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OZET

Doktora Tezi

Yesil Sentez ile Elde Edilen Cinko Oksit Katkih Yumurta Kabugu
Nanokompozitlerinin (ZnO@YK) Karakterizasyonu ve Potansiyel Biyomalzeme
Ozelliklerinin Incelenmesi

Biisra SENSOY GUN

Burdur Mehmet AKkif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanoteknoloji Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Belgin TUNALI
II. Damisman: Dog¢. Dr. Rafig GURBANOV

Maysis, 2025

Bu tez calismasinda Althaea officinalis ¢igcek 6ziitii kullanilarak ¢evre dostu bir
yontemle ¢inko oksit-yumurta kabugu (ZnO@YK) nanokompozitleri sentezlenmis ve
biyomalzeme potansiyelleri arastirilmistir. Cigek Oziitlerinin kuersetin icerigi yiiksek
performansl sivi kromatografi (HPLC) ile belirlenmis, en yliksek icerige sahip pembe
cicek oziitii ile farkli molaritelerde ¢inko nitrat ¢ozeltileri belirli hacimlerce karistirilarak
yumurta kabugunda ZnO nanopartikiilleri (NP) iceren nanokompozitler sentezlenmistir.
Nanokompozitlerin yapisal ve morfolojik karakterizasyonu; ultraviyole-goriiniir bolge
spektroskopisi (UV-Vis), zayiflatilmis toplam yansima-Fourier doniisiimlii kizilotesi
spektroskopisi (ATR-FTIR), X-isimm1 difraktometresi (XRD), taramali elektron
mikroskobu-enerji dagilimli X-1511 spektroskopisi (SEM-EDX) ve gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile yapilmistir. Hemoliz testleri, ZnO@YK nanokompozitlerinin
%35’1n altinda hemolitik aktivite gosterdigini ve hemokompatibiliteye sahip oldugunu
ortaya koymustur. Antimikrobiyal etkinlik, Escherichia coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve
Candida albicans ATCC 10239 kars1 degerlendirilmis; minimum inhibitor konsantrasyon
(MIK) ve agar difiizyon testlerinde ozellikle ZnO@YK4 numunesi giiclii etki
gostermistir. Escherichia coli ATCC 35218 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
karsi yapilan biyofilm inhibisyon testleri ZnO@YK2 ve ZnO@YK4'in biyofilm
olusumunu 6nemli Olgiide engelledigini ortaya koymustur. 1.929 fibroblast hiicreleri
tizerinde yapilan MTT sitotoksisite testleri, nanokompozitlerin biyouyumlu oldugunu ve
hiicre proliferasyonunu destekledigini  gostermistir. Bu c¢alisma, ZnO@YK
nanokompozitlerinin biyomedikal uygulamalar i¢cin umut vadeden, biyouyumlu ve
antimikrobiyal materyaller olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: nanokompozit, yesil sentez, yumurta kabugu, antimikrobiyal

Hazirlanan bu Doktora tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi BAP birimi
tarafindan 09-DR-23 proje numarasi ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis
Characterization of Zinc Oxide Additive Eggshell Nanocomposites (ZnO@YK)
Obtained by Green Synthesis and Investigation of Their Potential Biomaterial

Biisra SENSOY GUN

Burdur Mehmet AKif Ersoy University
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Supervisor: Prof. Dr. Belgin TUNALI
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Rafig GURBANOV
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In this thesis study, zinc oxide-eggshell (ZnO@YK) nanocomposites were
synthesized by an environmentally friendly method using Althaea officinalis flower
extract and their biomaterial potential was investigated. Quercetin content of flower
extracts was determined by high performance liquid chromatography (HPLC),
nanocomposites containing ZnO nanoparticles (NP) in eggshell were synthesized by
mixing certain volumes of different molar zinc nitrate solutions with the highest content
of pink flower extract. Structural and morphological characterization of nanocomposites
were performed by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), attenuated total reflection-
Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR), X-ray diffractometry (XRD),
scanning electron microscope-energy dispersive X-ray spectroscopy (SEM-EDX) and
transmission electron microscope (TEM). Hemolysis tests revealed that ZnO@YK
nanocomposites showed hemolytic activity below 5% and had hemocompatibility.
Antimicrobial activity was evaluated against Escherichia coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and
Candida albicans ATCC 10239; especially ZnO@Y K4 sample showed strong activity in
minimum inhibitory concentration (MIC) and agar diffusion tests. Biofilm inhibition tests
against Escherichia coli ATCC 35218 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
revealed that ZnO@YK2 and ZnO@YK4 significantly inhibited biofilm formation. MTT
cytotoxicity tests on L929 fibroblast cells showed that the nanocomposites were
biocompatible and supported cell proliferation. This study indicates that ZnO@YK
nanocomposites can be considered as promising, biocompatible and antimicrobial
materials for biomedical applications.

Keywords: nanocomposite, green synthesis, eggshell, antimicrobial

The present Ph.D. Thesis was supported by Burdur Mehmet Akif Ersoy University BAP
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1. GIRIS

Son yillarda oldukca ilgi ¢eken bir alan olan nanoteknoloji, maddeyi atom ve
molekiil seviyelerinde manipiile ederek, yeni ve iistiin 6zellikler gelistirmeyi amaglayan
multidisipliner bir bilim dalidir. Bu bilim dali 1 ila 100 nanometre O&lgeginde
gerceklestirilen caligmalar ile materyallerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini
koklii bir sekilde degistirebilmektedir (Binnig vd., 1986). Nanoteknolojinin 6nemi, elde
edilen nanoyapilarin sahip olduklar1 essiz Ozelliklerden kaynaklanan olaganiistii
performans ve verimliliktir. Ciinkii nanomalzemeler, geleneksel malzemelere kiyasla
daha yiiksek mekanik dayaniklilik, enerji verimliligi, genis ylizey alan1 ve 6zgiil islevler
sunabilirler. Nanoteknolojinin hizli gelisimi, 6zellikle son yirmi yilda, geligmis iiretim
teknikleri ve karakterizasyon yontemlerinin sagladigi ilerlemelerle desteklenmistir. Bu
gelismeler, nanoteknolojinin tip, elektronik, malzeme bilimi ve ¢evre miithendisligi gibi
bircok alanda genis uygulama yelpazesi sunmasini miimkiin kilmaktadir (Roco vd.,
2011).

Nanomalzemelerin iiretimi i¢in kullanilan geleneksel yontemler, genellikle yliksek
enerji tiikketimi ve cevresel zararlara yol acan kimyasal kullanimi ile iligkilidir. Bu
geleneksel yontemler arasinda kimyasal buhar biriktirme (CVD), sol-jel yontemi ve
fiziksel buhar biriktirme (PVD) gibi siirecler yer alir. Bu yontemler, yiiksek sicakliklar
ve yuksek enerji gereksinimleri ile ¢caligir ve toksik kimyasallarin salinimina neden olarak
cevresel kirlilige yol acabilir (Huston vd., 2022).

Son yillarda, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir liretim yontemleri arayisinda "yesil
sentez" olarak bilinen yontemlere yonelme egilimi artmistir. Yesil sentez,
nanomalzemelerin iiretiminde daha az kimyasal kullanarak, enerji tiiketimini minimize
ederek ve cevre dostu malzemeler kullanarak daha siirdiiriilebilir bir yaklagim sunar
(Sharma vd., 2019). Bu yontemler, dogal kaynaklardan yararlanarak ve biyolojik
sistemlerin avantajlarindan faydalanarak nanomalzemelerin liretimini saglar. Yesil sentez
yontemleri, genellikle biyolojik kaynaklardan yararlanarak yapilir. Ornegin, bitki 6zleri
ve mikroorganizmalar kullanilarak nanomalzemelerin sentezlenmesi miimkiin olmaktadir
(Zambonino vd., 2021). Biyolojik sentez, nanomalzemelerin ylizey modifikasyonunu ve
stabilitesini artirma yetenegine de sahiptir. Bitki 6zleri kullanilarak sentezlenen
nanoparcaciklari, daha iyi biyolojik uyumluluk ve daha diisiik toksisite gibi 6zellikler

sergileyebilmektedir (Iravani ve Varma, 2020). Ayrica, yesil sentez yontemleri genellikle



daha ekonomik ve daha kolay kontrol edilebilir siirecler sunar, bu da endiistriyel
uygulamalar i¢in biiyiik bir avantajdir.

Nanokompozitler, bir matris malzeme ile nanometre Olcegindeki dolgu
maddelerinin birlesiminden olusan ¢ok fazli materyallerdir ve genellikle iistiin mekanik,
termal ve elektriksel Ozellikler sergilerler (Pownraj vd., 2021). Bu kompozitlerin
performansi, nanopartikiillerin matrisle etkilesimleri sayesinde, bilesenlerinin tek bagina
sagladig1 performanstan daha yiiksek olabilir. Ornegin, karbon nanotiipler ve grafen gibi
nanopartikiiller igeren kompozitler, yiiksek ¢ekme dayanimi, diisik yogunluk ve
miikemmel elektriksel iletkenlik ozellikleri ile dikkat gekerler (ibrahim vd., 2021).
Nanokompozitlerin antimikrobiyal 6zellikleri de 6nemli bir uygulama alanidir; 6zellikle
metal nanopartikiilleri, bakteri ve virilislere karsi yiiksek etkinlik gosterir ve bu 6zellikleri
sayesinde tibbi cihazlar, giyilebilir malzemeler ve hijyen firiinlerinde kullanilmaktadir
(Pownraj vd., 2021). Metal nanopartikiillerinin antimikrobiyal etkinligi, bu materyallerin
yiiksek yiizey alani ve bakteriyel hiicrelere dogrudan etki eden serbest radikallerin
iiretiminden kaynaklanir (Ibrahim vd., 2021; Zhou vd., 2023). Ayrica, metal
nanopartikiillerinin ¢esitli biiylikliik, sekil ve kimyasal bilesimleri, antimikrobiyal
aktiviteyi etkileyen onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Bu metal nanopartikiiller
arasinda Cinko oksit nanopartikiilleri (ZnO NP), yar iletken 6zellikleri, yiiksek yiizey
alan1 ve optik Ozellikleri nedeniyle genis bir uygulama yelpazesine sahiptir. ZnO
nanopartikiillerinin antimikrobiyal O6zellikleri, onlarin mikroorganizmalar tizerindeki
etkileri nedeniyle genis bir arastirma konusudur. ZnO nanopartikiilleri,
mikroorganizmalara kars1 etkili antimikrobiyal aktiviteler sergileyebilir. Bu etkinin temel
mekanizmasi, ZnO nanopartikiillerinin yiizeyindeki serbest radikallerin, ozellikle
hidrojen peroksit ve siiperoksitlerin, mikroorganizmalarin hiicre duvarlarmi oksidatif
stres yoluyla hasara ugratmasidir (Zhou vd., 2023). Ayrica, ZnO nanopartikiilleri UV
isinlart ile etkinleserek fotokatalitik antimikrobiyal etkiler gosterebilir. Bu ozellikler,
onlart gida giivenligi, tibbi uygulamalar ve su aritma gibi alanlarda potansiyel
uygulamalar i¢in uygun hale getirir (Jin vd., 2019).

Nanokompozit haldeki biyomalzemelerin sentezinde bir¢cok dolgu malzemesi
kullanilmaktadir. Son zamanlarda siirdiiriilebilir ¢evre i¢in biyomalzeme sentezlerinde
kullanilan inorganik kalsiyum karbonat gibi dolgu malzemelerinin yerini yumurta kabugu
almaktadir (Owuamanam ve Cree, 2020). Yumurta kabugu, biyolojik olarak tiiretilmis ve
yiiksek oranda kalsiyum karbonat (CaCOs) igeren bir materyaldir. Bu malzemenin

yapisinda bulunan aragonit kristal formu, nanoteknolojide nanopartikiil iiretimi i¢in ideal
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bir yap1 sunar (Kalra vd., 2022). Kalsiyum karbonat nanopartikiillerinin yiiksek yiizey
alan1 ve reaktivitesi, bu partikiillerin ¢esitli endiistriyel uygulamalarda, 6zellikle de
nanokompozit malzemelerde kullanilmasina olanak tanir. Yumurta kabugu bazh
malzemelerin saglik ve gida giivenligi uygulamalarinda kullanilabilirligini artirmaktadir.
Yumurta kabugunun c¢evresel siirdiiriilebilirligi, dogal ve bol bulunabilirligi, biyolojik
olarak bozunabilirligi ve geri doniisiim potansiyeli ile desteklenmektedir. Bu nitelikler,
yumurta kabugunu plastik ve diger sentetik malzemelere kars1 etkili ve ¢evre dostu bir
alternatif haline getirmektedir (Parvin vd., 2019).

Bu tez ¢calismasinda, Althaea officinalis bitkisinin ¢icek kisimlarindan elde edilen
oziitii ile nanokompozit sentezi gerceklestirilmistir. Althaea officinalis bitkisinin pembe,
kirmizims1 pembe ve beyaz ¢igek kisimlarindan elde edilen 6ziitlerin kuersetin ve gallik
asit miktarlar1 Yiiksek Performansl S1vi Kromatografisi-Diyot Dizisi Dedektorii (HPLC-
DAD) ile tespit edildi. HPLC analizine gore segilen pembe ¢igek 6ziitii kullanilarak ZnO
NP’leri igceren yumurta kabugu nanokompoziti sentezlendi. Sentez sirasinda ZnO
nanoyapilarinin olusumunu Ultraviyole goriiniir 151k spektroskopisi (UV-Vis) ile tespit
edildi. Elde edilen nanokompozitler, karakterizasyon ic¢in Fourier doniisiim infrared
(FTIR) spektroskopisi, X-ray kirinimi (XRD), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
enerjide dagitilmis X-ray spektroskopisi (EDS) ile detayl bir sekilde incelenmis ayrica,
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak morfolojik ve yapisal analizler
yapimistir. Nanokompozitlerin hemolitik aktiviteleri, antimikrobiyal 6zellikleri,
biyofilm olusumu tizerindeki etkileri ve MTT sitotoksisite testleri ile biyolojik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Bu analizler, iiretilen ZnO NP nanokompozitlerinin cesitli
mikroorganizmalar karsisinda yiiksek antimikrobiyal etkinlik ve biyouyumluluk

sagladigini, ayrica biyofilm inhibitor 6zellikleri gosterdigini ortaya koymustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, maddeleri atomik ve molekiiler dl¢ceklerde manipiile ederek yeni
materyaller ve sistemler tasarlamay1 hedefleyen bir bilim ve miihendislik alanidir. Bir
nanometre, bir metrenin milyarda biri olan bir 6l¢ii birimi (1 nm = 10° m) olarak
tanimlanir. Bu mikroskobik 6l¢ek, nanoteknolojinin, maddelerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin mikroskopik olgekteki davranislarindan farkli olmasini saglar ve bu
farkliliklar, yenilik¢i uygulamalar i¢in genis bir potansiyel sunmaktadir (Drexler, 1986;
Roco vd., 2023).

Nanoteknolojinin teorik temelleri, 1959 yilinda Richard Feynman’in “There’s
Plenty of Room at the Bottom” baslhkli konusmasiyla atilmistir. Feynman, bu
konugmasinda atom ve molekiilleri dogrudan manipiile etme fikrini 6ne slirmiis ve bu
alandaki bilimsel ve teknolojik gelismelere 151k tutmustur (Feynman, 1960).
Nanoteknolojinin modern anlamda bir disiplin olarak gelisimi, K. Eric Drexler’n
1986’da yayimlanan ‘Engines of Creation’ adli kitabiyla hiz kazanmistir. Drexler’in eseri,
nanoteknolojinin teorik ve pratik potansiyelini detayli bir sekilde incelemis ve bu
alandaki diisiince yapisini sekillendirmistir (Drexler, 1986).

1990'larin basinda, Taramali Tiinelleme Mikroskobu (STM) ve Atomik Giig¢
Mikroskopu (AFM) gibi cihazlarin gelistirilmesi, nanoteknolojinin laboratuvar ortaminda
uygulanabilirligini kanitlamistir. Bu araglar, atom ve molekiilleri dogrudan gézlemleme
ve manipiile etme yetenegini gézlemlemeyi saglayarak nanoteknolojik arastirmalarin
temelini olusturmustur (Binnig vd., 1982; Binnig vd., 1986).

Son yillarda, nanoteknoloji tip, elektronik, enerji ve malzeme bilimleri gibi bir¢cok
alanda kayda deger ilerlemeler gostermistir. Ornegin, tipta nanoteknolojinin hedeflenmis
ilag dagitimi ve biyomiihendislik uygulamalari, saglik alaninda devrim niteliginde
yenilikler sunmaktadir. Elektronik sektoriinde, daha kiiciik ve daha gii¢lii cihazlarin
iiretimi i¢in nanoteknolojik yontemler kullanilmakta ve enerji alaninda, nanoteknoloji,
daha verimli enerji depolama ve doniisiim c¢oOziimleri sunma potansiyeline sahiptir

(Bhushan, 2021; Ejidike, 2024).

2.2. Cinko Oksit Nanopartikiilleri

ZnO nanopartikiilleri, yiiksek yiizey alan1 ve kiiciik boyutlar1 sayesinde benzersiz

elektronik, optik, antimikrobiyal ve kimyasal 6zelliklere sahiptir. ZnO’in yar1 iletken
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dogasi, onu ozellikle fotokatalitik ve elektronik uygulamalar i¢in uygun hale getirir. ZnO
nanopartikiillerinin UV 1ginlarin1 absorbe etme kapasitesi, onlar1 gilines enerjisi
uygulamalarinda ve ultraviyole filtreleme sistemlerinde degerli kilar. Ayrica, yiiksek
ylizey enerjisi ve reaktif ylizey o6zellikleri, onlar1 biyomedikal ve ¢evresel uygulamalar
icin ideal kilar. Bu 6zellikler, ZnO nanopartikiillerinin ¢esitli endiistriyel ve bilimsel
alanlarda genis capta kullanilmasini saglamaktadir (Zhang vd., 2012; Akhtari vd., 2025;
Kamaraj vd., 2025).

ZnO nanopartikiillerinin antimikrobiyal etkinligi, 6zellikle bakteriyel ve fungal
patojenlerle miicadeledeki potansiyelinden dolayr genis bir ilgi gormektedir. Bu
nanopartikiiller, mikroorganizmalarin hiicre duvarlarina etki ederek veya serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirleri lireterek patojenlerin biiylimesini inhibe eder (Sekil
2.1). Bu dzellikleri, ZnO nanopartikiillerinin ¢esitli enfeksiyonlarla miicadelede etkili bir
ara¢ olmasini saglar. Bunun yani sira, ZnO nanopartikiillerinin biyofilm olusumunu
inhibe edebilme yetenegi, onlarin antimikrobiyal 6zelliklerini daha da belirginlestirir.
Biyofilm, bakterilerin yiizeylere yapisarak cogaldigi ve antibiyotik tedavilerine karsi
diren¢ kazandigir bir yapidadir (Sewid vd., 2025). ZnO nanopartikiilleri, biyofilm
olusumunu engelleyerek bakteriyel kolonizasyonu ve enfeksiyon riskini azaltabilir. Bu
nedenle, ZnO nanopartikiillerinin medikal ve c¢evresel uygulamalarda potansiyel
kullanimlar1 {izerinde yapilan aragtirmalar hizla artmaktadir (Wang vd., 2023 ; Kamaraj

vd., 2025; Bahari vd., 2025).
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Sekil 2.1. ZnO nanopartikiillerin antimikrobiyal etkileri (Mohd Yusof vd., 2019)

ZnO NP'ler, biyotip, kozmetik, optik ve elektronikteki genis potansiyel
uygulamalari ile son yillarda kullanimlar1 yayginlagmaktadir. ZnO NP'leri genis ylizey
alanina ve yliksek katalitik aktiviteye sahiptir. Bircok ¢alismada ZnO NP'lerinin
antibakteriyel, antioksidan, antikanser, anjiyogenez ve yetiskin dermal fibroblast
hiicrelerinin ¢ogalmasini sagladig rapor edilmistir (Sekil 2.2). Ek olarak, ZnO igeren
malzemelerinin giivenligi, gida ve ilag¢ idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir. (Ahtzaz

vd., 2017; Carofglio vd., 2020; Mehar vd., 2022).
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Sekil 2.2. ZnO nanopartikiillerin 6zellikleri

Bu ozellikler, ZnO nanopartikiillerinin ¢esitli saglik ve ¢evresel uygulamalarda,
ozellikle enfeksiyonlarin kontroliinde ve sanitasyon uygulamalarinda etkili bir ¢6ziim
olabilecegini gosterir. Glincel arastirmalar, bu nanopartikiillerin antimikrobiyal
etkinliklerini ve potansiyel uygulama alanlarin1 daha da kapsamli bir sekilde ortaya

koymaktadir (Abdelghany vd., 2022; Lyngdoh vd., 2024; Tsakiridou vd., 2024).

