanimasi translokasyon ile baslar ve hiicreler tarafinda birikme veya
bozulma ile sonlanmaktadir. Giimiis nanopartikiillerinin, hiicre i¢ine endositoz yolu ile
girmesi doza, zamana ve enerjiye baglhidir. Temel hedefte bulunan organeller ise endozom
ve lizozomlardir (Luther vd., 2011). Giimiis nanopartikiillerin sitotoksisiteye neden
olmalarinin asil sebebi, nanopartikiiller tarafindan salinan gimiis iyonlarindan kaynaklanan
oksidasyon stresidir (He wvd., 2012). Bitkiler ise, molekiiler diizeyde hiicresel
mekanizmalarim1 ROT’un neden oldugu hasara karsit korumak amaciyla antioksidan
enzimlerin asir1 iretimine giderek giimiisten kaynakli toksisiteye cevap verir (Cvjetko vd.,

2018).

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe¢) Radikali Giderme Aktivitesi

Bu yontem, hizli sonug¢ alinabilen, basit islem basamaklarindan olusan bir serbest
radikal giderme yontemlerinden biridir. DPPHe radikali indirgenme reaksiyonu esnasinda
517 nm’de DPPH’in absorbansinda meydana gelen azalmasiin izlenmesi ile takip

edilmektedir.

DPPHe yonteminin temelinde ortamda bulunan hidrojen veren bir antioksidan ile
DPPH?e soliisyonu indirgenmesi yatmaktadir. DPPHe soliisyonunun kendisinin 517 nm’de
koyu mor renginde giiglii absorbans bandi gosterdigi goriiliir. Kararli bir radikal olan DPPHe,
eslesmemis bir elektron ile indirgenir notr hale gegerek sahip oldugu mor renk, sar1 renge
doniis yapar ve absorbansi azalir (Ricci vd., 2019). DPPHe radikalinin bir antioksidan

madde ile tepkimesi Sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. DPPHe radikalinin antioksidan ile indirgenmesi.
(Yavager, 2011).

2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiozolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) Katyon Radikali
Giderme Aktivitesi

ABTS'" katyon radikali giderme aktivitesinin belirlenmesi yonteminde 2,2°-Azino-
bis (3-etilbenzotiozolin-6-siilfonik asit) (ABTS) kimyasalinin potasyum persiilfat (K2S20s),
manganaz dioksit (MnOy), hidrojen peroksit (H202) gibi giiglii ylikseltgen kimyasallarla
tepkimeye sokulmasi esasina dayanir. Temelinde ABTS™ Kkatyon radikali olusturulmasi
yatmaktadir. Bu radikal, oda sicakliginda saklandiginda 2 giin boyunca kararli halde

kalabilir. Maksimum absorbanslarini 660, 734 ve 820 nm dalga boylarinda vermektedir.

( Potasyum ( Antioksidan (
~N persiilfat EN ~N Madde 4 BN
2 \ - = INAN =< 1 ] - s A
00y o, Sospeet
( ( (
ABTS ABTS+* ABTS
Renk degisimi

Sekil 4. ABTS™ katyon giderme aktivitesi
(Ustiindas vd., 2018).
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ABTS"" katyon radikali antioksidanlar ile karistirildiginda olusan tepkime sonucunda
radikalin absorbansinda azalma meydana gelir (Sekil 4). Absorbanstaki azalma, test edilen
antioksidan maddenin aktif ve giiclii oldugunu gosterir. Bu test yontemi konjuge ¢ifte bagh
antioksidanlarin aktivitesini dlgmek i¢in kullanilan uygun bir yontemdir. Ayrica hem
hidrofilik hem de lipofilik sistemlerde kullanilabilmesi bu yontemin en biiyiik
avantajlarindan bir tanesidir (Re vd., 1999).

Demir Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP)

Demir iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) belirleme yontemi Fe®*-TPTZ
kompleksini Fe?*-TPTZ kompleksine indirgeme esasina dayanmaktadir (Dlugosz vd., 2020)
(Sekil 5). Optik yogunluk okumalari ile belirlenen FRAP degerlerinde yiiksek yogunluk elde
edilmesi daha fazla demir igeren indirgeme kapasitesini belli eder (Divya vd., 2019).

+0>

Giimisiin, Ag™a indirgenmesine etki saglayan ekstrakt i¢indeki fitokimyasal maddeler

FRAP testi sonucunda bulunabilir (Bedlovi¢ova vd., 2020).

Qe oDa®

N 2N /N /N

Seack U“U

Fe*-TPTZ + indirgeyici antioksidan FeXTPTZ (595 nm)

Sekil 5. FRAP testi reaksiyonu.
(Prior vd., 2005).

Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesinin belirlenmesi yontemi, Demir (II) iyonu (Fe*?) ve
ferrozin kimyasalmin birbiri ile karistirilmas1 ile Fe*?nin indirgenmesi esasia

dayanmaktadir. Antioksidanlar bu ¢ozelti ortamu ile karistirildiginda 562 nm dalga boyunda
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maksimum absorbansi veren kompleksi meydana getirirler (Decker ve Welch, 1990). Metal
selatlama aktivitesi yontemi, hidrofilik ve lipofilik sistemlerde kolay ve hizli uygulanabilen

bir yontemdir.

o O \ A7 9
S0 -~ Py ,.-N..\ (8] = O,
L ( L . _Fe
-8 Vo FE' L.-H-F \-O
o~ 0 N0 ~—
1 |
0. 0 P
— ——
ki digli Ug dighi Alti Digli
311 kompleks 2:1 kompleks 1:1 kormpleks

Sekil 6. Metal-ligand komplekslerinde selat halkas1 olusumunun sematik gosterimi.
(Liu ve Hider, 2002).

Belirli koordinat gruplari, metal iyonunu ayni zamanda baglayabilmektedirler.
Bunlar, sayis1 goz oOnilinde bulundurularak iki disli, ii¢ disli ve alt1 disli olarak
siiflandirilabilirler. Elde edilen bu komplekslerin dislilik sayisi ile selator belirlenebilir
(Sekil 6). Bu yonden bakildiginda metal kompleksinin kararliligina iliskin, ligand-metal
kompleksinde olusan halkalarin biiyiikliigli ve sayis1 en onemli faktordiir (Liu ve Hider,

2002).

2.6.4. Mutasyonlar

Mutasyonlar, genetik dizilimdeki kalitsal degisikler olarak tanimlanabilmektedir.
Organizmalardaki cesitliligin temelinde genlerde olusan mutasyonlar yatmaktadir ve niikleik
asitlerinin etkilendigi degisiklikleri ifade etmektedir (Loewe, 2008). Mutasyonlar
kendiliginden (spontan) olarak ortaya ¢ikabildigi gibi, mutajen adi verilen fiziksel ve

kimyasal bazi ajanlarin etkisiyle de olusabilmektedir.

Spontan mutasyonlar, biitlin hiicrelerde goriilebilen ve dogal olarak olusan

mutasyonlardir. Bu tip mutasyonlar, genellikle DNA replikasyonu, onarimi ya da
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rekombinasyonu sirasinda meydana gelen hatalar sonucu olusabilmektedir. Mutasyonlari

kromozom mutasyonu ve gen mutasyonlar1 olarak ikiye ayirabiliriz.

Kromozom mutasyonlari, kisaca mayoz boliinme esnasinda krossing over
asamasinda meydana gelen hatalarin sonucu ortaya c¢ikan mutasyonlar olarak
tanimlayabiliriz. Mutajenlerin bazilarinin kromozomlarda mutasyonlara sebep oldugu ve

yiiksek oranda DNA’y1 etkiledigi bilinmektedir.

Gen mutasyonlar1 ise kalict degisimlerdir ve gen yapisinda meydana gelir. Cerceve
kaymas1 mutasyonu, frameshift olarak da bilinir ve DNA dizisine baz eklenmesi veya
cikarilmasi ile meydana gelmektedir. Eklenen ya da ¢ikarilan bazlarin bir tiglii seklinde
olmadig: takdirde ortaya ¢ikan mutasyondur. Degisikligin gozlendigi noktadan itibaren
okuma ¢ercevesinin kaymasi ile cogunlukla islevsiz bir proteinin liretimine neden olmaktadir

(Campbell ve Reece, 2010) (Sekil 7).

Amino asit sekansi icin orjinal DNA kodu

5
I LI | | | L

pxa ST AT TCACACCTACTEATEETAS

bazlan
- His H Ser H His H wval H Leu H Met H Leu }J-
T

Amino asit

0 e s ) T T o ) Yo s G O O
CATTCACACGTACTCATGCTAIT

C---| H H H H H H »
Bir DNA bazinda cerceve kaymasinin

gerceklesmesi anormal amino asit
sekansmin olusumuna neden olur.

Sekil 7. Cergeve kaymasi mutasyonu.

Baz ¢ifti degisiminde ise iki baz ¢ifti birbiri ile yer degistirir ve bu olaya baz
substitiisyonu ad1 verilir. Bu tip mutasyonlar iki sekilde meydana gelebilmektedir. Bir piirin
baz1 (A, G) yerine diger piirin bazi, bir pirimidin bazi (T, C) yerine diger pirimidin bazinin

gecmesi ile transisyon; piirin bazi ile pirimidin bazinin yer degistirmesi ile de transversiyon
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olarak adlandirilan iki olay, baz ¢ifti degisimi mutasyonlaridir (Sekil 8). Bazi yer degisimleri
ise gen Uriiniinlin yapisin1 ve aktivitesini degistirmedikleri igin sessiz mutasyonlar olarak
adlandirilir. Bu durum da DNA’da bulunan tripletlerin ilk iki bazinin spesifik olmasina

ragmen liclincii bazinin farkliligi tolere edebilmesinden kaynaklanmaktadir.

Transisyon

Transversiyon
TOAISIRASTRIT

Transisyon

Sekil 8. Baz ¢ifti degisim mutasyonlari.

2.6.5. Mutajenik Aktivite

Insan saghigini oldukga fazla etkileyen faktdrlerden biri de endiistrilesme ile ortaya
cikan ¢evre kirliligidir. Bu etkiyi ortadan kaldirmak i¢in pek ¢ok alanda caligmalar
stirmektedir. Son zamanlarda kimyasal kullaniminin da artmasiyla bu alana daha fazla
arastirmact yonelmis, kimyasallarin olusturdugu toksik etkilerden korunmanin 6nemine
deginilmistir. Mutasyonlar, genetik materyalde olusan hasarlar sonucunda ortaya

¢cikmaktadirlar.

Mutajenlerin saptanmasinda genellikle sican ve farelerin kullanildig1 in vivo testler
yapilmaktadir. Fakat bu testler uzun zaman alir ve oldukga pahalidir (Ames, 1971). Ek olarak
in vivo testler fazla is giiciine ihtiya¢ duyulmasi, hava ve su kirletici kompleks maddeler ve
besinlerde bulunan dogal kimyasal maddelerin ¢alismaya uygun olmamasi, test
duyarliigmin disiik olmasi gibi dezavantajlara da sahiptir. Bu nedenle ¢ok sayida
kimyasalin mutajenitesini arastirabilmek i¢in hayvan deneylerine kiyasla in vitro test

sistemleri iyi bir alternatif olarak goriilmektedir.
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Ames/Salmonella Testi

Bakteriyel mutajenite testleri i¢erisinde en yaygin kullanilanlardan olup, detaylarinin
iyi bilinmesi, uygulamasinin kolay olmasi ve hassasligi nedeniyle bir¢ok arastirmacinin
fazlaca tercih ettigi test sistemlerinden biridir. Prof. Dr. Bruce N. Ames ve ekibi tarafindan
1970’lerin basinda gelistirilmis ve diinya ¢apinda kabul gérmiis bakteriyel bir test olmasiyla
beraber temelinde, oksotrof (histidin sentezleme yetenegini kaybetmis, his’) Salmonella
suslarmin test edilecek 6rnek ile muamelesinden sonra ikinci mutasyonla birlikte olusan
prototrof (yabani tip, his*) forma doniismesi yatmaktadir (Ames, 1971; Maron ve Ames,
1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Ames testinde kullanilan Salmonella suslarinin hepsi histidin operonunda bulunan
genlerden bir tanesinde farkli yapida (¢erceve kaymasi veya baz ¢ifti degisimi) bir mutasyon
tasimaktadir. Yaygin olarak kullanilan bir S. typhimurium TA100 susunda histidin
sentezinde ilk enzimi kodlayan hisG geninde bir baz ¢iftinin degismesi ile hisG46 mutasyonu
olusmustur. Boyle mutasyonlar baz ¢ifti degisime neden olan mutajenler tarafindan eski
haline donebilmektedir. Yine siklikla kullanilan bir sus olan TA98 susunda ise, hisD3052
mutasyonu bulunur ve histidin sentezindeki son enzimi kodlayan hisD geninde olusan
cergeve kaymasi sonucunda olusur. hisD3052 mutasyonunun eski haline donmesi, gergeve
kaymasi mutasyonuna yol agabilen mutajenler tarafindan miimkiindiir. Testte kullanilan
suslar histidin operonunda bir mutasyon tasidigindan dolay1 yasamsal faaliyetlerini
stirdiirmeleri i¢in gerekli olan histidini sentezleyememektedirler. Bu yiizden bu genetik
ozellige sahip olan mutant suslar ortamda histidin eksikliginde hayatta kalamazlar ve

tireyemezler (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Yine test diizeneginde kullanilan tiim suslar, etraflarini saran lipopolisakkarit
tabakalarin yapiminda gorevli genlerde bir mutasyona (rfa) sahiptirler. Bu mutasyon hasarl
hiicre duvarina sahip olduklarin1 géstermektedir. Bu hasar nedeniyle de normalde hiicre

duvarindan gecemeyecek biiytikliikteki molekiiller, rahatlikla duvardan gecebilmektedirler.
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Testte kullanilan TA102 susu harig, diger tiim suslarinin ortak 6zelliklerinden biri de
uvrB-bio genlerinde delesyon tagimalaridir. Hata yapmaya egilimli DNA tamir sistemi uvrB
mutasyonu ile devreye girmektedir. Ayni1 zamanda test suslar1 hayatta kalmak i¢in ortamda
biyotine ihtiya¢ duymalarinin sebebi de, biyotin sentezinde gorev alan bio geni de delesyona

ugratmasidir.

