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OZET

Yiiksek lisans tezi

Cennet Hurmasi (Diospyros kaki) Meyvesinin Yesil Yapraklarindan Sentezlenen Giimiis
Nanopartikiillerin Sentezi, Karekterizasyonu, Antimikrobiyal ve Sitotoksik Aktivitelerinin
incelenmesi

Ali OLCEKCi
Mardin Artuklu Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

2022: 58 Sayfa

Bu tez ¢aligmasinda Malatya Barguzu bélgesinde yetisen Diospyros kaki L. bitkisinin
yapraklar araciligiyla elde edilen 6ziit kullanilarak giimiis nano partikiiller (AgNP’ler) kisa
stirede cevre dostu yontemle kolay bir bicimde sentezlendi. Sentez sonucunda elde edilen
AgNP’lerin ozellikleri FTIR, FESEM, SEM, TEM, AFM, EDX, XRD, TGA-DTA, Zeta
boyut ve zeta potansiyeli gibi ¢esitli cihazlar araciligiyla karakterize edildi. Karakterizasyon
verilerinde AgNP’lerin 453.34 nm dalga boyunda maksimumum absorbans, ortalama 27.12
nm boyut dagilimi, -22. 4 mV yiizey yiikii ve kiiresel goriiniim sergiledikleri tespit edildi.
AgNP’lerin patojen suslar iizerinde 0.03-0.06 pg ml™ konsantrasyonlarin iireme iizerinde
baskilayict konsantrasyonlar oldugu mikro dilusyon teknigiyle belirlendi. Sentezlenen
AgNP’lerin  kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etkileri 25-200 pg ml”
konsantrasyonlarda MTT metodu kullanilarak incelendi. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina
baskilayic etki gosterdikleri goriildii.

Anahtar Kelimeler: Diospyros kaki, AgQNP, antimikrobiyal, antikanser, LCMS/MS



ABSTRACT

Master Thesis

Investigation of Synthesis, Characterization, Antimicrobial and Cytotoxic Activities of Silver
Nanoparticles Synthesized from Green Leaves of Persimmon (Diospyros kaki) Fruit

Ali OLCEKCi

Mardin ArtukluUniversity
Institute of Graduate Education
Department of Biology

2022:58 Page

In this thesis, silver nanoparticles (AgNPs) were easily synthesized in a short time by an
environmentally friendly method by using the extract obtained from the leaves of the
Diospyros kaki L. plant grown in Malatya Barguzu region. The properties of AgNPs
obtained as a result of synthesis were characterized by various devices such as FTIR,
FESEM, SEM, TEM, AFM, EDX, XRD, TGA-DTA, Zeta size and zeta potential. In the
characterization data of AgNPs, it was determined that they exhibited maximum absorbance
at 453.8 nm wavelength, average size distribution of 27.12 nm, surface charge of -22.4 mV
and spherical appearance. It was determined by microdilution technique that 0.03-0.06 pg
ml™ concentrations of AgNPs on pathogen strains were suppressive concentrations on
growth. The cytotoxic effects of synthesized AgNPs on cancer cell lines were investigated
using the MTT method at concentrations of 25-200 pg ml™. It has been observed that they
have a suppressive effect on the proliferation of cancer cells.

Keywords: Diospyros kaki, AgNPs, antimicrobial, anticancer, LCMS/MS
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1.GIRIS

Nanoteknoloji son zamanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Tipta cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanimlariyla gelisen bir alan olmaya devam etmektedir (Mohmed vd.,
2017). Ozellikle giimiis (Ag), altin (Au), palladyum (Pd) gibi nano metaller ilag tasima
sistemleri, biyolojik etiketleme, optik cihazlar gibi alanlarda kullanilmasi ile metal
nanopartikiillerin (NP’lerin) sentezi, kararliligi gibi bazi siiregler bu alan i¢inde ilgi
gormektedir (Emmanuel vd., 2015). NP’ler istiin baz1 6zelliklere sahiptirler. Yiizey
alaninin genis olmasi, yiiksek sicaklilara dayanikli olmasi bunlardan bazilaridir
(Baran, 2018). NP’ler biomedikal uygulamalar, kozmetik ve gida sektori,
bioremidasyon ¢alismalari gibi birgok alanda kullanilan degerli malzemelerdir (Arroyo
vd., 2020; Morais vd., 2020; Rolim vd., 2019; Thomas vd., 2018; Velmurugan vd.,
2014). Metalik NP’lerin elde edilmesinde farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler icinde biyolojik yontemlerle sentezin birtakim avantajlart bulunmaktadir.
Sentez asamalarinda toksik kimyasal icermemesiyle ¢evre dostu olmasi, diisiik enerji
ve maliyet gibi avantajlar bunlardan bazilardir (Das vd., 2021; Kumar vd., 2017; Singh
vd., 2018; Solanki ve Murthy, 2011).

Biyolojik yaklasimlar ile glimiis nanopartikiillerin (AgNP’lerin) elde
edilmesinde bitkisel kaynaklar kullanilarak (yaprak, ¢icek, kok, meyve veya bitkinin
tamami1) yapilan birgok ¢alisma mevcuttur (Baran vd., 2018; Hemmati vd., 2019;
Kumar vd., 2015; Baran vd., 2019; Velmurugan vd., 2014). Bitki kaynaklari ile sentez
caligmalarinda elde edilen AgNP’lerin 6zel kosullar gerektirmemesi ve g¢evre dostu
yaklasimla sentezlenmelerinin yaninda, sentez siirecinin kolay, ucuz ve iiriin
miktarinin daha fazla olmasi biyolojik yaklagimlar i¢inde ilgiyi artiran etmenler
arasinda yer alir (Eren vd., 2019a; Ojo vd., 2017). Bitki kaynaklarindan elde edilen
oziit iceriginde bulunan fenolik bilesikler, alkoller, flavonoidler, karbonil gruplarim
igeren fitokimyasallar sulu yap1 igerisinde iyonize olan Ag® formunu Ag°® formuna
indirgeyerek AgNP’leri olusturan ve ayni zamanda kararliligi saglayan bilesiklerdir
(Song ve Kim, 2009; Srikar vd., 2016). AgNP’ler antimikrobiyal (Eren ve Baran
2019b) ve antikanser (Satpathy vd., 2018) ajan olarak medikal uygulama g¢alismalart,



kozmetik, biyoremidasyon calismalari (Rani vd., 2020), gida sektorii (Velmurugan
vd., 2014) ve daha bir¢ok alanda kullanimlar: bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda Malatya Barguzu bolgesinde yetisen cennet hurmasi bitki
yapraklarindan elde edilen 0ziit kullanilarak biyolojik yontemle AgNP’leri cevre
dostu, diisiik maliyetli, kolay bir sekilde sentezlemek ozelliklerini karakterize etmek,
kanser hiicre hatlar1 {izerinde toksik etkilerini ve patojen suslar iizerinde

antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmek amaglandi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.Nanoteknoloji

“Nano” yunanacadan gelir ve “ciice” anlamindadir. Nanoteknoloji 1 mm kii¢iik
malzemelerin sentezi iiretilmesi bu malzemelerin 6zellikleri ile ilgilenen alandir.
Nanoteknoloji ayn1 zamanda kanser gibi bir¢ok otoimmiin hastalik i¢in yeni teshis ve
tedavi siireglerinde katki saglayan bilim alani olusturmaktadir. Nanoteknolojiler islak,

kuru ve hesaplamali olmak tizere ti¢ kisimda siniflandirilir (Chung vd., 2016; Yadi vd.,
2018) (Sekil 2.1).

Yiizey bilimi, fiziksel ve
kimyasal sistemler
-Karbon

-Silikon

-Inorganik materyaller

|

Kuru
Nanoteknnlo_]l
Islak
Hesaplamah
N. teknol
anoteknoloji Nanoteknoloji
Biyolojik sistemler NANOTEICNOLOJI Nanometre Slceginde komplex

yapilar
-Medelleme
~Stimiilasyonu

Sekil 2. 1:Nanoteknolojinin siniflandirilmasi

2.2. AgNP’lerin Sentezinde Kullanilan Yontemler

AgNP’lerin elde edilmesinde iki yaklagim bulunmaktadir. Bu iki yaklagimdan biri top-
down (yukaridan asagi) ve bottom-up (asagidan yukariya) yaklagimlaridir. Bitkilerle
yapilan AgNP’lerin sentez calismalari1 (yesil sentez) bottom-up sentez yaklasimiyla
gerceklestirilir. Biyolojik yontemler disinda diger yontemlerin sentez siirecleri hem
pahalidir hem de toksik kimyasallar1 icermesi bakimindan sagliga ve ¢evreye zararlidir
(Ali, 2020; Das vd., 2021; Kumar vd., 2017). Sekil 2.2’de AgNP’lerin elde
edilmesindeki yaklasimlar ve bu yaklagimlara ait yontemler yer almaktadir.



