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Bu tezin tasarumi, hazirlanmasi, yiiriitiilmesi, arastirmalarimin  yapimast ve
bulgularimin analizlerinde biitiin bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar
cercevesinde elde edilerek sunuldugunu; ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirlanan bu ¢calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina
eksiksiz atf yapildigini, bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini bildirir ve

taahhiit ederim.
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ALTIN NANOPARCACIKLARIN POLEN EKSTRAKTLARI iLE
SENTEZLENMESI, KARAKTERIZASYONU VE ANTIMIKROBIYAL
ETKILERININ BIYOKIMYASAL TEKNIKLER ILE BELIRLENMESI

MAREIA AHMED M. ELGHALIDH

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BiLiM DALI
DANISMAN: PROF. DR. TALIiP CETER

Bitki Oziitlerinin inorganik nanoparcacik sentezinden Onemli bir yer isgal etmeye
baglamalarima ragmen nanopargacik morfolojisi iizerine gergeklestirilen calismalar oldukca
kisithdir. Calismamizda 11 bitki tiiriine ait polenler ile sulu ekstraktlar hazirlanarak altin ve
glimiis nanoparcacik sentezinde kullanilmistir. Polen kimyasini olusturan ve karakteristik
ozellige sahip 37 fitokimyasal (6rnegin flavonoid ve fenolik asit) nicel olarak
kromatografi/kiitle spektroskopisi ile belirlenmistir. Toplam fenol, toplam flavonoid, indirgen
seker miktar1 ve protein miktari ayrica belirlenmistir. Tiim bu parametrelerin altin nanoargacik
morfolojisi {lizerine olan etkileri istatistiksel metotlar ile arastirilmistir. Morfolojinin
belirlenmesinde markir molekiillerin takip edilmesinin ekstrakt kimyas1 igerisindeki tiim
kimyanin belirlenmesine gore kolaylik saglayacagi yoniinde veriler elde edilmistir. Ayrica,
ekstrakt kimyasinda bulunan yiiksek flavonoid miktarinin yiiksek fenolik asit miktarina
oranlanmast da nanopargacitk morfolojisinin takip edilmesinde Onemlidir. Polen
ekstraktlarinin giimiis nanopargacik sentezini de gergeklestirebilecek indirgeme potansiyeline
sahip oldugu tespit edilmistir. Buna karsin, hem altin hem de glimiis nanopargacik sentezinin
hizli bir sekilde olusabilmesi i¢in ortama seker ligantlar1 eklenmis ve seker ligantlarinin
nanoparcaciklarin daha kararli olmasini sagladigi saptanmaistir.

Polen ekstraktlar1 tekil olarak bir antibakteriyel etkiye sahip degilken, giimiis ve altin
nanoparcacik sentezinde kullanildigi durumda polen tipine bagli olarak yiiksek antibakteriyel
aktivite tespit edilmistir. Calismada kullanilan gram (-) ve gram (+) bakteriler i¢in ppm
seviyelerinde bakterisidal aktivite gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar polen ekstrak
kimyasinin yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip ajan gelistirmede onemli bir potansiyele
sahip oldugunu gostermektedir

ANAHTAR KELIMELER:Polen, Altin nanopartikiil, Antimikrobiyal, Antioksidant, Bakteri

Ocak 2024, 73 Sayfa



ABSTRACT
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF POLLEN EXTRACT
SYNTHESIZED GOLD NANOPARTICLES ALONG WITH THEIR
ANTIMICROBIAL EFFECTS USING BIOCHEMICAL TECHNIQUES

MAREIA AHMED M. ELGHALIDH

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOLOGY
SUPERVISOR: PROF. DR. TALIP CETER

Although plant extracts have started to occupy an important place in inorganic nanoparticle
synthesis, studies on nanoparticle morphology are very limited. In our study, aqueous extracts
of 11 pollen species were prepared and used for gold and silver nanoparticle synthesis. Thirty-
seven phytochemicals (e.g. flavonoids and phenolic acids) characterizing pollen chemistry
were quantitatively determined by chromatography/mass spectroscopy. Total phenol, total
flavonoids, reducing sugars and protein content were also determined. The effects of all these
parameters on gold nanoparticle morphology were investigated by statistical methods. It was
concluded that following the marker molecules in the determination of morphology would
facilitate the determination of the whole chemistry in the extract chemistry. In addition, the
ratio of high flavonoid amount to high phenolic acid amount in the extract chemistry is also
important in following the nanoparticle morphology. Pollen extracts were found to have the
reduction potential to synthesize silver nanoparticles. However, sugar ligands were added to
the medium for the rapid synthesis of both gold and silver nanoparticles. Sugar ligands also
made the nanoparticles more stable.

While pollen extracts individually did not have an antibacterial effect, when used in the
synthesis of silver and gold nanoparticles, high antibacterial activity was observed depending
on the pollen type. Bactericidal activity was observed at ppm levels for gram (-) and gram (+)
bacteria used in the study. The results obtained show that pollen extract chemistry has an
important potential in developing agents with high antibacterial activity.