Ames testinde Kkullanilan birgok sus (TA97, TA98, TA100, TA102 ve TA104)
pKM101 plazmidi icermektedir. pKM101 geni ampisilin direng geni tasimaktadir. Bu
plazmid, hataya egilimli DNA tamir sistemini uyarir ve hiicre i¢indeki plazmidin varligini

belirlemesi i¢in uygun bir marker tagir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Biyolojik yollarla sentezlenen nanopartikiillerin amaci, ¢evreye toksik etki
olusturmayacak materyal elde etmek olsa da, bazi ¢alismalar yesil sentez yaklasimi ile
sentezlenmis nanopartikiillerin sanilanin tersine canlilara ve ¢evreye zarar verebilme
potansiyeli tagidigini bildirmislerdir (Song vd., 2014). Bu nedenledir ki, yesil sentez yontemi
ile sentezlenmis nanopartikiillerin toksik etkilerinin arastirilmasi neredeyse zorunlu hale

gelmistir.

2.6.6. DNA Kesme Aktivitesi

DNA, tiim organizmalarin canlilik islevleri ile biyolojik faaliyetleri i¢in 6nemli ve
gerekli olan genetik materyalleri tagimakta olan bir makro molekiildir. DNA kesme
aktivitesinde temel hedefler fosfodiester bagi, deoksiriboz sekeri ya da niikleobazlardir.
Bunlar DNA’nin ana bilesenleridir. DNA kesme aktivitesi hidrolitik veya oksidatif olarak
arastirilabilir. Hidrolitik yolla kesimde, DNA herhangi bir oksitleyici ajan ile muamele
edilmez ve fosfodiester baglarinin hidrolizi ile zincir kiriklart meydana gelmesi hedeflenir.
Oksidatif DNA kesme aktivitesinde ise DNA oksitleyici ajan ile karistirilir ve deoksiriboz
sekerinde veya niikleobazlarin oksidasyonu gozlenir. Oksidatif kesimde, yalnizca oksitleyici
ajan kullanilmaz; bunun yerine 11k, indirgeyici ajanlar veya molekiiler oksijen ve benzeri
yardimei reaktifler de kullanilabilir. Oksidatif kesme aktivitesinde kullanilan bazi yardimci

reaktifler foto-oksidasyon, singlet oksijen, hidroksil radikali, iyonize radyasyon, hidrojen
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peroksit veya diger transient radikal tiirleridir (Stubbe ve Kozarich, 1987; Breen ve Murphy,
1995). DNA, hidrolize kars1 kararli bir yapiya sahiptir. Ancak DNA’nin omurgasini
fosfodiester baglar olusturur, bu sebeple hidroliz edilmesi olduk¢a 6nemli bir enzimatik

reaksiyondur.

pBR322 plazmid DNA, Escherichia coli bakterisinden izole edilen bir vektordiir ve
yaygin bir sekilde test edilmek istenen 6rneklerin DNA ile etkilesimlerinde kullanilir. 4,361
baz ¢ifti uzunlugunda ve 2,83x10° dalton molekiiler agirliginda olan plazmid DNA, %90 ¢ift
sarmall1 bir yapiya sahiptir (Bolivar vd., 1977) (Sekil 9).

EcoRlI

ColE1 origin

Sekil 9. Plazmid pBR322.
(Hardison, 2005).

2.6.7. Fotokatalitik Aktivite

Baski, kagit, tekstil endiistrileri ve benzeri kaynakli toksik boyalar i¢eren endiistriyel
atiklar, su ortamina salinmastyla ekosistem i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Su kiitleleri
ve tekstil boyalarinin agregasyonu hipertrofikasyona sebep olur. Bundan kaynakli
reoksijenasyon kapasitesini azaltarak suda bulunan mikroorganizmalara kars1 biiyiik tehdit
olusturur (Sriramulu ve Sumathi, 2017). Bu sebeple, kirleticilerin atik sudan uzaklastirilmasi
icin ¢evre dostu yontemler arastirilmaktadir. Kimyasal pihtilasma, biyolojik oksidasyon,
adsorbsiyon, iyon degisimi ve fotokataliz gibi sayisiz teknik bu sorunu ortadan kaldirabilmek
mevcuttur (Lei vd., 2017). Son yillarda arastirmalarin nanoteknolojiye yonelmesiyle de

metal nanopartikiillerin boyalar lizerindeki fotokatalitik etkileri arastirilmaya baslanmistir.
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Metilen mavisi; bazik, mavi renkli ve kokusuz bir boyadir. Endiistriyel ve laboratuvar
kullanimlari i¢in koyu mavi toz halinde satilmaktadir. Su i¢inde ¢6zebilen bir yapiya sahiptir
ve molekiil agirlig1 319,86 g/mol’diir. Tekstil sektdriinlin yan1 sira sa¢ boyalari, kumaslar,
kagit boyama gibi bircok farkli olana kullanilan mevilen mavi boyasi, UV-Vis
spektrofotometresinde 665 nm’de maksimum absorbans pikine ulagsmaktadir. Kimyasal

formiilii Sekil 10°da verilmistir.

[‘1 ; L ) C|
H;}C\N/ l\//;//‘\S N /CHg

Sekil 10. Metilen mavisi kimyasal formiilii.

2.7. Sorghum bicolor

Sorgum [Sorghum bicolor (L.) Moench] Poaceae (Bugdaygiller) familyasina ait bir
tahildir. Amerika’da baslica kullanimi sigir ve kiimes hayvanlarinin beslenmesi, diger
iilkelerde de nisasta ve alkol endiistrisinde hammadde olarak kullanilmaktadir (Pérez vd.,
2010). Afrika ve Hindistan'da, niifusun biiyiik bir boliimiiniin beslenmesinde 6nemli bir
vitamin, mineral, protein ve enerji kaynagl olmasi nedeniyle dnemli bir kismi gida

tiiketimine ayrilmistir (Iyabo vd., 2018).

Iceriginde polifenoller, fenolik asitler, flavonoidler ve yogunlastirilmis tanenler
bulunur. Yogunlastirilmis tanenler sorgumda sik goriiliir ve sorgumdaki bu bilesikler diger
herhangi bir tahildan daha yiiksek antioksidan seviyelerine sahip olanlardir (Chung vd.,
2011). Sorgum tohumu esas olarak karbohidratlardan, ardindan proteinler, lipidler, lif, diyet
lifi ve kiilden olusur (Cabrera-Ramirez vd., 2020). Sorgum tohumlari, ¢ogu tahildan daha
yiiksek lipid seviyelerine sahiptir; misir yagi ile karsilagtirildiginda, Sorgum cekirdegi yag:

24



daha yiiksek seviyelerde oleik ve stearik asit ile daha az miktarda linoleik, miristik ve

palmitoleik asit igerir, bu da onu daha az doymus yag yapar (Althwab vd., 2015).

Sorgum tohumu polifenolleri, prosiyanidinler, flavonoidler, fenolik asit ve diger
antioksidan bilesikleri icerir (Zhang vd., 2019). Igeriginde bulunan tanenler ayrica
antioksidan oOzellikleri ve radikal siipiiriicii islevleri nedeniyle immiinomodiilatér ve
antikanser aktivite, antiinflamatuar, kardiyoprotektif, vazodilator ve antitrombotik olarak da

onem arz etmektedir (Queiroz vd., 2018).

Prosiyanidinler agisindan zengin sorgum ekstraktlar1 ile yapilan calismalar,
karyojenik bakteri Streptococcus mutans'in biiyiime inhibisyonunu gostermistir. Bu nedenle
sorgumun dis ¢iiriikklerinin énlenmesinde énemli oldugu disiinilebilinir (Yu vd., 2018).
Sorgum tohumlarindan izole edilen tanenler agisindan zengin 6zler ile Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Aspergillus niger, Aspergillus flavus ve
Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmalarina karsi olaganiistii bir antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Sulieman vd., 2007).

2.8. Literatiir Arastirmasi

Koca ve Duman (2019), su nanesi (Mentha aquatica) yaprak ekstrakti ile titanyum
oksit (TiO2) nanopartikiilleri sentezlemis ve pBR322 plazmid DNA’y1 farkli TiO:
nanopartikiil konsantrasyonlarma (62,5, 125, 250, 500 pg/mL) maruz birakarak DNA kesme
ozelligine bakmislardir. En yiliksek titanyum oksit nanopartikiil konsantrasyonunda (500

ug/mL) plazmid DNA’y1 kestigini belirlemislerdir.

Jadhav vd. (2018), elma (Malus domestica) yaprak ekstraktlari kullanarak bakir oksit
(CuO) ve giimiig-bakir oksit (Ag-CuO) nanopartikiillerini sentezlemislerdir. Antimikrobiyal
aktivitelerini, gram pozitif ve gram negatif bakteri tiirleri kullanarak arastirmis,
nanopartikiillerin konsantrasyonuna bagli olarak inhibisyon zon ¢apinda artis gérmiislerdir.

Sentezlenen CuO nanopartikiillerinin antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde inhibisyon
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zon ¢apinin Ag-CuO nanopartikiillerine gore daha fazla oldugunu gérmiislerdir. Sentezlenen
nanopartikiillerin gram pozitif bakterilerde, negatif bakterilere kiyasla daha etkili aktivite
gosterdiklerini tespit etmislerdir. Nanopartikiillerin DPPH testi ile antioksidan aktivitelerini
incelediklerinde CuO nanopartikiillerin Ag-CuO nanopartikiillere gore daha giiglii
antioksidan aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. DNA kesme aktivitelerini plazmid
pBR322 DNA kullanarak jel elektroforez yontemi ile incelemislerdir. Tek basia yaprak
ekstraktinin  kesme aktivitesi gozlenmezken CuO nanopartikiillerin DNA kesme

aktivitesinin Ag-CuO nanopartikiillerine gore daha fazla oldugu sonucuna varmislardir.

Prakash ve Kalyanasundharam (2015), su kabag: (Lagenaria siceraria) ve manila
demirhindi (Pithecellobium dulce) yaprak ekstraktlart kullanarak ¢inko oksit (ZnO)
nanopartikiilleri sentezlemislerdir. Antimikrobiyal aktivitenin ¢aligilan konsantrasyona bagli
olarak arttig1 goriilmiistir. DPPH metodu ile serbest radikal siipiirme aktivitelerine

bakildiginda ise giiclii radikal giderici etkileri oldugunu saptamislardir.

ljaz vd. (2017), Abutilon indicum bitkisinin yaprak ekstraktlari ile hazirlanan bakir
oksit (CuO) nanopartikiillerinin, DPPH serbest radikal giderme aktivitesinin konsantrasyona
bagl olarak arttigim1 ve 1000 pg/mL’lik konsantrasyonda en yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. CuO nanopartikiillerinin Klebsiella ve Bacillus subtilis’e kars1
onemli bakterisidal etkisinin oldugunu, Acid Black 210 boyasi ile baktiklar1 fotokatalitik
aktivite sonucunda, CuO nanopartikiillerinin boyayr 1iyi derecede indirgedigini

belirtmisglerdir.