Top-down
(Yukandan asagiya)
Boyut kiiciiltme

Bettom-up
(Asagidan yukarn)
Kiiciik 6gelerden

l l

-Sicakhk/lazer uzaklastirma -Lazer prolizi

-Patlatma prosesleri -Buhar biriktirme

-Piiskiirtme -Kimyasal/elektrokimysal ¢ctkeltme
-Mekaniksel/bilye kiiciiltme -Atomik/molekiiler yogunlasma

l

Biyorediiksivonlar
-Bitkiler -Algler
~Hiicre/ekstratlar

Sekil 2. 2: Nanopartikiillerin elde edilme yaklagimlari

2.3. AgNP’lerin Biyorediiksiyonu

Metal tuzlar1 sulu bir yap1 iginde iyonize olurlar. Bitki oziitlerinde bulunan
fitokimyasallar (fenolik bilesikler, alkol gruplari gibi) sulu bir yap1 iginde iyonize olan
“™ vyiiklii metalleri indirgeyerek “®* formunda ki NP’lerin olusmasina etki ederler
(Remya vd., 2015;Arumai Selvan vd., 2018) (Sekil 2.3).

-

Bitki oziitii

Giimiis iyonlan

S

Sekil 2. 3: Bitki dziitlerinde bulunan fitokimyasallarin iyonize olan Ag" metal formunu biyolojik
indirgemesi (biyorediiksiyonu) (Jebril vd., 2020)

2.4. AgNP’lerin Karakterizasyonu

AgNP’lerin yapilarinin  6zelliklerinin  belirlenmesi  gesitli cihaz verilerini
degerlendirmekle  miimkiin  olmaktadir. AgNP’lerin  olusumunu  varligini,



morfolojisini, ylizey yapisini, boyutunu, dagilimini, yiizey ylikiini belirlemek i¢in bu
veriler yol gostermektedir.

2.4.1. UV-Visible Spektrofotometre

Sentez siirecinde AgNP’lerin varligin1 gostermek i¢cin 300-800 nm arasinda UV-
visible spektrofotometre (UV-vis) (Some vd., 2019) cihaz ile dalga boyu taramalari
yapip giimiisiin karakteristik maksimimum dalga boylar1 incelenir. Maksimum dalga
boyunda alinan spektrumlar Ag*’dan Ag®a biyorediiksiyonla NP’lerin olusumu

plazma yiizeyinde titresimler (SPR) meydana getirmesinden kaynaklanmaktadir
(Kumar vd., 2016).

2.4.2. X-Isim Difraktometresi (XRD)

Sentez sonrasinda elde edilen NP’lerin kristal desenleri ve boyutlar1 20 alinan
piklerin degerlendirilmesi ile belirlenmektedir. AgNP’lerin deseni ve boyutu giimiise
ait (111), (200), (220) ve (311) (Swamy vd., 2015) agilar1 ve bu a¢i1 noktalarin
degerleri ile belirlenmektedir.

2.4.3. Atomik Gii¢c Mikroskopisi (AFM) Taramal alan Elektron Mikroskobu
(SEM) ve Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Sentez sonucunda elde edilen AgNP’lerin AFM ile topografisi ve faz kontrast yapisi,
morfolojik goriiniimleri ve boyutlar ile ilgili 6zelligi belirlenir, bunun yaninda TEM
ve SEM goriintiilerinden elde edilen veriler de morfolojik yap1 degerlendirmesi igin
kullanilmaktadir (Asnag vd., 2019; Rolim vd., 2019).

2.4.4. X-151mm Enerji Dagihmi (EDX) ve Fourier Déniisiimlii Infrared
Spektroskopisi (FTIR)

Sentezlenen partikiillerin element kompozisyonlar1 ile ilgili o6zelikleri EDX
spektrumlart incelenerek degerlendirilmektedir (Ali vd., 2016). Biyorediiksiyondan
sorumlu fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde FTIR spektrumlarinin frekanslarinda
meydana gelen kaymalar degerlendirmede yol gosterici olmaktadir (Satpathy vd.,
2018).

2.4.5. Likit Kromatografi - Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) Cihazi

LC-MS, fiziksel olarak ayirma teknigi yapan sivi kromatografi (HPLC) ile kiitle
analizi yontemlerinin uygulandig1 kiitle spektrometrisi (MS) ortak yapan analitik bir
teknik niteligi tagimaktadir.

HPLC’ de kompleks bilesenleri ayirirken MS’de, olduk¢a iyi molekiiler
ozgillik ve algilama hassasiyeti Ozelligi ile bilesenlerin yapilarina ait kimligi
olusturur. LC-MS cihazi kullanilarak biyomolekiiller, organik ve inorganik bilesiklerin



analiz edilmesi ile gida isleme biyoteknoloji, ilag endiistrisi, tarimsal kimya ve daha
pek ¢ok caligsma alaninda siklikla bagvurulan bir tekniktir.

2.5. AgNP’lerin Biyomedikal Uygulamalar

Cevre dostu sentez yontemleri ile elde edilen AgNP’lerin biyomedikal
uygulamalarda ilag endiistrisi, antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal ajan,
antienflamatuar ve antidiyabetik olarak kullanimlari i¢in bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Garzoli vd., 2021; Kumar vd., 2019; Murali vd., 2021; Srikar vd., 2016).

2.5.1. AgNP’lerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Gilimiisiin antimikrobiyal etkisi ¢ok uzun yillardir bilinmektedir. AgNP’lerin
antimikrobiyal etkisinin incelenmesi lizerine bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir (Ali vd.,
2016; Ferreyra Maillard vd., 2018; Mohmed vd., 2017; Shao vd., 2018). AgNP’ler
sulu yapida iyonize olduktan sonra hiicre ile elektrostatik kuvvet araciligi ile
etkilesime gecerler. Hiicre mebranmnin gecirgenligini bozup, ROS artisina sebep
olurlar. Bu tiirlere affinitesi olan biyomolekiillerin yapilarint ve fonksiyonlarini
bozarlar. Hiicre sonug¢ olarak bu ¢oklu olumsuz etkiler karsisinda 6liime itilmis olur.
AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitesi sekil 2.4’de verildi (Duran vd., 2015).

2. ROS artis1 meydana gelir. Biyomolekiiller bundan
yapisal ve fonkisyonel olarak olumsuz etkilenir,

1.Sulu yapida iyonize olan AgNP'ler
elektrostatik cekim ile etkilesime gecerler

3. Hiicre lizise ugrar ve hiicresel 6liim
gerceklesir

Sekil 2. 4: AgNP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri

2.5.2. AgNP’lerin Antikanser Aktiviteleri

Kanser ¢agin en biiyiikk tlim siiregleri zor olan ciddi bir hastaliktir. 2018°de
diinya ¢apinda yaklasik olarak 18.1 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmis olup ve
maalesef 9.6 milyon kisinin kanser kaynakli oliimii ger¢eklesmistir. Bu rakamlarin
2035 yilina kadar iki katina ¢ikmasi bekleniyor. Bu hastaligin tedavisi ve 6nlenmesi
igcin bir¢cok calisma yapilmaktadir (Morais vd., 2020). AgNP’lerin antikanser ajan



olarak kullanimlarina dair birgok ¢aligma mevcuttur (Aktepe vd., 2021; Arumai Selvan
vd., 2018; Goksen Tosun vd., 2021; Satpathy vd., 2018; Zein vd., 2020). Gelecekte de
nanopartikiillerin kanser tedavisi i¢in ila¢ hizmetlerine olan alternatif katkist
giindemde olacaktir (Patra vd., 2015).

2.6. Biyolojik Yontemler Kullanilarak Yapilan Sentez Calismalar:

Biyolojik yontemlerle yapilan sentez c¢alismalarindan farkli biyolojik kaynaklar
kullanilabilmektedir. Bitkiler, Funguslar, bakteriler, algler, mayalar gibi organizmalar
NP’lerin sentez uygulamalari i¢in kullanilmaktadir (Thakkar vd., 2010). Tablo 2.1°de
AgNP’lerin sentezi icin kullanilan biyolojik kaynaklar ve elde edilen AgNP’lerin
ozellikleri verildi.