KEYWORDS: Pollen, Gold Nanoparticles, Antimicrobial, Antioxidant, Bacteria
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1. GIRIS

Nanoteknoloji insanligin karsilastigi pekcok sorunu ¢dzme konusunda degerli
goriilmektedir. Tarihsel siire¢ i¢erisinde modern manada teknolojinin gelisimi bir seri
kavramsallastirmalardan sonra gerceklesmistir. 1925 yili Nobel kimya 6diilii sahibi
Richard Zsigmondy “nanometre” kavramimi gelistirerek kolloidal yapilarin
mikroskobik teknikler ile belirlenmesi {izerine ¢aligmistir. 1965 yil1 Nobel fizik 6diilii
sahibi Rishard Feynman ise maddenin atomik seviyede manipiile edilebilecegi iizerine
calismalar gergeklestirmistir. 1970’lerin ilk yarisinda ise Japon bilim adami Norio
Taniguchi yar1 iletkenlerin islenmesi {izerine yapmis oldugu ¢alismalarda
“nanoteknoloji” kavramini kullanarak literatiire dahil etmistir. Nanoteknolojinin altin
cagl ise 1980’1 yillarda Koroto, Smalley ve Curl tarafindan fullerenlerin kesfi ile
baslamistir (Hulla vd., 2015).

Nanoteknoloji “clice” manasina gelen yunanca “nano” ve “teknoloji” kelimelerinin
birlesmesinden meydana gelmistir. Her ne kadar 0,1 114 100 nm arasinda bulunan
parcaciklara nanoparcacik denilse de (Nikalje, 2015), inorganik metallerden elde
edilen nanoparcaciklar i¢in bu ifade en az iki boyutun 2 ila 200 nm arasinda olan
yapilar i¢in kullanilmaktadir (Sancak vd., 2023; Yazgan vd., 2020). Nanometre
skalasinda degerlendirildiginde bir inorganik nanopargacik (INP) bir su molekiiliinden
yaklagik 20 kat daha biiyiik olsa da bir kursun kalem ile olusturulan noktadan ~ 10.000
kat daha kiigiiktiir (Sekil 1.1).

INP’lerin sentezinde yaygin olarak kullanilan yaklasim 1slak (sentez temelli) kimya
kullanilarak gesitli indirgen ajanlar, tutuklayic1 ve kararlastirict ajanlarin varliginda
metal iyonlarinin bir ¢dzgen igerisinde indirgenmesi ile ger¢ceklesmektedir. Kimyasal
ve biyolojik olarak ana siniflara ayrilabilecek iki temel yaklagim mevcuttur. Bu
yaklasimlarin birbirlerine iistiinliikleri oldugu gibi yenilenebilir kaynaklarin tercih
edilmesi ve g¢evreye zararli organik kimyanin kullanilmamasi yoniiyle biyolojik
yontemlere olan ilgi artmaktadir (Nasaruddin vd., 2021). Biyolojik yaklasimlar
icerisinde ise bitki ve bitki pargalarinin kullanimi kararl, tekrarlanabilir ve benzersiz

ozelliklere sahip INP’lerin sentezinde tercih edilmektedirler. Yaygin olarak bitki



ekstraktlar1 ve meyve ekstraktlar1 tercih edilirken polen ekstraktlarinin kullanimi

siirhidir (Bakar vd., 2020).

Su Galaktoz Antikor Virtis Eritrosit Nokta

10 I 10 102 7X10° 106 |

Nanometre

inorganik Nanopargacik Boyut Dagilimu

Sekil 1.1 inorganik nanopargacik boyutunun farkli yapilar ile kiyaslanmast.

Sentez metodundan bagimsiz olarak INP’lerin biyolojik uygulamalari giin gegtikge
artmaktadir. En yaygin kullanim alanlar1 arasinda antimikrobiyal ajanlarin
gelistirilmesi, ¢evre mihendisligi uygulamalar1 ve antikanser ajanlarin

gelistirilmesidir (Mohammadzadeh vd., 2022).
1.1  Inorganik Nanoparc¢acik Sentezi Yaklasimlari

Inorganik nanoparcaciklarin sentezinde tercih edilen yolak INP’nin kullanim amacina

bagli olarak sekillenmektedir. Sekil 1.2 de sentez yolaklar1 6zetlenmistir.

gx Asagidan yukariya

Kimyasal Metotlar
+ Kimyasal indirgeme
» Evaporasyon-Kondenzasyon 2 Il‘radiyasyon
» Lazer Ablasyon Metodu *  Elektrokimyasal
* Hidrotermal metot *  Mikroemiilsiyon
* Fotoindirgeme
Biyolojik Metotlar