2.3. Nanokompozitler

Nanokompozitler, nanometre Olcegindeki (1-100 nm) bir veya daha fazla
nanomalzemenin, matris malzemesi ile birlesmesiyle elde edilen ileri diizey
malzemelerdir. Bu kompozitler, nanomalzemelerin 06zel fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin matris malzemesinin 6zellikleriyle birleserek gelistirilmis performans ve
fonksiyonellik sunar. Nanokompozitler, 6zellikle iistiin mekanik, elektriksel, optik ve
termal Ozellikleri nedeniyle endiistriyel ve teknolojik uygulamalarda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Wang vd., 2023).
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Sekil 2.3. Nanokompozit yapinin sematik gdsterimi

Nanokompozitler, genellikle iki veya daha fazla ana bilesenden olugsmaktadir. Bu
bilesenler matris malzemesi igerisinde ya da yiizeyinde nanoyapili doldurucu partikiiller
olarak yer almaktadir (Sekil 2.3). Matris malzemesi, polimer, seramik veya metal bazli
olabilir ve nanoyapili partikiiller, matrisin mekanik, elektriksel, optik ve antimikrobiyal
ozelliklerini iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir. Nanokompozitlerin performansi,
nanoyapili partikiillerin tipine, boyutuna, formuna ve matrisle olan etkilesimlerine bagh
olarak degisir. Ornegin, karbon nanotiipler ve grafen tabakalari gibi yiiksek yiizey alanmna
sahip nanomalzemeler, matrisin mekanik oOzelliklerini artirabilirken; metal oksit
nanopartikiiller, elektriksel ve optik oOzellikleri 1iyilestirebilir. Ayrica, bazi
nanokompozitler antimikrobiyal 6zellikler de sergiler. Metal oksit nanopartikiiller UV
isinim1 altinda reaktif oksijen tiirleri lretir ve bu da mikroorganizmalarin inaktive
olmasina neden olur (Sun vd., 2018). Ozellikle, giimiis, ¢inko oksit ve bakir
nanopartikiilleri, antimikrobiyal 6zellikleri ile bilinir ve bu yiizden tekstil, kaplama ve

biyomedikal uygulamalarda kullanilir (Zahran ve Marei, 2019).

2.4. Yumurta Kabugu

Giderek artan niifusa bagli olarak mevcut dogal kaynaklarin azalmasi ve artan gevre
sorunlarina iliskin endiseler cogalmaktadir. Dogal kaynak atiklar kullanilarak biyotemelli
malzemelerin yapimi bu sorunlarin 6niine gegmek icin yeterlidir. Ayrica maliyetlerin

azalmasi ve biyomalzeme 0&zelliklerinin gelistirilmesi i¢in diisiik maliyetli dolgu



maddeleri eklenmektedir. Yaygin olarak kullanilan bir inorganik dolgu maddesi kalsiyum
karbonattir. Son zamanlarda bu inorganik (kireg tas1 gibi) dolgu maddeleri yerine yiiksek
kalsiyum karbonat icerigi bulunan tavuk yumurta kabuklar1 gibi atik biyomateryaller
tercih edilmektedir (Owuamanam ve Cree, 2020). Ayrica, diinya ¢apinda atik tavuk
yumurtasi kabuklari, ¢evresel sorunlara neden olan ¢opliiklere atilmaktadir. Bu atiklarin
ayrismas1 amonyak, hidrojen siilfiir ve kotli kokulara neden olan aminler iiretmektedir.
Bu kotii kokuya ise fare, sigcan, sinek ve bocek gibi canlilar gelerek Escherichia coli ve
Salmonella gibi patojenlerin yayilmasinda etkili olmaktadirlar (Bee ve Abdul, 2020;
Owuamanam ve Cree, 2020).

Yumurta kabugunun son zamanlarda biyomalzemelerde kullanilmasi, onun ¢ok
onemli Ozelliklere sahip olmasindandir. Bu o6zellikler; yumurta kabuk zarinin
antibakteriyel aktivitesi, yara 1iyilestirme 0&zelligi ve yumurta kabuk kisminin
makro/mikro gézenek yapisidir. Yumurta kabuk zarinin antibakteriyel aktivitesi, yumurta
kabuk yilizeyindeki gozenekleri saran ve bakteri penetrasyonunu engelleyen kiitikiil
tabakasindan kaynaklanmaktadir. Kiitikiil tabakasinin bu antibakteriyel aktivitesi ise
kimyasal ve fiziksel oOzellikleri sayesindedir. Yumurta kabugu kiitikiiliinde bazi
antibakteriyel proteinler (c-tipi lizozim, ovotransferrin ve ovokaliksin) tespit edilmistir
(Martel vd., 2012; Alba vd., 2013). Bir¢ok kus tiirii yumurtasi ile yapilan bir ¢alismada
kiitikiil yapisinin, opakligmin ve kalmhiginin antibakteriyel 6zelligine etkisi oldugu
gozlenmistir (Chen vd., 2019). Ayrica bu ¢alismada tavuk, hindi, bildircin, 6rdek, kaz ve
devekusu yumurta kabuklarinin daha kalin kiitikul tabakalar1 icerdiklerinden dolay1
antibakteriyel etkileri diger tiirlere gore fazla oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2019).
Yumurta kabugunun Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
ve Bacillus subtilis gibi yaralar1 siklikla enfekte eden bakteri suslarinda etkili sekilde
antibakteriyel aktivite gosterdigi gozlenmistir (Labadie vd., 2008; Alba vd., 2013).
Bunlara ek olarak yumurta kabugu membrani (YKM), yara iyilesmesinde kullanilan,
potansiyel uygulamalar1 olan bir biyopolimerdir. YKM, yumurta kabuklarinin i¢inde
bulunan suda ¢oziinmeyen proteinli lifli bir agdan olusmaktadir. Bu lifli ag yapida
kolajenler, amino asitler ve diger biyolojik olarak aktif bilesikler bulunmaktadir. YKM,
kollajen birikimini tesvik ederek daha hizli yara iyilesmesi ve kalin graniilasyon
dokusuna yol agarak yara dokusunun ilerlemesini saglamaktadir (Sah ve Rath, 2016;
Ahmed vd., 2019; Webb vd., 2022). Bir ¢alismada yumurta kabugu membran tozunun
anti-inflamatur etkisi oldugunu ve ayrica fare derisi yara iyilesme modeli kullanarak

yapilan deneylerde yaralarin kapanmasi i¢in hiicre uyarimi sagladigi gézlenmistir (Vuong
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vd., 2018). Yumurta kabugu membran: dogrudan yara pansuman malzemesi olarak
kullanilmak i¢in farelerde denenmis ve yara iyilesmesinde basarili olmustur. Ayrica
yumurta kabugu zar1 bazi polimerler ve metallerle kompozit olusturularak yara iyilesme
kapasitelerine bakilmigtir. Kitosan ve yumurta kabugu zari ile olusturulan kompozit film
hem antibakteriyel etki hem de yara iyilestirme 6zelligi gostermistir (Ray vd., 2018).
AgNp ile yapilan nanokompozitte ayni sekilde etki gdstererek yumurta kabugunun
basarili bir yara iyilestirici ajan oldugunu gostermistir (Ray vd., 2018; Li vd., 2019;
Mensah vd., 2021).

2.5. Nanomalzeme Uretim Yontemleri

Nanoteknoloji alaninda nanomalzemelerin tiretimi Sekil 2.4’de gosterildigi gibi
genel olarak ii¢ ana yaklasim etrafinda sekillenir: yukaridan asagiya (top-down), asagidan
yukariya (bottom-up) yontemler ve yesil sentez yontemleri. Bu yontemler, malzemelerin

ozelliklerini ve tiretim verimliligini etkileyen cesitli avantajlar ve sinirlamalar sunar.

Nanomalzeme
Uretim

Yontemleri

|
| | |

Yukaridan Asagidan

Asagiya Yukariya pesiaentez
+ Mekanik Ogiitme * Sol Jel * Bitki ile Sentez
* Lazer Ablasyonu * Niikleasyon ve Biiyiime * Mikroorganizma ile Sentez
Mekanik Asindirma * Alev Sentezi
Elektro Patlatma * Molekiiler Hiizme
* Litografi * Atom Tabaka Ciokelmesi
*  Gaz Atomizorii * Yas Kimyasal Sentez

Sekil 2.4. Nanomalzeme sentez yontemleri
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2.5.1.Yukaridan Asagiya Uretim Yéntemleri

Yukaridan asagiya yontemler, biiyiik pargalarin kiiciiltillerek nanometre 6lgegine
indirilmesi esasma dayanir. Bu yontemler genellikle fiziksel ve kimyasal islemler
kullanarak makro 6lg¢ekli materyalleri nano boyutlarma doniistiiriir. Yaygin yukaridan
asag1 yontemlerinin bazilar1 su sekildedir;

Mekanik 6giitme, biiyiik pargalari mekanik kuvvetlerle kiigiik parcalara doniistiiren
bir yontemdir. Bu yontemde kullanilan ball-milling teknigi, tozlarin ve nanopartikiillerin
homojen bir sekilde {iretilmesini saglar. Ancak, genis bir boyut dagilimi ve
kontaminasyon riski gibi dezavantajlar1 vardir (Dubadi vd., 2021).

Lazer ablasyonu, bir lazer ismmin hedef materyalin yiizeyini buharlagtirarak
nanometre Ol¢eginde partikiiller elde edilmesini saglar. Bu yontem yiiksek saflikta ve
kontrollii boyutta nanomalzemeler iiretme avantaji sunar, fakat yiiksek maliyetli
ekipmanlar ve enerji gerektirebilir (Naser vd., 2019).

Litografi, silikon, cam veya bir substrat iizerine bilgisayar destekli desenlerin
aktarilmasini saglayan bir nanomalzeme iiretim teknigidir. Ozellikle yar1 iletken ve
mikro/nano sistemlerin iiretiminde temel bir adimdir. En yaygin kullanilan yontem olan
fotolitografi, UV 1s1k kaynag ile fotoresist adi verilen 1s18a duyarli malzeme iizerine
desen aktarimini saglar. Bu yontem, mikroelektronik liretimde standart hale gelmistir.
Alternatif olarak, elektron demeti (e-beam) litografisi ve X-151m litografisi, daha yiiksek
¢coziiniirlik gerektiren nano Olcekte iliretimlerde dikkat ¢eken tekniklerdir. E-beam,
dogrudan yazma sayesinde ¢ok ince desenler olusturabilirken; X-151m1 litografisi, kisa
dalga boylar1 sayesinde yiiksek hassasiyet sunar (Ates ve Bahgeci, 2015).

Nano yap1 sentezinde kullanilan mekanik asindirma yontemi, malzemelerin fiziksel
olarak ogiitiilmesi ve parcalara ayrilmasi esasina dayanir. Bu yontem, genellikle yiiksek
enerjili mekanik islemlerle gerceklestirilir ve malzeme parcaciklarinin boyutlarini
nanometre dl¢egine indirmek i¢in kullanilir. Mekanik asindirma, 6zellikle metal, seramik
ve polimer gibi ¢esitli malzemelerin nano yapilarina ulagsmak i¢in etkili bir yontemdir. Bu
siirecte, malzeme pargaciklari, bir dizi doner ve darbe mekanizmasi araciligiyla birbirine
stirtiinerek veya carpisarak kiiciiliir. Sonug olarak, elde edilen nano yapilar, yiiksek ylizey
alanlar1 ve belirgin fiziksel ozellikler sergileyerek, bir¢ok endiistriyel uygulama icin

faydali hale gelir (Ahmed vd., 2019).
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2.5.2.Asagidan Yukari Uretim Yontemleri

Asagidan yukartya yontemler, atom ve molekiillerin bir araya gelerek
nanomalzemeleri olusturmasini saglar. Bu yontemler genellikle daha homojen ve
kontrollii nanomalzemeler iiretir. Yaygin asagidan yukari sentez yontemlerinden bazilari
su sekildedir;

Kimyasal buhar biriktirme (CVD), gaz fazindaki reaktdrlerin bir substrat iizerine
kimyasal reaksiyonlar yoluyla birikmesini saglar. Bu yontem, 6zellikle karbon nanotiipler
ve grafen gibi 2D materyallerin iiretiminde kullanilir ve yiiksek kaliteli nanomalzemeler
iretir (Elliott vd., 2013).

Metal alkoksitlerin veya metal tuzlarinin sol-jel islemine tabi tutulmasiyla
nanomalzemeler iretilir. Bu yontem, jel formundaki bir c¢ozeltinin 1sitilmas1 ve
kurutulmas1 yoluyla nanoyapili seramikler ve metal oksitler tiretir (Yang vd., 2023).

Sol-gel yontemi, belirli kosullar altinda molekiillerin veya atomlarin bir araya
gelerek nanomalzeme olusturmasini saglar. Cozelti asamasinda niikleasyon, sonrasinda
biliylime asamas1 ile devam eder. Bu teknik, 6zellikle nano kristaller ve nanoyapilarin
tretimi i¢in kullanilir. Niikleasyon ve biiylime mekanizmalari, nanomalzemelerin
olusumunda kritik stireglerdir. Niikleasyon, ¢6zelti asamasinda baslangigta kiigiik
cekirdeklerin olusumuyla baslar ve biiylime asamasinda bu ¢ekirdeklerin biiyiiyerek nihai
yapiy1 olusturmasiyla devam eder. Bu sliregler sirasinda siiper saturasyon durumu,
cekirdek olusumunun termodinamik olarak miimkiin hale gelmesi i¢in gerekli bir itici gii¢
saglar. Ayrica, biliyiime siireci genellikle diflizyon-kontrol veya kinetik kontrollii
mekanizmalarla ilerler. LaMer mekanizmasina gore, bu asamalar arasindaki denge ve
dinamikler, partikiil boyutu ve morfolojisi tizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir (Harish

vd., 2022; Aspillaga vd., 2023).

2.5.3. Yesil Sentez Yontemleri

Yesil sentez, cevre dostu ve siirdiiriilebilir yontemlerle nanomateryaller ve diger
kimyasal bilesenlerin sentezlenmesini amaglayan bir yaklasimdir. Bu metodoloji, toksik
kimyasallar ve zararli reaktiflerin kullanimini minimize ederek cevresel ve saglik
risklerini azaltmay1 hedefler. Yesil sentez siirecleri genellikle daha diisiik sicaklik ve
basing kosullarinda ¢alisarak enerji tiiketimini azaltir ve ekonomik olarak daha uygun
hale gelir. Ayrica, bu yontemler toksik reaktiflerin kullanimini sinirlayarak is¢i sagligini

korur ve laboratuvar giivenligini artirir. Dogal ve biyolojik kaynaklarin kullanimi, sentez
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stirecinde yiiksek segicilik ve verimlilik saglar, bu da yiiksek saflikta ve belirli 6zelliklere
sahip iiriinler elde edilmesine olanak tanir. Yesil sentez, siirdiiriilebilirlik prensiplerine
uygun olarak calisir ve dogal kaynaklarin korunmasina katkida bulunur, ¢cevresel dengeyi
uzun vadeli olarak destekler. Ayrica, maliyet etkinligi saglamakta olup, daha az enerji ve
maliyetli reaktifler kullanarak ekonomik tasarruflar sunar (Amrillah vd., 2022; Alsaiari
vd., 2023).

Mikroorganizmalar &zellikle bakteriler, mantarlar ve algler metal iyonlarini
indirgeme ve bu iyonlar1 nanoboyutta pargaciklara doniistirme yetenekleri sayesinde
biyolojik nanopartikiil sentezinde onemli bir rol iistlenmektedir. Bu organizmalar,
hiicresel metabolizmalariin bir pargasi olarak c¢esitli enzimler, rediiktanlar ve diger
biyomolekiiller tiretir. Bu bilesenler, metal iyonlarinin rediiksiyonunu saglayarak stabil
ve c¢ogu zaman Yylizeyleri fonksiyonel gruplarla kapli nanopartikiillerin olusumuna
aracilik eder. Siire¢, organizmanin tiirtine baglh olarak hiicre i¢inde (intraseliiler) veya
hiicre disinda (ekstraseliiler) meydana gelebilir (Park vd., 2015).

Bakteriler, genellikle metal iyonlarini dogrudan hiicre icine alarak, redoks enzimleri
araciligiyla nanopargacik olusumunu saglarlar. Bu enzimatik aktiviteler, genellikle
sitoplazmada veya periplazmik alanda gergeklesir. Mantarlar ise hiicre dis1 ortamda
salgiladiklar1 metabolitler ve hiicre duvar bilesenleri araciligiyla nanopartikiil sentezine
katki sunar. Algler de benzer sekilde fotosentetik metabolizmalar1 ve {irettikleri
polisakkaritler sayesinde bu siirece dahil olabilmektedir (Park vd., 2015).

Biyolojik nanopartikiil iiretimi, toksik kimyasallar kullanilmamasi, diisiik sicaklik
ve basing gereksinimi gibi avantajlariyla ¢cevre dostu ve siirdiiriilebilir bir yontem olarak
Oone c¢ikar. Ayrica, mikroorganizmalarin kolayca kiiltiirlenebilmesi, siirecin
Olceklenebilirligini destekler. Bu yontemle elde edilen nanopartikiiller genellikle yiiksek
biyouyumluluga sahip olup tibbi ve ¢evresel uygulamalarda degerlendirilmeye uygundur
(Fariq vd., 2017).

Ancak bu yéntemlerin bazi smirliliklar1 da bulunmaktadir. Oncelikle, biyolojik
sistemlerin hassas yapisi, proses kontroliinii zorlastirabilir; bu da nanopartikiillerin boyut,
sekil ve dagiliminda istenmeyen varyasyonlara yol agabilir. Ayrica liretim siireci
genellikle daha yavas ilerler ve sentez mekanizmalar1 her mikroorganizma i¢in ayrintili
olarak bilinmediginden, siireclerin standardizasyonu giictiir. Endiistriyel 6lgekli tiretim
acisindan ise saflastirma, ayristirma ve verimlilik gibi teknik zorluklar hala 6nemli birer

engel teskil etmektedir.
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Yesil sentezde bitki Oziitlerinin kullanimi, ¢evresel siirdiiriilebilirligi artirma ve
saglik giivenligini saglama acisindan biiyiik avantajlar sunar. Bitkisel 6ziitler, dogal ve
biyobozunur kaynaklar olduklarindan, kimyasal sentez siireclerinde toksik ve zararl yan
iiriinlerin olusumunu 6nemli Olciide azaltarak gevre kirliligini minimize eder ve saglik
risklerini en aza indirir. Ayrica, bu 0ziitler, yenilenebilir ve ekonomik kaynaklar olup,
dogal olarak bol bulunan materyallerden elde edildikleri i¢in maliyetleri diisiirlir ve enerji
tiikketimini azaltir (Thatyana vd., 2023). Ozellikle, bitkisel 6ziitlerde bulunan fenolik ve

flavonoid bilesenler, yesil sentez siire¢lerinde kritik bir rol oynar (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Bitki 6ziitlerinde bulunan fenolik ve flavonoid bilesenler ile nanoyapilarin

sentezi

Kuersetin, bitkisel oOziitlerde bulunan giiglii bir flavonoiddir ve metal
nanopartikiillerin sentezinde oldukga etkili bir indirgeme ajani olarak islev goriir (Rai vd.,
2009). Kuersetin, yiiksek antioksidan kapasitesi sayesinde serbest radikalleri notralize
eder ve metal iyonlarini indirger, bu da nanopartikiillerin morfolojisini ve biiytikligiinii
kontrol altinda tutarak daha homojen ve kararli nanopartikiiller elde edilmesini saglar.
Gallik asit ise, nanopartikiillerin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynar; bu bilesen,
partikiillerin aglomerasyonunu onler ve nanopartikiillerin daha diizgiin bir dagilimini
saglar (Ali vd., 2013). Kuersetin ve gallik asidin birlikte kullanimi, ZnO
nanopartikiillerinin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini iyilestirir, antibakteriyel ve

antifungal oOzelliklerini giiclendirir ve uygulama performansini artirir. Bu nedenle,
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kuersetin ve gallik asidin, yesil sentez siireclerindeki kullanimlari, nanopartikiillerin
kalite ve etkinligini artirmada 6nemli bir etkiye sahiptir.

Bitkilere dayali nanopartikiil sentezi, mikroorganizmalarla gerceklestirilen
biyosentetik yontemlere kiyasla bir¢ok pratik avantaj sunmaktadir. En belirgin listliinliigii,
mikroorganizma temelli yontemlerde gerekli olan uzun siireli kiiltiir hazirligina ve kiiltiir
kosullarinin korunmasina ihtiya¢ duymamasidir. Bu sayede hem islem siiresi kisalmakta
hem de biyogiivenlik acgisindan karsilagilan kontaminasyon riski onemli Olgiide
azaltilmaktadir (Barakat vd., 2020; Swilam ve Nematallah, 2020).

Bitki 6ziitlerinin i¢eriginde dogal olarak bulunan flavonoidler, alkaloidler, tanenler,
saponinler ve gesitli fenolik bilesikler gibi fitokimyasallar, nanopartikiil sentezinde hem
indirgeme ajan1 hem de stabilizatér olarak islev gérmektedir. Bu bilesenler metal
iyonlarm1 indirgerken ayni zamanda olusan nanopartikiillerin aglomerasyonunu
onleyerek stabil yapilar elde edilmesini saglar. Ayrica, bu fitokimyasallarin farkl tiir ve
konsantrasyonlari, sentezlenen nanopartikiillerin boyutunu, morfolojisini ve dagilimini
etkileyerek siire¢ iizerinde yliksek diizeyde kontrol sunar (Muthu ve Priya, 2017).

Bitkisel materyalin kok, yaprak, gévde, kabuk veya meyve gibi farkli organlar
ekstraksiyon i¢in kullanilabilir ve her bir bitki kismi farkli fitokimyasal profile sahip
oldugundan, elde edilen nanopartikiiller iizerinde 6zgiin etkilere sahip olabilir. Bu durum,
bitki kaynakli sentezin hem esnekligini hem de uygulama potansiyelini artirmaktadir

(Maisa ve Awwad, 2021; Elabbasy vd., 2025).