Madadi vd. (2019), meyan kokii (Glycyrrhiza glabra) ile sentezledikleri titanyum
dioksit (TiO2) nanopartikiillerle, metilen mavisi, asidik kirmizi 88 ve coumarin 30
boyalarinin degradasyonunu aragtirmiglardir. 30 mg nanopartikiilii 500 mL farkh
konsantrasyonlardaki (10 mg/L ve 20 mg/L) boyalarin i¢ine birakmiglar, 30 dakikada bir
Olctim almislardir. Sonu¢ olarak TiO2 nanopartikiillerinin metilen mavi boyasinin
gideriminde basarili sonuglar elde etmisler, ancak asidik kirmizi 88 ve coumarin 30

boyalarinin gideriminin uzun zaman aldigini belirtmislerdir.
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Gilimiis nanopartikiillerle yapilan yesil sentez ¢alismalarinin  bazilarina

baktigimizda;

Shah vd. (2018), Daphne mucronata su ekstrakti ile 12 nm boyutlarinda, giimiis
nanopartikiilleri sentezlemislerdir. DPPH metodu ile serbest radikal giderme aktivitesi
arastirilmis, en yiiksek antioksidan aktivitesinin ekstraktin ve glimiis nanopartikiillerinin 600
ug/mL konsantrasyonunda sirasiyla %91,99 ile %85,4 oldugunu belirlemiglerdir. Ekstraktin
ve sentezlenen giimiis nanopartikillerin mutajenik etkisi Ames testi ile TA98 ve TA100
suslarinda test edilmis, ekstraktin ve giimiis nanopartikiillerin iki sus i¢in de mutajenik

olmadig1 belirlenmistir.

Lakshmanan vd. (2018), 20-50 nm boyutlarinda giimiis nanopartikiilleri, Cleome
viscosa bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenmis ve bu partikiillerin antikanser ve
antibakteriyal aktivitelerini arastirmiglardir. Glmiis nanopartikiillerin ~ Kleibsella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Bacillus subtilis bakterilerine kars1
antibakteriyal aktivitesi oldugu saptanmistir. Ayrica, bu nanopartikiillerin yumurtalik

kanseri (PA1) ve akciger kanseri (A549) hiicre hattinda gilivenilir oldugu belirtilmistir.

Coskungay (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, Atkestanesi (Aesculus
hippocastanum) bitkisinin yapraklarindan sentezlenen kiiresel ve 50+5 nm boyutlarinda
giimils nanopartikiillerinin antimikrobiyal ve antioksidan etkileri aragtirilmigtir. On dort
bakteriye (7 gram pozitif, 7 gram negatif) kars1 antibakteriyal etki gézlenirken test edilen ii¢
maya susuna kars1 antifungal etki gézlemlenmemistir. Glimiis nanopartikiillerin antioksidan
aktivitesini DPPH yontemi ile belirlemis, serbest radikal giderme aktivitesinde
konsantrasyona bagli (1,56-100 ppm) artis gézlemlemis, 100 ppm’lik konsantrasyonda %
inhibisyon degerini 54,72 olarak hesaplamistir. Agaroz jel elektroforezi ile 5 farkl
konsantrasyonda (6,25-100 ppm)  nanopartikiillerin pBR322 plazmid DNA ile

etkilesimlerini incelemis, nanopartikiillerin DNA’ya herhangi bir etkisi goriilmemistir.

Genc (2020), Origanum onites bitki ekstrakti kullanarak sentezlenen glimiis

nanopartikiillerin antioksidan etkisini DPPH ve ABTS™ radikal siipiirme aktivitesi ile
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aydinlatmistir. Orneklerin indirgeme kapasitesine ise ferrik tiyosiyanat metodu ile bakilmus,
giimlis nanopartikiil ile birlestiginde bitkinin antioksidan aktivitesinin arttigin

gozlemlemistir.

Bhagat vd. (2019), Rosa brunonii bitkisi kullanarak yesil sentez yoOntemiyle
sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesine 5 farkli bakteri
(Campylobacter jejunii, Escherichia coli, Bacillus cereus, Kleibsella pnemoniae,
Alcaligenes denitrificans) ve 4 maya (Fusarium oxysporum, Bipolaris specifera, Curvularia
lunata ve Aspergillus niger) ile bakmislardir. Basta C. jejunii olmak iizere K. pneumonia, A.
denitrificans ve B. cereus iizerine giiglii antibakteriyel 6zellik sergiledigini bildirmislerdir.
Antifungal aktivitenin en iyi gozlemlendigi organizmanin ise A. niger oldugu sonucuna
varmiglardir. Nanopartikiillerin antioksidan 6zelligi, DPPH, FRAP ve demir selatlama
deneyleri ile arastirilmis ve nanopartikiillerin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu
sonucuna varmislardir. Ayrica sentezlenmis nanopartikiillerin fotokatalitik analizi Kongo
kirmizisi boyasinin degradasyonu ile aydinlatilmis ve giimiis nanopartikiillerinin 3 saatte

boyanin rengini agmasiyla giiglii fotokatalitik aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Vinay vd. (2019), Rauvolfia tetraphylla su ekstrakti kullanarak yesil sentez yontemi
ile sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin genotoksik potansiyelini Allium cepa testi
kullanarak antimitotik aktivite ve kromozomal anomalileri ile tanimlamis ve antioksidan
aktivitesi igin DPPH testi ile serbest radikal siipiirme aktivitesini aragtirmiglardir. Elde edilen
sonuclarda, A. cepa testi ile kromozomal anomaliler (kromozom kirilmalari, kromozom
yapiskanligi, gecikmeli kromozomlar ve kiimelenmis kromozomlar) belirlenmis, mitotik
indekste azalma gozlemlemislerdir. Glimiis nanopartikiillerin, DPPH serbest radikallerini
potansiyel olarak temizleyerek iyi antioksidan aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.
Ozetle, sentezlemis olduklar1 giimiis nanopartikiiller biyo-tibbi uygulamalar alaninda

basarili bulunmustur.
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S. bicolor ile yapilan ¢alismalara baktigimizda;

Kil vd. (2009), S. bicolor hekzan, etil asetat, n-butanol ve su ekstraktlarini, Bacillus
subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcys aureus, Kleibsella pneumoniae
ve Salmonella typhimurium tiirleri {izerinde disk difiizyon teknigi ile test etmislerdir.
Ekstraktlarin giiglii antimikrobiyal aktivite gosterdigini, bunun sonucunda da Sorgum’un
gida endiistrisinde potansiyel bir antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegini

dogrulamislardir.

Sreedevi vd. (2020), S. bicolor tohumlari kullanarak giimiis nanopartikiil
sentezlemislerdir. Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterileri
tizerinde su ekstrakti, giimiis nitrat (AgNOs3) ve giimiis nanopartikiillerinin farkli
konsantrasyonlarini denemislerdir. Sulu ekstrakt ve AgNOz3 ¢ozeltisi karsilastirildiginda,
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin deneyde kullanilan bakteri suslarina kars1 daha fazla

inhibisyon zonu sergiledigini gézlemlemislerdir.

Ziotti vd. (2021) ¢imlendirdikleri S. bicolor tizerinde biyojenik glimiis nanopartikiil
ve AgNOs'iin etkilerini karsilastirmay1 amaglamiglardir. Tohumlar, kontrollii kosullara sahip
bir biiylime odasinda artan biyojenik giimiis nanopartikiil ve AgNOs (0, 10, 100, 500 ve 1000
uM)  konsantrasyonlarinda  ¢imlendirilmis ve  gelisimini 15 giin  boyunca
degerlendirmislerdir. Aldiklari sonuglar hem gilimiis nanopartikiil hem de AgNOz'in
¢imlenmeyi bozdugunu gostermistir. Giimiis nanopartikiillerine maruz kalan bitkilerin,
AgNOz'e maruz kalan bitkilere kiyasla daha etkili koruyucu mekanizmalar tetikledigi
gozlemlemislerdir. Sonuglarin, yiikksek konsantrasyonlarda hem giimiis nanopartikiil hem de
AgNQs'iin Sorgum ¢imlenmesini, bliylimesini ve biyokiitle boliinmesini tehlikeye attigini
belirtmiglerdir. Biyojenik giimiis nanopartikiillerinin Sorgum i¢in AgNOz’1n daha az toksik

oldugunu sdylemenin makul oldugu sonucuna varmislardir.

Rakgotho vd. (2022), Sorghum bicolor tohumlarini stres altinda yetistirerek ¢inko
oksit (ZnO) nanopartikiilleri sentezlemislerdir. Yaptiklar1 aragtirmada asir1 ROT iiretiminin

sebep oldugu oksidatif hasar1 belirlemislerdir. Tuz stresi ile yetistirdikleri bitkiler, hasara
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sebep olurken, sentezlenmis ZnO nanopartikiillerin H2O2 birikimini 6nledigini

bildirmislerdir.

Balkan (2008), yaptig1 arastirmada Trakya’nin farkli bolgelerinden 10 farkli yerel
stiptirge otu [S. bicolor (L.) Moench var. technicum (Ko6rn.)] toplamis ve bazi genotip
ozelliklerinin  belirlenmesini  amaglamistir.  Arastirma sonucunda, Uzunkoprii ve
Maksutlu’dan toplanan siiplirge darilariin genotiplerinin Trakya bdlgesi kosullarinda

yetismek i¢in daha uygun oldugunu belirtmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Sorghum bicolor var. technicum Tohum Ekstraktinin Hazirlanisi

Tohumlar, Edirne’nin Uzunkd&prii ilgesinden toplandi. Tohumlar iki defa distile su ile
yikanarak kurutulmaya birakildi. Havanda 6giitiilerek toz haline getirilen tohumlardan 5 ¢
alinarak, 100 mL distile su i¢ine ilave edildi. Ekstraksiyon islemi 70°C sabit sicaklikta
manyetik karigtiricida 1 saat boyunca karistirilarak gerceklestirildi. Elde edilen su ekstrakti
oda sicakligina geldiginde Whatman No.1 filtre kagidindan gegirilerek kati kisim, ¢ozeltiden
ayrildi ve +4°C’de saklandu.

3.2. Giimiis Nanopartikiillerinin (AgNP’lerin) Sentezi

AgNP’lerin sentezi oda sicakliginda, 250 mL’lik erlen i¢inde manyetik karistiricida
yapildi. Tohum ekstraktina, 1 mM giimiis nitrat (AgNOs3) ¢ozeltisi 1:10 oranda eklenerek,
manyetik karigtiricida karistirildi. Karistirma islemi ekstraktin sari rengi bordo-kahverengine
donene kadar devam etti. Renk degisimi tamamlandiktan sonra karisim 8.000 rpm’de bir
saatlik siirede (Hettich Universal 320) santrifiijlendi. ilk santrifiijiin ardindan siipernatant
kismi pelet kismindan uzaklastirildi. Yikama iglemi mikrosantrifiij cihazinda (Thermo
Espresso) 10.000 rpm’de 30 dakika siirede distile su ile 3 tekrarli olacak sekilde gerceklesti.
Yikama islemi ardindan elde kalan pelet kismi cam petri kabinda 60°C sabit sicaklikta bir

giin boyunca kurumaya birakildi.

3.3. AgNP’lerin Karakterizasyonu

3.3.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

SEM, molekiillerin mikron alt1 diizeyde morfolojik 6zelliklerini ve mikron diizeyinde

temel bilgileri saglar. Sentezlenen AgNP'lerin morfolojisi, boyutu ve dagilimi Quanta FEG
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250 (FEI, ABD) taramali elektron mikroskobu kullanilarak MERLAB, Kastamonu

Universitesi Merkezi Aragtirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan

hizmet alimi olarak gergeklestirildi (Sekil 11).

Sekil 11. Taramali elektron mikroskobu (SEM).

3.3.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

AgNP'lerin boyutu ve sekli, gecirimli elektron mikroskobu (TEM, Hitachi HT-7700)
kullanilarak DAYTAM, Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama

ve Arastirma Merkezi tarafindan hizmet alim1 gercgeklestirilerek belirlendi (Sekil 12).

Sekil 12. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM).
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3.3.3. Enerji Dagilim Spektroskopisi (EDS) Analizi

Enerji Dagilim Spektroskopisi (EDS), nanopartikiillerin kimyasal analizleri igin
uygulanan analitik bir test sistemidir (Hodoroaba, 2020). MERLAB tarafindan hizmet alimi
olarak gergeklestirildi.

3.3.4. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

AgNP'lerin sentezindeki indirgeyici ajani belirlemek i¢in Fourier Dontigimii
Kizil6tesi Spektroskopisi (FT-IR) analizi yapildi. Ekstraktlarin ve AgNP'lerin FT-IR (KBr
disk) spektrumlari, 4000-400 cm™ araliginda, 1 cm™ ¢oziiniirliikte, 16 tarama numarasi ile

Perkin Elmer BX 11 FT spektrometresinde kaydedildi.

3.3.5. UV-Vis Spektroskopi Analizi

AgNP'lerin distile su ile hazirlanmis soliisyondaki biyosentezi (1 mg/mL) UV-Vis
spektrumlari Olgiilerek izlendi. UV-Vis spektrumu 200 nm ile 800 nm arasindaki optik
absorbansin periyodik taramalar1 bir UV-Goriiniir ¢ift 1sinli spektrofotometre kullanilarak

olgtildi (T80+ UV/VIS Spektrometresi, PG Instruments Ltd).