Yukaridan agagiya

- * Bitki
Mo R‘lfl'l‘; * Bakteri
M * Fungus

Sekil 1.2 inorganik Nanopargacik Sentez Yaklasimlari



Yukarindan asagiya sentez yaklasiminda sentezi gerceklestirilecek INPye ait bir levha
kullanilarak fiziksel metotlar ile nanoparcacik sentezi gergeklestirilir. Fiziksel metotlar
incelendiginde islemin zorlugu, boyut ve morfolojinin kontroliiniin zor ve hatta
imkansiza yakin olmasi tercih edilmelerini zorlastirmaktadir. Kimyasal buhar
kondenzasyon metodu bu yaklagimlar icerisinde en ¢ok secilenidir. Bu yontemde
reaktant gazlar hedef (6rnegin glimiis plaka) lizerine bir reaktor icerisinde piiskiirtiiliir
ve reaksiyon parametrelerinin ayarlanmasi ile (sicaklik, reaksiyon siiresi, sicaklik artig
ve diislis hiz1 gibi) nanoparcacik sentezi gerceklestirilir. Her ne kadar yiiksek
verimlilik elde edilse de sadece nanopargacik filmlerin (1D, bir boyutlu) elde edilmesi
icin uygundur ve biyolojik uygulamalar i¢in tercih edilmeyen bir yontemdir (Abid vd.,

2022).

Asagidan yukari yaklasiminda ise metal iyonlarinin biyolojik veya kimya metotlart ile
metalin atomik (MO) duruma indirgenmesi ve akabinde atomlarin bir araya gelerek
nanoparcaciklart olusturmasi gerceklesir. Asagidan yukari sentez yaklasimlart sifir,
bir, iki ve {i¢ boyutlu nanopargaciklarin sentezine olanak verirler. Kimyasal
yaklasimlar ile sentezler gilinlimiizde hala yayginliklarini siirdiirmektedirler. Bu
yaklasimlara ornek olarak kimyasal indirgeme, irradiyasyon, -elektrokimyasal,
mikroemiilsiyon ve fotoindirgeme metotlar1 6rnek olarak verilebilir. En yaygin ¢

metot genel hatlari ile asagida verilmistir.

Kimyasal indirgeme; Indirgeyici bir ajan varligimnda M"™’nmn M%a déniismesi
gerceklesir. Bu konuda yapilmis ilk ¢aligmalardan bir tanesi ve en yaygin olan1 1951
yilinda Turkevich tarafindan gelistirilmis sitrat varliginda altin nanopargacik (AuNP)
sentezidir. Sodyum sitrat kullanilarak gerceklestirilen sentez, sitrat/Au3+ iyonu mol
oranina bagl olarak farkli boyut ve morfolojilerde olabilmektedir. Turkevich
metodunun gelistirilmesine yonelik olarak giiglii bir indirgeyici ajan olan sodyum
borahidriir (NaBH4) kullanimu ile sitrat molekiiliine sadece tutuklayici ve kararlastirici
ajan gorevi yiiklenmistir. Turkevich ve onun modifiye formlar1 oldukga kararli ve
morfolojisi kontrol edilebilen AuNP sentezine olanak vermektedir. AuNPlar
diisliniildiigiinde tetraoctilamonyum bromiir’{in kullanildigi Brust-Schiffrin metodu ve
askorbik asit kullanimi Turkevich metoduna es metotlar olarak 6ne c¢ikmaktadir

(Daruich De Souza vd., 2019). Genel olarak INP’ler diisiiniildiigiine hidrazin, giiclii



indirgeyici ajanlar ve iyonik olmayan siirfaktantlar 6ne ¢ikmaktadir. Organik ¢6zgen
(6rnegin hekzan), su veya su/yag ara yilizeyinde de gergeklesebilen indirgenme
reaksiyonlar1 hedef boyut/morfoloji ve kullanim alanma gore sekillendirilmektedir

(Reverberi vd., 2016).

Elektrokimyasal metotlar; Boyut ve morfolojinin kontrol edilmesinin zorlugu
nedeniyle pek tercih edilmemektedir. Buna karsin yiiksek katalitik aktiviteye sahip
platin nanoparcaciklarinin sentezinde basarili sonuglar vermektedir (Reverberi vd.,

2016).

Mikroemiilsiyon metodu; bu metot tek basina kullanilabilecegi gibi yiiksek enerjili bir
lazer 1s1masi altinda da gergeklestirilebilir. Bu yontem de birbiri ile karismayan iki
tane ¢ozgen kullanilir ve nanoparcacik olusumu ise ortama eklenmis olan bir
siirfaktant ile desteklenir. Farkli INP’lerin sentezine olanak saglamaktadir. Setil
trimetil amonyum bromiir (CTAB) ve dioktilsiilfosiiksinat dodyum (AOT) gibi
oldukca toksik olan siirfaktantlarin kullanilmasi nedeniyle biyolojik uygulamalar

miimkiin degildir (Shiri vd., 2019).