2.6. Althea Officinalis Bitkisi

Althaea officinalis (hatmi) bitkisi Malvaceae ailesine aittir ve diinya capinda
yetistirilmektedir. Cicekler terminal ve aksiller yapida olup; her biri bir, iki veya daha
fazla cicek tasiyan kisa pedinkiillere sahiptir. Yapraklar soluk pembe, kirmizimsi pembe
ve nadiren beyaz renklidir (Sekil 2.6). Terapotik 6zellige sahip olan bu bitki geleneksel
olarak agiz ve faringeal mukozanin (kuru oksiirtik ile iligkili olan) tahrisinin tedavisi i¢in,
hafif gastrit, cilt yaniklari, bocek isiriklari, gastrointestinal (GI) sistem, idrar yolu
sikayetlerinde iltihaplanma, iilser, apse, yanik, kabizlik ve ishal icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu bitki tarla ve yol kenarlarinda kendiliginden yetisir ve hemen hemen
her sarta uyum saglar. Ayrica antimikrobiyal, antienflamatuar, immiinomodiilator etki

gibi bir¢ok farmakolojik etkiye sahiptir (Snafi, 2013).
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Sekil 2.6. 4. officinalis bitkisinin farkli renkteki ¢igek kisimlar

Yiiksek oranda antioksidan bilesik i¢erigine sahip bitkilerin nano partikiil sentezi
icin en iyi adaylardan biri oldugu bilinmektedir. Althaea officinalis bitkisinin ¢igek
kisimlarinin kirmizimsi1 pembe ¢igekleri daha fazla antioksidan aktiviteye sahiptir ve
antioksidan aktivitenin giici kirmizimsi pembe> pembe> beyaz seklindedir. En yiiksek
flavonoid aktivite ise sirasiyla beyaz> kirmizims1 pembe> pembe seklindedir (Sadighara

vd., 2012).

2.7. Nanomalzeme Karakterizasyon Yontemleri

Nanomalzeme karakterizasyonu, genellikle 1 ila 100 nanometre boyut araliginda
olan ve klasik analiz yontemlerinin genellikle yetersiz kaldigi1 malzemelerin ayrintili
analizini gerceklestiren bir siirectir. Nanomalzemeler, atomik veya molekiiler diizeyde
Ozgiin fiziksel ve kimyasal ozellikler sergileyebilir. Bu yiizden, karakterizasyon siireci,
nanomalzemelerin 6zelliklerini anlamak i¢in kritik dneme sahiptir ve dort ana amaca
hizmet eder. Yapisal 6zelliklerin belirlenmesi, nanomalzemelerin atomik ve molekiiler
yapilarmi belirlemek i¢in kullanilir ve kristal yapinin veya amorf yapinin analizini igerir
(Saleh ve Hassan, 2023). Kimyasal bilesimin analizi, bu asamada nanomalzemelerin
elementel ve kimyasal bilesimleri detayli olarak belirlenir ve ylizey kimyasi ile i¢
kimyasal baglar analiz edilir (Giannini vd., 2016). Fiziksel 6zelliklerin 6lciilmesi,
nanomalzemelerin boyut, sekil, ylizey plriizliliigii ve mekanik 6zellikleri olgiiliir ve
degerlendirilir. Performans ve giivenlik analizi, nanomalzemelerin belirli uygulamalarda
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performansi ve potansiyel giivenlik riskleri degerlendirilir. Bu kapsamli karakterizasyon,
nanomalzemelerin c¢esitli endiistriyel ve aragtirma uygulamalarinda etkili ve gilivenli
kullanimin1 saglamada kritik bir rol oynar (Mourdikoudis vd., 2018; Yuan vd., 2023).

Nanomalzemelerin karakterizasyonu ic¢in kullanilan bazi analiz cihazlar1 su
sekildedir;

X-Isi1 Kirmnimmi (XRD), nanomalzemelerin kristal yapisin1 ve faz bilesimini
ayrintili bir sekilde analiz etmek i¢in kullanilan bir teknik olup, 6zellikle nanoyapilarin
karakterizasyonunda kritik bir rol oynar. XRD, bir malzemeye gonderilen X-1gmlarinin
kristal orgii tarafindan belirli agilarda sagilmasini dlger. Bu sagilma, Bragg’in yasasi
kullanilarak kristal diizlemlerinin uzakliklarini ve diizenini belirlemek i¢in analiz edilir
(Goldstein vd., 2017). Nanomalzemelerin XRD analizi, malzemenin kristal yapisinin
kalitesini, faz gecislerini ve mikroyapisal bozukluklari degerlendirmeye olanak tanir.
Nanoyapilarin kiiciik boyutlar1t ve yiiksek yiizey alam1 nedeniyle, geleneksel XRD
analizleri smirli bilgi verebilir; bu nedenle, yiiksek c¢oziiniirlikli XRD teknikleri,
nanomalzemelerin daha hassas analizi i¢in gelistirilmistir (Williams ve Carter, 2009). Bu
yontemle elde edilen difraksiyon desenleri, malzemenin kristal orgii parametrelerini,
kristal boyutlarmn1 ve yiizey gerilimleri gibi 6zelliklerini ortaya koyar. Ozellikle, Scherrer
formiilii, nanomalzemelerin ortalama kristal boyutlarin1 belirlemede kullanilir ve bu
formiil, temel kirinim piklerinin genisliginden hesaplanarak boyut belirtir (Greene vd.,
2015). Nanomalzemelerin XRD analizi, farkli fazlarin varligini, kristal yapisindaki
bozukluklar1 ve malzemenin homojenligini degerlendirmek i¢in etkili bir yontem saglar,
bu da 6zellikle nanoteknoloji ve malzeme bilimleri alanlarindaki aragtirmalar i¢in hayati
oneme sahiptir (Huang, 2009; Harlow vd., 2020a).

Fourier Déniisiim Infrared (FTIR) spektroskopisi, nanomalzemelerin kimyasal
yapilarinin ve yiizey fonksiyonel gruplarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
analitik bir tekniktir. Bu yontem, malzemeye infrared (IR) bolgesindeki elektromanyetik
isinlarin - uygulanmasiyla, belirli dalga boylarinda gerceklesen karakteristik
absorpsiyonlarin dl¢iilmesine dayanir. Her fonksiyonel grup kendine 6zgii bir vibrasyon
frekansina sahip oldugundan, elde edilen spektrum, malzemenin molekiiler diizeydeki
"kimyasal parmak izi"ni sunar (Smith, 2011).

Nanomalzemelerde FTIR analizi, 6zellikle yiizey Ozelliklerinin ve kimyasal
modifikasyonlarm incelenmesinde kritik bir rol oynar. Ornegin, karbon nanotiipler veya
grafen gibi karbon bazli nanoyapilarin fonksiyonellestirilmesi sirasinda yiizeye eklenen

gruplarin varligi, FTIR spektrumunda ortaya ¢ikan yeni pikler araciligiyla tespit edilebilir
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(Aliyev vd., 2019; Benko vd., 2021). Bu sayede, yiizey modifikasyonunun basarili olup
olmadig1 dogrulanabilir. FTIR, ayrica nanomalzeme sentezinde kullanilan yontemlerin
optimizasyonunda da degerli bilgiler saglar. Uretim siirecinde kullanilan reaktifler veya
islem kosullarina bagl olarak kimyasal bilesimde meydana gelen degisiklikler, spektral
analizle izlenebilir. Bu, siire¢ kontrolii acisindan onemli olup, malzemenin istenilen
ozelliklere sahip olup olmadiginin degerlendirilmesine olanak tanir (Mourdikoudis vd.,
2018). Sonu¢ olarak, FTIR spektroskopisi; nanomalzemelerin  kimyasal
karakterizasyonunda, yiizey fonksiyonlarmin dogrulanmasinda ve sentez siireclerinin
izlenmesinde vazgecilmez bir karakterizasyon aracidir.

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilim Spektroskopisi (EDX),
nanomalzemelerin yiizey morfolojisi ve kimyasal bilesimini detayli bir sekilde analiz
etmek icin birlikte kullanilan giicli  karakterizasyon teknikleridir. SEM,
nanomalzemelerin yliksek ¢oziiniirliiklii goriintiilerini saglar ve yiizey topografyasini,
morfolojiyi ve yapisal detaylari mikroskobik Olgeklerde incelemeye olanak tanir
(Goldstein vd., 2017). Bu teknik, nanomalzemelerin sekil ve boyutlarinin, yiizey
ozelliklerinin ve yiizey piirtizliilliigiiniin degerlendirilmesinde kritik bir rol oynar. EDX,
SEM ile entegre edilerek, malzemenin kimyasal bilesimini belirlemek i¢in kullanilir;
malzemenin X-iginlar1 ile uyarilmas: sonucu yayilan karakteristik X-1ginlari, elementel
analizi  saglar. Nanomalzemelerin EDX analizi, elementlerin  dagilimini,
konsantrasyonlarini ve heterojen yapilar1 analiz ederek, malzemenin kompozisyonel
ozelliklerini detaylandirir (Rades vd., 2014; Ledniczky vd., 2024). Bu yontemlerin
kombinasyonu, nanomalzemelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini kapsamli bir sekilde
anlamak i¢in kritik bir ara¢ saglar ve malzeme bilimlerinde, nanoteknolojide ve diger
ilgili alanlarda genis bir uygulama yelpazesi sunar.

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), nanomalzemelerin atomik diizeydeki
yapisini detayli bir sekilde incelemek icin kullanilan en giiglii karakterizasyon
araclarindan biridir. TEM, elektronlarin malzemeden gegirildigi bir mikroskobik tekniktir
ve bu siirecte malzemenin i¢ yapisi, kristal diizeni, yiizey 6zellikleri ve morfolojik
detaylar1 hakkinda yiiksek c¢oziiniirlikli goriintiiler saglar (Guzzinati vd., 2018).
Nanomalzemelerde TEM analizi, malzemenin kristal yapisini, mikroyapisal kusurlari ve
bilesenler aras etkilesimleri belirlemekte kritik rol oynar. Ozellikle, yiiksek ¢dziiniirliik
TEM (HRTEM) kullanilarak, malzemelerin atomik yapilar1 ve yiizey 6zellikleri dogrudan
gozlemlenebilir, bu da nanomalzemelerin kristal 6rgii parametrelerinin, dislokasyonlarin

ve diger yap1 bozukluklarmin ayrintili analizini miimkiin kilar (Egerton, 2011). Ayrica,
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TEM'in X-ray enerji dagilim spektroskopisi (EDX) ile entegrasyonu, nanomalzemelerin
elementel bilesenlerini ve yerel kimyasal analizlerini saglar, bu da malzemenin
kompozisyonel 6zelliklerini ve heterojen yapisini daha kapsamli bir sekilde degerlendirir
(Zheng vd., 2023). Bu nedenle, TEM, nanomalzemelerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini atomik seviyede detayli bir sekilde karakterize etmek icin vazgecilmez bir
tekniktir.

Ultraviyole-Goriiniir  (UV-Vis)  spektroskopisi, nanomalzemelerin  optik
ozelliklerini karakterize etmek icin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. UV-Vis
spektroskopisi, bir malzemenin ultraviyole ve goriiniir 151k araliginda 1s1g1in emilimini
Olgerek, malzemenin elektron gegisleri, optik band bosluklarin1 ve yiizey 6zellikleri
hakkinda bilgi saglar. Nanomalzemelerde UV-Vis analizi, genellikle malzemenin
fotokimyasal davranigini, elektron-coklu gegislerini ve plazmonik 6zelliklerini anlamak
icin kullamlir. Ozellikle metal nanoparcaciklar ve kuantum noktalar1 gibi
nanomalzemelerde, UV-Vis spektroskopisi plasmon rezonans piklerini ve optik
ozelliklerdeki degisiklikleri belirlemek icin kritik bir aragtir (Chutrakulwong vd., 2024).
Cinko oksidin (ZnO) UV-Vis spektrumunda, genellikle 350-400 nm araliginda bir bant
aralig1 gozlemlenir ve bu, ZnO'nun genis bant araligim yansitir (Zhang vd., 2016). Bu
teknik, nanomalzemelerin boyut, sekil ve ylizey kaplamalarinin optik 6zelliklere
etkilerini degerlendirmede etkili olup, malzemelerin potansiyel uygulamalari i¢in 6nemli
bilgiler saglar. UV-Vis spektroskopisi, nanomalzemelerin 6zellikle biyomedikal ve
elektronik uygulamalarindaki performansini degerlendirmek i¢in temel bir analiz yontemi
sunar.

Nanokompozitlerin karakterizasyonu, bu malzemelerin 6zelliklerini tam olarak
anlamak i¢in ¢esitli tekniklerin entegre bir sekilde kullanilmasi gerektigini ortaya koyar.
Nanokompozitler, bir matris malzeme i¢inde dagilmis nanomalzemelerden olusur ve bu
yap1, hem matris hem de nanoyapilarin bireysel 6zelliklerini birlesik bir performansla
yansitir. Karakterizasyon siireci, nanokompozitlerin yapisal, kimyasal ve fiziksel
ozelliklerini degerlendirmeyi amaglar. Yapisal analizler, genellikle X-Isin1 Kirmimi
(XRD) ve Elektron Mikroskopisi (SEM/TEM) ile yapilir ve bu yontemler,
nanokompozitlerin kristal yapisin1 ve morfolojik 6zelliklerini detaylandirir (Kumar vd.,
2021). Kimyasal bilesimler, Fourier Doniisiim Infrared (FTIR) ve Enerji Dagilim
Spektroskopisi (EDX) ile analiz edilir, bu da nanokompozitlerin fonksiyonel gruplarini
ve elementel bilesimini ortaya koyar. Fiziksel 6zellikler, UV-Vis spektroskopisi ve

mekanik testler gibi yontemlerle degerlendirilir; bu, malzemenin optik davranislarini ve
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mekanik dayanikliligimi belirler. Bu kapsamli karakterizasyon, nanokompozitlerin
performansini optimize etmek ve uygulama alanlarinda etkinligini artirmak i¢in gerekli

verileri saglar.
2.8. Nanomalzemelerde Antimikrobiyal ve Biyouyumluluk Testleri

2.8.1.Minimum inhibitér Konsantrasyon (MiK) Testi

Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) testi, bir antimikrobiyal ajan veya
nanomalzemenin belirli bir mikroorganizma tiiriine kars1 etkinligini belirlemek amaciyla
kullanilan temel ydntemlerden biridir. MiK, mikroorganizmanin biiyiimesini engelleyen
en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir ve 6zellikle ilag gelistirme, nanomalzeme

etkinlik testi ve antibiyotik duyarlilik ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilir (Wiegand

vd., 2008).
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Sekil 2.7. Minimum inhibitér konsantrasyon testi (Kadetabkova vd., 2024)

MIK testinde ilk olarak, test edilecek mikroorganizma uygun bir s1v1 besiyerinde
cogaltilir ve genellikler 0,5 McFarland standardmna (yaklasik 1.5 x 108 CFU/mL) gore
ayarlanir. Bu standart yogunluk, farkli testler arasinda standardizasyon saglar ve test
edilen ajanlarin mikroorganizma {zerindeki etkilerini kiyaslamayr miimkiin kilar
(Balouiri vd., 2016). Testte, antimikrobiyal ajan veya nanomalzemenin ¢esitli

konsantrasyonlar1 seri diliisyon yontemiyle hazirlanir. Genellikle ajan konsantrasyonu
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seri diliisyon ile azaltilir (6rnegin, 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL gibi) ve bu
diliisyonlar, ajanin mikroorganizma iizerindeki etkisinin hangi konsantrasyon
seviyesinde sona erdigini belirlemeyi saglar. Daha sonra, her bir kuyucuga hazirlanan
diliisyonlardan belirli miktarda alinir ve iizerine yaklagik bir miktar (6rnegin;100 pL)
mikroorganizma siispansiyonu eklenir. Boylece, her kuyucukta farkli konsantrasyonlarda
ajan-mikroorganizma karigimi elde edilir, bu da ajanin mikroorganizma {izerindeki
dogrudan etkisinin  gozlemlenmesini saglar. Mikroplakalar, mikroorganizma
siispansiyonu eklendikten sonra genellikle 35-37°C’de 16-24 saat inkiibasyona birakilir.
Bu siire sonunda, mikroorganizmanin biiyiimesi gézlemlenerek ajanin etkisinin basladigi
en diisiik konsantrasyon belirlenir (Sekil 2.7). Testin sonunda bulaniklik veya renk
degisimi gozlenen kuyucuklar, mikroorganizmanin biiylidiigiinii gosterirken; iireme
olmayan veya renk degistirmeden kalan kuyucuklar biiylimenin durdugunu isaret eder
(Wiegand vd., 2008). Inkiibasyon sonunda, bulaniklik gostermeyen en diisiik
konsantrasyona sahip kuyucuk, ajanin MIK degeri olarak kabul edilir. Ornegin, 16 ug/mL
konsantrasyonundaki kuyucuk bulaniklik gostermiyorsa ancak 8 pg/mL kuyucugu
bulaniksa, bu durumda MIK degeri 16 pug/mL olarak belirlenir; bu deger, ajanin
mikroorganizma tizerindeki biiylime engelleyici etkinligini gosterir (Balouiri vd., 2016).
MIK testi, antibiyotiklerin bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkinligini belirlemek ve
nanomalzemelerin antimikrobiyal Ozelliklerini degerlendirmek agisindan kritik bir
yontemdir. Antibiyotik ve antimikrobiyal direngle miicadelede etkin stratejilerin
gelistirilmesinde onemli bir role sahiptir. Ayrica, yeni nanomalzemelerin mikrobiyal
patojenlere kars1 etkinligini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilir (Patel vd., 2011).
MIK testinin avantajlarindan biri, ajanlarm etkinliklerinin kantitatif ~olarak
karsilastirilabilmesidir. Bu test, bakteriyel tiirler arasindaki antimikrobiyal duyarlilik
farklarini belirlemek ve farmasoétik aragtirmalarda ilag gelistirme siireclerinde 6nemli bir
aractir. Bununla birlikte, MIK testinin bazi smirlamalar1 vardir; Ornegin, bazi
nanomalzemeler ¢oziiniirliik sorunlari nedeniyle kuyucuk i¢cinde homojen bir sekilde
dagilamayabilir, bu da sonuglarin yorumlanmasini zorlastirabilir (Wiegand vd., 2008).

Antibiyotik ve antimikrobiyal direncle miicadelede etkin stratejilerin gelistirilmesi
acisindan MIK testleri onemli bir role sahiptir. Ayrica, yeni nanomalzemelerin
mikrobiyal patojenlere kars1 etkinligini belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir (Patel
vd., 2011).
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2.8.2. Kuyu Difiizyon Testi

Kuyu difiizyon testi, antimikrobiyal ajanlarin etkinligini in vitro ortamda
belirlemek amaciyla sik¢a kullanilan bir diflizyon yontemidir. Bu test, ozellikle
nanomalzemeler ve ¢ozelti formundaki diger antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerini
degerlendirmede tercih edilir. Kuyu diflizyon testinde, nanomalzeme veya antimikrobiyal
ajan iceren c¢ozeltilerin, dnceden mikroorganizmalarla inokiile edilmis bir agar plakasina
acilan kuyucuklara (well) eklenmesiyle diflizyona birakilmasi saglanir (Balouiri vd.,

2016).
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Sekil 2.8. Kuyu difiizyon testi (Correa vd., 2020)

Kuyu difiizyon testinde ilk asamada, test edilecek mikroorganizma uygun bir sivi
besiyerinde c¢ogaltilir ve genellikle 0,5 McFarland standardina (yaklasik 1.5 x 103
CFU/mL) gore ayarlanir. Bu, farkli testler arasinda standart bir yogunluk saglamak
amaciyla yapilir. Hazirlanan bakteri siispansiyonu, Miiller-Hinton veya Sabouraud agar
gibi uygun bir besiyeri igeren agar plakasinin yiizeyine steril bir pamuklu ¢ubukla yayilir.
Bu adim, bakterinin plaka ylizeyine homojen sekilde dagilmasini saglayarak test
sonuglarin giivenilirligini artirir. Bakteri inokiile edilmis agar plakasinda, steril bir pipet
veya baska uygun bir aparat yardimiyla belirli ¢aplarda (genellikle 5-8 mm) kuyucuklar
acilir. Agilan kuyucuklar, nanomalzemenin veya antimikrobiyal ajanin agar matrisi i¢inde
esit bir sekilde difiize olmasina olanak tanir (Sekil 2.8). Kuyucuklarin derinligi ve ¢ap1
standartlastirilmis olmalidir, ¢iinkii bu 6zellikler diflizyon siirecini ve inhibitor zon
olusumunu etkileyebilmektedir (Balouiri vd., 2016). Hazirlanan nanomalzeme veya

antimikrobiyal ajan ¢ozeltisi, agilan kuyucuklara belirli bir hacimde (genellikle 50-100
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pL) eklenir. Bu agsamada, ¢6zelti miktar1 ve konsantrasyonu dikkatle kontrol edilmelidir.
Eklenen ¢ozeltinin kuyucuktan difiizyona baslamasi ile birlikte ajan, ¢evresindeki agar
matrisi boyunca yayilarak mikroorganizma biiylimesini inhibe edebilir. Kuyucuklara
nanomalzeme veya antimikrobiyal ajan eklendikten sonra, agar plakalar uygun bir
sicaklikta (genellikle 35-37°C) ve siire boyunca (6rnegin 18-24 saat) inkiibasyona
birakilir. Bu inkiibasyon siiresi, mikroorganizmanin gelisimini goézlemlemek ve
nanomalzemenin inhibitor etkisini degerlendirmek icin gereklidir (Reller vd., 2009).
Inkiibasyon siiresi sonunda, kuyucuk etrafinda mikroorganizma biiyiimesinin olmadig1
bir inhibitér zon olusabilir. Bu inhibitér zonun ¢ap1 milimetre cinsinden oOlgiilerek
nanomalzemenin etkinligi degerlendirilir. Zon capinin biyiikliigii, nanomalzemenin
antimikrobiyal etkisinin bir gdstergesi olarak kabul edilir. Zon ¢ap1 ne kadar biiytikse, test
edilen nanomalzemenin mikroorganizma Ttizerindeki antimikrobiyal etkisi o kadar
giicliidiir (Balouiri vd., 2016; Kadiyala vd., 2018).