3.4. Antimikrobiyal Aktivite Analizleri

Sentezlenen nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite analizleri, agar disk difiizyon
ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak gergeklestirildi. Nanopartikiillerin
antimikrobiyal aktivitesi Staphylococcus haemolyticus (ATCC 43252), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (NRRL B-3704), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),
Proteus vulgaris (ATCC 13315) bakterilerine ve Candida albicans (ATCC 10231) mayasina
kars1 test edildi.
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3.4.1. Agar Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontemde Mueller-Hinton Agar (MHA) plaklar1 bakteriler i¢in; Saboraud
Dekstroz Agar (SDA) plaklar1 ise maya i¢in kullanildi. Bakterilerin canlandirilmasinda
Mueller-Hinton Broth (MHB) besiyeri kullanilirken maya i¢in RPMI-1640 besiyeri
kullanildi. On sekiz saatlik taze kiiltiirlerden 100 pL alinarak ilgili besiyerine aktarildi ve L-

baget yardimi ile agar {izerine yayma islemi gergeklesti.

Deney agsamasinda hazirlanan ekstrakt ve AgNP konsantrasyonlari steril disklere
emdirildi. Farkli mikroorganizmalarin ekim yapilan besiyerlerine yerlestirilen disklerle
beraber 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Standart antibiyotiklerden olan penisilin ve
nistatin sirasiyla bakteriler ve maya i¢in kullanildi. Deneyler ti¢ tekrarli olarak gergeklesti ve

inhibisyon bolgesi ¢ap degerlerinin ortalamasi alinarak sonuglar kaydedildi.

3.4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIiK) Degerlerinin Belirlenmesi

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degeri broth mikrodiliisyon yontemi ile
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii’niin 6nerdigi sekilde belirlendi (CLSI, 2006).
MIK degerlerinin belirlenmesi i¢in, 96 kuyucuga sahip U tabanli mikroplaklarda seri
dilisyon metodu uygulandi. Bakteri ve mayalar i¢in sirastyla MHB ve RPMI-1640
besiyerleri kullanildi. Mikroorganizma siispansiyonlarinin yogunluklar1 %0,9’luk serum
fizyolojik i¢inde 0,5 McFarland standardi kullanilarak ayarlandi. Ekim yapilan bakteri (24
saat) ve maya (48 saat) mikroplakalar1 37 °C’de inkiibe edildi. MIK degeri, goriinen

tiremenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon olarak kaydedildi.

3.5. Antibiyofilm Aktivitenin Belirlenmesi

Orneklerin antibiyofilm aktiviteleri, mikroplaka metodu ile calisildi (Merritt vd.,
2006). Mikroorganizmalarin {iremesi i¢in uygun ortam 24 saat 37 °C’de Tryptic Soy Broth
(TSB) besiyerinde (%5 glikoz ilaveli) inkiibasyon ile saglandi. 100 uLL. TSB ve 6rnekler, “F”
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tabanli plakalarin 96 kuyucuguna dagitildi. Ardindan kuyucuklara uygun mikroorganizma
kiiltiirleri eklendi. Inkiibasyonu 48 saat siireyle 37 °C’de gergeklesti. Inkiibasyonun
ardindan, planktonik hiicreler kuyucuklardan uzaklastirilarak steril distile su ile yikandi. Her
kuyuya 200 pL %0,1°lik kristal viyole eklemesi yapildi ve ardindan 15 dk beklendi. Tekrar
yikama islemi boya uzaklastirildiktan sonra yapildi. 620 nm’de mikroplaka okuyucuda

absorbans degerleri alindi.

3.6. Antioksidan Aktivite Analizleri

3.6.1. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Belirleme Yoéntemi

Ekstrakt ve AgNP’nin serbest radikal giderme aktivitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) yontemi modifiye edilerek belirlendi (Blois, 1958). Farkli konsantrasyonlarda (25,
50, 100, 200, 400 ve 800 pg/mL) hazirlanan ekstrakt ve AgNP 6rnekleri DPPH ¢ozeltisi ile
1:4 oranda karistirildi. 30 dakika karanlik ortamda, 25°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra
kore karst 517 nm’de absorbanslar1 3 tekrarli olarak okutuldu. Orneklerin % inhibisyonu
asagidaki formiile gore hesapland:r (3.1) ve standart olarak sentetik antioksidan olan
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) kullanildi.

% DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Inhibisyonu: [(Ao- A1)/Ag]X100 (3.2)
Ao: Ornek veya standart icermeyen DPPH radikal absorbansi
A1: Ornek iceren DPPH radikal absorbansi.

3.6.2. ABTS** Katyon Radikali Giderme Aktivitesi Belirleme Yontemi

Re vd. (1999) yontemi kullanilarak 2,2°-Azino-bis (3-etilbenzotiozolin-6-siilfonik
asit) (ABTS™) katyon radikali giderme aktivite analizi yapildi. Farkli konsantrasyonlarda
(25, 50, 100, 200, 400 ve 800 pg/mL) hazirlanan ornekler, ABTS reaktifi (7mM ABTS™,
2,45 mM potasyum persiilfat) ile muamele edildi. Ornekler ile karistirilan ABTS reaktifi, 6

dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan 6rneklerin absorbanslar1 kore karsi
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(etanol) 734 nm’de alind1. Deney ¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. Elde edilen absorbans
degerlerinin % ABTS'' radikali giderme inhibisyonu asagidaki formiile goére hesaplandi

(3.2) ve bu sonuglar pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ile kiyaslanarak degerlendirildi.

% ABTS™ Katyon Radikali Giderme Aktivitesi Inhibisyonu: [(Ao- A1)/ Ao]X100 (3.2
Ao: Ornek veya standart igermeyen ABTS™ radikal absorbansi
Az: Ornek igeren ABTS™ radikal absorbansi.

3.6.3. FRAP Aktivitesi Belirleme Yontemi

Demir iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) testi, Benzie ve Strain (1996)
metodu modifiye edilerek gergeklestirildi. 0,3 M sodyum asetat, 10 mM TPTZ (2,4,6-tris(2-
pyridyl)-S-triazine), 20 mM FeCl.10:1:1 oraninda karistirilarak FRAP reaktifi hazirlandi ve
37 °C’de 15 dk inkiibasyona birakildi. 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan ekstrakt ve nanopartikiil 6rnekleri FRAP reaktifi ile 1:30
oranda karistirildi ve 30 dk karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Pozitif
kontrol olarak BHT kullanildi. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler kore karst 593 nm

absorbansta 6l¢iildii. Deney ti¢ tekrarli olarak gergeklesti.

3.6.4. Metal Selatlama Aktivitesi Belirleme Yontemi

Ekstrakt ve AgNP’lerin indirgeyici antioksidan kapasitesi metal selatlama testi ile
belirlendi (Dinis vd., 1994). Ornekler farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 200, 400 ve
800 pg/mL) hazirlandi. Hazirlanan 6rneklerin 100 pL’si iizerine ilk dnce 400 pL etanol
eklendi. Ardindan karisima 100 uL 2 mM Demir (II) kloriir tetrahidrat (FeCl2.4H20) ve 400
uL 5 mM ferrozin eklendi. Elde edilen ¢ozelti vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10 dk
bekletildi. Kor olarak ayni karigim ferrozin ve orneklerin yerine esit miktarda distile su
eklenerek hazirlandi. Ornekler kére kars1 562 nm’de okundu ve absorbans degetleri alindi.
Deney ii¢ tekrar olarak gergeklesti. Pozitif kontrol olarak Etilendiamin tetra asetik asit
(EDTA) kullanildi. Negatif kontrol, 6rnekler yerine ayni miktarda distile su eklenerek
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hazirland1 ve Orneklerin % inhibisyon degerleri asagida verilen formiil kullanilarak

hesaplandi (3.3).

Metal Selatlama Kapasitesi (%) = [(Axontrol-Asmek)/Akontrol] X100 (3.3)
Axontrol: Ornek veya standart igermeyen absorbans degeri

Asmek: Ornek iceren absorbans degeri.

3.7. Ames/Salmonella Testi ile Mutajenik Aktivitenin Belirlenmesi

Mutajenik aktivitenin belirlenmesi i¢in Ames/Salmonella testi kullanildi. Bu deney
sistemi, Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarin sonucunda
gelistirilen histidin amino asidine gereksinimi olan mutant oksotrof suslarin (his’) test edilen
madde ile karistirilmasi1 sonucu yeniden histidin sentezleyebilme (his™) 6zelligini kazanmasi
prensibine dayanmaktadir. Bu test sistemiyle ortama eklenecek olan nanopartikiiliin
mutajenik aktivitesi hakkinda bir sonuca varilabilecektir. S. typhimurium’un TA98 ve
TA100 suslarn sirast ile c¢ergeve kaymasi ve baz cifti degisimi mutasyonlarini
belirlemektedirler (Mortelmans ve Zeiger, 2000). Deneyler, plak inkorporasyon metodu ile
gergeklestirildi (Maron ve Ames, 1983). Calismanin giivenilirligi agisindan suslarin istenilen
genetik  Ozelliklere sahip oldugunun kanitlanmasi1 gerekmektedir. Deneyden once
kullanilacak suslarin mutasyonlara sahip olup olmadigi histidin gereksinimi, rfa mutasyonu,

uvrB mutasyonu ve R faktorii testleri ile kontrol edildi.

Deneyde kullanilan Salmonella suslarinin 6ncelikle his™ olduklarinin dogrulanmasi
onemlidir. Histidin sentezleyebilme 6zelligini kaybeden mutant suslar, minimal glukoz agar
(MGA) plaklarinda iireyemez ¢iinkii plaklar bu aminoasidi igermemektedir. Ancak
histidin/biyotin (HB) agar plaklarinda iireyebilmektedirler. Bu amagla histidin gereksinimi
testi kapsaminda MGA ve HB plaklar1 kullanildi. Nutrient broth’da (NB, Oxoid No: 2)
gecelik kiiltiirleri (12-16 saat) iiretilen Ornekler plaklara ¢izgi ekim yapildiktan sonra
37°C’de 48-72 saat inkiibasyona tabii tutuldu.
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Test suslarinin rfa tasiyip tasimadiklar1 kristal viyole boyasi hassasiyet testi ile
degerlendirildi. Gecelik S. typhimurium kiiltiirlerinden nutrient agar (NA) plakalarina ekim
yapildi. 6 mm ¢apina sahip steril disklere Kristal viyole ¢ozeltisinden (%0,1) 10 uL emdirildi
ve diskler plakalarin ortalarina yerlestirildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyonun sonucunda disk

etrafinda inhibisyon zonunun var olup olmadigi gézlendi.

Deneyde kullanilan Salmonella suslarinin uvrB tasiyip tagimadiklarini belirlemek
icin UV hassasiyeti testi kullanildi. Gecelik kiiltiirden alinan suglar NA plakalarina paralel
cizgiler halinde ekildi ve ekim yapilan petrinin yaris1 UV lambasi altinda 1ginlara maruz
birakildi. islem sonrasinda 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bu kontrol kapsaminda UV

1sinlarina maruz birakilan petrinin bir tarafinda iirememe gozlenmemesi beklenmektedir.

R faktorii de olarak bilinen ampisilin direng faktorii iceren pKMI101 varliginin
kontrolii i¢in de deneyde kullanilan suslar histidin/biyotin/ampisilin (HBA) plakalarina
ekildi. 37 °C’de 24 saat sonunda bu plakalarda tireyebilen suslar, pPKM 101 plazmidini tagiyan

suslar olarak degerlendirilir.

Pozitif kontrol olarak 4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) ve sodyum azid (SA) sirasiyla
TA98 ve TA100 suslari igin kullanildi. Negatif kontrol olarak iki sus igin de distile su
kullanildi. Kullanilan his™ 6zellikteki TA98 ve TA100 suslar1 uygun ortamda spontan olarak
his* hale gecebilmektedirler. Bu sinirlar TA98 ve TA100 suslari igin 20-50 ve 75-200
revertant/plak’tir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Calismada kullanilan tohum ekstraktinin ve AgNP’lerin mutajenik aktiviteye sahip
olup olmadigini belirleyebilmek ig¢in c¢alisilan konsantrasyonlar negatif kontrolle
karsilastirildi. Mutajenik  etkiden s6z edebilmek igin, test Orneklerinin farkli
konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucu elde edilen geri donen koloni sayisinin negatif

kontrol ile karsilastirildiginda iki kat fazlas1 olmasi gerekmektedir.
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3.8. Agaroz Jel Elektroforezi Yontemi ile DNA Kesme Aktivitesinin
Belirlenmesi

Ekstrakt ve AgNP’nin DNA kesme aktiviteleri agaroz jel elektroforezi yontemi ile
belirlendi. Orneklerin DNA kesme aktivitesi oksitleyici ajan olan hidrojen peroksit (H20)
yoklugunda (hidrolitik) ve varliginda (oksidatif) arastirildi. Ornekler 50, 100, 200, 400 ve
800 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanarak Tris-HCI tamponu (10 mM, pH=7,4) ile
muamele edildi ve plazmid DNA’ya eklendi. 37 °C’de 3 saat inkiibasyona tabii tutulan
ornekler daha sonra 6X DNA loading dye ile karigtirilarak 1X TAE (40 mM Tris - 20 mM
Asetik Asit - 1 mM EDTA, pH=8,0) tamponuyla hazirlanan %0,8'lik agaroz jele yiiklendi.
Yiiklenen ornekler, 1 saat boyunca 60 V’ta 1X TAE tamponunda yiiriitiildi. Elde edilen
bantlar UV 15181 altinda jel goriintiileme sistemiyle (Vilber Lourmat TFX-20.M)

goriintiilendi.