Biyolojik yontemler igerisinde bakteri, fungus ve bitkilerin kullanim1 en yaygin {i¢
yaklasgimdir. Bakteri ve fungus kullanilarak pek c¢ok INP sentezinin
gerceklestirilebilecegi rapor edilmistir. Yaygin olarak kullanilan funguslara 6rnek
olarak Bacillus licheniformis, Fusarium oxysporum, Trichoderma viride ve
Streptomyces sp. verilebilir. Ekstraseliiler olarak sentezi gergeklestirilen INP’ler
yogunluklu olarak giimiis ve altin nanopargaciklardir. Bakteri kaynakli sentezlerde ise
Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens, Klebsiella pneumoniae,
Lactobacillus sporogenes ve Lactobacillus crispatus en yaygin olarak kullanilan
tiirlerdir. Funguslara nazaran daha genis bir INP sentez spektrumuna sahiptirler;
ornegin bakir, c¢inko oksit, titanyum oksit, altin ve glimiis nanopargaciklar1 6rnek

olarak verilebilir (Fariq vd., 2017).

Bitkilerin kullanim1 ile INP’lerin sentezi mikroorganizmalara nazaran daha fazla
cesitlilik ve daha istiin 6zellikler barindirmaktadirlar. Bitkiler “kimya fabrikas1”

olarak adlandirilabilmektedirler. Bitkinin tiiriine ve kullanilan kismina bagli olarak



hem molekiiler kompozisyon degismekte hem de molekiil kompozisyonunda bulunan
organik yapilarin birbirine oran1 degismektedir. Bitkiler tiiriine bagl olarak bir biitiin
halinde kullanilacagi gibi meyveleri, kokleri, ¢ekirdekleri, kabuk kisimlari, cigek
kisimlari, polenleri veya sadece posasi dahi kullanilabilmektedir. Altin, giimiis, bakir
gibi sentezi termodinamik acidan daha kolay olan INP’lerin sentezinin yansira
paladyum ve platin gibi indirgenmesi daha zor olan INP’lerin sentezi de miimkiindiir.
Bitkinin tiirtine baglh olarak sifir boyutlu (0OD) nanoyapilardan iki boyutlu (2D)
nanoyapilara kadar cok farkli boyut ve morfolojilerde kristal INP’lerin aktif yiizey
kimyasina sahip formalarinin elde edilmesi nedeniyle biyolojik uygulamalar i¢in

gittikge 6ne ¢cikmaktadirlar (Jadoun vd., 2021).
1.2  Cahsma Siirecinde Polenleri Kullamlan Bitki Tiirleri

Calisma siirecinde 11 adet Bitkiye ait polen kullanilmistir. Bunlar Abies
nordmanniana subsp. equi-trojani, Biota orientalis, Cedrus deodora, Cedrus libani,
Corylus avellana, Cupressus sempervirens, Juniperus oxycedrus, Juniperus
horizontalis, Pinus nigra, Pinus sylvestris ve Pinus pinea tiirleridir. Polenleri

kullanilan bitki tiirlerinin sistematik bilgileri Sekil 1.3 de verilmistir.

Calismamizda kullanilan tiim polen tanelerinin ekstraksiyonlarina bakildiginda yiiksek
flavanoid, polifenol, indirgeyici seker, protein, lipid ve niikleer materyal igerdikleri
gosterilmistir (Muthreich vd., 2020; Zimmermann, 2010). Diger bir durum ise ¢alisilan
tim polen kaynaklari cografi olarak Akdeniz bolgesinde yayilis gostermektedir.

Polenleri calisilan bitkilere iliskin detayli bilgiler asagida verilmistir.



Alem Plantae
Béliim  Magnoliophyta
Alt seaf Pinidae Magnoliidae
Aile Cupressaceae Pinaceae Betulaceae
Cins  Juniperus Biota Cupressus Abies Cedrus Pinus Corylus
Tiir J. horizontalis ~ B.orientalis (. sempervirens Abies C. deodara P pinea C. avellana
T e nordmanniana C libani ) .
. 0X] S subsp. equi- - libant P sylvesteris
trojani Fnigra

Sekil 1.3 Calismada kullanilan polen kaynaklarinin sistematigi.

Juniperus oxycedrus: J. oxycedrus L., 10 Juniperus tiiriinden birisidir ve tipik bir
Akdeniz dagilim1 gosteren geleneksel tipta yaygin kullanim alanina sahiptir (Karaman
vd., 2003). Tirkiye 6zelinde ise neredeyse iilkenin her yerine dagilmis vaziyette bir
yayginhiga sahiptir (Klimko vd., 2007). Ornegin, hiperglisemi ve obezite gibi
metabolik hastaliklarin yani sira tiiberkiiloz, bronsit ve zatiirre gibi mikroorganizma
kaynakli enfeksiyonlarda da yaygin bir kullanima sahiptir. Kurutulmus yapraklarinin
metanol ekstraktlarinin pek ¢ok gram (+) ve gram (-) bakteri ve fungus tiiriine kars1 in
vitro toksisitelerinin oldukc¢a yiiksek olduklari gosterilmistir (Karaman vd., 2003).
Polenlerinin solunum sisteminde alerjik reaksiyonlara neden olabildigi gosterilmistir
(lacovacci vd., 1998).