Kuyu difiizyon testi, ¢ozeltideki nanomalzemeler ve diger ajanlarin etkinligini
olgmek icin basit ve uygulanabilir bir yontem olarak bilinir. Ozellikle ZnO gibi
¢cozlinlirligl diisiik nanomalzemeler i¢in etkili bir degerlendirme saglar (Kadiyala vd.,

2018).

2.8.3.Biyofilm inhibisyon Testi

Biyofilm deneyleri, mikroorganizmalarin yilizeylerde biyofilm olusturma
yeteneklerini ve antimikrobiyal ajanlarin bu biyofilmler iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin kullanilan 6nemli yontemlerdir. Biyofilmler, mikrobiyal hiicrelerin
kendilerini ¢evreleyen yapigkan bir matriks olusturarak yiizeylere tutunmasi sonucu
meydana gelir ve bu yapi, mikroorganizmalarin g¢evresel streslere ve antimikrobiyal
ajanlara kars1 direncini artirir (Hall-Stoodley vd., 2004). Biyofilm olusumunun
degerlendirilmesi i¢in siklikla kullanilan yontemlerden biri, 96 kuyucuklu mikroplakada
biyofilm olusum denemesidir.

IIk asamada, test edilecek mikroorganizma uygun sivi besiyerinde gogaltilir ve
genellikle 0,5 McFarland standardina gore ayarlanarak standart bir mikrobiyal yogunluk
elde edilir (Stepanovi¢ vd., 2007a). Bu mikroorganizma siispansiyonu, biyofilm
olusturmas1 beklenen kuyucuklara belirli bir hacimde eklenir. Mikroorganizmalarin
yapisma ve biyofilm olusturma asamalarin1 gézlemleyebilmek i¢in mikroplakalar belirli
bir siire boyunca inkiibasyona birakilir; bu siire, genellikle 24-48 saat arasinda degisir ve

bu siiregte planktonik hiicrelerin biiylimesi goézlemlenmez (Stepanovi¢ vd., 2000).
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Biyofilm olusum siirecinin sonunda, planktonik hiicrelerin uzaklastirilmast igin
kuyucuklar dikkatlice yikanir ve biyofilm hiicreleri genellikle kristal violet boyasi ile
boyanir. Kristal violet, biyofilmi olusturan hiicrelerin ve matriksin boyanmasini
saglayarak biyofilm miktarin1 dolayli olarak 6l¢meyi miimkiin kilar (Christensen vd.,
1985). Boyal1 biyofilm, etanol veya aseton gibi bir ¢oziicii ile ¢oziilerek boya miktari,
spektrofotometre ile optik yogunluk Olglimleri yapilarak degerlendirilir. Bu optik
yogunluk degeri, biyofilm olusum seviyesinin bir gostergesi olarak kabul edilir ve
biyofilmin antibiyotiklere veya antimikrobiyal ajanlara karsi direng¢ seviyesini yansitir
(Stepanovic vd., 2007b).

Bazi biyofilm deneyleri, antimikrobiyal ajanlarin biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalar lizerindeki etkinligini de degerlendirmeye yonelik olarak yapilir. Bu
tiir deneylerde, biyofilm olusum asamasindan sonra kuyucuklara antimikrobiyal ajanlar
eklenir ve inkiibasyon siiresince ajanlarin biyofilm {izerindeki etkisi gozlemlenir. Daha
sonra biyofilm yikama, boyama ve optik yogunluk Sl¢timleri tekrar edilerek biyofilm
kalintis1 Ol¢iiliir ve ajan etkinligi degerlendirilir (Donlan, 2002). Biyofilm deneyleri,
nanomalzemelerin veya yeni antibiyotiklerin biyofilm i¢indeki bakterilere karsi
etkinligini incelemek igin de 6nemli bir yontemdir. Ozellikle biyofilm kaynakli
enfeksiyonlarn tedavisinde yeni yaklasimlar gelistirilmesi agisindan bu deneylerin
sonuglar1 biiylik 6nem tagir (Parsek ve Singh, 2003).

Bu biyofilm deneyleri, oOzellikle saglhik sektoriinde biyofilm kaynakli
enfeksiyonlarin anlasilmasi ve tedavisi acisindan oldukca degerlidir. Ancak, biyofilm
yapisinin heterojenligi ve antimikrobiyal ajanlarin biyofilm i¢inde farkli sekilde
dagilmasi nedeniyle, sonuglarin giivenilirligini saglamak icin tekrarli testler yapilmasi ve

sonuglarin diger yontemlerle desteklenmesi gereklidir (Stewart ve Costerton, 2001).

2.8.4.MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Testi

MTT testi, hiicre canlihigin1 ve proliferasyonunu 6lgmek icin yaygin olarak
kullanilan ~ bir  renk  degistirme  yontemidir.  3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT), mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tarafindan
aktive edilerek, ¢oziinmeyen mor bir formazan kristaline indirgenir. Canli hiicreler
tarafindan gergeklestirilen bu indirgeyici reaksiyon, hiicre metabolizmasimnin bir
gostergesi olarak kabul edilir; bu nedenle MTT testi, hiicre canliligini dolayli yoldan 6lger

(Stockert vd., 2021).
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MTT testi i¢in belirli bir hiicre sayis1 her bir kiiltiir plakasmnin kuyucuklarina eklenir
ve hiicrelerin yiizeye yapisarak bir monolayer olusturmasi i¢in 24 saat inkiibe edilir
(Fotakis ve Timbrell, 2020). Ardindan, her bir kuyucuga belirli bir konsantrasyonda MTT
¢ozeltisi eklenir ve hiicreler yeniden inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sirasinda canli
hiicreler, MTT’yi mor formazan kristallerine indirger. Bu islem genellikle 2-4 saat
siiresince devam eder (Mosmann, 2019). Inkiibasyon siiresi sonunda ¢dziilemeyen
formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in her kuyucuga dimetil siilfoksit (DMSO) veya
izopropanol gibi bir ¢oziicii eklenir. Coziicli eklenmesiyle, formazan kristalleri homojen
bir mor soliisyona doniislir; bu ¢ozelti, hiicre sayisiyla dogrudan orantili bir sekilde
olustugu i¢in hiicre canliliin1 belirlemek amaciyla kullanilir (Fotakis ve Timbrell, 2020;
Van Meerloo vd., 2022). Soliisyonun absorbansi, genellikle 570 nm dalga boyunda bir
mikroplaka okuyucusu ile Olciiliir. Elde edilen yiiksek absorbans degeri, daha fazla
hiicrenin canli oldugunu ve MTT’yi metabolize ettigini gosterir. Kontrol grubuna kiyasla
diisiik absorbans degerleri, test edilen ajanlarin sitotoksik etkilerini ortaya koymaktadir
(Mosmann, 2019).

MTT testi, sitotoksisite ve hiicre canliligini degerlendirmede hizli ve giivenilir bir
yontem olarak yaygin bir kullanim alanina sahiptir ve Ozellikle antikanser ajanlarin
sitotoksik etkilerinin dl¢limiinde tercih edilmektedir (Fotakis ve Timbrell, 2020). Ancak
bu test baz1 sinirlamalara da sahiptir; yalnizca canli hiicrelerin metabolik aktivitesini
Olgmesi  nedeniyle  hiicre  proliferasyonu  ve  sitotoksisiteyi  dogrudan
degerlendirememekte, ayrica diisiik metabolik aktiviteye sahip hiicre tipleri veya MTT

ile etkilesime giren bazi ajanlar hatali sonuclara yol agabilmektedir (Stockert vd., 2021).

2.8.5.Hemoliz Testi

Hemoliz testi, bir materyalin kanla temas ettiginde kirmizi kan hiicreleri
(eritrositler) tizerinde olusturdugu olas1 yikici etkileri degerlendirmek amaciyla
uygulanan in vitro bir biyouyumluluk testidir. Bu test, 6zellikle kanla dogrudan temas
eden biyomalzemelerin giivenliginin degerlendirilmesinde kritik bir rol oynar. Hemoliz,
eritrositlerin zar yapisinin bozulmasi sonucu hiicre icerigindeki hemoglobinin plazmaya
salinmasiyla karakterize edilir. Bu durum, viicutta toksik etkiler yaratabilecegi gibi ciddi
sistemik komplikasyonlara da neden olabilir (Xu vd., 2016).

Biyomalzeme ve nanomalzeme teknolojilerindeki gelismeler, doku miihendisligi,
implantlar, ilag¢ tastyict sistemler ve yara Ortiileri gibi ¢ok ¢esitli uygulama alanlarinm

beraberinde getirmistir. Bu malzemelerin kanla dogrudan veya dolayli temas ettigi
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durumlarda, hemoliz testi biyouyumluluk agisindan bir 6n kosul haline gelir. Ozellikle
nanomalzemeler, kii¢iik boyutlar1 ve yiiksek yiizey alanlari nedeniyle hiicre zarlariyla
daha kolay etkilesime girebilmekte ve potansiyel olarak hemolitik etki
gosterebilmektedir. Bu nedenle, nanomalzeme gelistirme siireclerinde hemoliz testinin
yapilmasi, olas1 toksisitelerin dnceden belirlenmesi agisindan hayati 6neme sahiptir.
Hemoliz testi sonucunda elde edilen hemoliz orani (% hemoliz), test materyalinin
kanla temas ettiginde neden oldugu eritrosit yikiminin yiizdesel ifadesidir. Genellikle bu
testte hemoliz oran1 %0-2 arasinda ise non-hemolitik, %2-5 arasinda ise hafif hemolitik,
%5’1n lizerindeyse hemolitik olarak degerlendirilir. Bu degerler 1s181nda, gelistirilen bir
nanomalzemenin hemoliz oran1 %2’nin altinda ise, bu malzeme genellikle kanla temas

eden uygulamalarda giivenli kabul edilmektedir (Xu vd., 2016; Choudhary vd., 2021).

2.9. Kaynak Ozetleri

Sajadi vd., (2018) CuO/yumurta kabugu nanokompoziti, Shiwashok petrol
sahasindan alinan ham petrolden aromatik bilesenleri uzaklastirmak i¢in kurutulmus nar
kabugu 0ziitiiyle yesil sentez yontemiyle iiretilmistir. Nanokompozit, 4-nitrofenoliin 4-
aminofenole indirgenmesi reaksiyonunda da kullanilmistir. Karakterizasyon teknikleri
(FE-SEM, EDS, XRD) ile nanokompozitin yiiksek verimli ve kararli oldugunu
dogrulamistir. Sonuglar, nanokompozitin her iki reaksiyonda da etkili adsorban ve
katalizor oldugunu gostermektedir.

Zhang vd., (2019) atik yumurta kabuklar1 kullanilarak CuO/ZnO/yumurta kabugu
(CZ/YK) nanokompozitleri basit bir ¢oktiirme ve kalsinasyon yontemiyle
sentezlenmistir. Nanopartikiiller, yumurta kabugunun goézenekli yapisi1 iizerine esit
sekilde dagitilmistir. Elde edilen CZ/YK nanokompoziti, hem 4-nitrofenoliin
(foto)katalitik indirgenmesinde hem de E. coli ve S. aureus'a karsi antibakteriyel
etkinlikte yiiksek performans sergilemistir. UV-goriiniir 151k altinda reaksiyon hizi, 151ksiz
duruma gore yaklasik bes kat artmistir. Bu gelismis performans, yiiksek reaktan emilimi,
genis reaksiyon yiizeyi ve elektron-ayrigma verimliligine baglanmistir. Ayrica, 4-
nitrofenol indirgenmesinin mekanizmasi detayli sekilde incelenmistir.

Pham vd., (2020) antibakteriyel 6zelliklere sahip giimiis nanopartikiiller (Ag-NP)
ile dekore edilmis hidroksilapatit (HAp@Ag) nanokompozitleri, biyolojik bir yontemle
sentezlenmistir. Ag-NP'lerin (ortalama ¢ap1 24 nm) HAp ylizeyine homojen sekilde
yerlesmesi, XRD, FT-IR, SEM, EDX, TEM ve DLS teknikleriyle dogrulanmistir.

Nanokompozit, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa
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gibi Gram pozitif ve negatif bakterilere kars1 etkili antibakteriyel aktivite sergilemistir.
Sonuglar, HAp@Ag nanokompozitlerinin biyomedikal uygulamalarda antibakteriyel
ajan olarak kullanilabilirligini géstermektedir.

Huang vd., (2020) atik yumurta kabugu ve Cacumen platycladi 6ziitii kullanilarak,
sulu ¢ozeltilerde biyojenik olarak stabilize edilmis glimiis nanopartikiilleri (Ag NP'leri)
iceren yeni bir nanokompozit (Eggshell/Ag) sentezlenmistir. Ag NP'leri, yumurta kabugu
ylizeyine homojen sekilde dagilmis olup, organik maddelerin katalitik bozunmasi ve
bakteriyel biiylimenin engellenmesi gibi ikili islevsellik gostermektedir. Nanokompozit,
4-nitrofenol (4-NP) indirgemesinde yiiksek verimlilikle performans sergileyip, kisa
stirede reaksiyonu tamamlamaktadir. Ayrica, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
bakterilerine kars1 giiclii antibakteriyel etkinlik gostermektedir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,08 mg mL™' ve 0,04 mg mL™!, minimum bakterisidal
konsantrasyon ise 0,64 mg mL™! olarak belirlenmistir. Bu ozellikleri ile biyomedikal,
cevre ve enerji uygulamalari i¢in potansiyel tagimaktadir.

Gupta vd., (2021) yiizyilda hibrit nanokompozitler, biyoelektronik, biyosensor,
fotokatalitik ve biyomedikal uygulamalarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu arastirmada,
Fe304/PV A/yumurta kabugu tabanli hibrit nanokompozit gelistirilmis ve fizikokimyasal
ozellikleri toz XRD, EDS, FTIR, VSM ve HR-TEM teknikleriyle detayli olarak
incelenmigtir. XRD analizleri, Fe3O4 NP'lerinin kristalin yapisini ve FCC diizenini ortaya
koymus ve ortalama kristal boyutunun 16,28 nm oldugunu gostermistir. HRTEM
gorintiileri, hibrit nanokompozitin diisiik aglomerasyon gosteren kiiresel bir morfolojiye
sahip oldugunu dogrulamistir. Bu nanokompozit, giines 15181 altinda kongo kirmizisi ve
kristal menekse gibi organik kirleticilerin fotokatalitik olarak par¢alanmasinda etkin bir
performans sergilemistir. Ayrica, Gram + ve Gram - bakteriler iizerinde giiglii
antibakteriyel etki gostermektedir. Bu c¢aligma, yumurta kabugu membran lifleri
kullanilarak ¢evre dostu, ekonomik ve ¢ok fonksiyonlu hibrit nanokompozitlerin tiretimi
icin 6nemli bir 6rnek teskil etmektedir.

Honarmand vd., (2020) Teucrium polium bitki 6zitii kullanilarak yesil sentez
yontemiyle SnO2-ZnO-yumurta kabugu nanokompoziti gelistirilmis ve sulu ¢ozeltilerden
Hg(II) iyonlariin giderimi i¢in etkili bir adsorban olarak kullanilmistir. Yenilenebilir ve
diisiik maliyetli hammaddelerle hazirlanan bu kompozit, cevre dostu olmasiyla dikkat
cekmistir. Adsorpsiyon performansi ilizerine pH, baslangic metal konsantrasyonu,
adsorban miktar1 ve katalizor tipi gibi parametrelerin etkisi aragtirilmig; optimum

kosullarda 9%99,15 giderim verimi ve 396,6 mg/g adsorpsiyon kapasitesi elde edilmistir.
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Ayrica, kompozit malzeme yiiksek secicilik gostermis ve li¢ dongii boyunca yeniden
kullanilabilirligi kanitlanmigtir. Bu nanokompozit, diisilk maliyetli, hizli ve segici civa
giderimi saglayan siirdiiriilebilir bir ¢6ziim sunmaktadir.

Lashkarizadeh, (2021) Ferulago macrocarpa Oziiti kullanilarak ¢evre dostu bir
yontemle ZnO nanopargaciklari, yumurta kabugu (YK) iizerinde stabilize edilerek
Zn0O/YK nanokompozitleri sentezlenmistir. SEM, TEM, EDS, XRD ve IR analizleri ile
karakterize edilen nanokompozitlerin, ortalama 25 nm boyutunda, ES matrisi {izerinde
homojen dagilima sahip saf ZnO nanoparcaciklar igerdigi dogrulanmistir. Elde edilen
Zn0O/YK nanokompoziti, diazinonun fotokatalitik bozunmasinda ve ¢esitli balik ile insan
bakteriyel patojenlerine kars1 yiiksek antibakteriyel etki gostermistir. Bu yoniiyle, sulu
ortamlarda dezenfeksiyon ve pestisit bozunmasi i¢in potansiyel tasiyan ¢evre dostu bir
malzeme olarak one ¢ikmaktadir.

Suvaitha vd., (2022) biyolojik atik olan yumurta kabugu membrani dogal bir sablon
olarak kullanilarak NiO/ZnO nanokompoziti basariyla sentezlenmistir. Yapisal analizler,
nanokompozitin yiizey merkezli kiibik NiO ve hekzagonal wurtzite ZnO fazlarini
icerdigini dogrulamistir. TEM analizleri, parcacik boyutunun 50 nm’nin altinda oldugunu
gostermigstir. Antimikrobiyal testler, Bacillus subtilis ve Aspergillus terrus’a kars1 30
mm’lik inhibisyon bolgeleri ile giiglii antibakteriyel ve antifungal aktivite ortaya
koymustur. Elde edilen veriler, NiO/ZnO nanokompozitinin genis spektrumlu bir
antimikrobiyal ajan olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Jose vd., (2024) ¢evre dostu bir yaklasimla tavuk yumurtast kabugu oOziiti
kullanilarak ¢inko oksit (ZnO) nanoyapilar1 basartyla sentezlenmistir. ZnO
nanoparcaciklarinin kristal yapist ve boyutu XRD analizleriyle dogrulanmis; ortalama
kristalit boyutu Scherrer yontemiyle 21,9 nm, W-H yontemiyle 19,1 nm olarak
belirlenmistir. UV-Vis spektroskopisiyle elde edilen bant araligi 3,21 eV olarak
hesaplanmistir. Yiizey morfolojisi FESEM ve AFM ile incelenmis, piiriizlii yiizeye sahip
cubuk ve kiiresel yapilar gézlemlenmistir. Zeta potansiyel degeri —26,72 mV olup
siispansiyonun kolloidal kararliligini yansitmaktadir. Darbeli lazer biriktirme ile iiretilen
ince filmlerde sicakliga bagli direnc azalmasi gdzlenmis ve yari iletken 6zellik sergiledigi
belirlenmistir. Bu bulgular, sentezlenen ZnO nanoyapilarinin elektronik, sensor ve
cevreye duyarli uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Bekirogullari, (2024) organik-inorganik yapiya sahip biyolojik atik yumurta
kabugu, degerli bir substrat olarak degerlendirilmis ve lizerine Au, Co ve Zn iceren

nanokompozitler sentezlenmistir. Farkli oranlarda metal kombinasyonlari test edilerek en
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etkili katalizér formiilasyonu belirlenmistir. %40 Co, %40 Zn ve 3 ppm Au iceren li¢lii
bilesim, 2,4 dakikalik kisa reaksiyon siiresiyle en yiiksek hidrojen iiretim performansini
gostermistir. Bu katalizorle, NaBH4 metanoliz reaksiyonunda 4394,6 mL/dak/gcat’lik
hidrojen tretim hiz1i elde edilmistir. Ayrica, farkli NaBHs ve katalizor
konsantrasyonlarinda yapilan deneylerle katalitik davranis ayrintili sekilde incelenmis,
13,25 kJ/mol aktivasyon enerjisi hesaplanmistir. Yapisal ve yiizey Ozelliklerini
degerlendirmek amaciyla SEM-EDX, BET, XRD ve FT-IR analizleri ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen sonuglar, gelistirilen yumurta kabugu bazli nanokompozitin siirdiiriilebilir

enerji uygulamalar i¢in giiclii bir aday oldugunu gostermektedir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bitki 6ziitli hazirlamak icin etanol (Isolab,CAS No: 64-17-5), metanol (Isolab,
CAS No: 67-56-1) ve aseton (Isolab, CAS No. 67-64-1), HPLC analizi i¢in kuersetin
hidrat (%95, 337951, Sigma) ve gallik asit monohidrat (%98, 398225, Sigma), yesil
sentezde kullanilmak iizere ¢inko nitrat hegzahidrat (Zn(NOs3)226H20, %98, Tekkim)
ticari olarak satin alind1.

Antimikrobiyal testlerde kullanilmak tizere Mueller hinton agar (Biolife), Mueller
hinton broth (Biolife), Tryptic soy agar (Biolife), Tryptic soy broth (Biolife), Rezasurin
sodium salt (Sigma Aldrich 6758-13-8), methylene blue (Isolab), Klorheksidin asetat
(CHX-Fluka analitik, PHR1222) ve glikoz (%99.5, Tekkim) ticari olarak, 96 well plate
(Nest), falkon (15 ml, 50 ml), erlen (250 ml), beher (250 ml), mezur (250 ml), steril pipet

uglari, 6ze ve 6ze uglari Isolab firmasindan temin edilmistir.