Tablo 2. 1: AgNP’lerin sentezi i¢in kullanilan biyolojik kaynaklar ve elde edilen AgNP’lerin 6zellikleri

Sentezde Kullanilan Kullanilan Kism1 ~ AgNP’ler AgNP’lerin Kaynak
Biyolojik Kaynak Boyut Sekli
(nm)
Holoptelea integrifolia Yaprak 32-38 Kiiresel (Kumar vd.,
2019)
Cydonia oblonga Meyve kabugu 27.30 Kiiresel (Baran, 2019c)
Trichoderma viride Kendisi 4-16 Kiiresel (Othman vd.,
2017)
Aspergillus sp. Kendisi 5-30 Kiiresel (Mohmed vd.,
2017)
Morus nigra Yaprak 4-8 Kiresel (Hafez vd., 2017)
Butea monosperma Yaprak 10-30 Kiiresel (Patra vd., 2015)
Penicillium decumbens Kendisi 30-60 Kiiresel (Majeed vd.,
2016)
Artemisia absinthium Yaprak 14.58 Kiiresel (Baran, 2019b)
Juglans regia L. Yaprak 23.66 Kiresel (Baran, 2021)
Jurinea dolomiaea Yaprak 28-40 Kiiresel (Ahmed vd.,
2019)
Morus nigra Yaprak 200-500 Kiiresel (Kumar vd.,
2013)
Zingiber officinal Kok 10-20 Kiiresel (Velmurugan vd.,
2014)
Tulipa (Lale) Yaprak 5-10 Kiiresel (Singh vd., 2018)
Euphorbia longana Meyve 20 Kiiresel (Khan vd., 2018)
Lam.
Trianthema decandra Kok 15 Kiibik/Altigen (Geethalakshmi
ve Sarada, 2010)
Melia azedarach Yaprak 23 Kiiresel (Jebril vd., 2020)
Sterculia foetida Yaprak 20-30 Kiiresel (Premkumar vd.,
2018)
Rubus caesius Meyve 12-50 Kiiresel (Kumar vd.,
(Bogiirtlen) 2015)




Zataria multiflora 6ziiti ile farkli pH’larda sentez caligmalar1 yapilmis, pH 9’da
sentezlenen AgNP’lerin 25 nm boyut dagilimina sahip kiiresel goriinim
sergilediklerini ve sentez sonucunda elde edilen AgNP’lerin 4 ve 8 pg ml™
konsantrasyonlarin patojen S. aureus iizerinde antimikrobiyal etkisi belirtilmistir

(Barabadi vd., 2021).

Commiphora molmol 6ziitii kullanilarak sentezlenen ortalama 49.04 nm
boyutlara sahip AgNP’lerin 10, 50, 80, 100 ve 150 ul’lik bes farkli konsantrasyonun
antiparazitik etkisine bakilmis ve basarili sonuglar elde edilmis oldugu gosterilmistir
(Awad vd., 2021).

Glochidion candolleanum yaprak oziitii ile AgNP’lerin sentezi yapilmis elde
edilen AgNP’lerin kiiresel goriiniimde olduklari belirtilmis ve bunlarin gram pozitif ve
negatif bakterilerin liremeleri {lizerinde baskilayici etki yaratiklar1 sdylenmistir

(Balachandar vd., 2022).

Aloe vera oziitii ile sentezlenen AgNP’lerin kiiresel goriiniimde olduklar1 15.62
ng mL™ ve 31.25 pg mL™ konsantrasyonlarin bakteriler iizerinde baskilayici etki
gosterdikleri ifade edilmistir (Muraro vd., 2022).

Curcumae kwangsiensis kabuk o0ziiti ile 10-35 nm arasinda sentezlenen
AgNP’lerin kiiresel goriiniimde olduklar belirlenmis bunun yaninda boya gideriminde
katalitik aktiviteleri bes glin boyunca giines 1s18inda gozlenmis ve etkili aktivite
gosterdikleri belirtilmistir (Jaast ve Grewal, 2021).

Cleome gynandra yaprak oziitii ile sentezlenen AgNP’lerin kiiresel morfolojik
goriiniim sergiledikleri ve Escherichia coli ve Staphylococcus aureus iizerinde giiglii
toksik etki gosterdikleri soylenmistir (Mani vd., 2021).

Catha edulis oziitii ile sentezlenen AgNP’lerin kiiresel goriinimde 14.8 nm
boyutlara sahip olduklar1 ve bunlarin civa iyonlarinin tanimlanmasi i¢in kullanildig
gosterilmistir (Tsegay vd., 2019).

Zephyranthes candida ¢icek oziitii elde edilen AgNP’ler antienflamatuar,
antidiyabetik, antioksidan ve antikanser biyoaktif aktivitelerinin incelendigi ¢alismada
etkili olduklar1 goriilmistiir (Kaliammal vd., 2021).

Schizophyllum commune ve Geopora sumneriana oziitleri ile ortalama 17.11 nm
AgNP’ler sentezlenmis Meme (MCF- 7), Akciger (A549), Kolon (HT-29) ve
Karaciger (HUH-7) kanser hiicre hatlar {izerinde toksik etkileri ve Gram negatif ve
Gram pozitifler ilizerinde antimikrobiyal etkileri incelenmistir (Goksen Tosun vd.,
2021).



Humulus lupulus oziitii kullanilarak 17.40 nm boyutlarina sahip kiiresel
morfolojide AgNP’ler sentezlenmis ve bunlarin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin az
oldugu bu karsin ilag se¢imi i¢in uyumlu yapisinin gayet iyi oldugu agiklanmistir (Das
vd., 2022).

Chenopodium album 6ziitii kullanilarak 10-30 nm boyutlarinda kiiresel
goriiniimlii AgNP’ler sentezlenmis ve ardindan bunlarin antimikrobiyal etkileri E.coli
and B.subtilis mikroorganizmalar1 tiizerinde Disk Diffuzyon yontemi ile
degerlendirilmis ve etkili olduklar1 bildirilmistir (Anandalakshmi, 2021).

Curcuma longa ve Zingiber officinal kok oziitleri ile 42-61 nm boyutlarda
kiiresel goriiniimde AgNP’lerin sentezlendigi Kolon kanseri (HT-29) iizerinde 150.8
mg/mL konsantrasyonunun etkili oldugu raporlanmistir (Venkatadri vd., 2020).

Lagerstroemia speciosa oziitii kullanilarak kiiresel sekilli AgNP’ler sentezlenmis
E.coli ve S. aureus iizerinde antibakteriyel ve Aspergillus niger tizerinde ise antifungal
etkisi Disk Diffuzyon yontemi ile incelenmistir (Prakash vd., 2021).

Zingiber officinal 6ziitii ile ortalama 18.93 nm boyutlara sahip AgNP’ler elde
edilerek bunlarin 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) iizerinde antioksidan etkileri
incelenmistir. 172 mg mL™ konsantrasyonun etkili oldugu ifade edilmistir (Wang vd.,
2021).

Camellia sinensis ozitii aracihigiyla 18.115 nm boyutlarda AgNP’ler
sentezlenmis E. coli ve S. aureus iizerinde antimikrobiyal etkisi incelendigi ve S.
aureus lizerinde etkili olurken E. coli iizerinde etkili olmadig1 belirtilmistir (Khalid
Mohamed vd., 2021).

Marsilea quadrifolia &ziitii kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin 10.69 mg mL™
konsantrasyonun Aedes aegypti (Zika virusu) tizerinde toksik etki gosterdigi ve
bakterilerin ¢ogalmalar1 {izerinde baskilayic1 etki gosterdikleri ifade edilmistir
(Ishwarya vd., 2021).

Agastache foeniculum bitki ve kallus oziitiinden sentezlenen 19.81 &+ 5.32 nm ve
9.51 £ 1.55 nm boyutlarda AgNP’lerin hastane patojenleri iizerinde etkili olduklar
bunun yaninda Acinetobacter baumannii nin suslari iizerinde de 6.25-25.00 mg L™
konsantrasyonlarin tiremelerini baskilamada etkili olduklar1 belirtilmistir (Polivanova
vd., 2021).

Eranthemum pulchellum yaprak 6ziitii kullanilarak 12 nm kristal nanoboyutlara
sahip AgNP’lerin sentezlendigi bunlarin Aspergillus flavus (AF-LHP-NS7) susu
iizerinde minimum inhibisyon konsantrasyonunun 200 mg mL™ olugu goriilmiistiir.
Ayrica sentezlenen AgNP’lerin Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic asit



iizerinde 462.56 mg mL™ konsantrasyonun giiglii antioksidan etki sergiledigi
aciklanmistir (Prakash vd., 2021).