Corylus avellana: Findik Tiirkiye’nin 6nemli tarim {iriinlerinden bir tanesidir. Diinya
findik lireminin ~ %65°1 Tirkiye de gerceklestirilmektedir. Karadeniz bolgesinde
tiretimi yogunlasmistir ve 6nemli bir besin kaynagi olarak dogrudan tiiketilebildigi
gibi pek ¢ok ¢ikolata ve sekerlemenin de ayrilmaz bir pargast olarak
degerlendirilmektedir. B vitaminlerinden B1, B2 ve B6 vitaminlerinin yani sira folik
asit, retinol ve toplam tokoferoller yoniinden oldukca zengindir. Bunlarin yani sira
esansiyel amino asitlere ek olarak pek ¢ok mineral (6rnegin magnezyum, ¢inko vb.)

icerigi yoniiyle zengindir (Koksal vd., 2006).

Abies nordmanniana subsp. equi-trojani: A. nordmanniana dar bir yayilim alam
gostermektedir. Yayilis alan1 olarak Kafkasya ve Tiirkiye’nin Kuzeydogusu ornek
olarak verilebilir. Her ne kadar 1990’lara kadar sadece ekolojik bir degere sahipken,

simdilerde yilbas1 agaci1 olarak kullanilmak i¢in kiiltiirii yapilmaktadir (Hansen ve



Nielsen, 2008). Danimarka i¢in 6nemli bir endistri haline gelen A. nordmanniana
yetistiriciligi ile yilda 10 milyondan daha fazla yilbagi agaci iiretimi

gergeklestirmektedir (Hansen vd., 2005; Hansen ve Nielsen, 2008).

Cedrus deodora: C. deodora her mevsim yesil olan igne yaprakli bir sedir tiirtidiir.
Iceriginde bulunan seskuenterpenler nedeniyle geleneksel tipta yaygin olarak Hint
cografyasinda kullanilmaktadir. Ekstraktlar1 antimikrobiyal ajan olarak ve pekc¢ok
metabolik rahatsizlik i¢in tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Fidrianny vd., 2021).
Boyu 85 metreye kadar uzanabilen ve yapraklari 2-5 veya 5-8 cm araliginda
degisebilmektedir. Cografi olarak diinya ¢apinda bir dagilim gosterdigi soylenebilir
(Nadeem vd., 2019).

Cupressus sempervirens: Akdeniz bolgesinde yaygin bir dagilima sahiptir (Bagnoli
vd., 2009). Ayrica Kuzey Amerika ve alt tropik bolgelerde de bir dagilima sahiptir.
Iceriginde bulunan yogun proantosiyanin iceriginden dolay:r antiviral ve
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Rawat vd., 2010). Polenleri solunum yolunda
alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir. Bu durum bilhassa Akdeniz iilkelerinde kigin
ve erken bahar donemindeki solunum yolu alerjilerinde en 6nemli etkenlerden bir

tanesidir (Papa vd., 2001).

Juniperus horizontalis: Cupressaceae ailesi igerisinde en yaygin tiirlerden bir
tanesidir. Afrika’dan Cin’e ve Avrupa’dan Amerika’ya kadar genis bir alanda yayilim
gostermektedir. Her mevsim yesil kalabilmekte ve daha c¢ok yatay olarak
biiytimektedir. Sahip oldugu esansiyel yaglar nedeniyle geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir (Eryigit vd., 2014).

Cedrus libani: Liibnan, Suriye ve Tiirkiye’nin 1.050-1.925 m yiikseltiye sahip kiy1
bolgelerinde yayilim gdstermektedir. Tiirkiye de daha ¢ok Toroslar bolgesinde
bulunmaktadir. Parflimeri endiistrisi i¢in Onemli hammadde kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Organik ¢ozgenler ile gergeklestirilen ekstraksiyonlar ile izole edilen
esansiyel yag asitleri nedeniyle biyolojik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir

(Venditti vd., 2022). Tiirkiye 6zelinde bakildiginda ise dnemli bir orman endiistri



hammaddesi oldugu rapor edilmistir (Bilir ve Kang, 2021), o nedenle C. libani igin

fidan yetistiriciligi 6nemlidir (Cetinkaya ve Bilir, 2019).

Pinus nigra: Kimyasal kompozisyonu az ¢alisilmis tiirler arasindadir (Nisca vd.,
2021). Polenlerinin pek ¢ok biyokimyasal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Omegin P. nigra polen igeriginde bulunan nukleaz aktivitesinin gii¢lii antikanser
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Desprat vd., 2015). Polen icerigine bakildiginda
diger cam tiirlerine benzer sekilde flavonoidler, polifenoller ve lipidler yiiksek orada
bulunmaktadir (Joester vd., 2017). Polenlerinden elde edilen sporopolenlerin
antikanser ilaglarin kontrollii salininminda basarili bir sekilde kullanilabilecegi
gosterilmistir (Mujtaba vd., 2022). Buna karsin polen tanelerinin alerjen oldugu da

belirtilmistir (Gastaminza vd., 2009).

Pinus sylvestris: Camlar igerisinde en yaygin tirdir (Zimmermann, 2018).
Polenlerinin kimyasal kompozisyonu yaygmn bir sekilde calisilmustir. Igeriginde
bulunan flavonoid ve fenolik asitlerin yogunlugu nedeniyle biyolojik 6neme sahiptir
(Niscavd., 2021). Bilhassa anti-inflamasyon ilaglarin gelistirilmesinde 6nemli bir yere
sahiptir (Olennikov vd., 2023).