3.9. Fotokatalitik Analiz

3.9.1. Metilen Mavi Boyasimin UV Spektrumu ve Kalibrasyon Egrisi

Metilen mavisi, UV-Vis gorliniir alan spektroskopisi yardimiyla 400-800 nm
arasinda spektrum 6l¢iimii alinarak analiz edildi. Spektrum analizinde elde edilen maksimum
A degeri belirlendi. Metilen mavi boyasindan seri diliisyon ile konsantrasyonlar hazirlandi
ve A degeri ile kalibrasyon egrisi olusturuldu. Egri ¢ikarildiktan sonra y=mx seklindeki
denklem AgNP’lerin metilen mavi boyasi iizerindeki degradasyon etkisinin belirlenmesinde
kullanild1.

3.9.2. Metilen Mavi Boyasinin AgNP’ler Tarafindan Degradasyonu

Metilen mavi boyasinin degradasyonu calismasi atmosferik basing altinda, 9 mL
reaksiyon hacminde, 150 rpm’de karistirilarak gergeklestirildi. 8 mL metilen mavi boyasini
(25 pg/mL), 1 mL H202 (%10) ile karistirildi ve 10 mg AgNP ortama birakildi. Farkli temas

sirelerinde metilen mavi boyasinin absorbansi Olgiilerek kalibrasyon egrisinde
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degradasyonu belirlendi. Ayrica H2O2’nin metilen mavi boyasi tek basina degrade edip

etmedigini belirlemek i¢in H2O2 ve metilen mavi boyast AgNP’siz ortamda denendi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1. Morfolojik Gozlem

Gimiis nanopartikiillerin olustugu, ekstraktin sari renginin bordo-kahverengine

doniismesiyle anlasildi. Renk degisiminin nedeni, ekstrakt ¢ozeltisine ilave edilen renksiz

AgNOs ¢ozeltisindeki Ag* iyonlarinin S. bicolor var. technicum tarafindan indirgenerek
AgNP’ye donitismesidir (Sekil 13).

Sekil 13. AgNP’lerin morfolojik gdozlemi, A. S. bicolor var. technicum su ekstrakti, B.
AgNOs, C. AgNP.

4.1.2. SEM Analizinin Degerlendirilmesi

AgNP'lerin morfolojisi SEM karakterizasyon analizi ile belirlendi (Sekil 14). SEM
caligmalari, neredeyse ayni sekil ve boyutlarda AgNP'lerin varligini dogruladi. Sentezlenen

tiim AgNP'lerin sekli kiiresel bulundu.

AgNP'lerin boyutu ve sekli, sentez i¢in kullanilan ekstraktlara baglidir (Nadagouda
vd., 2014). SEM goriintiilerinde bazi biiylik parcalarin ortaya g¢ikmasi, daha kiigiik

parcaciklarin iist iiste binerek kiimelenmesinden kaynakli olabilir. Nanopartikiillerin
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aglomerasyonu ve kiimelenmesi ile farkli boyutlarda partikiiller olusturabildigi, morfolojik
diizensizlik gosterebildigi bildirilmistir (Vijayamari vd., 2017). Chakravarty vd. (2022),
siyah erik (Syzygium cumini) kullanarak sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin, kiiresel
nanopartikiiller olduklarint SEM analizi ile belirlemislerdir. Hemlata vd. (2020), Cucumis
prophetarum ile sentezlemis olduklar1 nanopartikiillerin morfolojik analizini SEM testi ile
incelemis; diizensiz sekilde graniile edilmis, elipsoidal ve kiimelenmis nanopartikiillerin

varligini tespit etmislerdir.

Sekil 14. AgNP’lerin SEM goriintiisii.

4.1.3. TEM Analizinin Degerlendirilmesi

Partikiil boyutu ile sekil olarak neredeyse kiiresel olan AgNP'lerin TEM goriintiisii
51 ila 56 nm arasinda degigsmektedir (Sekil 15). TEM goriintiileri, kiiclik partikiil
agregatlarinin, kapatici bir organik ajan goérevi géren ince bir organik tabaka ile kaplandigin
ortaya ¢ikardi. Bu ayni zamanda nanopartikiillerin biyo-indirgenmis sulu ¢ozelti iginde,
makroskopik Olgekte bile ¢ok iyi bir dagilim gosterdigini agiklamaktadir (Kouvaris vd.,
2012).

Mahapatra vd. (2022), boynuzlu eksi tirfil (Oxalis corniculata) kullanarak
sentezlemis olduklar1 giimiis nanopartikiillerinin dagilim ve boyutunu TEM analizi ile
incelemislerdir. Sentezlemis olduklari nanopartikiillerin 40 nm boyuta ve kiiresel yapiya

sahip oldugunu belirtmislerdir. Yassin vd. (2022) Mercankosk (Origanum majorana) ile
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sentezledikleri giimiis nanopartikiillerinin boyut ve morfolojisini TEM ile analiz etmislerdir.

Ortalama boyut ¢aplarinin 10-60 nm arasinda oldugunu rapor etmislerdir.

Sekil 15. AgNP’lerin TEM goriintiisii.

4.1.4. EDS Analizinin Degerlendirilmesi

Kat1 maddelerin element bilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden biri
de enerji dagilim X-Ray spektroskopisi (EDS) analizleridir (Hodoroaba, 2020). EDS
analizinde glimiis iyonlar1 yaklasik 2,983 KeV’de gii¢lii sinyaller iirettiginden dolay1 glimiis
nanopartikiillerinin olustugunun kaniti olarak kullanilir (Kumar vd., 2014). Sentezlemis
oldugumuz AgNP’ler tipik olarak 3 KeV’de absorbsiyon piki gosterdi (Sekil 16). Diger zayif
element sinyallerine muhtemel nedeni olarak S. bicolor var. technicum su ekstraktinda

bulunan enzim veya proteinler gosterilebilir.

0 s bt
0.00 1.00 2,00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Lsec: 29.3 0 Cnts 0.000 keV Det: Octane Pro Det

Sekil 16. AgNP EDS analizi.
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4.1.5. FT-IR Analizinin Degerlendirilmesi

Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) analizi biyomolekiiller ile
metal nanopartikiiller arasinda bulunan fonksiyonel gruplarin iligkisini anlamlandirmak i¢in
kullanilan bir yontem olarak kabul edilmektedir. FT-IR analizleri ile alinan 6l¢timler giimiis
nanopartikiillerinin kaplanmasindan, etkin stabilizasyonundan ve indirgenmesinden sorumlu

olan biyomolekiilleri tanimlamak i¢in ger¢eklestirilir.

Ekstrakt ve AgNP'lerin FT-IR (KBr disk) spektrumlar, 4000-400 cm™ araliginda, 1
cm? ¢oziiniirliikte, 16 tarama ile Perkin Elmer BX II FT spektrometresinde kaydedildi. FT-
IR spektroskopisi, hem ekstrakt hem de indirgenen giimiis nanopartikiillerininin fonksiyonel

grup analizi i¢in kullanildi.

Ekstraktin FT-IR spektrumu incelendiginde 3426 cm™de gdzlenen genis pik,
ekstraktta bulunan polifenoller, siyanidinler, flavonoid ve fenolik asitlerin karakteristik OH,
COOH ve aromatik-H titresimlerine ait oldugunu gostermektedir. Yine 2929 cm™'de
gdzlenen pikler ekstrakttaki alifatik-H titresimlerine aittir. Sirasiyla 1636 ve 1618 cm™'de
gdzlenen titresimler C=O ve C=C'ye, 1386 cm™de ve 1153-1076-1026 cm™deki
titresimlerde C-O ve C-O-C’ye aittir (Sekil 17).

63,9 _

Ag-nanopartikiil

163681

Ekstrakt

1636.68 1615 27

3426,10
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4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
cm-1

Sekil 17. Ekstrakt ve AgNP’lerin FT-IR spektrumu analizi.
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4.1.6. UV-Vis Spektroskopi Analizinin Degerlendirilmesi

Yesil sentez yontemi ile sentezlenmis AgNP’ler 200-800 nm dalga boyu araliginda
olgiildii. UV-Vis spektrofotometre analizinde 450 nm’de maksimum absorbans piki elde
edildi (Sekil 18). Sentezlenen AgNP’lerin UV-Vis spektroskopisi analizlerinin literatiir ile
uyumlu oldugu gozlendi (Gan ve Li, 2012).
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Sekil 18. AgNP UV-Vis spektrum analizi.

AgNP’lerin olusturulmas1 asamasinda, ekstrakta AgNOs ilavesi sonrasinda
¢ozeltinin orijinal sar1 renkden bordo-kahverengine degisimi, bir redoks reaksiyonunun
varhgini dogrulamaktadir (Sekil 13). Ekstraktaki fonksiyonel gruplarmm Ag* iyonlar
tarafindan yiikseltgenirken, Ag* iyonlarininda, Ag%’a indirgenmesi redoks reaksiyonu
sonucunda gerceklesir. Indirgeyici ajan, bitkilerin dogal bilesenleri olan flavonoidler,
fenolikler, aminler gibi hareket kabiliyetine sahip organik yapili bilesiklerdir ancak gergek
mekanizma hala tam olarak anlagilamamistir. Glimiis nanopartikiillerinin yiizey plazmon
rezonansi (SPR) tarafindan uyarilmasiyla renk degisikliklerinin gozlendigi bilinmektedir.
UV-Vis spektrofotometresindeki SPR bandimin lokasyonu nanopartikiillerin biiyiikliigiine,
sekline, ortam ile partikiil arasindaki yiik aktarimimin derecesine, ortam ile olan etkilesimine

ve lokal kirilma indisine duyarlidir (Kumar vd., 2014).
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite

4.2.1. Agar Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin
Degerlendirilmesi

S. bicolor var. technicum tohum ekstrakti kullanilarak sentezlenen AgNP'lerin
antimikrobiyal aktivitesi, gram pozitif, gram negatif bakterilere ve mayaya kars1 arastirildi.
Ekstrakt ve AgNP’ler steril disklere emdirilerek meydana gelen inhibisyon zon ¢aplari
olgiildii (mm) ve degerler Tablo 1’de verildi. Disk difiizyon yonteminde bakteriler igin

pozitif kontrol olarak penisilin, maya i¢in ise nistatin kullanildi.

Elde edilen sonuglarda ekstrakt icin en yiiksek zon ¢ap1 gram pozitif bakteri olan B.
subtilis (ATCC 6633) bakterisine kars1 11 mm; AgNP i¢in ise gram negatif E. coli (NRLL
B-3704)’e karst 12 mm bulundu (Tablo 1). AgNP’lerin bakteri hiicre zarlarmi delebildigi
bilinmektedir; gram pozitif bakterilere kiyasla gram negatif bakteriler daha giicli
antibakteriyel aktivite gosterdikleri daha dncelerde rapor edilmistir (Tippayawat vd., 2016).

Nanopartikiillerin yiizey alani arttik¢a, yiizey enerjisi de artar bu dolayisiyla
etkinliklerinin daha da arttigi bildirilmistir (Srikar vd., 2016). Bu sebeple diisiik
konsantrasyonlarda bile, daha biiyiik bir yilizey alani-hacim oranina sahip olan

nanopartikiiller nemli antibakteriyel aktivite sergiler.

Glimiis nanopartikiillerin ~ gliclii  antibakteriyel aktivitelere sahip oldugu
bilinmektedir. Bir metal olan glimiis, eski zamanlarda farkli uygarliklarda yaygin bir sekilde
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmistir (Okafor vd., 2013). Glimiis, genis spektrumlu bir
antimikrobiyal olarak gram negatif ile pozitif bakteriler, mayalar ve viriisler gibi birgok

mikrobiyal organizmaya kars1 etkinlik gosterir.
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Tablo 1.