Boswellia sacra bitki oziitiiyle 11.17-37.50 nm boyutlarda AgNP’ler sentez
edilmis ve elde edilen AgNP’lerin gram pozitif E. coli bakteri susu ve fungus
Penicillium chrysogenum fizerinde baskilayici etki gosterdikleri ifade edilmistir (Azmi
vd., 2021).

Aesculus hippocastanum o6ziitii kullanilarak —29.1 mV zeta potansiyeline sahip
ortalama 50 £ 5 nm boyutlarda kiiresel goriimiinde AgNP’ler elde edilmis ve DPPH

tizerinde bitki 6ziitli karsisinda giiglii antioksidan etki gosterdikleri agiklanmistir (Kiip
vd., 2020).

Artemisia turcomanica yaprak 0ziitii araciligi ile 20 nm boyutlara sahip kiiresel
goriiniimlic AgNP’ler sentezlenmis ve saglikli fibroblast (L-929) hiicreleri ile birlikte
mide kanser hiicreleri (AGS) tizerinde etkileri bitki oziitiiyle karsilagtirmali olarak
incelenmistir (Mousavi vd., 2018).

Dicranum majus oziitii ile 278.7 nm ortalama zeta boyut dagiliminda, -16.7 mV
zeta potansiyeli dagilimi gosteren AgNP’ler elde edilmistir. Sentez sonucunda ortaya
cikan AgNP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) ve Proteus vulgaris (NRRL B-123) suslari
tizerinde incelenmistir. AgNP’lerin antioksidan aktiviteleri DPPH {izerinde
degerlendirilmis ayrica bu partikiillerin DNA iizerindeki mutajenik hasarin olmadigi
yapilan ¢alismada ortaya konulmustur (Mamdooh ve Naeem, 2021).

2.8. Diospyros kaki L. (Cennet Hurmasi)

Ebenales takiminin Ebenaceae familyasi yaklasik 400 iiyesi olan Asya, Afrika,
orta ve gliney Amerika boyunca yayilim gosteren bu sinif iginde, Diospyros kaki L.
ekonomik agidan degerli bir bitkidir. “Dios” Bastanri, Jupiter ve “Pyros” dane
kelimelerinin bir araya gelmesiyle meyve goriiniimlerinin giizel olmasi bunun yaninda
tatlariin da oldukga lezzetli olusu ile "tanrilarin yiyecegi* anlamin tasimaktadir. Cin,
Japonya, Kore gibi Asya iilkeleri basta olmak iizere, Italya, Israil, Brezilya, Avusturya
gibi iilkelerde yetistirilme oran1 oldukca yiiksektir. Ulkemizde ise Akdeniz bélgesi,
Karadeniz bolgesi gibi gesitli bolgelerde yetismektedir. Bitki yapraklar1 farmasotik
olarak felg tedavisi, cilt yaniklari, kanamayi durdurma soguk ve donma gibi
durumlarda olumlu etkileriyle kullanilmaktadir. Kimyasal iceriginde fenolik bilesikler,
flavonoid oligomerleri, tanenler, askorbik asit ve kafein gibi kimyasal bilesenler
bulunmaktadir (Attar ve Yapaoz, 2018; Ma vd., 2018; Matsumoto vd., 2001).

Diospyros kaki L. ‘nin bitki sistematigindeki yeri asagida verilmistir.

Sistematikteki Yeri
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Alem: Plantea
Altalem: Tracheobionta
Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Ebenales
Familya: Ebenaceae
Cins: Diospyros

Tiir: Diospyros kaki L.

11



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Diospyros kaki L. Bitkisinin Yetistigi Alan

Malatya Yesilyurt Barguzu bolgesinde yetisen Diospyros kaki L. bitki yapraklari
38°18'43.5"N 38°14'51.7"E konuma ait noktadan kasim ay1 sonunda toplandi. Cografi
konum ve bitki morfolojisine ait goriintiiler sekil 3.1’de verildi.

Sekil 3. 1: Diospyros Kaki L. bitkisin cografi konumu (2) ve morfolojik goriiniimii (b,c).

3.1. Bitki Oziitiiniin Hazirlanmasi

Diospyros kaki L. yapraklari Kasim ay1 sonunda dokiilmeye yakin zamanda
toplandi. Yapraklart musluk suyu ve distile su ile birkag¢ kez yikandi. Oda kosullarinda
kurutuldu. Ardindan kurutulan yapraklardan 150 gr alinip 450 ml distile su ile
karistirilarak 1sitict yardimi ile kaynatildi. Bir siire sogumast i¢in beklendi. Siizme
islemi Whatman 1 no’lu silizge¢ kagidi kullanilarak yapildi. Sentez i¢in hazirlanmis
olan 6ziit kullanilmak tizere +4 derecelik buzdolabina alindu.

3.1.1. Bitki Oziitiiniin Karakterizasyonu

Biyorediiksiyondan sorumlu olabilecek fitokimyasallarin belirlenmesi i¢in 6ziit
icerigine ait fitokimyasal profili Sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) ve
FTIR cihazlart kullanilarak tanimlandi. Ayni zamanda sonuglar oziitiin kimyasal
bilesenlerinin belirlenmesi i¢inde kullanildi.

3.2. Giimiis Nitrat (AgNO3) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sigma Aldrich AgNOstuzundan 5 mM konsantrasyona sahip ¢ozelti AgNP’lerin
sentezi i¢in hazirlandi.
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3.3. AgNP’lerin Sentezi

Diospyros kaki L. yaprak oziiti ve 5 mM AgNO; ¢ozeltisi 1:4 oraninda
kanstirilip 30 °C de bekletildi. Zamana karst renk degisimi gozlendi. Rengin
degismesine bagl olarak reaksiyon ortamindan numuneler alindi. Alinan numunelerin
UV-vis maksimum dalga boyu absorbanslar1 degerlendirildi.

3.4. AgNP’lerin Karakterizasyonu

Biyorediiksiyona bagli olarak sentezlenen AgNP’lerin 6zellikleri UV-vis, XRD,
Zeta potansiyeli, FESEM, SEM, TEM, Zeta boyut dagilimi ve AFM analiz verileri
araciligiyla tanimlandu.

3.4.1. UV-vis Analizi

Cevre dostu sentez yontemi kullanilarak AgNP’lerin Diospyros kaki L. yaprak
Oziitli kullanilarak sentezinde olusumlarini ve sentez ortaminda bu partikiillerin varligi
ile iliskili olarak AgNP’lere ait maksimum absorbans bantlar1 renk degisimi ile alinan
numunelerle UV-vis yapilan okumalarla degerlendirildi.

3.4.2. XRD Analizi

Sentez sonucu olugan partikiillerin kristal yapilar1 ve boyutlar1t XRD cihazi
kullanilarak yapilan analizlerle degerlendirildi. 20-80 araliginda 26 da elde edilen
sonuglar kullanilarak sentez sonucunda elde edilen AgNP’lerin kristal nano boyutlari

asagida verilen Debye-Scherrer esitliginden yararlanarak hesaplama yapildi (Eren ve
Baran, 2019a), (Baran vd., 2021).

D =K\ / (B cosb) 1)

Bu esitlikte ki: D= partikiil boyutunu, K=sabit degerini, A=X-ray dalga boyu
degeri, p=maksimum pikin FWHM degerinin yarisi, 6= yiiksek pikin Bragg agisini
ifade etmektedir.

3.4.3. SEM, FESEM, TEM ve AFM mikrografileri

Sentezlenen AgNP’lerin morfolojik goriinlimleri SEM, FESEM, TEM
goriintlileri ile belirlendi. AgNP’lerin topografik dagilimlari ise AFM kullanilarak
tespit edildi.

3.4.4. AgNP’lerin Zeta Boyut ve Zeta Dagilimlan

Yaprak oziitii ile sentezlenen AgNP’lerin yiizey yiikleri ve boyut dagilmalari,
Malvern cihaz araciligi ile yapildi.
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3.5. AgNP’lerin Antimikrobiyal Etkileri

Diospyros kaki L. yapraklarina ait 6ziitle sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal
etkileri patojen mikroorganizma suslari iizerinde mikro dilusyon yontemi kullanilarak
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) tanimlandi. AgNP’lerin antimikrobiyal
etkileri i¢in yapilan deneysel ¢aligmalarda iki tiir gram pozitif Bacillus subtilis ATCC
11774 (B. subtilis) ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 (S. aureus), iki tiir gram
negatif Pseudomonas aeruginosa ATCC27833 (P. aeruginosa) ve Escherichia coli (E.
coli) ATCC25922 bakterileri ve fungus olan Candida albicans (C. albicans)
mikroorganzimalart  kullamldi. inénii  Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan (Malatya, Tirkiye)  E. coli, S. aureus ve C.
Albicans tiirleri temin edildi. B. subtilis ve P. aeruginosa tiirleri de Mardin Artuklu
Universitesi Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’ndan (Mardin, Tiirkiye) temin

edilerek uygulamalar i¢in kullanildi.