Pinus pinea: Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak bulunan orta boyutlu ve semsiye
sekilli bir cam tiirtidiir. Her ne kadar farkli cografyada bulunan tiirler arasinda genetik
cesitlilik yaygin olmasa bile kuru hava sartlarinda gelisebildigi gibi yiliksek gilines
15181na maruz kaldigr ve yliksek sicaklik olan alanlarda da gelisebilmektedir. Estetik
amaglar igin tretilebildigi gibi toprak erozyonunu dnlemek igin veya kereste ve regine
tiretimi i¢in de iiretimi gerceklestirilmektedir. Polen kozalaklar1 ¢ok sayidadir ve
verdigi yeni siirginler 10-20 mm uzunlugunda soluk turuncu-kahve rengi olarak
kendini gostermektedir. Polen {iretimi mevsime goére degiskenlik gostermektedir
(Vinas vd., 2016). P. pinea polenleri alerjik olabilmektedir (Dominguez-Ortega vd.,
2016). Cogu acik tohumlu bitki gibi camlar da riizgarla tozlasir (Velasco-Jiménez vd.,
2018).



1.3. Calismanin Amaci

Literatiire bakildiginda polen tane dziitlerinin altin nanopargacik sentezine dair ¢cok
kisitli kaynaklara rastlanilmaktadir. Polen tane oziitleri yiiksek antioksidant kapasite

ve antimikrobiyal potansiyele sahip oldugu goriilmektedir [10,11].

Yapilmak istenen 10 tane polen tipinin ekstraksiyonu yapilarak Infrared
Spektroskopisinde fonksiyonel grup taramasi yapilarak suda ¢oziiniir flavonoid ve
seker icerigi yliksek olan tiirler secilerek fraksiyonlara ayrilarak (flash kromatografisi
kullanilacak) altin nanoparcacik sentezinde kullanilacaktir. Sentezlenen bu altin
nanoparcaciklar 19 tane gram (+) ve gram (-) bakteriler lizerinde antimikrobiyal
aktiviteleri test edilecektir. Antimikrobiyal aktivite tayinleri klasik metotlara ek olarak
lipid metabolizmasi, seker metabolizmasi ve gen ekpresyonlart (savunma ve
enfeksiyon mekanizma proteinleri) takip edilecektir. Literatiire bakildiginda benzeri

bir ¢aligma mevcut degildir. Calismanin olas1 sonuglart;

1- Altin nanopargacik sentezine etki eden polen icerigi kimyasinin aydinlatilmasi.
2- Polen tipine bagli olarak sentezlenen altin nanopargaciklarin antibakteriyel
aktivitesinin gram (+) ve gram (-) bakteriler tizerine etkisi hakkinda temel bilgiler
uretilecektir.

3- Ayn1 polen tipi ekstraktindan fraksiyonlama ile gelen gruplar altin
nanoparcacik sentezine nasil etki ettiginin anlasilmasi.

4- Polen tipi ve ayn1 polen ekstraktinin farkl fraksiyonlarindan sentezlenmis altin
nanopargaciklarin bakteri genetigine ve metabolizmasina etkisine dair temel veriler

sunulmus olunacaktir.



2.  LITERATUR OZETi

Bitki ekstraktlar1 igerik olarak karbohidratlar, lipidler, proteinler ve niikleik asitleri
primer metabolitler olarak igerirken terpenler ve fenoller/polifenoller/fenolik asitler
gibi ikincil metabolitleri de i¢ermektedirler. Flavonoid, fenolik asit ve karbohidrat
icerikleri M™ iyonunun M° indirgenmesinde en énemli rolii oynamaktadirlar. Bu
durum cevreye zararli olabilecek herhangi bir toksik indirgeyici ajanin kullanilmasina
gereksinimi ortadan kaldirmaktadir. Literatiirde yaygin olarak calisilmis bitkiler ise
Cannabis sativa L., Rosmarinus officinalis L., Vaccinium tiirleri, Punica granatum L.
ve Olea europaea L. olarak 6ne ¢ikmaktadir (Mohammadzadeh vd., 2022). Tablo
2.1°de bitki ekstraklarindan elde edilmis INP’lerin genel cercevesi goriilmektedir

Tablo 2.1 Bitki ekstrakti temelli INP iiretim 6rnekleri.