3.2. Aletler ve Cihazlar

Nanokompozitlerin sentezi sirasinda ZnO NP’lerin belirli bir dalga boyundaki
absorpsiyonuna PERKIN ELMER / LAMBDA 25 marka UV-Vis cihazinda bakildi. XRD
analizi, karakteristik dalga boyu A =1.54 nm olan Cu Ka radyasyonlu Malvern panalytical
empyrean cihazi kullanilarak yapilmis ve veriler 5° < 26 < 90° tarama araliginda elde
edilmistir. ATR-FTIR spektrumlari, 4000-400 cm!' araliginda, 4 cm™! ¢oziiniirlikte bir
Spektrometre (Perkin Elmer Spectrum 100) cihazi ile 6l¢ililmiistiir. Nanokompozitler,
ZEISS SUPRA 40VP GEMINI cihazi kullanilarak Taramal elektron mikroskobu (SEM)

ile morfoloji goriintiileri ve enerji dagilimli X-151m1 analizi (EDX) Bruker marka bir
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dedektor yoluyla elementel haritalamalar1 elde edilmeden Once platin piiskiirtmeyle
QUORUM-Q ISORES cihazinda kaplanmistir. Nanopartikiillerin morfolojileri Hitachi
HT-7700 marka Gegirimli Elektron Mikroskobu ile goriintiilendi.

3.3. Yontem

3.3.1.Farkh Renkteki Ci¢eklerden Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Burdur yoresinden toplanan Althaea officinalis (hatmi) bitkisinin kirmizimsi pembe
ve pembe ¢igek kisimlar: ultra saf suda yikandiktan sonra oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Kuruyan ¢igekler ince toz hale getirildi ve her bir ¢icek kisimlarindan ayr1 ayri
0,5 gram Ornek tartilarak tizerlerine 2,5 ml ¢6ziicii (etanol, metanol, aseton ve ultra saf
su) ilave edildi (Sekil 3.1). Ardindan 5 dakika homojenizatorde karistirildiktan sonra, 1
gece 60°C’deki su banyosunda bekletildi. Bu siire sonunda 5 dakika siireyle 4500 rpm’de
santrifuj yapildi. Siipernatant kismi alinarak 45°C° de tamamen kuruyuncaya kadar
bekletildi ve ekstraktlar 1 ml ¢oziicii igerisinde ¢oziilerek +4°C’de saklandi. (Kiselev vd.,

2007).

Sekil 3.1. Farkli ¢6ziiler kullanilarak hazirlanan bitki 6ziitleri

3.3.2.Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi (HPLC) Analizi

Hazirlanan bitki ekstraktlarindaki kuersetin ve gallik asit miktarlarina, yiiksek

performans sivi kromotografisi (HPLC) kullanilarak, Gomes vd., (1999)’nun HPLC
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metodu modifiye edilerek analiz gerceklestirilmistir. Analizde Shimadzu Prominence
Marka HPLC-DAD cihazi, LC20 AT pompasi ve Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron)
kolonu kullanildi. Analiz i¢in gradient programi: 93% A(%3 Formik asit) + 7%
B(metanol) 3 dakika, 72% A + 28% B 25 dakika, 67% A + 33% B 32 dakika, 58% A +
42% B 2 dakika, 50% A + 50% B 8 dakika, 30% A + 70% B 5 dakika, 93% A + 7% B 15
dakika olarak toplamda 90 dakika olarak ayarlandi. Elde edilen sonuglara gore kuersetin

ve gallik asit miktarlar1 en iyi olan 6rnek ve ¢oziicii secilerek deneylere devam edildi.

3.3.3. Althaea officinalis bitkisinin pembe cicek kisimlarindan bitki oziitii eldesi

Althaea officinalis bitkisinin pembe ¢igek kisimlar1 toplanarak ultra saf su ile
yikandiktan sonra oda sicakliginda kurutuldu. Agat havanda ince toz hale getirilen pembe
cicek kismindan iki gram alinarak 300 ml ultra saf su iceren 500 ml' lik siseye
aktarildiktan sonra 60°C'lik bir su banyosunda 4 saat bekletildi. Olusan bitki ekstrakti,
Whatman 1 no.lu filtre kagiti ile siiziildiikten sonra 4000 rpm de 5 dk santrifiij yapildi
(Abdallah vd., 2020). Siipernatant kisimlar1 alinarak 4°C’de nanokompozit sentezinde
kullanilmak {izere saklandi (Sekil 3.2.).

Althaea officinalis pembe gicekleri
60°C su banyosu

Bitki ekstrakt: Filtrasyon + Santrifiij

Sekil 3.2. Pembe ¢igek oziitiiniin hazirlanmast

3.3.4.Yumurta Kabugu Tozunun Hazirlanmasi

Marketlerden toplanan yumurta kabuklari ilk olarak kir pargaciklarini temizlemek

icin musluk suyu altinda yikandi ve ardindan mikrobiyal kontaminasyonun giderilmesi
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icin saf suda 120 °C'de 3 saat siirekli kanstirilarak kaynatildi. Kaynatilan yumurta
kabuklar1 bir giin siireyle kiil firmninda (~150 °C) kurutuldu. Kurutulan yumurta kabuklar1
agat havan kullanilarak ince bir toz haline getirildi. Elde edilen yumurta kabugu tozu
kullanilmak tizere desikatorde saklandi (Choudhary vd., 2021).

3.3.5.Nanokompozitlerin Sentezi

Yesil sentez yontemi ile nanokompozitleri sentezlemek i¢in optimizasyon ¢aligmasi
yapildi. Cizelge 3.1°de gosterilen miktarlarda kullanilarak 4 adet nanokompozit sentezi

gergeklestirildi.

Cizelge 3.1. Sentezlenen nanokompozitlerde kullanilan malzemelerin miktarlari

Nanokompozitler | Zn(NO3)226H20 Yumurta Zn(NO3)226H:20 /Bitki
M) kabugu () bziitii (V/v)
1 0,001 2 4/1
2 0,01 2 4/1
3 0,001 2 9/1
4 0,01 2 9/1

Nanokompozitleri sentezlemek i¢in iki gram yumurta kabuklar1 farkli molaritelerde
ve ultra saf su ile hazirlanan ZnO.9H>0 (0,001 M ve 0,01 M) ¢ozeltilerine eklenerek 200
rpm de 1 saat kadar karistirilmistir (Sekil 3.3). Karistirilan ¢ozelti oda sicakliginda 12
saat bekletildikten sonra ¢ozeltilere hacimce farkli oranlarda bitki 6zii (¢inko nitrat:bitki
oziitli: 9:1, 4:1 v/v) yavas yavas ilave edildi ve 30 dk kadar 200 rpm karistirildi. Sentezin
tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda ¢ozeltiler 1 gece bekletildi. Elde edilen ¢ozelti 4500
rpm de santrifiij edildi. Bu islem nanokompozitleri ultra saf su ile ii¢ kez yikanmas: ile
devam ettirildi. Yikama islemi biten nanokompozit numuneleri gece boyunca etiivde

60°C' de kuruyana kadar bekletildi (Huang vd., 2020).

Sekil 3.3. Nanokompozit sentez asamalarindan bazi fotograflar
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3.3.6. Nanokompozitlerin Karakterizasyonu

Kolloidal ¢ozeltide ¢inko oksit nanopartikiillerin varligi, UV-Spektral analizi ile
dogrulandi. Nanopartikiil sentezinin gerceklesmesi nitel olarak, kolloidal ¢dzeltinin
renginin degisimi ile gozlenebilmektedir. Farkli ¢inko nitrat ve bitki 0ziitii (v:v)
karisimindan olusan nanokompozitlerin UV 300-400 nm de spektral analizi
gerceklestirildi (Abdallah vd., 2020).

Toz formdaki nanokompozitlerin fonksiyonel grup spektrumlarini arastirmak igin
FT-IR spektrometresi (Perkin Elmer-Fronter) kullanildi. Hazirlanan numuneler oda
sicakliginda 4000-400 cm ! spektrum aralifinda 4 cm -!' ¢oziiniirliikte bir ATR kristal
iizerinde tarand1 (Ogunyemi vd., 2019).

Nanokompozitlerinin yapisal karakterizasyonu ve morfolojilerinin incelemesi TEM
ile gerceklestirildi. Numunelerin ince filmini hazirlamak i¢in 1 dakika boyunca karbon
kapli bakir 1zgara iizerine konuldu. Fazla siv1 bir filtre kagidi ile uzaklastirilarak daha
sonra sirayla bir 1zgara kutusuna yerlestirilerek analiz gerceklestirildi (Honarmand vd.,
2020).

Nanokompozitlerinin yapisal morfolojisi ve boyutlart SEM analizi ile incelendi.
Toz hale getirilen nanokompozitler ince bir tabaka halinde karbon bant kapli stab iizerine
yayildr ve platin kaplandi. Platin kaplanan nanokompozit numuneleri SEM cihazina
yerlestirilerek gortintiileri alindi. Nanokompozit yapilarin elementel analizi i¢in bir enerji
dagitict spektrum (EDS) ile aydinlatildi (Ogunyemi vd., 2019).

Toz haldeki nanokompozitlerinin kristal yapilar1 ve igerdikleri fazlar1 tespit etmek
icin 5° <26 < 90° tarama araliginda numunelerin XRD analizi ger¢eklestirildi (Gun vd.,

2024).

3.3.7.Hemoliz Deneyi

Nanokompozit numunelerinin hemolitik aktivitesini belirlemek i¢in Choudhary
vd., 2021 metodu optimize edildi. Sekil 3.4’te goriildiigii gibi deney i¢in Kirmiz1 Kan
hiicreleri (KKH) kullanildi. EDTA K3 tiipiine alinan kan 6érneginden 1 ml alinarak {izerine
25 ml steril fosfat tamponlu salin (PBS) konuldu. 1000 rpm de 5 dk santrifiij edildi.
Ardindan ii¢ defa Sml PBS ile yikama islemi gergeklestirildi ve 50 ml PBS te ¢oziildii.
Nanokompozit numunelerinden 6 mg kadarlar1 1,5 ml KKH siispansiyonuna eklenerek
ardindan 37 °C'de 1 saat inkiibasyona birakildi. Karigim santrifiijlenerek ve siipernatantlar

UV kiivetine aktarilarak hemoglobin salinimi, 540 nm'de absorbans (A) olarak UV
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spektrofotometri ile dl¢iildii. Sirastyla pozitif ve negatif kontroller olarak deiyonize su ve
fosfat tamponlu salin (PBS) kullanildi (Choudhary vd., 2021). Yiizde hemoliz oranlar1

asagidaki formiile gore hesaplandsi;

(A)Ornek — (A)Negatif Kontrol
(A)Pozitif Kontrol — (A)Negatif Kontrol

x100 = Hemoliz % (3.1)

Sekil 3.4. Hemoliz testi deney goriintiileri

3.3.8.Minimum inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

MIK tahlilleri icin 37 C°’de Mueller-Hinton-Broth (MHB) besiyerinde Escherichia
coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 10239 gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi mikroorganizma siispansiyonlar1 sterilize MHB besiyeri ile 5x10° CFU/mL
konsantrasyonuna ayarlandi. Sterilize haldeki 4 adet 96 oyuklu mikroplaklarin ilk sirasina
sterilize edilmis saf su ile hazirlanan nanokompozit numuneler ve yumurta kabuk tozu
iceren 4000 ppm konsantrasyonundaki soliisyonlardan 200 pL eklendi. Kalan kuyulara
100 puL MHB eklendi. Numuneler mikropipet ile seri seyreltme teknigi kullanilarak
seyreltildi. Her mikroplaga ilgili mikroorganizmanin igerdigi siispansiyondan 10 pL
eklendi. Hazirlanan mikroplaklar 37°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra her kuyuya
10pL resazurin (6,75mg.mL"") ilave edildi. Deneyler ii¢ tekrar halinde kuruldu ve 37
°C'de yaklagik 18-24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Gorsel olarak renk degisimi saat
bast incelenerek, canli hiicrelerin varligini gosteren mordan pembeye doniisiim
kolorimetrik olarak izlendi ve 600 nm de absorbanslar1 6l¢iildii. MIC tahlillerinde kontrol
gruplart boya+kiiltiir, boya ve boyatMHB seklinde ayarland1 (Ogunyemi vd., 2019;
Selvam vd., 2020).
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3.3.9. Antibakteriyal Test

Nanokompozitlerinin patojenik bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteleri kuyu
diflizyon yontemi olan Kirby-Bauer yontemi ile incelendi. £. coli ATCC 35218, S. aureus
ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 test suslari, 24 saat boyunca 37°C'de TSA
(Tryptic Soy Agar) iginde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, 1.5 x 10° CFU/mL
bakteri kiiltiirii TSB (Tryptic Soy Broth) i¢inde seyreltildi. Bakteri slispansiyonlari steril
pamuklu ¢ubuk kullanilarak agar plaka yilizeyine aseptik kosullarda yayildi. MIC deney
sonucuna gore belirlenen nanokompozitlerin konsantrasyonundan (mg/ml) 40 pL kadar
agar plakalarindaki kuyu ¢ap1 6mm olan oyuklara ilave edildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe
edildi. Antimikrobiyal aktivite, milimetre (mm) cinsinden ifade edilen kuyu etrafindaki

net inhibisyon bolgesinin ¢ap1 belirlenerek degerlendirildi (Suwan vd., 2018).

3.3.10.Antifungal Test

Nanokompozitlerinin C. albicans ATCC 10239 kars1 antifungal aktiviteleri kuyu
diflizyon yontemi olan Kirby-Bauer yontemi ile incelendi. Saf kiiltiir, 37 °C'de 24 saat
boyunca MH broth besiyerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 1.5 x 10°
CFU/mL konsantrasyona ayarlanan mantar kiiltiirii steril pamuklu ¢ubuklar kullanilarak
tek tek MH agar (CLSI M44-A2 ye gore; Mueller Hinton Agar+ %2 glikoz ve 0,5
mikrogram/ml metilen blue) plaka yilizeyine aseptik kosullarda yayildi. MIC deney
sonucuna gore belirlenen nanokompozitlerin konsantrasyonundan (mg/ml) 40 puL kadar
agar plakalarindaki kuyu ¢ap1 6mm olan oyuklara ilave edildi ve 37°C'de 48 saat inkiibe
edildi. Antimikrobiyal aktivite, milimetre (mm) cinsinden ifade edilen kuyu etrafindaki

net inhibisyon bdlgesinin ¢ap1 belirlenerek degerlendirildi (Suwan vd., 2018).
3.3.11.Biyofilm inhibisyon Testi

Nanokompozitler biyofilm olusturma yetenegine sahip olan E. coli ATCC 35218
ve P. aeruginosa ATCC 27853 suslarma karsi biyofilm aktivitesini incelemek igin
bakteriler TSB (Tryptic Soy Broth) icinde 24 saat boyunca 37°C'de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi bakteriler ODeoo’de 10° hiicre yogunlugu olacak sekilde
ayarlandi ve 96 well plate 100 puL ekildi. Kuyularda bulunan bakterilerin iizerine
sentezledigimiz nanokompozitlerin (2, 1 ve 0,5 mg/ml) farkli konsantrasyonlarindan 100
pL seri diliisyon yapilarak eklendi ve gece boyunca 37°C'de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 96 well plate icerisindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirildi ve kuyucuklar

35



3 defa su ile yikandi. Yikanan kuyucuklara metanol eklendikten sonra 15 dk fiksasyon
icin bekletildi. Metanol uzaklastirildiktan sonra kuruyan kuyucuklara 0,1%°’lik hazirlanan
Kristal violet boya ¢ozeltisinden 130 pL eklenerek 15 dk bekletildi. Kristal violeti
uzaklastirmak i¢in kuyucuklar 3 defa su ile yikandi. Son olarak 30%luk asetik asit
cozeltisi kuyucuklara eklenerek ODsso de absorbans 6l¢iildii (Stepanovi¢ vd., 2007).

3.3.12.Uretilen Nanokompozitlerin 1929 Hiicrelerinde Sitotoksisitesinin

Degerlendirilmesi

Nanokompozitlerinin biyouyumlulugunu degerlendirmek i¢in 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-i)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) indirgeme tahlili kullanilarak 1929
hiicrelerinde sitotoksisite testlerine bakildi. Hiicreler %10 fetal sigir serumu ve %]l
penisilin-streptomisin ortamda 37 °C'de %5 COz2 ile nemlendirilmis havada kiiltiirlendi.
1 mL'lik bir hiicre slispansiyonu hacmi 96 oyuklu bir plaka ekildi ve 1 gece inkiibasyona
birakildi daha sonra belirlenen konsantrasyonda yumurta kabugu ve nanokompozit
numuneleri (0, 0,25; 0,5; 1; 2; 4 ve 8 mg/ml) 96 oyuklu plakaya (kuyu basina yaklasik
3x10° hiicre/ml) ekildi. 24 saat inkiibasyondan sonra her kuyuya 10 uL MTT eklendi.
Hiicreler 3 saat daha inkiibasyona birakildi ve 570 nm'de 6l¢iim yapilarak islenmemis

kontrol hiicrelerine gore hiicre canliliklar1 degerlendirildi (Long vd., 2017).
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. HPLC Analizi

Kirmizimsi pembe ve pembe ¢igcek kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle hazirlanan bitki
Oziitlerine yapilan HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir. Yesil sentez
sirasinda bitki kisimlarindan elde edilen ekstraktlarda bulunan flavonidler, enzimler,
antioksidan ve fenolik gibi ¢inko nitrati indirgeyen bilesikler ¢inko oksit olusumunda yer
almaktadir. Bu fitokimyasal siirecte ¢inko nitrat katyonlar1 indirgenerek ZnO NP’ler
olusur. Olusan ZnO NP’ler kuersetin gibi baz1 fenolik bilesikler sayesinde stabilize
olurlar (Patil ve Taranath 2016; Verma vd., 2020; Aljabali vd., 2022). Bitki 6ziitlerindeki
kuersetin ve gallik asit miktarlar1 karsilagtirildiginda pembe ¢igek kisimlar: kullanilarak
ultra saf su ile hazirlanan bitki 6ziitiintin 24.341 ppm degerinde yiiksek miktarda kuersetin
icerdigi tespit edilmistir. Bir¢ok c¢aligmada hem kuersetin hem de gallik asit ile
sentezlenen nanopartikiillerin stabilite, antimikrobiyal, antikanser Ozelliklerinin daha

fazla oldugu yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucu tespit edilmistir (Mittal vd., 2014;
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Saribugra vd., 2014). Yesil sentez ile nanopartikiil sentezinde kullanilan bitkilerde
tanimlanan kuersetinin, nanopartikiillerin stabilitesini saglayan metal selatlama etkisinin
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica nanomalzeme sentezinde kullanilan kuersetinin
nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zelliklerini artirdigi bilinmektedir (Shah vd., 2017;
Ashafa ve Balogun, 2020). Bu bilgiler ve ¢alismamizdaki HPLC analiz sonuglarina gore
A. officinalis bitkisinin pembe ¢i¢ek kisimlar1 kullanilarak ultra saf su ile hazirlanan bitki
Oziitliniin kuersetin miktar1 diger cigek ekstraktlarina gore daha fazla oldugu igin
nanokompozit sentezi i¢in tercih edilmistir.

Elde edilen XRD sonuglar1 genellikle toz halindeki ZnO’e aittir. Yapilan sentezlerin
tamaminda toz halinde ZnO elde edildigi icin XRD sonuglar1 da benzerlik gostermektedir

(Yang vd., 2006; Mao vd., 2008).

Cizelge 4.1. HPLC analizi sonrasi bitki ekstraktlarindaki kuersetin ve gallik asit

miktarlar

Numune Adi Gallik Asit (ppm) Kuersetin (ppm)
KP-Etanol 0,013 4,589
KP-Metanol 0,203 4,502
KP-Aseton 0,117 1,297
KP- dH20 1,049 2,898
P-Etanol 0,834 3,202
P-Metanol 1,378 3,836
P-Aseton 0,256 12,492
P- UdH20 0,598 24,341

*KP; Kirmizimsi pembe, P; Pembe ¢igek

4.2. Nanokompozitlerin Yesil Sentezi

Althaea officinialis bitkisinin pembe cicek kismindan ultra saf su kullanilarak
hazirlanan bitki 6ziitii ile gerceklestirilen yesil sentez ile elde edilen nanokompozitlerin

adlandirilmalar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Sentezlenen nanokompozitlerin adlandirilmasi

Nanokompozitlerin | Zn(NQO3);*6H,O M | Yumurta kabugu g Zn(NQOs3),°6H,0

adlandirilmasi /Bitki oziitii (v/v)
ZnO@YK1 0,001 2 4/1
ZnO0@YK2 0,01 2 4/1
Zn0@YK3 0,001 2 9/1
ZnO@YK4 0,01 2 9/1
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Nanokompozit sentezinde dolgu malzemesi olarak kullanilan yumurta kabuk
tozunun miktarlar1 sabit tutularak yiizey ve gozenek kisimlarina biriken ZnO nanopartikiil
miktarlarin1 tespit etmek icin bitki Oziiti hacmi ve Zn(NO3)226H20 ¢ozelti
konsantrasyonlar1 degistirilerek sentez gerceklestirilmistir. Yesil sentez sirasinda pembe
cicek Oziitiiniin eklenmesi Oziitte bulunan flavonoidler, antioksidan ve fenolik bilesenlerin
c¢inko nitrat1 indirgemesi ile zamanla ¢ozeltide renk degisimi ger¢eklesmistir. Yesil sentez
sirasinda sentezin ilk aninda ¢igek ekstraktindan kaynaklanan pembe renk yaklagsik 30 dk
icerisinde sarimst bir renge, inkiibasyon sonunda ise yesilimsi-acik kahve rengine
doniistiigli gozlenmistir. Bu renk degisimi ZnO NP'lerin sentezini kolorimetrik olarak
dogrulamaktadir (Ramesh vd., 2015). Ayrica Sekil 4.1°de goriildiigii iizere sentez 6ncesi
kirli beyaz renginde olan yumurta kabuk tozlar1 sentez sonrasi yesil-kahve bir renk

almustir.