Bakteriler nutrient agar, fungus C. albicans da sabora dekstros agar besiyerine
ekilerek 37 °C etiivde bir gece gogalmalari icin inkiibasyonda bekletildi. Besiyeri
plaklarinda iiremis mikroorganizmalar alinipp McFarland standardi 0.5 (Emmanuel vd.,
2015) bulaniklik kriterine gore her bir mikroorganizma tiirii igin ¢ozeltiler ayarlanarak
hazirlandi. Mikrodilusyon i¢in 96’lik mikropalakalar kullanildi. Bakteri ¢alismalari
icin miiller hinton sivi besiyeri ve C. albicans calismalar1 iginde Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 siv1 besiyeri ortamlari hazirlanip uygun miktarlarda
kuyucuklara pipetlendi. Farkli konsantrasyonlarda AgNP’leri iceren c¢ozeltiler
hazirlanip mikroplakalara uygun miktarlarda aktarimi saglandi ve bir seri
mikrodilusyonla AgNP’lerin dagilimi yapildi.  Bazi mikropalaka kuyucuklart
strerilizasyon gibi kontrol adimlari i¢in tamimlandi. Hazirlanan mikroorganizma
¢ozeltileri mikro plaka kuyucuklarma uygun miktarlarda pipetlendi. Tim bu
islemlerden sonra hazirlanan mikroplakalar 37 °C etiive alindi. Antimikrobiyal etki
icin bir gece (24 saat) inkiibasyonda tutuldu. Ertesi giin mikroplaka kuyucuklari
mikroorgazimalarin gogalmalar1 bakimindan kontrol edildi. Uremenin basladig1

kuyucuktan 6nceki konsantrasyon MIK olarak tespit edildi.
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3.6. AgNP’lerin Antikanser Etkileri

Sentezlenen AgNP’lerin antikanser etkileri Dicle Universitesi Bilimsel
Arastirma Merkezi, Hiicre Kiiltlirii Laboratuarinda (Diyarbakir, Tiirkiye), American
Type Culture Collection (ATCC)’nundan temin edilen hiicrelerle MTT metodu ile
incelendi. Deneysel ¢alismada Glioblastoma (U118), Insan Kolorektal Adenokarsinom
(Caco-2), Insan Over sarkoma (Skov-3) kanser hiicre hatlar1 ve Insan Dermal

Fibroblast (HDF) saglikli hiicre hattlar1 izerinde AgNP’lerin etkileri ¢alisildi.

Hiicre hatlarindan HDF, CaCo-2 ve U118 75 t-flasklarda Dulbecco Modifiye
Eagle (DMEM) ortaminda ¢ogaltildi. DMEM ortaminda 100 U/ml Penstrep, 2 mM L-
Glutamin, % 10 FBS bulunmaktadir. Skov-3 hiicre hatti 75 t-flasklarda 100 U/ml
Penstrep, % 10 FBS, bulunan RPMI (Roswell Park Memorial Institute) ortaminda
cogaltildi. Kiiltiirlenen flasklar % 95 hava, % 5 CO2 ve nem kosullarinda 37 °C’lik
etiivde bekletildi. Daha sonra Hemositometre araciligi ile hiicre hatlarinin kontrolii
yapilarak % 80’lik konfluansda olup olmamalarma gore farkli konsantrasyonlara
tekrardan siispanse islemi yapildi. Ardindan hiicre hatlar1 96’lik mikro plakalara’lara
aktarilarak bir gecelik (24 saat) inkiibasyona alindi. Beklemenin sonrasinda hiicre
hatlarmin  kiiltiire edildigi kuyucuklara degisen konsantrasyonlarda AgNP’ler
eklenerek 48 saat siire ile 37 °C’lik etiiv alindi. Sitire sonunda kuyucuklara MTT
cozeltisi eklenerek mikroplakalar 3 saatlik inkiibasyona alindi. Ardindan DMSO
eklenip 15 dakika bekledikten sonra Multi Scan Go, Thermo cihazi kullanilarak 540
nm dalga boyunda hiicrelerin absorbans verileri alindi. Hiicre hatlarinin Absorbans
degerleriyle sentezlenen AgNP’lerin hiicre hatlarinda canliliklarini  baskilayan

konsantrasyonlari asagida verilen esitlik araciligi ile hesaplandi (Remya vd., 2015).
% canlilik = U/C = 100 (2)

Esitlikte U; hiicrelerin AgNP’lere maruz kaldiktan sonra absorbanslari, C;

kullanilan kontrol hiicrelerinin absorbanslarini ifade etmektedir.
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4. TARTISMA ve BULGULAR

4.1. AgNP’lerin UV-vis Spektrum Verileri

Yaprak 6ziitii ve 5 mM AgNOj; ¢ozeltisi karistirildiktan 30 dakika sonra saridan
koyu kahverengine olan renk degisimi gozlendi. Bu renk degisimi AgNP’lerin
olusumuna bagl plazma ylizeyindeki titresimlerden kaynaklanmaktadir. Bu UV-vis
cihaz1 ile yapilan dalga boyu taramalarinda 453.34 nm maksimum absorbans
bantlartyla dogruland: (Sekil 4.1) (Jebril vd., 2020; Khan vd., 2018; Pinzaru vd.,
2018; Singh vd., 2018).
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Sekil 4. 1:Yaprak 6ziitii ile sentezlenen AgNP’lerin varligint gosteren maksimum dalga boyu absorbans
bantlar1 (A), Bitki 6ziitii (B), Reaksiyon sonucunda meydana gelen renk degisimi (C)

4.2. AgNP’lerin XRD Verileri

Diospyros kaki L. yaprak oziitii ile sentezlenen partikiillerin Kristal yapilarini
aydinlatmak ve kristal nano boyutlarini tespit etmek icin 20 da yapilan analiz
datalarinda 111°, 200° 220° ve 311° alman spektrumlar partikiillerin kubik desene
sahip olduklarini gosterdi (Khan vd., 2018; Some vd., 2019). 20 111°, 200° 220° ve
311° da alinan spektrumlarin degerlerinin siras1 ile 37.96, 46.03, 64.31, ve 77.02
oldugu goriildii (sekil 4.2). Bu spektrumlara ait degerler kullanilarak AgNP’lerin
kristal nano boyutlar1 Debye-Scherrer esitligi kullanilarak 48.90 nm olarak hesaplandi.
Bu esitlik kullanilarak cevre dostu sentez calismalarinda AgNP’lerin kristal nano
boyutlar1 27.30 nm (Baran., 2019) ve 39.37 nm (Baran, 2019) olarak hesaplandig
belirtilmistir.
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Sekil 4. 2: Yaprak 6ziitii ile sentezlenen AgNP’lerin varligini1 gosteren maksimum dalga boyu
absorbans bantlari

4.3. AgNP’lerin SEM Goriintiileri

Sentezlenen AgNP’lerin morfolojik yapilariin aydinlatilmasi i¢in SEM analizi
sonuglarinda kiiresel goriiniimde olduklar1 belirlendi (Sekil 4.3). Yapilan bir caligmada
¢am, Ginkgo, Trabzon Hurmasi, Manolya ve Platanus bitki 6ziitlerinin karistiriimasi
ile elde edilen AgNP’lerin SEM goriintiilerinde kiiresel olduklari gosterilmistir (Song
ve Kim, 2009). Bir diger biyosentez caligmasinda da AgNP’lerin kiiresel morfolojik

goriiniimlerine ait mikrografiler sunulmustur (Hasanzadeh vd., 2021).
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Sekil 4. 3: Oziitii aracihig1 ile sentezlenen AgNP’lerin SEM gbriintiileri

4.4. AgNP’lerin FESEM Goriintiileri

Bitki oziitii ile sentezlenen AgNP’lerin FESEM mikrografilerinde kiiresel
goriiniim sergiledikleri tespit edildi (Sekil 4.4). Sterculia foetida yaprak oziitii ¢evre
dostu sentez caligmasinda sentezlenen AgNP’lerin FESEM sonuglarinda da ayni
bulgur ifade edilmistir (Premkumar vd., 2018). Penicillium decumbens ile yapilan bir
sentez caligmasinda da AgNP’lerin FESEM goriintiilerinde ayn1 morfolojik karakteri
sergiledikleri belirtilmistir (Majeed vd., 2016).
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Sekil 4. 4: Oziitii aracihig1 ile sentezlenen AgNP’lerin FESEM gériintiileri

4.5. AgNP’lerin TEM Goriintiileri

Sentezlenen AgNP’lerin goriiniimleri ve boyutsal dagilimlar sekil 4.5°de
goriildiigii lizere kiiresel ve 8.13-44.2 nm dagiliminda olduklart degerlendirildi.
AgNP’lerin sentezi i¢in kullanilan ¢evre dostu sentez c¢alismalarinin TEM
goriintiilerinde kiiresel goriiniim ve 16.79-51.42 nm buyutlara sahip olduklar1 (Asnag
vd., 2019) bir digerinde de yine kiiresel goriiniim sergiledikleri ve 12-50 nm arasindaki
boyutlarda olduklar1 gésterilmistir (Kumar vd., 2015).