Bitki Etken kimya Nanoparcacik | Kullanim Literatiir

Greyfurt . . . . (Arsene vd.,

kabugu Belirtilmemis AgNP Antibakteriyel 2021)

Nar suyu Belirtilmemis AgNP Antikanser (Sahin vd., 2017)

Hurma poleni Flavonoidler AgNP/AUNP Antikanser (Banu vd., 2018)

Karpuz ve Nar | Flavonoidler ve Antikanser ve

posast polifenoller AgNP Antioksidant (Saad vd., 2021)

Kanola ¢igegi Flavonoidler ve Antikanser ve -

poleni polifenoller AgNP Antioksidant (Hajebi vd., 2019)
Terpenoidler,

C.ark,l.f elek Flavonoidler ve | Cinko oksit (ZnO) | Antibakteriyel (Santhoshkumar

cicegi : vd., 2017)
alakaloidler

Ciice miirver Organik asitler, Zn0 Antibakteriyel (Alamdari vd.,

yapragi terpenler 2020)

Cynometra Organik asitler Demir oksit Antibakteriyel (Groiss vd., 2017)

ramiflora

Tablo 2.1°de gosterildigi gibi farkli bitki tiirleri ve kisimlar1 kullanilarak INP’lerin
sentezi yaygin olarak antibakteriyel ve antikanser caligmalarina yonelik olarak
gerceklestirilmektedir. Bunlara ek olarak pestisit gelistirme amacli olarak da bitki
ekstraktlarindan yararlanilabilmektedir. Literatiir incelendiginde bitki ekstraktlar ile
sentezlenmis nanoparcaciklarin biyolojik aktivitelerinin metalik ¢ekirdek ile sinirl

olmayip ekstrakttan gelen kompleks organik yiikiin ya dogrudan ya da sinerjistik etki
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ile nanoparcacigin beklenilen aktivitesinin maksimize edildigi sonucuna varilmaktadir

(Salayova vd., 2021).

Tablo 2.1’de genel gergevesi gizilen bitki ekstraktlarinin kullanimina ek olarak bitki
temelli polen, ari-poleni ve propolislerin kullanilmasina yonelik pek ¢ok calisma da
rapor edilmistir. Bitki ekstraktlari ile sentezlenmis nanoparcaciklar kimyasal metotlar
ile sentezlenmis nanoparcaciklara gore daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahiptirler.
Ornegin, Yousefzadeh-Valendeh vd., (2023) karahindiba bitki ekstraktlar1 ile
sentezlenmis giimilis nanopargaciklarinin benzer morfolojideki kimyasal metotla
sentezlenmis AgNP’lerine oranla daha yiiksek gram (-) /gram (+) antibakteriyel
aktivite, o-glukozidaz inhibisyon kapasitesi ve antioksidant aktiviteye sahip
olduklarini rapor etmislerdir (Yousefzadeh-Valendeh vd., 2023). Prakash vd., (2023)
Guduchi  bitkisi  yapraklarinin  sulu  Oziitlerinden  sentezledikleri  bakir
nanopargaciklarinin (15-70 nm aralifinda sferik nanoyapilar) yiliksek fenolik ve
flavonoid igeriginden otiirii gliclii antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigini
rapor etmiglerdir. Ayrica bakir nanoparcaciklarinin antioksidant ve antiinflamatuar
etkisine de sahip oldugu gosterilmistir (Prakash vd., 2023). Karimi vd., (2023) ise
Peygamber siipiirgesi bitkisinin sulu oziitlerinden bakir oksit nanopargaciklarinin
sentezini ger¢eklestirmiglerdir. Bakir-oksit nanoparcaciklarinin yara iyilesmesi
caligmalarinda kullanimi transforme edici biiyiime faktorii beta-1 ve hidroksiprolin
seviyesini artirarak epitel dokunun diizenli bir sekilde gelisimini desteklemistir
(Karimi vd., 2023). Bakir nanopargaciklarin ve bakir oksit nanopargaciklarin
kimyasinin birbirinden farkli oldugunu vurgulamak gerekir. Oksit nanoparcaciklarin
tiretimi farkli metaller igin de gosterilmistir. Ornegin, su yosunu bitki (Sargassum
wightii) 6ziitlinden elde edilmis ¢inko oksit nanopargaciklari (20-30 nm araliginda)
giiclii antibakteriyel aktivite (Proteus vulgaris, Shigella dysenteriae, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Bacillus megaterium) gostermesine ek
olarak giicli in vitro antikanser (MCF-7 meme kanser hiicre hatt1) aktivitesi
gostermistir (Sundaresan ve Kasi, 2023). Ar1 ekmegi 6ziitii kullanilarak iiretilmis olan
giimiis nanoparcaciklar (AgNPlar, 60-200 nm araliginda sferik ve sferik olmayan
nanoyapilar) giiglii gram (+) ve gram (-) aktiviteye ek olarak Candida albicans iizerine
umut verici antifungal aktivite ve kolorektal adenokarsinoma (HTB-37 hiicre hatt1)