Sekil 4.1. Yesil sentez Oncesi ve sonras1 yumurta kabugu tozunun renk degisimi

4.3. UV-Vis Analizi

Althaea officinialis bitkisinin pembe ¢igek kisimlar1 kullanilarak gerceklestirilen
ZnO NP katkili yumurta kabugu nanokompozitinde ZnO NP olusumunu dogrulamak i¢in
UV-vis analizi gercgeklestirildi. Absorpsiyon spektroskopisi, yari iletken NP’lerin optik
ozelliklerini belirlemek i¢in siklikla kullanilan bir yontemdir. UV-Vis analizinden elde

edilen absorpsiyon spektrumlar1 dalga boyunun bir fonksiyonu olarak verilir. Bu durumda
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nanopartikiillerin boyutu maksimum A'ya bagli olmaktadir (Mohammadian vd., 2018).
UV-Vis analizinde, ZnO nanopartikiillerin belirgin bir absorbans pikinin genellikle 370-
390 nm civarinda gozlemlendigi bilinmektedir (Abdo vd., 2021; Aljabali vd., 2022).

ZnO@YK1
ZnO@YK2
ZnO@YK3

ZnO@YKa

Absorbans

380 380 382 384 386 388
nm

Sekil 4.2. Althaea officinalis bitkisinin pembe ¢icek ekstrakti ile sentezlenen
cinko oksit nanopartikiillerinin =A384 nm'de maksimum absorbanslarina ait UV-Vis

spektrumlari

Sekil 4.2° de goriildiigii lizere tiim nanokompozitlerde goriilen 384 nm'lik
karakteristik absorbsiyon pikleri ZnO NP'lerin varligin1 gostermistir. 384 nm’ de goriilen
belirgin zirve, oda sicakligindaki yiiksek uyarilma baglanma enerjileri oldugundan ZnO
NP'ler i¢in spesifiktir (Bhuyan vd., 2015). Ayrica absorbsiyon spektroskopisinde bant
araliginin azalmas: ile parcacik boyutu artmaktadir. Bant araligi ile emilim dalga boyu
arasinda da ters bir oran vardir. Bulk ZnO NP’ler i¢in absorbsiyon band1 380 nm civarinda
gerceklesmistir.

Dolayisiyla hem renk degisimi hem de UV-vis analizi sonucunda 384 nm civarinda
tim nanokompozitlerde absorbsiyon bandmin goriilmesi yesil sentez sirasinda A.
officinialis bitkisinden bulunan fenolik ve flavonoid bilesenler sayesinde ZnO NP’lerin

basarili bir sekilde sentezlendigi tespit edilmistir.

4.4. ATR FT-IR Analizi
Althaea officinalis  Dbitkisinin pembe ¢icek kisimlarindan sentezlenmis
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nanokompozitlerin ve yumurta kabuk tozunun, fonksiyonel gruplari ile ZnO metal oksid
baglarinin varligimi gormek igin 4000-400 cm! arasinda kizilotesi spektrumlar: alinmustr.
Nanokompozit sentezinde kullandigimiz yumurta tozu, yumurtalarin kabugu ve
membrani ayrilmadan elde edilmistir. Buradaki amag¢ ise membran kisimda bulunan
kollajen benzeri yapilarin ve proteinlerin nanokompozit sentezi sirasinda bozulmadan

yapiya katilabilmesidir. Bu sayede, iiretilen nanopartikiillerin sadece yumurta kabuguna

degil membran kismindaki lifli yapilara da tutunmasi saglanmistir.

103
1007
9 ﬂ [/___

804
TH
f

60H K

YT

5 |
4 "
/

» |

201 z

500 380

1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-

Sekil 4.3. Bos Yumurta kabugu tozunun FTIR spektrumu (4000-400 ¢cm'!
spektral bolge)

Yumurta kabugu tozunun Sekil 4.3’te goriilen FTIR spektrumundaki goriilen
bantlardan da anlagildig izere membran kismindaki protein yapilar yumurta kabugu tozu
hazirlama asamalarinda korunmustur. Yumurta tozu IR spektrumunda 1393 ¢m™,1040
cm’!, 872 cm! ve 712 cm™! pozisyonlarinda, yapidaki kalsitle iligkili sirasiyla asimetrik
gerilme, diizlem dis1 egilme ve diizlem igi titresimlere ait absorpsiyon bantlar1
gozlemlenmistir (Mittal vd., 2016). Ayrica 3402 cm™! ve 1646 cm!’deki bantlar yumurta
kabugunun membran yapisindaki amid baglarina karakteristiktir (Mansilla ve Mejia,
2017; Chen vd., 2022). Bozulmamis membrandaki sisteinin tiyol baglarmi 2515 cm-

>deki absorpsiyon bandi gostermektedir (Bhagavatheswaran vd., 2017). Spektrumdaki
2957 cm! ve 2828 cm'deki bantlar ise hem kabuk kismindaki minerallerden hem de
membran yapisindaki protein ve lipitlerden kaynaklanan simetrik ve asimetrik karbon
hidrojen baglarindan gelmektedir (Mittal vd., 2016; Mansilla ve Mejia, 2017; Parvin vd.,

2019).
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Sekil 4.5. a) Bos Yumurta kabugu tozu, ZnO@YK1, ZnO@YK2, ZnO@YK3
ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin FTIR spektrumlar1 (4000-400 cm-1 spektral bolge),

b) ZnO' nun metal-oksijen gerilme moduna ait absorpsiyon band aralig1

Cinko oksit (ZnO), FTIR analizinde karakteristik Zn-O bag titresimleriyle taninir
ve bu titresimler genellikle 400-600 cm™ araliginda gézlemlenir. Bu frekans araligindaki
bantlar, ZnO’nun yapisindaki Zn-O baglarinin esneme titresimlerine karsilik gelir. FTIR
spektrumunda 430-450 cm™' araliinda gozlenen bant, ZnO’nun Zn-O baglarnin
karakteristik esneme titresimlerini temsil eder ve ZnO'nun yapisal 6zelliklerinin
analizinde 6nemli bir gdsterge olarak kabul edilir. 500-600 cm™ araligindaki bant ise
ZnO'nun kristal yapisina ve sentez kosullarina bagli olarak goriilebilen diger bir Zn-O
titresim bolgesidir. Sentez yontemi, partikiil boyutu veya ylizey modifikasyonlar1 gibi
faktorler, bu bolgede goézlemlenen bant pozisyonlarinda hafif degisikliklere neden
olabilir. Bu nedenle, FTIR analizlerinde ZnO’nun karakteristik Zn-O titresim
frekanslarinin sentez yontemi ve yapisal 6zelliklerine gore degerlendirilmesi 6nemlidir
(Beitollahi vd., 2020). Yumurta tozuna immobilize edilmis ZnO nanopartikiillerinin
spektrumlar1 Sekil 4.5 a’da incelendiginde, kalsit ve membran yapilar ile iliskili

absorpsiyon bantlarinda zirve yogunluklar1 disinda herhangi bir degisiklik
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gozlemlenmemistir. Bu durum, nanopartikiillerin yumurta tozuna basarili bir sekilde
immobilize oldugunu ve kalsit ve membran yapilar1 ile etkilesime girmedigini
gostermektedir (Nasrollahzadeh vd., 2016; Yorseng vd., 2020). IR spektrumundaki 600
cm! ve 400 cm! civarindaki bantlar, metal oksijen (MeO) titresim modun atfedilirken
(He vd., 2019; Ruhaimi ve Aziz, 2021; Chaudhari vd., 2022), Sekil 4.5 b’ de, 480 ve 499
da cm™! absorpsiyon bantlari ise ZnO' nun metal-oksijen gerilme modu kaynaklidir
(Selvam vd., 2020; Mutukwa vd., 2022). Nanokompozit numunelerinde bulunan ZnO
bantlarmin yogunluk ve tepe noktalarinin her birinde gézlenen degisiklikler, ZnO ile
yumurta kabuklar1 arasindaki farkli yapisal etkilesimlerin bir sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir. Ote yandan, ZnO@YK3 nanokompozitinde, ZnO nanopartikiilleri diger
nanokompozitlere nazaran yumurta kabugu tozuna daha az niifuz etmistir. Bu durum, IR
spektrumunda daha diisiik ZnO bant yogunlugu olarak gézlemlenmektedir. Bunun sebebi;
ZnO@YK3 sentezinde 0,001 M ¢inko nitrat ¢ozeltisi ve en az bitki ekstrakti kullanilarak
gerceklestirilmis olmasidir. Birgok ¢alismada yesil sentez icin sicaklik, ph, metal tuzu,
reaksiyon siiresi gibi parametler optime edilerek c¢alisilmistir ve optimizasyonun
nanopartikiiliin sekli, miktar1 ve antimikrobiyal gibi bir¢ok 6zelligini etkiledigi tespit
edilmistir (Hoseinpour vd., 2017; Anvarinezhad, vd., 2020) Bitki 6ziitii ve kullanilan
cinko nitrat molaritesi yesil sentezde ZnO nanopartikiiliin olusmasin etkiledigi i¢in IR

spektrumunda ZnO bant yogunluklarinda farklilar gériilmiistiir.

4.5. XRD Analizi

Yumurta kabugu tozunun ve ZnO@Y K nanokompozitlerinin kristal yapilarini ve

icerdikleri fazlar1 belirlemek i¢in X-1g1n1 analizi yapilmistir.
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Sekil 4.6. Yumurta kabugu tozunun XRD kirmim deseni

Yumurta kabugu tozunun XRD deseni genellikle kalsiyum karbonat (CaCOs)
formunda oldugu icin, bu desende bazi karakteristik tepe noktalar1 bulunur. Yumurtanin
kabugu, ¢ogunlukla aragonit veya kalsit kristal yapisina sahip olmaktadir. Kalsit i¢in, 26
= 29,4°; 36,0°; 40,3°; 43,0° ve 48,6° gibi tepe noktalar1 belirgindir (Hassan, 2015).
Aragonit ise 20 = 25,9°; 29,3°; 34,0° ve 47,3° gibi noktalar gostermektedir (Huang vd.,
2020b). Sekil 4.6’da bos yumurta kabugu tozunun XRD kirinim deseni verilmistir. Bos
yumurta kabugunun XRD kirmmim desenine yapilan kiitliphane taramalar1 sonucunda
yumurta kabugu tozunun 260= 29,37°; 39,38°, 43,13° 47,49° ve 48,49° CaCOs'iin
karakteristik tepe noktalar1 olarak (CaCOs, kart no 96-901-6707) belirlenmistir.
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Sekil 4.7. ZnO@YK1 nanokompozitinin XRD kirinim deseni

Sekil 4.7°’de ZnO@YK1 nanokompozitinin XRD kirinim deseni verilmistir.
Yumurta kabugu tozuna ait olan XRD kirmim zirveleri nanokompozit yapisinda da
gozlenmistir. Ayrica ZnO@YK1 nanokompozitine ait XRD kirmim deseninde 26=
31,27°; 35,86°; 47,32°; 62,81°; 65,24°; 75,99° ve 81,52° ZnO’in karakteristik tepe
noktalar1 (ZnO, kart no 98-018-1039) tanimlanmistir (Kalpana vd., 2018; Qian vd., 2020).
XRD kiitliphane taramasi sonucunda ZnO’in hekzagonal kristal yapida oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.8. ZnO@YK2 nanokompozitinin XRD kirinim deseni

Sekil 4.8’de ZnO@YK2 nanokompozitinin XRD kirinim deseni verilmistir.
Yumurta kabugu tozuna ait olan XRD kirmim zirveleri bu nanokompozit yapida da
gozlenmistir. Ayrica ZnO@YK2 nanokompozitine ait XRD kirinim deseninde 20=
31,27°; 35,86°; 47,32°; 62,81°; 65,24°; 75,99° ve 81,52° ZnO’in karakteristik tepe
noktalar1 (ZnO, kart no 98-018-1039) tanimlanmistir (Kalpana vd., 2018; Qian vd., 2020).
XRD Kkiitiiphane taramasi sonucunda ZnO’in hekzagonal kristal yapida oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.9. ZnO@YK3 nanokompozitinin XRD kirinim deseni

Sekil 4.9’da ZnO@YK3 nanokompozitinin XRD kirinim deseni verilmistir.
Yumurta kabugu tozuna ait olan XRD kirmim zirveleri bu nanokompozit yapida da
gozlenmistir. XRD kirmim deseninde 26= 31,27°; 35,86°; 47,32°;, 65,24° ve 75,99°
ZnO’in karakteristik tepe noktalar1 (ZnO, kart no 98-018-1039) tanimlanmistir (Kalpana
vd., 2018; Qian vd., 2020). XRD Kkiitiiphane taramasi sonucunda ZnO’in hekzagonal
kristal yapida oldugu tespit edilmistir. Ancak ZnO@YKIl ve ZnO@YK2
nanokompozitlerinde goriilen ZnO yapmin karakteristik tepe noktalart ZnO@YK3
nanokompozitinde daha az goriilmiistiir. Bu durum FTIR analiz sonucunda da bahsedilen
yesil sentezin en az bitki Oziiti ve disiik molaritede c¢inko nitrat ¢ozeltisi ile

gerceklestirildiginden kaynaklandig: diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.10. ZnO@YK4 nanokompozitinin XRD kirinim deseni

Sekil 4.10°da ZnO@YK4 nanokompozitinin XRD kirmmim deseni verilmistir.
Yumurta kabugu tozuna ait olan XRD kirimim zirveleri bu nanokompozit yapida da
gozlenmistir. ZnO@YK4 nanokompozitine ait XRD kirmim deseninde 26= 31,27°;
35,86°; 47,32°; 62,81°; 65,24°; 75,99° ve 81,52° ZnO’in karakteristik tepe noktalari
(ZnO, kart no 98-018-1039) tanimlanmistir (Kalpana vd., 2018; Qian vd., 2020). XRD
kiitiiphane taramas1 sonucunda ZnO’in hekzagonal kristal yapida oldugu tespit edilmistir.
XRD analizi sonras1 yumurta kabugu tozuna ZnO’in katkilandig1 ve ZnO’in en yaygin

formu olan hekzagonal yapida oldugu tiim nanokompozitler i¢in dogrulanmistir.

4.6. SEM-EDX Analizi

SEM-EDX analizi ile bos yumurta kabugu tozunun ve ZnO@YK
nanokompozitlerinin morfolojileri ile elementel tayinleri ayrica ZnO yapilarin boyut ve

sekilleri SEM analiz ile tespit edilmistir.

47



Mag~ 10.00 K X = 0 Sly 23 May 2023 Time 9:46:03
SUPRA 40VP41-14 e 1= Line Int. Done  Chambe

Mag - 15000 K X 7.8 mm ENT « 10.00 kV Slgnal A - SE2 Dato :31 Jan 2023 Time 9:17:14
SUPRA 0VYP41-14 | Nolse Re ton = Line Int. Done Chamber Status = Pumping (HV)

Sekil 4.11. Bos yumurta kabugunun SEM goriintiileri

Bos YK yiizeyinde yumurta kabugunun kendi yapisindan kaynaklanan kalsit
yapilar ve makro ve mikro gdzenek yapilar1 Sekil 4.11°deki SEM g0riintiisiinde
gosterilmistir. Yumurta kabugunun dogal gozeneklerinin ¢aplar1 genellikle 200 nm

civarinda olup daha kiigiik gbzeneklerde goriilmiistiir.
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Sekil 4.12. Bos yumurta kabugunun EDX spektrumlari

Sekil 4.12°de YK yiizeyinin iki farkli boélgesinden alinan EDX spektrumlari
verilmistir. YK’nin EDX spektrumu incelendiginde elde edilen veriler elementel
bilesimin ¢ogunlukla Ca, C ve O’ den olustugunu gostermistir. Kullanilan yumurta
kabugu tozu kabuk ve membran ayrilmadan elde edildigi i¢cin EDX spekturumunda
membran yapidan kaynakli olan S ve Mg elementlerin varlig1 da goriilmiistiir (Kumar ve

Muthu, 2018; Honarmand vd., 2020).

49



Sekil 4.13. ZnO@YK1 nanokompozitinin SEM goriintiileri

ZnO@YKI1 nanokompozitinin SEM goriintiileri Sekil 4.13’te verilmistir. SEM
gorlintiileri  ayrintili  olarak incelendiginde bos YK yiizeyine gore ZnO@YKI
nanokompozitinin yiizeyinin ZnO nanoyapilart ile kaplandigi goriilmiistiir. Sentez
sirasinda olusan ZnO nanoyapilarin yumurta kabugunun ylizeyine ve gozeneklerine

nanopartikiil yapisinda tutunmustur.
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Sekil 4.14. ZnO@YK2 nanokompozitinin SEM gdriintiileri

ZnO@YK2 nanokompozitinin SEM gorintiileri Sekil 4.14°de verilmistir. SEM
goriintiileri ayrmtili olarak incelendiginde bos YK ylizeyine gore ZnO@YK2
nanokompozitinin yiizeyinin ZnO nanoyapilar1 ile kaplandigi goriilmiistiir. Sentez
sirasinda Tablo 4.2°de de belirtildigi {izere farkli oranlarda ve molaritelerde kullanilan
bitki 6ziitii ve ¢inko nitrat sonucu olusan farkliliklar SEM goriintiilerinde de bir farklilik
yaratmigtir. ZnO@YK?2 nanokompoziti, ZnO@YK]1 nanokompozitene kiyasla sentez
sirasinda daha yiliksek molaritede c¢inko nitrat ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu durum
sonucunda ZnO nanoyapilarin ZnO@YK1 nanokompozitine kiyasla ZnO@YK2
nanokompozitinde daha ¢ok nanorod yapilarda olustugu nanokompozit ylizeyinden
alinan SEM goriintiilerinde goriilmiistiir. Nanorod yapilarin yumurta kabugunun yiizeyini
yogun bir tabaka halinde kaplamstir. I§ne benzeri yapida olan ZnO nanorodlar birleserek

yildizims1 nanoyapilar olusturmustur.
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Sekil 4.15. ZnO@YK3 nanokompozitinin SEM gdriintiileri

ZnO@YK3 nanokompozitinin SEM goriintiileri Sekil 4.15’te verilmistir. SEM
goriintiileri incelendiginde bos YK yiizeyine gore ZnO@YK1 nanokompozitine benzer
sekilde ylizeyin ZnO nanoyapilari ile kaplandig1 goriilmiistiir. ZnO @Y K3 nanokompozit
ylizeyinde ve gbzeneklerinde bulunan ZnO nanoyapilar1 nanopartikiil halde olusmustur.
ZnO@YK1 ve ZnO@YK3 nanokompozitlerinde nanorod yapilarin goriilmedigi
gostermistir. Bu durum ZnO@YK1 ve ZnO@YK3 nanokompozitlerinde molarite olarak

diisiik ¢inko nitrat ¢6zeltisinin kullanilmasindan kaynaklanmaistir.
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Sekil 4.16. ZnO@YK4 nanokompozitinin SEM goriintiileri

ZnO@YK4 nanokompozitinin SEM gorintiileri Sekil 4.16°da verilmistir. SEM
goriintiileri  ayrmtili  olarak incelendiginde bos YK yiizeyine ZnO@YK2
nanokompozitinin ylizeyinde oldugu gibi ZnO nanoyapilarin nanopartikiil ve nanorod ile
kaplandig1 goriilmiistiir. Diger nanokompozit yapilarinda da belirtildigi iizere sentez
sirasinda Tablo 4.2°de verilen deney kosullar1 incelendiginde 0,01M gilimiis nitrat
kullanilarak gerceklestirilen yesil sentez sonucu olusan nanokompozitlerde ZnO’in
nanopartikiil yapmin yaninda nanorod yapida da olusmustur. ZnO@YK4
nanokompozitinin yiizeyine yogun sekilde nanorod yapilarin tabaka halinde kaplandigi

ve ZnO nanorodlarin birleserek yildizimsi nanoyapilar olusturdugu goriilmistiir.
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Sekil 4.17. Nanokompozit numunelerinin EDX verileri

Yesil sentez sonrasi elde edilen nanokompozitlerde ZnO’in tespiti i¢in elementel
analiz gergeklestirilmistir. SEM analizi sirasinda noktasal ve bolgesel olarak segilen
alanlara EDX analizi yapilmistir ve sonu¢ olarak Sekil 4.17° de sunulan
nanokompozitlerin EDX spektrumlar1 Sekil 4.12° de verilen YK’nin EDX spektrumlari
ile karsilastirildiginda nanokompozitlerin yumurta kabugu ylizeyinde yesil sentez
sirasinda olusan ZnO’in varhigr goriilmiistiir. EDX verileri ile yesil sentez sirasinda

ZnQO’in basar bir sekilde sentezlendigini desteklemistir.

4.7. TEM Analizi

TEM analizi ile yumurta kabuk yiizeyini kaplayan ZnO’in ve nanokompozitlerinin

mikro yapilar1 daha ayrintili olarak gézlemlenmistir.

Sekil 4.18. ZnO@YK1 nanokompozitinin TEM goriintiileri
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Sekil 4.18° de ZnO@YK1 nanokompozitinin TEM goriintiileri incelendiginde
ZnO’in nanopartikiil yapilar1 goriilmektedir. Yumurta kabugunun ylizeyinde bulunan

nanopartikiillerin nanoboyutlar1 TEM analizinde daha ayrintili goriilmektedir.