Sekil 4. 5: Sentezlenen AgNP’lerin TEM goriintiileri

4.6. AgNP’lerin AFM Mikrografisi

Cevre dostu yontem sonucu elde edilen AgNP’lerin topografik dagilimlar1 ve
boyut dagilimlar1 AFM analizi sonuglar ile belirilendi. Sekil 4.6’ da goriildigi gibi
AgNP’lerin tekli dagilim sergiledikleri ve 100 nm altinda boyutlara sahip olduklari
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goriildii. Yapilan benzer calismalardaki AFM sonuglarinda da AgNP’lerin kiiresel
goriiniimde olduklart ve 100 nm altinda olduklarina dair veriler incelendi (Gopinath
vd., 2016; Majeed vd., 2016; Swamy vd., 2015).

nm

File Name 4 Smm
HeadMode | NC-AFM
Source Topography
Data Width 256 (d)
Data Height | 256 (o)
XScanSize 5 (um)
YScanSize | 5 (um)
ScanRate 1)
ZServo Gain | 2
Set Point 1.5 (um)
Amplitude 218 (um)
Sel. Frequency | 295.93E3 (H2)

300

500 wm

Sekil 4. 6: Sentezlenen AgNP’lerin AFM goriiniimii

4.7. AgNP’lerin EDX Profili

Sentezlenen partikiilliilerin element igeriginin belirlenmesi i¢in yapilan EDX
analizinde sekil 4.7’ de gimiise ait giiclii pikler AgNP’lerin varligin1 gosterdi. Bu
giiclii piklerin yaninda karbon, oksijen gibi zayif piklerin varligi da partikiillerde
bulunan fitokimyasallardan kaynaklanmaktadir (Aktepe vd., 2021; Patra vd., 2016;

Ramkumar vd., 2017).

cpsieV

Sekil 4. 7: Sentezlenen partikiillerin EDX grafileri

4.8. AgNP’lerin Zeta Potansiyel Dagilimi
Yaprak oziitli ile sentezlenen AgNP’lerin ylizey yiiklerinin tespit edilmesinde
Zeta potansiyel analiz verileri incelendi. Sekil 4.8° de goriildiigli gibi sentezlenen

AgNP’lerin yiizeylerine ait yiik dagiliminin -22.4 mV oldugu belirlendi.
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Yiizey yiikiiniin negatif olmasin1 fitokimyasallarin varligi etkilemektedir (Remya
vd., 2015). NP’lerin negatif yiikk dagilimi sergilemeleri kararliliklar1 bakimindan
onemlidir. Farkli yiiklerin olusu elektrostatik etkilesimle kiimiilenme ve
dalgalanmalara neden olmaktadir (Satpathy vd., 2018;Pugazhendhi vd., 2018).
Diospyros kaki L. o6ziitli ile sentezlenen AgNP’lerin sadece negatif yiikte olusu bu

NP’lerin kararli olduklarin1 gosteren veridir.

Cevre dostu sentez calismalarinda AgNP’lerin ylizey yik dagilimlarinin
incelenmesi igin yapilmig ¢aligmalarda AgNP’lerin  -18.52 mV (Tian vd., 2022), -
13.7 mV (Shoaib vd., 2021) ve -43.3 mV (Soltani ve Darbemamieh, 2021) zeta

potansiyel sonuglarina ulagilmistir.

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4. 8: Sentezlenen AgNP’lerin zeta potansiyel dagilimlar

4.9. AgNP’lerin Zeta Boyut Dagilim

Sentez sonrasinda elde edilen AgNP’lerin boyutlar1 zeta boyut dagilimi analizi
ile tanimlandi. AgNP’lerin 100 nm’nin altinda ortalama 27.12 nm boyut dagilimi
sergiledigi gorildi (Sekil 4.9). Zataria multiflora oziti ile pH 9’da sentezlenen
AgNP’lerin 25 nm boyut dagilimina sahip olduklar1 belirtilmistir (Barabadi vd., 2021).
Commiphora molmol &ziitii kullanilarak ortalama 49.04 nm boyut dagilimina sahip
AgNP’lerin sentezlendigi gosterilmistir (Awad vd., 2021).
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4. 9: Sentezlenen AgNP’lerin zeta boyut dagilimlari

4.10. AgNP’lerin TGA-DTA Sonuglar

Diospyros kaki L. oziitii kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin 1sil islemler
karsisinda kararliligin1 ve direncini belirlemek i¢in TGA-DTA analizi yapildi. Sekil
4.10’da ve tablo 4.1°’de goriildiigli lizere li¢ noktada ki sicakliklarda kiitle kayiplari
meydana geldigi goriildii. Bu noktalardan ilk kiitle kaybinin 153.44 °C’de % 6.94’liik
kisimla tutulmus olan suyun kaybmdan kaynaklanmaktadir. Ikinci ve iigiincii
noktalarda meydana gelen sirast ile % 12.48 ve % 7.67’lik kiitle kayiplarinin da
AgNP’lerin etrafin1 saran fitokimysallardan kaynaklandigi goriildii (Baran, 2019c;
Rolim vd., 2019; Tian vd., 2022). Tablo 4.2’de yapilan ¢evre dostu sentez
calismalarinda AgNP’lerin TGA sonuglari verildi.

Tablo 4. 1: Sentezlenen AgNP’lerin TGA-DTA sonuglari ile kiitle kayip noktalar

Kiitle Kayb1 Sicakhik (°C) Kiitle Kaybi (%)
Birinci 153.44-327.71 6.94
ikinci 328.60-612.25 12.48

Ueiincii 612.25-844.77 7.67

Tablo 4. 2: Cevre dostu sentezlenen AgNP’lerin TGA-DTA sonuglari ile kiitle kayip noktalari

Biyolojik Boyut Kiitle Kaybi Sicakhik Kayip Referans
Kaynak (nm) (°C) (%)
1 7, 3 1. 2. 3,
Cydonia 2730 31-257 328-612 612-844 691 1248 7.67 (Baran,
oblonga 2019c)
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Sekil 4. 10: Sentezlenen AgNP’lerin TGA dagilimlari

4.11. FTIR Analizi

Reaksiyona katilan fonksiyonel gruplarin degerlendirilmesinde yapilan FTIR
analiz sonuglarinda 3334.66-3314.00 cm™, 2106.57-2121.85 cm™ ve 1635.47-1635.12
cm™ de meydana gelen frekans kaymalari rediiksiyondan ve stabilizasyondan sirasi ile
hidroksil, karboksil ve amin gruplarinin sorumlu olabilecegini gosterdi (Aktepe ve
Baran 2021; Atalar vd., 2021; Baran, 2019b; Jebril vd., 2020).

45
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Sekil 4. 11: a. bitki 6ziitiiniin, b. sentezlenen AgNP’lerin bulundugu reaksiyon sivisina ait FTIR
spektrumlari

4.11. AgNP’lerin Antimikrobiyal Etkileri

Sentez sonrasinda elde edilen AgNP’lerin antimikrobiyal etkileri mikrodilusyon
ile calisildi. AgNP’lerin etkileri AgNOs3 ¢ozeltisi ve antibiyotikler ile karsilagtirildi.
Tablo 4.3 ve sekil 4.12°de gorildiigi gibi Gram pozitifler tizerinde 0.03 ile 0.06 ug ml°
! konsantrasyonlar iireme {izerinde baskilama gosterdi. Gram negatifler iizerinde 0.13-
025 ug ml™* ve C. albicans 0.50 pg ml™ konsantrasyonlar iireme iizerinde baskilayici
etki gosteren MIK degerleridir. AgNP’lerin bu konsantrasyonlar1 antibiyotik ve
AgNO; ¢ozeltisi karsisinda oldukca diisiik konsantrasyonlarda etkili olduklari
sonucunu verdi. Tablo 4.4’de ¢evre dostu sentez ¢alismalarinda elde edilen bulgular

verildi.