Ekstrakt ve AgNP’nin inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Mikroorganizmalar Ekstrakt AgNP Penisilin Nistatin
S. haemolyticus (ATCC 43252) 9 10 16 -
B. subtilis (ATCC 6633) 11 8 15 -
S. aureus (ATCC 6538P) 8 10 13 -
P. aeruginosa (ATCC 27853) 10 10 14 -
E. coli (NRRL B-3704) 8 12 12 -
A. baumannii (ATCC 19606) 9 11 8 -
P. vulgaris (ATCC 13315) 9 10 16 -
C. albicans (ATCC 10231) 9 9 - 14

Gopinath vd. (2012), Tribulus terrestris bitkisi ile yesil sentez yontemi kullanarak
sentezledikleri glimiis nanopartikiillerinin 6zellikle gram negatif olan E. coli bakterisine
karsi, 10,75 mm'lik bir maksimum inhibisyon zonu gosterdigini gézlemlemislerdir. Gram
pozitif bakterilerde bdyle bir inhibisyon zonu elde edememelerinin sebebinin, hiicre
duvarinin sert yapisim1 olusturan kalin bir peptidoglikan tabakasi olmasi olabilecegini
belirtmislerdir. Muhtemelen gram pozitif bakterilerin hiicre duvarmin, hiicre duvari daha
ince bir peptidoglikan tabakasi olusturan gram negatif bakterilerin aksine, sert bir yap1
olusturan kalin bir peptidoglikan tabakasindan olusmasi nedeniyle AgNP'lerin zor niifuz
etmesine neden olur. Yiiksek bakterisit aktivite, kesinlikle Ag* (bakterisidal ajan) iyonlarinin
rezervuari olarak hareket eden glimiis nanopartikiillerden salinan giimiis katyonlara atfedilir.
Nanopartikiillerden gelen bu iyonlarin, negatif yiiklii bakteri hiicre duvaria baglanip onu
pargalara ayirarak hiicre Olimiine ve protein denatiirasyonuna yol agtigi tahmin

edilmektedir.

4.2.2. Broth Mikrodiliisyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin
Degerlendirilmesi

Ekstrakt ve AgNP’lerin antimikrobiyal etkisi broth mikrodiliisyon yontemi ile gram

pozitif ve gram negatif bakteriler ile C. albicans mayasina karsi broth mikrodiliisyon

47



yontemi ile arastirildi. Mikrodiliisyon yonteminde sirasiyla bakteri ve mayalar i¢in pozitif
kontrol olarak streptomisin ve nistatin kullanildi. Elde edilen sonuglar, ekstrakt i¢in en
yiiksek MIK degerinin B. subtilis’e (0,62 pg/mL); AgNP icin ise E. coli bakterisine (0,31
ug/mL) ait oldugunu gostermektedir (Tablo 2).

Tablo 2.
Ekstrakt ve AgNP’nin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK, pg/mL) degerleri
Mikroorganizmalar Ekstrakt ~ AgNP  Streptomisin Nistatin

S. haemolyticus (ATCC 43252) 1,25 2,50 5,00 -
B. subtilis (ATCC 6633) 0,62 2,50 5,00 -
S. aureus (ATCC 6538P) 2,50 2,50 5,00 -
P. aeruginosa (ATCC 27853) 2,50 1,25 1,25 -
E. coli (NRRL B-3704) 2,50 0,31 5,00 -
A. baumannii (ATCC 19606) 1,25 2,50 2,50 -
P. vulgaris (ATCC 13315) 2,50 2,50 5,00 -
C. albicans (ATCC 10231) 2,50 1,25 - 2,50

Tippawat vd. (2016) yaptiklari arastirmada Aloe vera ile sentezledikleri glimiis
nanopartikiillerinin patojenik gram pozitif Salmonella epidermis ve gram negatif
Pseudomonas aeruginosa’ya karsi bakterisidal etkilerini incelemislerdir. Calismalarinda,
cok daha diisiik konsantrasyonlarda gram negatif bakteriye kars1 yliksek aktivite gosterirken
yiiksek konsantrasyonlarda gram pozitif bakteriye karsi etki gdsterdigini bildirmislerdir.
Bunun nedeninin yaygin olarak porinler olarak bilinen mevcut beta varil proteinlerinin yani
sira, gram negatif bakterilerdeki daha ince peptidoglikan tabakasi oldugu diistintilmektedir
(Jain vd., 2021).

Glimiis nanopartikiiller, bakterilerle temasinda genis bir yiizey alan1 olusturmaktadir.
Nanopartikiiller, hiicre zarina baglanmasiyla mikroorganizmalara niifus etmektedir (Feng
vd., 2000). Siilfiir gruplar1 barindiran bakterilerde, giimiis nanopartikiiller fosfor igeren
bilesikler (DNA) ile etkileserek fonksiyonunu inhibe edebilme 06zelligine sahiptir

(Matsumura vd., 2003). Ayrica giimiis nanopartikiiller bakteri mitokondrisinde solunum
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mekanizmasinda hasar olusturarak hiicre 6liimiine sebep olabilir (Sondi ve Salopek-Sondi,
2004); diisik pH’a sahip bir ortamda, bakteriyel ortamda Ag"™nin devamli serbest
birakilmasi ile de serbest radikallerin olusumuna neden olabilir. Bu da oksidatif strese bagli

bakteri 6liimiinii arttirabilir (Morones vd., 2005).

4.3. Antibiyofilm Aktivitenin Degerlendirilmesi

Caligmada ekstrakt ve AgNP’lerin antibiyofilm aktiviteleri gram pozitif ve gram
negatif bakteriler ile C. albicans mayasina kars1 arastirildi. Ekstrakt ve AgNP’nin biyofilm
giderim yiizdesi bulgular1 Tablo 3’te verildi. En yiiksek biyofilm yiizdesi ekstraktta
%64,12+0,80 oranla B. subtilis’e karst AgNP i¢in ise %53,87+0,15 oranla C. albicans
mayasina ve %53,344+0,32 oranla P. aeruginosa bakterisine karsi elde edildi. En diisiik
biyofilm yiizdesi ise, ekstraktta %27,12+0,15 oranla C. albicans’a karsi AgNP’de ise
%32,18+0,54 oranla S. haemolyticus’a kars1 bulundu.

Tablo 3.

Ekstrakt ve AgNP’nin antibiyofilm aktivitesi (%)
Mikroorganizmalar Ekstrakt (ug/mL) AgNP (pg/mL)
S. haemolyticus (ATCC 43252) 42,12+0,10 32,18+0,54
S. aureus (ATCC 6538P) 36,12+0,10 38,72+0,15
B. subtilis (ATCC 6633) 64,12+0,80 45,45+0,61
A. baumanii (ATCC 19606) 46,43+0,20 44,12+0,26
E. coli (NRRL B-3704) 42,75 +0,22 48,12+0,42
P. aeruginosa (ATCC 27853) 30,78+1,20 53,34+0,32
P. vulgaris (ATCC 13315) 38,12+1,12 41,03+0,16
C. albicans (ATCC 10231) 27,12+0,15 53,87+0,15

Bakteriyel biyofilmlerin aracilik ettigi kronik enfeksiyonlar genellikle geleneksel

antibiyotik

tedavilerine

oldukca

direnglidir.

Bu

kismen,

bakteri

hiicrelerini

ekzopolisakkaritler, DNA, dis zar vezikiilleri ve diger hiicre kaynakli igerigi igeren bir matris

icinde saran ve koruyan biyofilmden kaynaklanmaktadir (Schooling ve Beveridge, 2006;
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Flemming ve Wingender, 2010; Toyofuku vd., 2012). AgNP'lerin gerek gram negatif
gerekse gram pozitif bakterilere karsi etkili oldugu bilinmektedir (Markowska vd., 2013).
Antibakteriyel etki sentez yontemine, partikiil boyutuna, giimiis salinimina ve bakteri
suslarinin tipine bagli oldugundan farkli calismalar rapor edilmistir (Xiu vd., 2012;
Logaranjan vd., 2016; Regiel-Futyra vd., 2017). AgNP'ler sadece mikroorganizmalari
oldiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda biyofilmlerin pargalanmasinda da énemli bir rol oynar

(Chapman, 2010).

Biyolojik yollarla sentezlendiginde giimiis nanopartikiillerinin Staphylococcus
aureus ve Pseudomonas aeruginosa gibi birincil biyofilm olusumuna sahip
mikroorganizmalara kars1 giiclii antibiyofilm aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
(Ramalingam vd., 2014). Shafreen vd. (2017), glimiis nanopartikiiller i¢in Escherichia coli
tarafindan olusturulan bir biyofilme karsit 300 ng/mL'lik bir inhibitér konsantrasyon

bildirmislerdir.

4.4. Antioksidan Aktivite

4.4.1. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Ekstrakt ve AgNP’lerin antioksidan aktivitesi DPPH serbest radikal giderme yontemi
ile aragtirlldi. DPPH analizinin temelinde, DPPH bir hidrojen atomunun transferi
yatmaktadir. Bununla birlikte mor renkli DPPH radikali notralleserek indirgenir, absorbansi
diiser ve sari renge doniisiir (Ricci vd., 2019). Bu renk doniisiimiiniin absorbansi
spektrofotometrede 517 nm’de izlenebilmektedir. Bu esasa dayanarak hesaplanan inhibisyon

yilizdesinde konsantrasyona bagli artis beklenmektedir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde AgNP’nin ekstrakta oranla daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Hem ekstrakt hem de AgNP’de
konsantrasyona bagli artis gézlendi (Sekil 19). En yiiksek konsantrasyon olan 800 ug/mL’de
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hesaplanan inhibisyon degeri ekstrakt ve AgNP i¢in sirasiyla %52,89+0,84 ve %61,28+3,26
olarak bulundu (Tablo 4).
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Sekil 19. Ekstrakt ve AQNP % DPPH serbest radikal giderme aktivitesi grafigi.

Bitkiler etkileyici antioksidan yeteneklere sahiptir. Bitkilerin antioksidan yetenegini
artttrmanin bir alternatifi, onlar1 metalik tuzlarla birlestirmektir. Bitki yapraklari ¢inko,
demir, giimiig, altin, bakir ve titanyum ile baglandiginda antioksidan islevlerinin énemli
Olciide arttigin1 gostermistir (Taghavi Fardood ve Ramazani, 2016). Cesitli calismalar, sifali
bitkiler tarafindan yesil sentezlenen glimiis nanoparcaciklarin antioksidan 6zelliklerinin tiim

metalik nanopargaciklar arasinda en fazla oldugunu gostermistir (Wang vd., 2021).

DPPH, giimiis nanopartikiillerden hidrojen veya elektronlar alarak indirgenir ve bu
mekanizma spektrofotometrede gozlenebilir. Bitki ekstraktlarinda bulunan bilesiklerin
serbest radikal siiplirme kapasitesinin dl¢ltimiinde siklikla kullanilan yontemin aynisi glimiis
nanopartikiiller igin de gegerlidir (Upadhyay vd., 2014). Giimiis, platin, selenyum ve altin
nanopartikiilleri tarafindan gelistirilmis DPPH siipiirme aktivitesine iliskin benzer egilimler,

onceki calismalarda bildirilmistir (Watanabe vd., 2009).
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Tablo 4.

Ekstrakt ve AgNP’nin % DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

Konsantrasyon (ug/mL) Ekstrakt AgNP BHT
25 12,00£1,20 14,22+0,51 48,224+0,94
50 14,22+0,51 19,06+0,10 68,69+1,30
100 15.22+1,39 28.17+0,76 88.38=1,51
200 17,56£1,71 30,44+0,54 98,15+2,47
400 24,224+0,19 31,50+0,17 98,38+1,30
800 52.89+0.84 61,28+3,26 99.02+0,94

Wang vd. (2021), Zingiber officinale yaprak su ekstraktlarinin ve yesil sentez
yontemi ile sentezledikleri glimiis nanopartikiillerinin antioksidan aktivitesini DPPH
yontemi ile aragtirmiglardir. Elde ettikleri sonuglarda Z. officinale ekstrakti, BHT ve giimiis
nanopartikiillerin 1Cso degerlerini sirasiyla 275, 203 ve 172 pg/mL oldugunu
gozlemlemislerdir. Hem Z. officinale ekstraktinin hem de glimiis nanopartikiillerin DPPH ile
baglantisinda elektronlarin ve hidrojen iyonlarinin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikaline
doniistiiriilmesinden ve kontrolli bir DPPH kompleksi olusturulmasindan kaynakl

olabilecegini belirtmislerdir.

4.4.2. ABTS* Katyon Radikali Giderme Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Kararli bir serbest radikal olan ABTS™" gesitli bilesiklerin antioksidan kapasitesini
belirlemede kullanilir. Absorbansin diismesiyle beraber inhibisyon oranlarinda 6rneklerin

konsantrasyona bagli olarak artig gostermesi beklenmektedir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda AgNP’lerin ekstrakta oranla énemli derecede
ABTS"" katyon radikali indirgeme aktivitesine sahip oldugu gozlendi. Ekstrakt ve AgNP’nin
konsantrasyona bagli bir artis gosterdigi izlendi (Sekil 20). En yiiksek konsantrasyon olan
800 pg/mL’de ekstrakt ve AgNP’nin inhibisyon oranlar1 sirasiyla %71,30+0,60 ve
%84,72+0,65 olarak hesaplandi (Tablo 5).
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Sekil 20. Ekstrakt ve AgNP % ABTSe+ katyon radikali giderme aktivitesi grafigi.