Nanorodlar

Sekil 4.19. ZnO@YK2 nanokompozitinin TEM goriintiileri

Sekil 4.19°da ZnO@YK2 nanokompozitinin TEM goriintiilerinde yumurta
kabuguna tutunan ZnO nanoyapilarin, SEM analizinde de goriilen nanorod halleri
verilmistir. ZnO nanorod yapilarin yaninda nanopartikiil yapilarda TEM goriintiilerinde

gorilmistir.

Sekil 4.20. ZnO@Y K3 nanokompozitinin TEM goriintiileri

Sekil 4.20°de verilen ZnO@YK3 nanokompozitinin TEM goriintiileri

incelendiginde ZnO’in nanopartikiil yapida ylizeye tutundugu gorilmiistiir.
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Sekil 4.21. ZnO@YK4 nanokompozitinin TEM goriintiileri

Sekil 4.21’de ZnO@YK4 nanokompozitinin TEM goriintiileri verilmistir. TEM
goriintiileri incelendiginde yumurta kabugu yiizeyine tutunan ZnO nanopartiikiiller
disinda cok daha kiiclik nanopartikiiller goriilmiistiir. Bu durumda TEM analizi ile SEM
analizinde goriilmeyen ya da agrega halde bulunup nanoyapilar tespit edilmistir.

TEM analiz sonucglarina gére yumurta kabugu tozu iizerinde bulunan ZnO yapilar
actkca goriilmektedir. Ozellikle Sekil 7d’de nanokompozit yapisindaki nanorodlar
belirgin bir sekilde goriilmektedir. Ayrica TEM goriintiilerinde, SEM sonuglari ile tutarl
ve daha kiiciik nanometre ¢apinda nanorodlar ve nanopartikiil yapilar1 tespit edilmistir.
TEM goriintiisiinde numunedeki yumurta kabugunun gézenekli yapisini gérmek zordur.
Bunun sebebi numunenin opakligindan kaynaklaniyor olabilmektedir (Qian vd., 2020).
Hem TEM hem de SEM goriintiilerinde goriilen ZnO yapilariin nanopartikiil, nanopul
ve c¢ogunlukla igne benzeri ZnO nanorodlarn olusumu kullanmis oldugumuz A4.
officinialis bitkisinin pembe c¢igek kisimlarini kullanarak elde ettigimiz ekstraktaki
biyomolekiillerin essiz birlesimi sayesinde calismamizdaki ayirt edici nanopartikiil
sekillerinin elde edilmesinde onemli bir rol oynadigini gostermektedir. Kimyasal sentez
yolu ile ZnO nanorodlarin tiretimi ¢ogunlukla gii¢lii bazlarin, yiizey aktif malzemelerin
veya katalizor gibi maddelerinin kullanimini ile gergeklesir (Awad vd., 2024). Fakat
bizim calismamizda siirdiiriilebilir ve toksik etkisi olmayan yesil sentez ile kimyasal
maddeler kullanilmadan ZnO nanorod fretimi daha yesil bir metod ile

gerceklestirilmistir.

4.8. Hemoliz Deneyi

Sentezlenen nanokompozitlerin insan kan dokusu ile uyumlulugu biyomedikal ve

farmasoétik uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanilabilecegini gdsteren bir kriterdir.
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Bu yiizden yumurta kabugu tozunun ve nanokompozitlerin insan kirmizi kan hiicrelerine

kars1 hemolitik aktiviteleri incelenmistir.
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Sekil 4.22. Orneklerin hemoliz degerleri. Sonuglar ortalama deger + ortalama
standart hatasi olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik derecesi * (p < 0,05), ns

(istatistiksel olarak anlamli degil).

Sekil 4.22' de gosterildigi gibi, nanokompozitlerin kirmizi kan hiicresi lizizi %4’
den az olarak bulunmustur. Tablo 4.3° de bos YK, ZnO@YK1, ZnO@YK2, ZnO@YK3
ve ZnO@YK4 hemoliz deneyi sonrasi elde edilen hemoliz yiizdeleri verilmistir. Bu
Olciimlere gore, bos YK, ZnO@YK1 veZnO@YK2 numuneleri hemolitik 6zellik
gostermeyen, ZnO@YK3 ve ZnO@YK4 numuneleri ise hafif hemolitik madde olarak
belirlenmistir (Dobrovolskaia vd., 2018). Ayrica ZnO@YK1 nanokompozitinin dogal bir
malzeme olan yumurta kabugu tozuna gore bile daha az hemolitik 6zellik gostermesi yesil
sentez ile iiretilen malzemelerin ne kadar biyouyumlu olabilecegini gostermistir. Hemoliz
sonuglari, biitiin 6rneklerin biyogiivenli malzemeler i¢in belirlenen %5'lik hemoliz
sinirlarmi agsmamistir. Bu durum, érneklerin hemo-uyumlu oldugunu ve saglik alaninda

kullanilabilir biyomalzeme potansiyeli tagidigini ortaya koymustur (Xu vd., 2016).
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Cizelge 4.3. Nanokompozitlerin ve bos yumurta kabugu tozunun hemoliz degerleri.

Sonuglar ortalama + ortalama standart hatasi olarak gosterilmistir.

Ornek Hemoliz (%)
YK 1,66 £0,19
ZnO@YKI1 0.888 £ 0.22
ZnO@YK2 2,66 0,19
Zn0@YK3 4405
ZnO0@YK4 3,44 £ 0,44

4.9. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Tek basma ZnO NP’ lerin antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
(Abdelghany vd., 2022; Lyngdoh vd., 2024; Tsakiridou vd., 2024). Yesil sentez sonucu
elde edilen nanokompozitlerin ZnO NP’ lerden gelen antimikrobiyal etkilerini ve hangi
nanokompozitin daha fazla antimikrobiyal 6zellige sahip oldugunu tespit etmek icin ilk
once s1v1 besiyerinde MIK testi yapilmistir. Antimikrobiyal dzellikleri test etmek igin dort
nanokompozittin XRD, FTIR, SEM analizlerine ve 6n antimikrobiyal deney sonuglarina
gore ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitleri YK ile beraber MIK testlerinde
kullanilmigtir. MIK testinde rezasurin boyasi kullanarak nanokompozitlerin E. coli
ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 bakteri suslar1 ve C.
albicans ATCC 10239 mantarma karst minimum o6ldiirlicii konsantrasyonu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.23. YK, ZnO@YK2 ve ZnO@Y K4 nanokompozitlerinin S. aureus
ATCC 25923 bakterisinde yapilan MiK deney sonucu

Sekil 4.23’te verilen MIK deney sonuglarina gére S. aureus bakterisine karsi
yumurta kabugu herhangi bir inhibisyon olusturmamistir. ZnO@YK?2 ve ZnO@YK4
nanokompozitleri ise S. aureus bakterisine kars1 sirastyla 2 ve 1 mg/ml gibi diistik bir
konsantrasyonda MIK etkisi gostermistir. Sonuglar hem kolorimetrik olarak hem de
bakterinin yumurta kabugu ve nanokompozit numuneler ile inkiibasyonundan sonra
Olglilen absorbans degerlerinin sonuglarindan tespit edilmistir. Bu durum yumurta

kabugunun S. aureus kars: oldiiriicii etkisi olmadigin1 ve nanokompozit numuneler i¢in

59



yumurta kabuguna yesil sentez ile yiiklenen ZnO NP’ler ile antibakteriyel 6zellik kattigini

gostermistir.
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Sekil 4.24. YK, ZnO@YK2 ve ZnO@Y K4 nanokompozitlerinin E. coli ATCC
35150 bakterisinde yapilan MiK deney sonucu

Sekil 4.24°de verilen MIK deney sonuglarina gére yumurta kabugunun E. coli
bakterisine kars1t oldiiriicii etkisi olmadigi goriilmiistir. ZnO@YK2 ve ZnO@YK4
nanokompozitleri ise E. coli bakterisine kars1 1 mg/ml gibi diisiik bir konsantrasyonda
MIK etkisi gdstermistir. Sonuclar hem kolorimetrik olarak hem de bakterinin yumurta
kabugu ve nanokompozit numuneler ile inkiibasyonundan sonra Olgiilen absorbans

degerlerinin sonuglarindan tespit edilmistir. Bu durum yumurta kabugunun E. Coli
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bakterisine kars1 6ldiirticii etkisi olmadigini ve nanokompozit numuneler i¢in yumurta

kabuguna yesil sentez ile yiiklenen ZnO NP’ler ile antibakteriyel 6zellik kattigini

gostermistir.
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Sekil 4.25. YK, ZnO@YK2 ve ZnO@Y K4 nanokompozitlerinin P. aeruginosa
ATCC 15442 bakterisinde yapilan MIK deney sonucu

Sekil 4.25° de verilen MIK deney sonuglarina gére yumurta kabugunun diger
bakterilerin tersine P. aeruginosa bakterisine karsi 6ldiriicii etkisi oldugu goriilmiistiir.
P. aeruginosa bakterisinde yumurta kabugu 1 mg/ml konsantrasyona kadar inhibisyon

61



etki gostermistir. ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitleri 0,5 mg/ml
konsantrasyonunda MIK etkisi gdstermistir. Sonuglar hem kolorimetrik olarak hem de
bakterinin yumurta kabugu ve nanokompozit numuneler ile inkiibasyonundan sonra
Ol¢iilen absorbans degerlerinin sonuglarindan tespit edilmistir. Bu durumda yumurta
kabugunun P. aeruginosa bakterisine kars1 6ldiiriicii etkisi oldugu ve nanokompozit
numuneler i¢in yumurta kabuguna yesil sentez ile yiiklenen ZnO NP’ler ile de ekstra bir

antibakteriyel 6zellik kattigin1 gostermistir.
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Sekil 4.26. YK, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin C. albicans
ATCC 10239 mantarmda yapilan MIK deney sonucu

Sekil 4.26° da verilen MIK deney sonuglarina gére yumurta kabugu P. aeruginosa
bakterisinde oldugu gibi C. albicans mantarma kars1 ldiirticii etkisi oldugu goriilmiistiir.
C. albicans mantarina yumurta kabugu 2 mg/ml konsantrasyona kadar inhibisyon etki
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gostermistir. ZnO@YK2 ve ZnO@Y K4 nanokompozitleri ise 1 mg/ml konsantrasyonuna
kadar MIK etkisi gostermistir. Sonuglar hem kolorimetrik olarak hem de bakterinin
yumurta kabugu ve nanokompozit numuneler ile inkiibasyonundan sonra olgiilen
absorbans degerlerinin sonuglarindan tespit edilmistir. Bu durumda yumurta kabugunun
C. Albicans mantarina kars1 6ldiiriicti etkisi oldugu ve nanokompozit numuneler i¢in
yumurta kabuguna yesil sentez ile yliklenen ZnO NP’ler ile de ekstra bir antibakteriyel
ozellik kattigin1 gostermistir.

MIK test sonuglarma gore yumurta kabugu tozunun yiiksek konsantrasyonlarda P.
aeruginosa ve C. albicans mikroorganizmalar1 i¢in Oldiiriicti olabilecegi goriilmiistiir.
Yumurta kabugunun yiiksek konsantrasyonlarda bazi bakteriler tizerinde 6ldiiriicii etkiler
gosterebilmesi, bilesiminde bulunan CaCOs ve organik bilesenlerin mikroorganizmalar
iizerindeki zararl etkilerine dayandirilmaktadir. CaCOs, mikroorganizmalar tizerinde iki
onemli mekanizma ile etki eder: birincisi, kalsiyum iyonlarinin hiicre zarlarini1 bozarak
hiicresel biitiinliigli zayiflatmasi, ikincisi ise kalsiyum karbonatin ¢oziinmesiyle ortam
pH'm1 artirarak, oOzellikle diisiik pH'a adapte bakteriler icin elverissiz bir g¢evre
olusturmasidir (Wellman-Labadie vd., 2008; Ohshima vd., 2015; Mageswari vd., 2025).
Bu etkilesimlerin, gram pozitif ve gram negatif bakterilerde farkli mekanizmalarla
sonuglanabilecegi belirtilmektedir. Gram pozitif bakterilerin kalin peptidoglikan
tabakasina ragmen, kalsiyum iyonlarinin hiicresel hasari tetikledigi ve metabolik siirecleri
bozdugu one siiriilmektedir (Ohshima vd., 2015). Buna ek olarak, yumurta kabugu
tozunun ortamin pH seviyesini artirmasi, 6zellikle diisiik asidik veya notr pH'da ¢cogalan
bakteriler i¢in biiyiime kosullarini olumsuz yonde etkilemistir. Yumurta kabugundan
tiretilen bu antimikrobiyal etkinin, patojenlerin hiicre yilizeyindeki protein yapilarini
denatiire ederek veya hiicre i¢i enzimatik siireglere zarar vererek calistigl
diisiiniilmektedir (Shang vd., 2022). Ozellikle gram negatif bakterilere karsi, pH
degisiminin dis membran yapisin1 destabilize ederek antibakteriyel bir etki olusturdugu
belirtilmistir. ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin E. coli ATCC 35218, S.
aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 bakteri suslar1 ve C. albicans ATCC
10239 mantarina kars1 antimikrobiyal 6zellik gostermesi yumurta kabugunun yapisina

yesil sentez ile katilan ZnO NP’lerin etkisi olmustur.

4.10. Antimikrobiyal Testler

Yumurta kabugu, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerin E. coli ATCC
35218, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 bakteri suslar1 ve C. albicans
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ATCC 10239 mantar1 kuyu difiizyon yontemi kullanarak antibakteriyal 6zelliklerine
bakilmistir. Kuyu difiizyon testinde pozitif kontrol olarak gram +, gram — bakteriler ile
mantarlarlara karsi genis bir antimikrobiyal spektrum gosteren CHX (klorheksidin)

antibiyotigi kullanilmistir (Kamath vd., 2022).

Sekil 4.27. Yumurta kabugu ve ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin

a) E. coli b) S. aureus ¢) P. aeruginosa ve d) C. albicans mikroorganizmalarina karsi
agar kuyu diflizyon yontemi ile elde edilen goriintiiler (1; ZnO@YK?2, 2; ZnO@YK4,
A; CHX antibiyotigi, YK; Yumurta kabugu)

Sekil 4.27° de Agar kuyu difiizyon yontemi ile elde edilen deney gorselleri
incellendiginde yumurta kabugunun, patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
etki gdsteremediginden herhangi bir inhibisyon zon olusmadigi goriilmiistiir. ZnO@YK2
nanokompoziti S. aureus ve C. albicanas mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etki

gostermezken P. aeruginosa ve E. coli bakterilerine kars1 inhibisyon zon olusturmustur.
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ZnO@YK4 nanokompoziti C. albicans mantarina kars1 antimikrobiyal etki gostermezken

P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 inhibisyon zon olusturmustur.

Cizelge 4.4. Agar kuyu diflizyon yonteminde mikroorganizmalara kars1 dlciilen zon

caplar1 (mm)

E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans
CHX 17 13 16 13
YK - - - -
Zn0O@YK2 14 10 - 9
ZnO@YK4 14 9 8 -

Agar kuyu difiizyon yonteminde patojen mikroorganizmalarda olusan zonlar
Olciilerek Cizelge 4.4’te zon cap1 degerleri verilmistir. ZnO@YK2 nanokompozitinin
inhibisyon zon ¢aplar1 mikroorganizmalar arasinda karsilastirildiginda 14 mm, 10mm ve
9 mm c¢apinda olusturdugu inhibisyon zonlar1 sirasiyla E. coli, P. aeruginosa ve C.
albicans patojenlerine aittir. ZnO@YK4 nanokompozitinin mikroorganizmalara karsi
olusturdugu 14 mm, 9 mm ve 8 mm inhibisyon zon c¢aplar ise sirasityla E. coli , P.
aeruginosa ve S. aureus bakterilerine aittir. Bu durumda ZnO@YK2 ve ZnO@YK4
nanokompozitleri E. coli bakterisine kars1 ayni, P. aeruginosa ise benzer antibakteriyal
etki gostermislerdir. ZnO@YK4 nanokompoziti S. aureus bakterisine karst inhibisyon
zon olustururken ZnO@YK2 nanokompoziti ise inhibisyon zon olusturmamistir. Bu

durum C. albicans mantarinda tam tersi olarak ortaya ¢ikmistir.

4.11. Biyofilm inhibisyon Testi

Biyofilm testleri mikroorganizmalarin bir yiizey iizerinde toplanarak olusturarak
kendilerini koruyucu bir matriksle cevreledikleri yapiyr antibakteriyel ajanlarin ve
malzemelerin biyofilm Onleme veya ¢ozme kapasitelerini degerlendirmek igin
yapilmaktadir. Biyofilm olusturan E. coli ATTC 35218 ve P. aeruginosa ATTC 27853
suslarma kars1 ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin biyofilm Onleme

kapasitelerine bakilmistir.
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Sekil 4. 28. ES, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin E. coli ATTC
35218 bakterileri susuna kars1 gerceklestirilen biyofilm testi. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi ** (p<0,01), ***(p<0,001), **** (p<0,0001)

YK, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitinin E. coli ATTC 35218 bakteri
susuna kars1 biyofilm deney sonuclar1 Sekil 4.28 de verilmistir. E. coli ye kars1 biyofilm
olusturma kapasitesi YK, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nin farkli konsantrasyonlar1 (2, 1
ve 0,5 mg/ml) ile bakteri kiiltiirii muamele edilerek degerlendirilmistir. Inkiibasyon
sonrast E. coli lizerindeki biyofilm inhibitor etkisi incelendiginde YK’nin biyofilm
inhibisyonunda ¢ok etkili olmadigi goriilmistir. ZnO@ES2 ve ZnO@ES4

nanokompozitlerinin en iyi biyofilm inhibisyonu 2 mg/ml konsantrasyon oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 4. 29. ES, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin P. aeruginosa
ATTC 27853 bakterileri susuna kars1 gerceklestirilen biyofilm testi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi ** (p<0,01), ***(p<0,001), **** (p<0,0001)

YK, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitinin P. aeruginosa ATTC 27853
bakterileri susuna karsi biyofilm deney sonuclar1 Sekil 4.29° da verilmistir. P. aeruginosa
ya karst biyofilm olusturma kapasitesi YK, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4’ nin farkli
konsantrasyonlart (2, 1 ve 0,5 mg/ml) ile bakteri kiiltiirii muamele edilerek
degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonrasi P. aeruginosa iizerindeki biyofilm inhibitdr
etkisi incelendiginde YK’ nin biyofilm inhibisyonunda ¢ok etkili olmadig1 goriilmiistiir.
ZnO@ES2 ve ZnO@ES4 nanokompozitlerinin en iyi biofilm inhibisyonu 2 mg/ml

konsantrasyon oldugu goriilmiistiir.
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Nanokompozitlerin antimikrobiyal aktivitelere sahip olmasinda ZnO NP’lerinin
etkisi yapilan MIK, agar kuyu difiizyon ve biyofilm inhibisyon testlerinde goriilmiistiir.
Yumurta kabugu yiizeyinde yesil sentez ile olusumu saglanan ZnO NP’lerin bakteriler ve
mantara kars1 gostermis oldugu antimikrobiyal etkiyi gdstermesinde birka¢ mekanizma
yer almaktadir (Qi vd., 2017; Suvaitha vd., 2022). Bu mekanizmalar birden fazla
biyofiziksel ve biyokimyasal etkilesmenin birlesiminden kaynaklanmaktadir. ZnO NP’ler
ylizeylerinde olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), 6zellikle hidroksil radikali (*OH),
stiperoksit anyonu (O2¢") ve hidrojen peroksit (H202) — mikroorganizmalarin hiicre
zarma zarar vererek hiicre gecirgenliginin bozulmasina ve igerik sizintisina yol
acmaktadir. ZnO NP’lerden kaynaklanan oksidatif stres, hiicre bilesenlerinin (DNA,
proteinler, lipidler) yapisal biitiinliigiinii bozar ve hiicre 6limiinii tetikler. Ayrica Zn**
iyonlarinin serbest kalmasi da antimikrobiyal etkiye katki saglamaktadir. Zn** iyonlar1,
mikroorganizmalarin hiicre zarinda iyon dengesini bozarak metabolik islevleri sekteye
ugratir ve enzimatik sistemleri inhibe eder. ZnO nanopargaciklar1 bakteri ve mantar hiicre
zarina elektrostatik etkilesimlerle baglanarak, zar biitlinliiglinii bozabilir ve hiicre
iceriginin sizmasina neden olabilmektedir (Zhang vd., 2019; Selvam vd., 2020; Verma
vd., 2025). ES ise hem fiziksel destek saglayarak ZnO nanoparcaciklarinin daha homojen
dagilmasima katkida bulunmakta hem de yiizey pH’sii diizenleyerek ZnO’nun etkisini
optimize etmektedir (Wellman-Labadie vd., 2008; Ohshima vd., 2015). Sonu¢ olarak,
ZnO@ES nanokompozitlerinin antimikrobiyal etkisi; ROS iiretimi, Zn*" saliimui, hiicre
zar1 etkilesimleri ve ES matrisinin destekleyici rolii gibi ¢ok yonlii mekanizmalarin

sinerjik etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir.