Tablo 4. 3: Sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal etkileri

AgNP'ler Giimiis Nitrat Antibiyotik
pg/ml pg/ml pg/ml
S. aureus 0.06 2.65 2.00
B. subtilis 0.03 1.32 1.00
E. coli 0.25 0.66 2.00
P. aeruginosa 0.13 1.32 4.00
C. albicans 0.50 0.66 2.00

Not: Karsilagtirma i¢in kullanilan antibiyotikler; gram pozitif bakteriler i¢in Vankomisin, negatifler i¢in Colistin ve C. albicans
i¢inde Flukanazol’diir.
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Sekil 4. 12: Sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal etkileri

m AgNP'ler
Glimiis Nitrat
Antibiyotik

Tablo 4. 4: Cevre dostu sentez ¢aligmalarinda mikroorganizmalar {izerinde AgNP’lerin etkileri i¢in elde

edilen bulgular

Biyolojik kaynak Boyutu Sekli MIK Degerleri Referans
(nm) ng ml*
S. aureus E. coli
Tannik asit ve sodyum alginat 18.52 Kiiresel 31.25 - (Tian vd.,
2022)
Zataria multiflora 25.5 Kiiresel 4-8 (Barabadi vd.,
2021)
Halhali zeytin agaci yapraklari 7.2 Kiiresel 0.06 0.13 (Atalar vd.,
2021)
Kitosan <20 Kiiresel 312.5 39.1 (Wongpreecha
vd., 2018)
Cynara scolymus L. 28.78 Kiiresel 0.12 0.13 (A. Baran vd.,
2021)
Diospyros kaki L. 27.12 Kiiresel 0.06 0.25 -

(Bu ¢aligma)

4.12. AgNP’lerin Antikanser Etkileri

Sentezlenen AgNP’lerin hiicre hatlari iizerinde sitotoksik etkileri MTT metodu

kullanilarak incelendi. Tablo 4.5°de goriildiigii iizere 25 pg ml™ konsantrasyonun

saglikl hiicre hattinda toksik etki gostermedigi, CaCo-2 ve skov-3 kanser hiicre hatlari

tizerinde sirasi ile % 44.40 ve % 18.62°lik baskilama oranlar1 ile antikanser etki

gosterdigi belirilendi. U118 iizerinde 25 pg ml™ konsantrasyondaki AgNP’lerin

proliferatif etki gosterdigi gozlendi. Bazi konsantrasyonlar kanser hiicre hatlari

tizerinde proliferatif etki gosterebilir (Sarkar vd., 2018; Morais vd., 2020). AgNP’lerin

50 g mL™? konsantrasyonu saglikli hiicrede toksik etki gostermedigi ve bu

konsantrasyonun en iyi antikanser etkisi 50 pg mL™ konsantrasyonda % 59.49

baskilama ile CaCo-2 hiicre hatti iizerinde meydana geldi (Tablo 4.5 ve Sekil 4.15).
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Tablo 4. 5: Sentezlenen AgNP’lerin hiicre hatlari ile etkilesimlerinden sonra % canlilik oranlar

Kontrol 25 pg mL? 50 pg mL™? 100 pgg mL™? 200 pg mL*!
HDF 100 90.96 51.55 43.83 20.54
U118 100 108.05 96.37 83.99 81.17
CaCo-2 100 55.60 4051 32.74 28.41
Skov-3 100 81.38 54.59 49.03 44.26

Sekil 4.13 ve tablo 4.5°de AgNP’lerin HDF hiicre hatlar1 tizerinde 25-200 ug ml°
! konsantrasyonlarin kontrol ile karsilastirilmasinda ki % canlilik oranlart verildi.

AgNP’lerin 50 pg ml™ konsantrasyondan sonra saglikli hiicre hatt1 {izerinde toksik etki
gosterdigi gorildi.

HDF
120 ~
100 -
£ 80
S 60 -
o
X 40 -
o —
0 T T T T 1
AgNP'lerin konsantrasyonu
pg/mL

Sekil 4. 13: Sentezlenen AgNP’lerin HDF iizerinde sitotoksik etkileri

Sekil 4.14 ve tablo 4.5°de U118 kanser hiicre hatt1 tizerinde AgNP’lerin hiicre
canliligini ve cogalmasina etki eden baskilayici konsantrasyonlar1 verildi. 25 pg ml™
konsantrasyonun proliferatif etki gosterdigi, 50-200 ug ml™ konsantrasyonlarm ise %
3.63-18.83 arasinda baskilayici etki gdsterdigi belirlendi.
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Sekil 4. 14: Sentezlenen AgNP’lerin U118 iizerinde antikanser etkileri

Sekil 4.15 ve tablo 4.5” de goriildiigii gibi AgNP’lerin CaCo-2 kanser hiicre hatti
iizerinde 25 pug ml™ konsantrasyonun % 44.40 ile etkili baskilama meydana getirdigi
goriildii. Diger konsantrasyonlarda (50-200 pg ml'l) canlilik oranlarimin % 59.49-
71.59 oraninda baskiladig tespit edildi.
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Sekil 4. 15: Sentezlenen AgNP’lerin CaCo-2 iizerinde antikanser etkileri

Sekil 4.16 ve tablo 4.5’de verilen degerlerde AgNP’lerin antikanser etkileri 25-
100 pg ml™ konsantrasyonlarin % 18.62-55.74 oraninda canlilig1 baskilayip antikanser
etki gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4. 16: Sentezlenen AgNP’lerin Skov-3 iizerinde antikanser etkileri

Tablo 4.6’da ¢evre dostu sentez calismalarinda elde edilen AgNP’lerin kanser
hiicre hatlar1 tizerinde canlilig1 baskilayan konsantrasyonlari verildi.

Tablo 4. 6: Cevre dostu sentez ¢aligmalarinda AgNP’lerin kanser hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik
etkileri

AgNP’lerin
Hiicre Hatt . Boyutu Konsantr?syon Canhhk
Sekli (nm) Araligt (%) Referans
(ng mi™)
HDF Kiiresel 23.29 25-200 57.47-89.87  (Aktepe vd.,
2021)
U118 Kiiresel 7.2 25-200 30.58-59.75 (Atalar vd.,
2021)
CaCo-2 Kiiresel 23.29 25-200 64.99-73.92  (Aktepe vd.,
2021)
Skov-3 Kiiresel 162.72 1-40 29.36 (Satpathy vd.,
2018)

4.13. Diospyros kaki L. Yaprak Oziitii LC-MS Profili

Fitokimysallarin antikanser, antioksidan, antienflamatuar gibi olduk¢a 6nemli
aktiviteleri bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, flavonoidler gibi fitokimyasallar
biyolojik ac¢idan olduk¢a aktif bilesiklerdir. Bunlart 6zellikle bitkisel kaynakli
besinlerle viicudumuza aliriz. (Jaiswal vd., 2014; Ma vd., 2018; Matsumoto vd., 2001;
Nile vd., 2020; Topal vd., 2016).

Bitki 6ziitlinlin fenolik bilesiklerin analizi i¢in yapilan LC-MS analiz sonuglari

sekil 4.17 ve tablo 4.7 aracihigi ile degerlendirildi. Oziit iceriginde yiiksek
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konsantrasyonlarda ¢ikan bilesikler degerlendirildiginde klorojenik asit, sinarin,
hiperosit, kuarsetin-3-glukozit, kuersetin-3- D-ksilosit gibi bilesiklerin sirasi ile
11210.6471, 13359.8649, 3091.3887, 2100.6615 ve 3546.9109 pg ml™?
konsantrasyonlar1  tespit edildi. Bu bilesiklerin olduk¢a Onemli faydalari

bulunmaktadir.

Klorojenik asitler kuinik asit ve trans-hidroksinnamik asit arasinda ester ailesinin
bir {yesidir. Antioksidan, antispazmodik, DNA metil transferaz inhibisyonu,
karsinojenik bilesenlerin inhibisyonu gibi farmakolojik etkileri bulunmaktadir (Jaiswal

vd., 2014).

Sinarin (1,3-dikaffeoilkinik asit), iki birim kafeik asit ve bir birim kinik asitin
esterifikasyonundan olusur. Hidroksisinnamik asitin bir tiirevidir ve biyolojik olarak
aktif  bir fonksiyonel gruptur. Antioksidan, antikolinerjik, antihistaminik,

antibakteriyel gibi farmakolojik etkileri olan bir bilesiktir (Topal vd., 2016).