Tablo 5.
Ekstrakt ve AgNP’nin ABTS"" katyon radikali giderme aktivitesi (%)
Konsantrasyon (pug/mL) Ekstrakt AgNP BHT

25 27,79+0,29 28,80+0,14 26,64+1,65
50 29,37+0,14 32,62+4,23 51,24+1,09
100 31,95+0,14 40,83+0,66 81,21%1,65
200 37,87+0,22 43,36+0,54 93,80+4,23
400 48,19+1,65 55,78+1,09 95,87+3,98
800 71,30+0,60 84,72+0,65 98,68+2,98

Narayanan vd. (2021), Ctenolepis garcini ekstrakti ile sentezledikleri giimiis
nanopartikiillerinin antioksidan aktivitelerini ABTS™ katyon giderme yontemi ile
belirlemislerdir. Ekstrakt, giimiis nanopartikiilleri ve kontrol olarak kullanilan askorbik asit
icin % inhibisyonlar sirasiyla 64,15, 71,42 ve 36,15 olarak bildirmislerdir. Elde ettikleri

sonuglarda ekstrakta oranla giimiis nanopartikiillerinin daha etkili ABTS™ giderme

aktivitesine sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Fafal vd.

nanopartikiilii sentezlemisler ve antioksidan aktivitesini ABTS testi ile belirlemislerdir.
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Ekstrakt ve giimiis nanopartikiil ig¢in % inhibisyonlarin1 sirasiyla 39,62+0,02 ve
79,94+0,02 olarak gézlemlemislerdir. Giimiis nanopartikiillerinin, ekstrakta oranla daha

giicliit ABTS™ katyon giderme aktivitesine sahip oldugunu belirtmislerdir.

4.4.3. FRAP Aktivitesinin Degerlendirilmesi

FRAP yontemi ile oOrneklerin demir indirgeme kabiliyetlerinin belirlenmesi
amaclanmustir. Yontem, Fe**-TPTZ demir kompleksini Fe?*-TPTZ kompleksine indirgeme
esasina dayanmaktadir (Dtugosz vd., 2020). Giimiisiin, Ag*® biyorediiksiyonunda etkisi olan
Oziitte bulunan fitokimyasal maddeler FRAP testi ile ortaya cikarilabilir (Bedlovicova vd.,

2020).

Ekstrakt ve yesil sentez yontemi ile sentezlenmis AgNP’lerinin FRAP yontemi ile
demir indirgeme aktivitesi arastirildiginda en yiiksek konsantrasyon olan 800 pg/mL’de elde
edilen absorbans degerleri ekstrakt igin 0,46+0,01 ve AgNP i¢in 0,13+0,01 olarak
bulunmustur (Tablo 6). Ekstrakt igin konsantrasyona bagli olarak absorbansta artig gézlense

de nanopartikiil i¢in bu s6z konusu degildir (Sekil 21).
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Sekil 21. Ekstrakt ve AgNP FRAP aktivitesi grafigi.
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Abdellatif vd. (2022), Allium cepa su ekstrakti kullanarak sentezledikleri glimiis
nanopartikiillerinin antioksidan aktivitesine FRAP testi ile bakmislardir. Elde ettikleri
sonuclar ekstrakt ve giimiis nanopartikiilii i¢in sirastyla 14,78+0,20 ve 13,37+0,17 mg
Troloks esdeger kapasitesi degerindedir. Sentezledikleri nanopartikiillerin, ekstrakta oranla

daha diisiik FRAP aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.

Tablo 6.
Ekstrakt ve AgNP’nin FRAP aktvitesi
Konsantrasyon (pug/mL) Ekstrakt AgNP BHT
25 0,11=0,01 0,09+0,01 0,34+0,03
50 0,12+0,01 0,09+0,01 0,54+0,09
100 0,1540,01 0,09+0,01 0,61£0,02
200 0,17+0,01 0,09+0,01 0,83+0,09
400 0,28+0,03 0,11=0,01 0,98+0,12
800 0,46+0,01 0,13+0,01 1,27+0,13

Essghaier vd. (2022), Pistacia lentiscus ve Olea europaea subsp. europaea var.
sylvestris bitkilerini karigtirarak glimiis nanopartikiilleri sentezlemisler ve antioksidan
aktivitesini FRAP yontemi ile arastirmiglardir. Ekstrakt ve glimiis nanopartikiillerini
kiyasladiklarinda, giimiis nanopartikiilin FRAP aktivitesini dnemli miktarda diistirdiigii
sonucuna varmiglardir. Bunun sebebinin ise nanomateryallerdeki antioksidan aktivitenin

stabilitesine bagli olabilecegini bildirmislerdir.

FRAP yontemi ile elde ettigimiz sonuglarin literatlir bilgisi ile uyumlu oldugu
goriildii. Ekstraktin 6nemli FRAP aktivitesine sahip olmamasinin yani sira AgNP’lerin

antioksidan aktiviteyi bastirabildigi s0ylenebilir.
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4.4.4. Metal Selatlama Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Selasyon mekanizmasi, metallarin organizmada yol ag¢tig1 toksik etkilerden
korunmasinin bir yoludur. Selatlama sirasinda kovalent bag olusturan metallerin stabil hale
gelmesi ile zararlar1 6nemli miktarda azalir (Sobral-Souza vd., 2014). Organizmada metal
birikmesinden kaynakli problemler bu metallerin oksidatif strese sebep olmalar ile
alakalhidir. Bitkiler dogal olarak iirettikleri antioksidanlar ve selatlama maddeleri ile

kendilerini metallere kars1 korumaktadirlar (Figueredo vd., 2016).

Calismada bitki ekstrakti ve AgNP’lerin antioksidan aktivitesini belirlemek icin
metal selatlama yontemi de kullanildi. Ekstrakt ve AgNP’lerin metal selatlama aktivitesi
sonuclarina bakildiginda hem ekstrakt hem de AgNP’de konsantrasyona bagli artis gozlense
de bu artis ¢ok diisiik bir miktarda gergeklesmistir (Sekil 22). En yiiksek konsantrasyon olan
800 pg/mL’de elde edilen % inhibisyon degerleri sirasiyla 29,05+3,77 ve 18,50+5,49 olarak
bulundu (Tablo 7).
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Sekil 22. Ekstrakt ve AgNP metal selatlama aktivitesi (%) grafigi.

Kumar vd. (2019), Holoptelea integrifolia yaprak ekstraktlar1 kullanarak giimiis
nanopartikiileri sentezlemis ve antioksidan aktivitesine DPPH, metal selatlama ve nitrik

oksit yontemleri ile bakmiglardir. Metal selatlama testi i¢in standart olarak kullanilan EDTA
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ile glimiis nanopartikiillerini karsilastirdiklarinda, giimiis nanopartikiillerinin diisiik metal

selatlama aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.

Tablo 7.

Ekstrakt ve AgNP’nin metal selatlama aktivitesi

Konsantrasyon (ng/mL) Ekstrakt AgNP EDTA
25 12,96+4,32 7,52+1,63 15,89+1,26
50 14,42+3,39 7,21+1,13 36,23+1,13
100 15,36+7.,63 8,36+1,01 52,36+3.,01
200 18,08+8,56 10,76+3,44 78,41+2,43
400 21,84+9.63 13,58+4,17 84,7542,27
800 29,05+3,77 18,50+5,49 89,61+1,13

Metal selatlama yonteminde, ikincil metabolitlerin glimiis metallerini kapatma
mekanizmas1 vardir, bu nedenle serbest degildirler, dolayisiyla diisiik metal selatlama
ozellikleri kabul edilebilir. Farkli biyolojik bilesenler, hiicrelerde oksidatif stresin
azaltilmasina yardimci olan ¢esitli antioksidan deneylerinde degisik antioksidan aktivitelere
sahiptir (Iravani, 2011; Ingham, 2015).

Calismada bitki ekstraktinin antioksidan o6zelliklerinin, kapatma mekanizmasi
yoluyla yesil sentez yontemi ile sentezlenen AgNP'ler tarafindan hala korundugunu
dogrulamaktadir. AgNP'lerin kolloidal ¢ozeltisi, ortalama ila iyi antioksidan Ozellikler
gosterdi; muhtemelen ¢esitli fitokimyasallar da dahil olmak iizere glimiis gibi sagliga faydali
metallere sahip birincil bir antioksidan gorevi goren bir serbest radikal temizleyici olarak

hizmet edebilir.
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4.5. Mutajenik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Calismada ekstrakt ve AgNP’lerin mutajenik aktivitesi Ames/Salmonella metodu ile
S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarina karsi incelendi. Her iki 6rnegin de farkli
konsantrasyonlari (5, 25, 50 ve 100 ug/mL) S. typhimurium TA 98 ve TA100 suslarina kars1
bakildiginda, ekstraktin 50 pg/mL’den itibaren her iki sus i¢in de mutajenik aktiviteye sahip
oldugu tespit edildi. Glimiis nanopartikiillerinin her iki sus i¢in de mutajenik aktiviteye sahip
olmadig1 belirlendi (Tablo 8). Bu bulgu belirli mutajenik ajanlar {lizerinde gelecekteki

calismalar i¢in dikkate alinmasi gereken belirli fizikokimyasal 6zelliklere sahip AgNP'lerin

olas1 antimutajenik etkilerini ortaya koydugunu diisiinmekteyiz.

Tablo 8.

Ekstrakt ve AgNP’nin Ames/Salmonella testi ile mutajenik aktivitesi

His* Geri Dénen Koloni

Uvaulafna Konsantrasyon Sayisi/Plaka
¥ (ng/mL) TA98 TA100
Ort£SS Ort£SS
ok NPD 800,00+17.35
SA 1232,67£62,07
5 16,67+01,53 52,00+03,61
25 71,33+12,34 111,33+31,94
Ekstrakt
50 242.67+28,36 307,67+14,22
100 404,33+17,01 528,33+45,62
5 13,67+01,53 59,33+03,51
25 12,334+01,53 46,00+09,64
AgNP
50 19,00+05,00 69,67+14,29
100 18,33+03,06 66,67+05,13
NK dH20 44,00+06,24 109,33+13,32
SK 28,33+02,31 85,33+11,37

PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol, SK: Spontan kontrol,

NPD: 4-nitro-o-fenilendiamin (10 pg/plaka), SA: Sodyum azid (107 pg/plaka).

Ames testi, DNA mutajeni tarafindan indiiklenen mutasyon tipinin taninmasina izin

vererek, molekiildeki birincil degisikliklerin dogas1 hakkinda bilgi saglar (Maron ve Ames,
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1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000). TA98 ve TA100'in genotip 6zellikleri soyledir; TA9S,
yakindaki tekrarlayan bir -C-G-C-G-C-G-C-G dizisinin okuma g¢ergevesini etkileyen
cergeve kaymasi mutasyonu indiikler (Isono ve Yourno, 1974), TA100 16sinin (GAG/CTC)
bir prolin (GGG/CCC) tarafindan ikame edilmesini indiikler (Barnes, 1982). Yani esas
olarak GC ciftlerinden birinde baz cifti ikame mutasyonlarina neden olan mutajenler

tarafindan yabani tip duruma dondiirtiliir.

de Céssia Proenga-Assuncao vd. (2021), curcumin ile sentezlemis olduklar1 giimiis
nanopartikiillerinin mutajenik aktivitelerini Ames/Salmonella testi ile S. typhimurium
TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslarma kars1 aragtirmiglardir. Curcumin ile sentezlemis
olduklar1 giimiis nanopartikiillerinin denenen tiim suslara karst mutajenik aktivie

gostermedigini belirlemislerdir.

Saygi ve Usta (2021), Rosa canina tohumlar1 ile sentezledikleri glimiis
nanopartikiillerinin antimutajenik etkisine Ames/Salmonella testi ile TA98 ve TA100
suslarina  karst  bakmislardir.  Farkli  konsantrasyonlarda hazirladiklart  glimiis
nanopartikiillerinin geri donen koloni sayisinin artan konsantrasyona bagli olarak azaldigini
gbzlemlemislerdir. Sentezlemis olduklar1 giimiis nanopartikiillerinin her iki susa kars1 olan

etkisi ile giiclii antimutajenik ve antikanserojen etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

4.6. DNA Kesme Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Ekstrakt ve AgNP'min DNA kesme aktiviteleri agaroz jel elektroforez yontemi ile
arastirildi. Agaroz jel elektroforezi yontemi, DNA hasarinin tespiti i¢in 6nemli bir
yontemdir. DNA'nin genom {izerindeki spesifik dizi bolgelerinden kesildigi ve bir kontrol
modeliyle karsilagtirildigt DNA tiplemesi ile gergeklestirilir. Bu nedenle DNA kesme
aktivitesini belirlemek i¢in uygulanabilir. DNA kesme aktivitesi, pPBR322 DNA'nin siiper
sarmal dairesel yapisinin (Form I) halkasal forma (Form Il) ve/veya lineer forma (Form 111)

donisiimii ile kontrol edilir.
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Agaroz jel elektroforez yonteminde DNA molekiilleri, ytiklerine, boyutlarina ve
topolojilerine bagli olarak jel dokusunda go¢ eder. DNA kesme aktivitesi, oksitleyici ajan
yoklugunda (hidrolitik) ve oksitleyici ajan varliginda (oksidatif) degerlendirildi ve her iki
ornegin de oksitleyici ajan olarak kullanilan H202 varliginda DNA'y1 kestigi gozlemlendi

(Sekil 23).