4.12. L.929 Fibroblast Hiicre Hattinda MTT Sitotoksisite Testi

Nanokompozitlere ve yumurta kabugunun L929 hiicreleri {izerinde yapilan MTT
testi, nanakompozitlerin potansiyel biyomalzeme &zelliginin sitotoksik etkilerini
degerlendirmek tercih edildi. Bu test, hiicrelerin metabolik aktivitesini 0Glgerek
malzemenin hiicre saghgi tlizerindeki etkilerini ve malzemenin biyouyumlulugunu

gosterdi.
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Sekil 4.30. Yumurta kabugu tozu (ES) ve sentezlenen nanokompozitler i¢in
1929 fibroblastina karst MTT sitotoksisite testi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi **
(p=0,01), ***(p=<0,001), **** (p<0,0001)

MTT sitotoksisite testinin sonuglart literatiirdeki bulgularla ortiismekte olup, ¢inko
oksit bazli nanokompozitlerin biyouyumluluk ve hiicre canliligini artirict etkilerini
vurgulamaktadir. Cinko oksit nanopartikiillerinin, enzim aktivasyonu, hiicre
sinyalizasyonu ve ¢ogalmada 6nemli bir rol oynayan ¢inko iyonlarini serbest birakarak
hiicresel metabolik siiregleri destekledigi iyi belgelenmistir (Rasmussen vd., 2010;
Ahamed vd., 2008). Bu c¢alismada, ZnO@ES2 ve ZnO@ES4 nanokompozitleri artan
konsantrasyonlarla hiicre canliliginda tutarli bir artis gostererek 8 mg/mL'de en yiiksek
degerlerine ulagsmistir. Bu bulgular, yesil yontemlerle sentezlenen bu nanopartikiillerin
dogal dengeleyici ajanlardan yararlandigini, bodylece toksisiteyi azalttigin1 ve
biyouyumlulugu artirdigini 6ne siiren 6nceki ¢aligmalarla tutarlidir (Dobrovolskaia vd.,
2008). Ayrica, yesil sentez yaklagimlarmin reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iretimini
diizenledigi, hiicresel stresi ve sitotoksisiteyi en aza indirirken hiicrenin hayatta kalmasini
destekledigi bildirilmistir (Tang ve Lv, 2014). Buna karsilik, yumurta kabuklar1 tek
basina, muhtemelen biyoaktif ¢inko iyonlarinin yoklugu ve sinirli dogal biyolojik aktivite
nedeniyle, daha diisiik konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 lizerinde baskilayici bir etki
gostermistir. Bu gozlem, literatiirde vurgulandigi gibi, biyomalzemeler arasindaki
biyouyumluluk ve toksisite profillerindeki degiskenligi, bilesimsel ve senteze 6zgii

ozellikleriyle yonlendirmektedir (Rasmussen vd., 2010).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada toksik olmayan ve ¢evresel olarak siirdiiriilebilir bir yontem olan yesil
sentez ile Althaea officinalis bitkisinin pembe ¢icek kisimlarindan elde edilen bitki 6ziitii
kullanilarak yumurta kabuguna ZnO NP’ler katkilanarak nanokompozit iretilmistir.
Sentez sirasinda ZnO nanoyapilarinin olusumlar1 UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile
tespit edilmistir. Yumurta kabugu ve sentezlenen ZnO@YK nanokompoiztlerinin ATR-
FTIR analizi ile kimyasal yapilari, fonksiyonel gruplar1 ve molekiiler baglanma tiirleri,
XRD analizi ile kristal yapilari, faz bilesimleri, SEM-EDX analizi ile yiizey morfolojileri,
kimyasal bilesimleri ve element dagilimlari ve TEM analizi ile nanoyapidaki ZnO
NP’lerin morfolojileri belirlenmistir. Karakterizasyon sonrasi yumurta kabugu ve
ZnO@YK nanokompozitlerinin hemolitik aktiviteleri test edilmistir. ZnO@YK2 ve
ZnO@YK4 nanokompozitlerinde E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923, P.
aeruginosa ATCC 27853 ve C. albicans ATCC 10239 mikroorganizmalar1 kullanilarak
Mik testi ve agar kuyu diflizyon deneyi yapilmistir. Ayrica E. coli ATCC 35218 ve P.
aeruginosa ATCC 27853 bakteri suslarina kars1 biofilm aktivitelerine bakilmistir. L929
fibroblast hiicre hattinda MTT testi ile yumurta kabugu ve nanokompozitlerin sitotoksik
etkilerine bakilmistir. Sonug olarak yesil sentez yontemi ile dogal igerikli, antimikrobiyal
Ozellikte ve hemouyumlu olan potansiyel bir biyomalzeme sentezlenmistir.

Tez ¢alismamizda ilk olarak temiz, ¢evresel olarak siirdiirtilebilir, diisiik maliyetli
ve toksik olmayan yesil sentez yontemi kullanilarak nanokompozit sentezi i¢in Althaea
officinalis bitkisinin kirmizims1 pembe ve pembe ¢icek kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle
(aseton, etanol, metanol ve ultra saf su) bitki ekstraktlar1 hazirlanmistir. Bitki
ekstraktlarinda nanopartikiil olusumunda indirgeyici ajan, selatlama ve stabilizator olarak
gbrev yapan polifenoller ve flavonoidlerden kuersetin ve gallik asit secilerek HPLC
analizinde tespit edilmislerdir. HPLC analizi ile en yiiksek oranda 24,341 ppm kuersetin
iceren bitki 6ziitii pembe cigeklerden ultra saf su kullanilarak hazirlanan 6ziit olmustur.

Nanokompozit sentezinde ZnO NP’ler pembe ¢icek kisimlari kullanilarak ultra saf
su ile hazirlanan bitki Oziitlinden sentezlenerek yumurta kabuguna sentez sirasinda
katkilanmas1 saglanmistir. ZnO NP’ler ayr1 olarak sentezlenip yumurta kabuguna
sonradan katkilanmasini saglamak yerine sentez sirasinda ¢dzeltiye yumurta kabugu ve
membrani ayrilmadan toz halde eklenerek hem maliyetten hem de zamandan tasarruf
saglanmigtir. Yumurta kabugu gibi g¢evreye atik halde atilan dogal biyomalzeme

calismamizda kullanilarak atik malzemelerin siirdiiriilebilir olarak kullanimina katk1
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saglanmistir.

Nanokompozitlerin sentezi sirasinda yumurta kabugu tozu 2 g olarak sabit
tutulurken farkli molaritelerde (0,001 M ve 0,01 M) ZnO.9H20 (ultra saf su iginde)
cozeltileri kullanilmigtir. Ayrica hacimce farkli oranlarda bitki 6zl (¢inko nitrat:bitki
0ziitli: 9:1, 4:1 v/v) ile farkli molaritede ZnO.9H20 ¢ozeltileri ile sentez gerceklestirilerek
optimizasyon c¢alismast yapilmigtir. Optimizasyon ¢alismasinda 0,01 M ZnO.9H:0
cozeltisi kullanilarak sentezlenen nanokompozit numunelerinde ZnO NP’ler daha fazla
olusarak farkli yapida nanopartikiiller olusturmustur. Bu durum nanokompozitlerin
karakterizasyon analizleri sirasinda morfolojik ve kimyasal sonuglar1 etkilemistir.

Yesil sentez sirasinda ZnO NP’lerin bitki dziitlinde bulunan indirgeyici bilesikler
sonucu ¢ozeltide olugsmasinmi belirlemek i¢in UV-vis analizi gergeklestirilmistir. Tiim
nanokompozitlerde goriilen 384 nm'lik karakteristik absorbsiyon pikleri ZnO NP'lerin
varligin1 gostermistir. 384 nm’ de goriilen belirgin zirve, oda sicakligindaki yiiksek
uyarilma baglanma enerjileri oldugundan ZnO NP'ler i¢in spesifik bulunmustur. Ayrica
sentez sirasinda ve sonrasinda degisen c¢ozelti rengide ZnO NP’lerin olusumunu
gostermistir. Dolayisiyla hem renk degisimi hem de UV-vis analizi sonucunda 384 nm
civarinda tiim nanokompozitlerde absorbsiyon bandinin goriilmesi yesil sentez sirasinda
A. officinialis bitkisinden bulunan fenolik ve flavonoid bilesenler sayesinde ZnO NP’lerin
basarili bir sekilde sentezlendigi tespit edilmistir.

Sentezlenen ZnO@YK nanokompozitlerin fonksiyonel grup spektrumlarini
belirlemek igin 4000-400 cm' arasinda kizilotesi spektrumlari alinmustir. FTIR
sonuclara gore nanokompozit numunelerinde yumurta kabugu ve membranina ait kalsit
ve membran yapilart ile iliskili absorpsiyon bantlarinda zirve yogunluklari disinda
herhangi bir degisiklik gdzlemlenmemistir. FTIR spektrumunda 430-450 cm™ araliginda
gozlenen bant, ZnO’nun Zn-O baglarinin karakteristik esneme titresimlerini temsil
etmistir ve ZnO'nun yapisal 6zelliklerinin analizinde onemli bir gdsterge olarak kabul
edilmistir. ZnO@YKI1, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinde Zn-O baglar
belirgin sekilde FTIR spektrumunda goriilmiistiir. Fakat IR spektrumunda ZnO@YK3
nanokompozitinde diger nanokompozit numunelere gore daha diisik ZnO bant
yogunlugu olarak gozlemlenmistir. ZnO@YK3 nanokompozitinde ZnO nanopartikiilleri
diger nanokompozitlere nazaran yumurta kabugu tozuna daha az niifuz etmistir. Bu
durum ZnO@YK3 sentezinde 0,001 M ¢inko nitrat ¢ozeltisi ve en az bitki ekstrakti
kullanilarak gergeklestirilmistir olmasiyla agiklanmistir. Bitki 6ziitii ve kullanilan ¢inko

nitrat molaritesi yesil sentezde ZnO nanopartikiiliin olusmasimni etkiledigi icin IR
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spektrumunda ZnO bant yogunluklarinda farklilar goriilmustiir.

ZnO@YK nanokompozitleri ve yumurta kabugu tozunun kristal yapisini, faz
bilesenlerini belirlemek icin XRD analizi yapilmistir. Yumurta kabugunun XRD
deseninden CaCOs’a ait kirinim zirveleri 20=29,37°; 39,38°; 43,13°; 47,49° ve 48,49°
olarak belirlenmistir. ZnO@YK nanokompozitlerine yapilan XRD kirmim desenleri
incelendiginde hepsinde yumurta kabuguna ait olan karakteristik kirimmim zirveleri
gorilmiistiir. ZnO@YK1, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinde 26=31,27°;
35,86°; 47,32°; 62,81°; 65,24°; 75,99° ve 81,52° ZnO’in karakteristik tepe noktalar
bulunurken ZnO@YK3 nanokompozitinde ZnO’in karakteristik tepe noktalar1 26=
31,27°; 35,86°; 47,32°; 65,24° ve 75,99° olarak belirlenmistir. Bu durum FTIR analiz
sonucunda da bahsedilen yesil sentezin en az bitki 6ziitli ve diisiik molaritede ¢inko nitrat
cozeltisi ile gerceklestirildiginden kaynaklandig: diisiiniilmiistiir.

ZnO@YK nanokompozitleri ve yumurta kabugu tozunun yiizeylerinin morfolojik
ozellikleri ve elementel icerikleri ayrica ZnO yapilarin boyut ve sekilleri igin SEM-EDX
analizi gerceklestirilmistir. Yumurta kabugu tozunun yapis1 SEM ile incelendiginde kendi
yapisindan kaynaklanan kalsit yapilar, makro, mikro gézenek yapilart goriilmiistiir. Bu
gozeneklerin ¢aplar1 genellikle 200 nm civarinda olup daha kiiciik gozeneklerde
bulunmustur. ZnO@YK nanokompozitlerine ait SEM goériintiilerinde yumurta
kabugunun yiizeyine ve gozenekli yapilarina ZnO NP’lerin tutundugu ve bazi
nanokompozitlerde ZnO NP’lerin nanorod olarak olustugu goriilmiistiir. ZnO@YK1 ve
ZnO@YK3 nanokompozitlerinde sentez sirasinda olusan ZnO yapilar1 nanopartikiil
seklinde yumurta kabugu yapisina katilmistir. ZnO@YK2 ve ZnO@YK4
nanokompozitlerinde sentez sirasindan olusan nanorod yapilari yumurta kabugunun
yiizeyini yogun bir tabaka halinde kaplamistir. Igne benzeri yapida olan ZnO nanorodlar
birleserek yildizimsi nanoyapilar olusturmustur. Bu durum ZnO@YK1 ve ZnO@YK3
nanokompozitlerinde molarite olarak diisiik ¢inko nitrat ¢dzeltisinin kullanilmasindan
kaynaklanmigtir. Daha yiiksek molaritede ¢inko nitrat ¢ozeltisi kullandigimiz ZnO@YK?2
ve ZnO@YK4 ise ZnO NP’ler bir araya gelerek nanorodlari, nanorodlar da bir araya
gelerek nanoyildizlar1 olusturmustur. Sonug olarak sentez sirasinda olusan nanoyapilarin
seklini ve olusumlarmni belirleyen parametlerden biri metal tuzlarinin derisimi olmustur.
Yumurta kabuguna nanokompozitlerine yapilan noktasal ve bolgesel EDX analizinde
yumurta kabugunda membrandan gelen S, Mg ve kabuk kismindan gelen Ca, C, O
elementleri, ZnO@YK nanokompozitlerinde ise yumurta kabugunda bulunan elementler

disinda ZnO NP’lerden gelen Zn elementi tespit edilmistir.
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TEM analiz sonuglarinda nanokompozit numunelerde yumurta kabugu tozu
iizerindeki ZnO nanorod yapilar1 belirgin bir sekilde tespit edilmistir. Ayrica, SEM
sonuclartyla uyumlu olarak, daha kiigiikk capta nanorod ve NP yapilann TEM
goriintiilerinde gozlenmistir. Numunenin opakli§i nedeniyle yumurta kabugunun
gozenekli yapis1t TEM goriintiisiinde net olarak segilememistir. ZnO yapilarmin
nanopartikiil ve 6zellikle igne benzeri ZnO nanorod seklinde olusumu, A. officinialis
bitkisinin pembe ¢iceklerinden elde edilen ekstraktin biyomolekiillerinin essiz
bilesimiyle saglanmistir. Bu caligsmada, giiglii bazlar veya katalizorler kullanilmadan yesil
sentez yontemi ile toksik etkisi olmayan, siirdiiriilebilir bir yontemle ZnO nanorodlarin
iiretimi gergeklestirilmistir.

Yesil sentez yontemi ile elde etti§imiz nanokompozit numunelerinin potansiyel
biyomalzeme 6zelliklerini incelemek i¢in hemouyumluluguna hemoliz deneyi ile bakild.
Yumurta kabuguna ve nanokompozit numunelerine insan KKH ile yapilan hemoliz testi
sonucunda biyogilivenli malzemeler i¢in belirlenen %5'lik hemoliz siirlarini asmamustir.
Sonu¢ olarak yumurta kabugu (%1,66 £ 0,19), ZnO@YK1 (%0,888 + 0,22) ve
ZnO@YK2 (%2,66 +0,19) numuneleri hemolitik 6zellik gostermeyen, ZnO@YK3 (%4
+ 0,5) ve ZnO@YK4 (%3,44 + 0,44) numuneleri ise hafif hemolitik madde olarak
belirlenerek insan kan dokusu ile uyumlu olmasi biyomedikal ve farmasdtik
uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Yumurta kabuguna yiiklenen ZnO NP’lerden gelen antimikrobiyal aktiviteyi
6lgmek igin MIK deneyi yapilmistir. Yumurta kabugu ve ZnO@ YK nanokompozitlerinin
a MIK testinde rezasurin boyas1 kullanarak nanokompozitlerin E. coli ATCC 35218, S.
aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 bakteri suslar1 ve C. albicans ATCC
10239 mantarina karst minimum oldiiriicii konsantrasyonu tespit edilmistir. MIK
testlerinde yumurta kabugunun E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi inhibisyon etkisi
gostermedigi, ancak diger mikroorganizmalar iizerinde baz1 etkiler sergiledigi
goriilmiistir. ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitleri, E. coli'ye kars1 1 mg/ml, S.
aureus'a karsi sirasiyla 2 mg/ml ve 1 mg/ml konsantrasyonlarinda MIK etkisi
gostermistir. P. aeruginosa'da yamurta kabugu 1 mg/ml, ZnO igeren nanokompozitler ise
0,5 mg/ml konsantrasyonunda MIK etkisi gdstermistir. C. albicans'a kars1 yumurta
kabugu 2 mg/ml, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 ise 1 mg/ml konsantrasyonunda etkilidir.
Aragtirmalar, yumurta kabugunun yiiksek konsantrasyonda bazi bakteriler i¢in 6ldiiriicii
olabilecegini ve bu etkinin yumurta kabugundaki CaCOs ve organik bilesenlere bagli

oldugunu gostermektedir. Ayrica, yumurta kabugu tozu pH seviyesini artirarak bazi
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bakterilerin bilylimesini engellemistir. ZnO nanopartikiillerin, yumurta kabugu tozunun
yapisina antimikrobiyal 6zellik kazandirdig1 MIK testleriyle dogrulanmistir.

Agar kuyu difiizyon yontemi ile E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923, P.
aeruginosa ATCC 27853 bakteri suglart ve C. albicans ATCC 10239 patojen
mikroorganizmalara karst olusan inhibisyon zonlar1 olgiilerek yumurta kabugu ve
ZnO@YK nanokompozitlerinin antimikrobiyal etkileri test edilmistir. Agar kuyu
difiizyon testine gore ZnO@YK2 nanokompozitinin inhibisyon zon c¢aplar
mikroorganizmalar arasinda karsilastirildiginda 14 mm, 10mm ve 9 mm c¢apinda
olusturdugu inhibisyon zonlar1 sirasiyla E. coli, P. aeruginosa ve C. albicans
patojenlerine aittir. ZnO@Y K4 nanokompozitinin mikroorganizmalara kars1 olugturdugu
14 mm, 9 mm ve 8§ mm inhibisyon zon ¢aplar1 ise sirasiyla E. coli, P. aeruginosa ve S.
aureus bakterilerine aittir. Bu durumda ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitleri E.
coli bakterisine kars1 ayni, P. aeruginosa ise benzer antibakteriyal etki gostermislerdir.
ZnO@YK4 nanokompoziti S. aureus bakterisine karsi inhibisyon zon olustururken
ZnO@YK2 nanokompoziti ise inhibisyon zon olusturmamistir. Bu durum C. albicans
mantarinda tam tersi olarak ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak ZnO@YK?2 nanokompoziti
antimikrobiyal, ZnO@Y K4 nanokompoziti ise antibakteriyal etki gostermistir.

Biyofilm testi mikroorganizmalarin ylizeylerde olusturdugu koruyucu matriksi
hedef alarak, antibakteriyel ajanlarin ve malzemelerin biyofilm Onleme veya ¢6zme
kapasitelerini degerlendirmek icin yapilmistir. Calismada, E. coli ATTC 35218 ve P.
aeruginosa ATTC 27853 suslarina kars1 ZnO@YK2 ve ZnO@Y K4 nanokompozitlerinin
biyofilm inhibisyon kapasiteleri incelenmistir. E. coli ve P. aeruginosa’ ya kars1 yapilan
testlerde, yumurta kabugu materyalinin biyofilm inhibisyonunda etkisiz oldugu
goriiliirken, ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin en iyi inhibisyon etkisini 2
mg/ml konsantrasyonda gosterdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, ZnO nanopartikiil
iceren nanokompozitlerin biyofilm olusumunu 6nlemede etkili olmus ancak yumurta
kabugu etki gostermemistir.

ZnO@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin 1929 fibroblast hiicre hatti
iizerindeki sitotoksik etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. ZnO@YK2 ve
ZnO@YK4 nanokompozitlerinin  MTT testi sonuglari, bu malzemelerin artan
konsantrasyonlarla birlikte hiicre canliligmi artirici bir etkiye sahip oldugunu ve
biyouyumluluk agisindan olumlu bir profil sergiledigini gostermistir. Her iki
nanokompozit, 6zellikle 8 mg/ml konsantrasyonda en yiiksek hiicre canliligina ulagmustir.

Buna karsilik, YK materyali diisiik konsantrasyonlarda (0,25-2 mg/ml) hiicre canliligini
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baskilamis, ancak yiiksek konsantrasyonlarda (4 ve 8 mg/ml) daha sinirhi bir artig
gostermistir. Bu bulgular, ZnO ile modifiye edilen nanokompozitlerin biyouyumluluk
acisindan ham YK materyaline kiyasla daha {istiin oldugunu ortaya koymustur.
Zn0@YK2 ve ZnO@YK4 nanokompozitlerinin giliglii antimikrobiyal,
antibakteriyel ve biyofilm inhibisyon oOzellikleri sergilemesi, bu malzemeleri yara
iyilestirme, antibakteriyel kaplamalar ve enfeksiyon Onleyici biyomedikal cihazlarda
kullanima uygun hale getirmektedir. Ayn1 zamanda, L.929 fibroblast hiicre hatti {izerinde
yapilan MTT testleri, bu nanokompozitlerin hiicre canliligini artirict etkileri ile
biyouyumluluk agisindan olumlu bir profil sundugunu ortaya koymustur. Bu durum,
nanokompozitlerin farmasotik uygulamalar, doku miihendisligi ve rejeneratif tip gibi ileri
biyomalzeme alanlarinda kullanilabilirligini desteklemektedir. Ayrica, yumurta kabugu
gibi atik bir biyomalzemenin degerlendirilmesi, hem maliyet etkinligi hem de g¢evresel
siirdiiriilebilirlik acisindan 6nemli bir katki saglamaktadir. Sonug¢ olarak, ZnO ile
modifiye edilmis bu nanokompozitler, antimikrobiyal 6zellikleri, biyouyumluluklar1 ve
cevre dostu iiretim siiregleriyle potansiyel biyomalzeme olarak dikkat cekmekte;

biyomedikal, farmasotik ve ¢cevresel uygulamalarda genis bir kullanim alan1 sunmaktadir.
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