Flavonoid grubunda olan kuarsetin bazli bilesiklerin antiviral etkileri
bulunmaktadir. Ozellikle kuarsetin-3-glukozitin influenza viriisii karsisinda giiglii

antiviral etkisi bulunmaktadir (Nile vd., 2020).
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Sekil 4. 17: Diospyros kaki L. yaprak 6ziitiiniin LC-MS/MS profili.

Tablo 4. 7: Bitki 6ziitiiniin fenolik bilesiklerin analizi i¢in yapilan LC-MS analiz sonuglari

Bilesen RT Resp. Final Konsantrasyon  Birim
(ng/mL)
Sikimik asit 1.201 0 - pg/ml
Gallik acid 1.837 0 -- pg/ml
Protokatesik asit 2.817 0 - pg/ml
Gentisik asit 3.169 0 -- pg/ml
Katesin 4.078 0 == pg/ml
4-Hidroksibenzoik asit 4553 1668 -- ug/ml
Klorojenik asit 5.229 50527 11210.6471 pg/ml
4-Hidroksibenzaldehit 5.722 1787 21.3740 pg/ml
Vanillik asit 5.961 0 -- pg/ml
Kafeik asit 6.038 26124 251.7731 pg/ml
Epikatesin 6.438 0 -- pg/ml
Syringic acid 7.043 0 -- pg/ml
P-kumarik asit 8.479 5668 34.5218 pg/ml
Salisilik Asit 8.969 0 - pg/ml
Taksifolin 9.032 0 == pg/ml
Polidatin 9.384 0 - pg/ml
Trans-ferulik asit 9.560 573 92.4486 pg/ml
Sinapic asit 10.032 0 - pg/ml
Kersimeritrin 10.714 2209 54.1467 pg/ml
Kumarin 8.595 0 -- pg/ml
Skutellarin 11.239 0 - pg/ml
O-kumaric asit 8.479 0 -- ug/ml
Sinarin 11.178 130380 13359.8649 pg/ml
Protokatesik etil ester 11.227 0 - pg/ml
Hiperosit 11.685 413692 3091.3887 pg/ml
Kuarsetin-3-glukozit 11.917 833019 2100.6615 pg/ml
Rutin 11.835 0 - pg/ml
Resveratrol 11.811 0 -- pg/ml
Naringin 11.487 0 -- pg/ml
Rosmarinik asit 11.208 0 -- pg/ml
Kuersetin-3- D-ksilosit 12.497 624 3546.9109 pg/ml
Hesperidin 12.484 0 -- pg/ml
Kaemerol-3-glukozit 13.353 109366 178.4248 pg/ml
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Fisetin 13.354 1750 153.6040

Baicalin 13.851 0

Ellagik asit 17.789 0

Naringenin 15.213 0

Hesperetin 15.006 0

Kaempferol 17.042 0

Baicalein 8.509 0 -- pg /ml
6-Hydroksiflavon 19.617

Chrysin 20.811

6,2,4- Trimetoksiflavon 24.694




5. SONUC ve ONERILER
Diospyros kaki L. yaprak ozitii kullanilarak AgNP’ler kisa siirede kolay bir

bicimde sentezlendi. FTIR, FESEM, SEM, TEM, AFM, EDX, XRD, TGA-DTA,
Zetasizer, ve zeta potansiyeli gibi cesitli cihazlar aracilifiyla sentezlenen AgNP’lerin

ozellikleri belirlendi.

AgNP’lerin UV-vis bantlarinda 453.34 nm dalga boyunda maksimumum
absorbansa sahip olduklar1 degerlendirildi. XRD verileri ile AgNP’lerin 48.90 nm
kristal nano boyutlara ve kiibik desene sahip olduklar tespit edildi. FESEM, SEM,
TEM ve AFM goriintiileriyle kiiresel morfolojide ve 8.13-44.2 nm boyutlar arasinda
tekli dagilim gosterdikleri goriildii. Ayrica AgNP’lerin zeta boyut dagilimi analiz
sonuglarinda ortalama olarak 27.12 nm boyut dagilimi gosterdikleri belirlendi.
Sentezlenen AgNP’lerin yiizey yiik dagilimlar1 zeta potansiyeli analiz sonuglari
kullanilarak -22. 4 mV oldugu goriildii. Isil direncinin belirlenmesi i¢cin TGA-DTA
analizi yapildi. Sonuclarda li¢ noktada kiitle kaybi oldugu gozlemlendi. Bu kiitle
kayiplarindan ikinci ve l¢iincii noktada meydana gelen kayiplart NP’lerin etrafinda
bulunan fitokimyasallarin varligindan kaynaklandig1 degerlendirildi. EDX profilinde
giiclii gimiis pikleri AgNP’lerin varligini1 dogruladi. Bunun yaninda zayif O ve C gibi

piklerin 6zitteki indirgemeye katilan fitokimyasallarla iliskili oldugu degerlendirildi.

Fitokimyasallarin indirgemede ve kararliliktaki etkin rolleri Onemlidir. Bu
bilesenlerin varlig1 ve etkinlikleri EDX, TGA zeta potansiyel analizleri sonuglari ile
ortaya koyuldu. Ayrica FTIR analizinde hem 06ziitiin hem de sentez sonrasinda elde
edilen sivilarin spektrumlarmna ait kaymalar bunu dogrulamaktadir. Oziit bilesenlerine
ait fitokimyasallarin tespiti ve tanimlanmasi i¢in LC-MS analizi sonuglarinda ki giicli
fenolik bilesiklerin varlig1 da reaksiyonda bu bilesenlerin aktif olarak rol aldiklarini

gosterdi.

Sentez sonucu elde edilen AgNP’lerin medikal uygulamalarda etkilerinin
incelenmesi i¢in ilk uygulamada mikro dilusyon kullanildi. Patojen suslar iizerinde
Mikro dilusyon ile elde edilen MiK degerleri Gram pozitifler igin 0.03 ile 0.06 ug ml™
Gram negatifler i¢in de 0.13-0.25 pg ml™ olarak tespit edildi. C. albicans iizerinde ise

0.50 ug ml™ konsantrasyon iireme iizerinde baskilayici etki gosteren MIK degeridir.
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Bu degerlerin antibiyotik ve AgNO; ¢ozeltisi ile karsilastirildiginda olduk¢a diisiik
MIK degerleri oldugu goriildii.

Sentez sonucu elde edilen AgNP’lerin medikal uygulamalarda etkilerinin
incelenmesi igin ikinci uygulamada saglikli ve kanser hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik
etkileri 25-200 pg ml™ konsantrasyonlarda MTT metodu kullanilarak incelendi.
AgNP’lerin 50 ng/mL konsantrasyondan sonra saglikli hiicre hatti tizerinde toksik etki
gosterdigi goriildii. En iyi antikanser etkinin 50 pg ml™ konsantrasyonda % 59.49
oraninda baskilama ile CaCo-2 kanser hiicre hattinda oldugu goriildii. HDF saglikli
hiicre hatt1 {izerinde 25 pg ml™ konsantrasyonun toksik etki gostermedigi, CaCo-2 ve
skov-3 kanser hiicre hattlar1 iizerinde sirasi ile % 44.40 ve % 18.62 oraninda canliligi
baskilayarak antikanser etki gosterdigi belirilendi. U118 iizerinde 25 pg ml™
konsantrasyondaki AgNP’ler proliferatif etki gosterdigi gozlendi. U118 kanser hiicre
hatt1 lizerinde AgNP’lerin hiicre canliligin1 ve ¢ogalmasina etki eden baskilayici
konsantrasyonlardan 25 pg ml™nin proliferatif etki gosterdigi, 50-200 pg/mL
konsantrasyonlarin ise % 3.63-18.83 arasinda baskilayici etki gosterdigi belirlendi.
AgNP’lerin CaCo-2 kanser hiicre hatti tizerinde 25 pg/mL konsantrasyonun % 44.40
ile etkili baskilama meydana getirdigi goriildii. Diger konsantrasyonlarda (50-200
pug/mL) canliligin % 59.49-71.59 oraninda baskilandig tespit edildi.

Elde edilen tiim bu sonuglarla Diospyros kaki L. yaprak o6ziitii ile sentezlenen
AgNP’lerin kararli olduklart goriilmektedir. Uygulama asamalarinin gelistirilmesi ile
Ozellikle antikanser ve antimikrobiyal ajan arayisina olan arastirmalara katki
saglayacag disiiniilmektedir.
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