Form II
Form I

Sekil 23. Ekstrakt ve AgNP DNA kesme aktivitesi. A. Ekstrakt, B: AQNP, M: Marker,

1-6. Hidrolitik: 1. DNA kontrol, 2. DNA + 50 ug/mL, 3. DNA + 100 pg/mL, 4. DNA + 200
pg/mL, 5. DNA+ 400 pg/mL, 6. DNA + 800 png/mL.

7-12. Oksidatif: 7. DNA + H202 kontrol, 8. DNA + 50 pg/mL + H202, 9. DNA + 100 pg/mL
+ H20, 10. DNA + 200 pg/mL + H202, 11. DNA+ 400 pg/mL + H20., 12. DNA + 800
pg/mL + H20..

Genomik DNA'nin hasarina oksijen serbest radikalleri neden olabilir. Bu hiicre
Oliimiinii veya kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini tegvik eden kromatin kiriklar1 gibi kromozomal
anormalliklere yol agabilir. Bu nedenle, NP'ler gibi sentetik materyaller tarafindan DNA

kesme aktivitesi iizerine yapilan ¢aligmalar, arastirmacilarin biiyiik ilgi odagi olmustur.

Son zamanlarda dogrudan veya dolayli olarak DN A molekiiliinii hedef alan bilesikler
hem kanser hem de antimikrobiyal ajanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Bu nedenle yeni

bilesiklerin sentezine olan ilgi her gecen giin artmaktadir.

Parvanak Boroujeni vd. (2018), bakir-glimiis-nikel biyometalik nanopartikiilleri

sentezlemis ve nanopartikiillerin DNA ile etkilesimlerine agaroz jel elektoroforezi ile
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incelemiglerdir. pET-28 plazmid DNA ile yirittikleri ¢alismanin sonucunda,

nanopartikiillerin DNA iizerinde bir kesme aktivitesine sebep olmadigini belirtmislerdir.

Aygiin vd. (2020), Reishi mantar1 kullanarak yesil sentez yontemi ile giimiis
nanopartikiilleri sentezlemislerdir. Glimiis nanopartikiillerinin DNA kesme aktivitesini jel
elektroforezi yontemi plazmid pBR322 DNA kullanarak 30 ve 60 dakikalik farkli
inkiibasyon siirelerinde incelemislerdir. Glimiis nanopartikiillerinin DNA’y1 50 ve 100 g/mL
konsantrasyonda 60 dakikalik inkiibasyon sonucunda Form II yapisinin goriildiigiini

bildirmislerdir. Sonug olarak giimiis nanopartikiillerinin DNA’y1 kestigini gormiislerdir.

4.7. AgNP’lerin Metilen Mavi Boyasi Uzerine Fotokatalitik Etkisinin
Degerlendirilmesi

Calismada, biyolojik olarak sentezlenmis AgNP’lerin metilen mavi boyasina karsi
fotokatalitik aktivitesine sahip olup olmadig: arastirildi. Metilen mavi boyasinin 663 nm’de
maksimum pik vermesi ile seri diliisyon yontemi kullanilarak boyanin kalibrasyon egrisi
olusturuldu (Sekil 24). Metilen mavi boyasi, AgNP’lerin eklenmesiyle sahip oldugu parlak
mavi rengi zamanla kaybederek acik sari-yesil renge donerek bariz renk degisikligine
ugradig goriildii ve AgNP’lerin metilen mavi boyasinin degrade edisi UV-Vis spektro ile
izlendi. AgNP ile birlikte eklenen H202, metilen mavi boyasiyla ortama birakildiginda
boyada renk degisikligi veya absorbansta diisme gozlenmedi (Sekil 25) ancak ortamda
AgNP’lerin varliginda metilen mavi boyasinin absorbansinda zamana bagh olarak diisiis

goriildii (Sekil 26).

Elde edilen absorbans degerlerinin metilen mavisi kalibrasyon egrisi grafigi
kullanilarak degradasyon yiizdeleri hesaplandi. Buna dayali olarak metilen mavi boyasinin
degradasyonunun AgNP’ler tarafinda maksimum yiizdesinin 24. saatte %83,78 oldugu
bulundu (Tablo 9).
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Sekil 25. H2O2 metilen mavisi degradasyonu UV-Vis spektrumu.

Sentetik boyalarin kullanimina giintimiizde kagit, tekstil, kozmetik, yapistiricilar,
miirekkep, ilag, gida vb. alanlarda yaygin olarak rastlanmaktadir (Indana vd., 2016). Metilen
mavi boyasi, tekstil endiistrilerinin sivilarindan yogun olarak salinir ve heterosiklik azo
tiirevi olan bu boya su kiitlelerinin yiizeyindeki oksijeni tiikketerek su ortamlarini ve faunayi

etkiler.
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Sekil 26. AgNP metilen mavisi degradasyonu UV-Vis spektrumu.

Ekotoksik olmasinin yani sira sentetik boyalarin toksisitesinin insanlar iizerinde de
tehlikeli oldugu bilinmektedir (Indana vd., 2016). Bu sebeple, bu zararl etkilerini ortadan
kaldirabilmek amaciyla metilen mavi boyasinin degradasyonu son derece dnemlidir. Uygun
boyut ve sekildeki AgNP’ler, boya degradasyonunda son derece iyi katalizorler olarak etki
etmelerini saglayan yiiksek yiizey alani/hacim oranina sahip oldugu bilinmektedir (Bonnia
vd., 2016; Saha vd., 2017).

Joshi vd. (2018), Punica granatum su ekstrakti ile sentezledikleri glimiis
nanopartikiillerinin fotokatalitik etkisini metilen mavi boyas: ile analiz etmislerdir.
Nanopartikiillerin metilen mavisi boyasim1 72 saatte %60’a kadar degrade ettigini

belirlemislerdir
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Tablo 9.

AgNP ve H20. metilen mavisi degradasyonu (%)

Siire AgNP H20:>

0 0,00 0,00
5 dk 8,63 4,90
15 dk 17,74 5,57
30 dk 28,95 7,31
45 dk 35,99 8,35
60 dk 41,00 9,05
90 dk 50,81 9,05
2 sa 54,65 9,39
3sa 61,10 9,76
4 sa 68,07 11,50
5sa 70,47 12,78
6 sa 74,08 13,01
12 sa 76,15 15,02
18 sa 82,34 15,16
24 sa 83,78 15,69

Kadam vd. (2020), karnabahar atiklari ile yesil sentez yontemi ile sentezledikleri
glimiis nanopartikiillerinin fotokatalitik aktivitesini metilen mavi boyasinin indirgenmesiyle
arastirmiglardir. Metilen mavisinin maksimum absorbans pikini 664 nm’de elde etmisler,
giines 15181na maruz birakilan metilen mavi boyasinda renk degisimi gézlemlememislerdir.
Giimiis nanopartikiillerinin ortama eklenmesiyle giines 15181 altinda metilen mavisinin koyu
mavi renginin agik yesile dondiigiinii gézlemlemislerdir. Maksimum indirgemeyi, %97,57

ile 150. dakikada elde etmislerdir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu calisma, yesil sentez yontemiyle AgNP’lerin biyolojik sentezinin,
nanopartikiillerin siirdiiriilebilir sentezi ve farkli biyoteknoloji alanlarinda uygulanabilirligi
i¢in yararl olabilecegini gostermektedir. Sorgum tohumlarinin igeriginde bulundugu bilinen
bilesiklerden bazilar1 prosiyanidinler, flavonoidler, polifenolleri ve tanenlerdir (Zhang vd.,
2019). Igeriginde tanenlerin bulunmas: giiclii antioksidan ve radikal siipiirme aktivitesine
sebep olabilmektedir (Queiroz vd., 2018). Ancak ¢alismada kullanilan Sorgum’un alt tiirii
olan S. bicolor var. technicum (Koérn.) Stapf ex Holland hakkinda literatiirde biyolojik
aktiviteleri ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasinda S. bicolor
var. technicum tohum ekstraktt AgNP’lerin sentezlenmesinde kullanildi. Daha sonra hem

ekstrakt ve hemde AgNP’ler karakterize edilerek biyolojik aktiviteleri arastirildi.

AgNP’lerin  karakterizasyonunda SEM, TEM, EDS, FT-IR ve UV-Vis
Spektroskopisi analizleri kullanildi. SEM goériintiilerinde AgNP’lerin sekli kiiresel bulundu.
TEM analizi, AgNP’lerin ortalama biiyiikliiklerinin 51 ila 56 nm araliginda oldugunu
dogruladi. EDS analizinde AgNP’lerin literatiire uyumlu olarak 3 keV’de giimiis iyonu piki
vererek sentezin basarili oldugu goriildii. UV-Vis spektroskopisi analizleri, AgNP’lerin
kahverengi-bordo renginin 450 nm’de maksimum absorbansa ulastigini gosterdi.
AgNP’lerin 400 ile 500 nm araliinda maksimum absorbans pikine ulasmasi ¢alismada

sentezlenen AgNP’lerin literatiir ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Ekstrakt ve AgNP’lerin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan, mutajenik, DNA
kesme ve fotokatalitik aktivite analizleri biyolojik aktivitelerini belirlemek amaci ile
arastirildi. Antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon ve broth mikrodillisyon yontemleri ile
incelendi. Calismalarimiz, AgNP’lerin mikroorganizmalar tizerinde farkli antimikrobiyal
aktivite gosterdiklerini ortaya koydu. Ekstraktin en yiiksek zon inhibisyon ¢ap1 ve MIK
degeri gram pozitif bakterilere karsi alinirken AgNP’lerin en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi gram negatif bakterilere kars1 gosterdi. Bunun sebebi olarak AgNP’lerin hiicre

zarlarina hasar verebildigi ve gram negatif bakterilere kars1 daha yliksek aktivite gdsterdigi
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diistiniilmektedir. Antibiyofilm sonuglar1 ekstrakt i¢in en yiiksek biyofilm yiizdesinin B.
subtilis’e karsi, AgNP igin ise C. albicans mayasma ve P. aeruginosa bakterisine karsi
gosterdigi goriildii. Antioksidan analizleri igin DPPH, ABTS™, FRAP ve metal selatlama
aktivitesinin belirlenmesi yontemleri kullanildi. Ekstrakt ve AgNP, DPPH ve ABTS
yontemlerinde giliclii radikal giderme aktivitesi gosterirken; FRAP ve metal selatlama
yontemlerinde daha diisiik seviyede demir iyonu indirgedigi ve metal selatlama aktivitesi

gosterdigi belirlendi.

Ekstrakt ve AgNP’lerin mutajenik aktivitesi Ames/Salmonella testi ile aragtirildi. S.
typhimurium bakterisine ait iki sus (TA98 ve TA100) kullanild1. Ekstrakt her iki sus i¢in de
artan konsantrasyona bagli mutajenik aktivite gosterirken, AgNP’lerde mutajenik aktivite
goriilmedi. DNA kesme aktivitesi agaroz jel elektroforezi yontemi ile aragtirildi. Her iki
ornegin de oksitleyici ajan varlifinda DNA’y1 kestigi gozlendi. AgNP’lerin fotokatalitik
aktivitesi metilen mavi boyasina karsi indirgeme giicline bagli arastirildi. AgNP’lerin 24 saat

sonunda metilen mavi boyasin1 % 83,78 oranda indirgedigi goriildii.

Nanopartikiillerin biyolojik sentezinin ¢evre dostu olmasi ve toksik kimyasallar
icermemesi gibi 6nemli avantajlara sahip olmasi, yesil sentezin Onemini arttirmaktadir.
Guimiis nanopartikiilleri bu yollarla sentezlendiklerinde gesitli uygulamalarda kullanilabilir
olmast nedeniyle tercih edilmektedir. Calismada tohum ekstrakti ile AgNP’leri
sentezlendiklerinde genel olarak biyolojik aktivitelerinin 6nemli derecede arttigini
gormekteyiz. Gelecekte bu konuda yapilacak in vivo ve in vitro testlerle birlikte,

nanomateryal olarak saglik sektoriinde kullaniminin miimkiin olabilecegi 6ngoriilmektedir.
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