hiicrelerinin biiylimelerini 6nemli derecede baskilamiglardir. Sentezi gergeklestirilen
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giimiis nanopargaciklarin ylizey kimyasinin art ekmegi icerisindeki yiiksek polen
icerigine ek olarak fenolik ve flavonoid bilesenleri ile zenginlestirilmesi gézlemlenen
bu aktivite i¢in kritiktir (Urcan vd., 2023). Polen kimyasinin kullanilmasi ile manyetik
nanoparcaciklarin  Uretilmesi ve fonksiyonlastirilmasi da rapor edilmistir.
Shahriarinour vd., (2023) kobalt ferrit manyetik nanopargaciklarint hurma polenlerine
yiikleyerek coklu ilag direncine sahip patojenik Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Klebsiella pneumoniae bakterilerinin serbest kobalt ferrit manyetik
nanoparcaciklarima gore oldukca yiiksek aktivite gosterdigini rapor etmislerdir
(Shahriarinour vd., 2023). Benzeri sekilde Hanafy vd., (2023) Bevasizumab
antikorunun ari-poleni o6ziitii ile birlikte kullaniminin antikanser kapasitensini
artirdigim1 gostermistir (Hanafy vd., 2023). Polen ve polifenol yoniinden zengin
propolislerin kullanimi ile metalik nanoparcaciklara (Tahmasebi vd., 2023) ek olarak
lipid nanoparcaciklarinin iiretimi de gosterilmistir. Sentezi gergeklestirilen lipid
nanoparcaciklarinin antikanser, antimikrobiyal ve antioksidant kapasiteleri metallik
nanoparcaciklara es deger ve bazi durumlarda daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Shahab-Navaei ve Asoodeh, 2023). Burada dnemli bir noktay1 da belirtmek gerekir.
Sentezi zor olan titanyum oksit nanoparcaciklarinin sentezi de propolis ekstraktlari ile
gerceklestirilebilmektedir (Tahmasebi vd., 2023). Bitki ekstraktlar ile sentezlenmis
metalik nanoparcaciklarinin kullanimi biyolojik uygulamalar ile sinirlandirilmamastir.
Nam vd., (2023) Mangostana meyvesinin (Garcinia mangostana) pericarp kisminin
sulu ekstraksiyonu ile elde ettikleri AgNPlarin giiclii antibakteriyel etkilerine ek olarak
organik atiklarin artiminda basarili katalizor olarak kullanilabilecegini de

gostermislerdir (Nam vd., 2023).

Polenler bitkilerin “erkek gametofitleri” olarak adlandirilmaktadirlar. Polen taneleri
iki veya ti¢ hiicreli organizmalardir. Cigekli bitkilerde olgun polen taneleri, ¢igeklerin
gelismekte olan anterlerinde, mikrosporogenez ve mikrogametogenez olmak iizere iki
ardisik fazda tretilirler. Anter ve polen gelisimi, yasayabilir erkek gametlerinin
olusumu i¢in gerekli olan ve ayn1 zamanda polen salimina izin verebilen ve akabinde
dollenmenin olusumunu saglamak iizere gerekli olan dokularin ve hiicre tiplerinin
koordineli biiyiimesini ve farklilasmasini igeren ¢ok adimli bir siiregtir. Polenlerin
fizik ve morfolojik o6zellikleri bitki tiiriine siki sikiya bagimlilik gdstermektedir.

Farkliliklara ragmen polen biyolojisine bakildiginda poleni olusturan kisimlar en dis
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kisimda ekzin ve aralikli olarak germ gozenegi, ekzinin hemen altinda intin ve intin
ile sarilmis alan igerisinde kofullar, tiip hiicreleri, tiip niikleusu ve jeneratif hiicreden
olusmaktadir. Polenin sahip oldugu i¢ faktorler erkek gametlerinin disi gametlere
erisimini saglayacak dinamiklikte sekillenmistir. Cigekli bitkilerde polen tanelerinin
olusumu anterlerde gercekleserek yine ayni bolgeden serbest birakilirlar. Serbest
birakilan her bir polen tanesi tekil bir hiicreyi veya hiicre grubunu temsil etmektedir
Ve stigma tizerine gelmesi ile baslayan bir siiregle bitkinin déllenmesini saglar. Polen
tanelerinin canlilig1 yani dollenmeyi saglayacak karakterini muhafaza etmeleri 30 dk
ila birkag haftaya kadar devam edebilmektedir (Bedinger, 1992; Shivanna ve Tandon,
2020).

Polen tanelerinin kimyasi incelendiginde organik ve inorganik bilesen cesitliliginin
muazzam derecede oldugu goriilmektedir. Polen kaynagina bagli olarak nem, kiil, ham
lif, yag, protein, karbohidrat, organik molekiil, vitamin ve mineral igerigi
degismektedir. Ornegin hurma polen igerigi incelendiginde sirasiyla nem, kiil, ham lif,
yag, protein ve karbohidrat olarak % ~29; %4,6; %1,4; %21; %31 ve %13 olarak
verilebilir. Bunun yaninda, Ldsin ve lizin amino asidince zengin olmalari ile palmitik
asit, limoleik asit ve miyristik asit en yaygin organik alifatik asitler olarak
bulunmustur. Cestli flavonoidlere ek olarak A ve E vitamini yoniinden zengin oldugu
belirlenmistir (Hassan, 2011). Misir polenine bakildiginda ise karbohidrat ve ham lif
igerigi sirastyla %44 ve %9,5 gibi ¢ok yliksek bir degerlere sahipken protein igerigi
%17, nem igerigi %23 ve yag icerigi ise %0,6 olarak hurma polen icerigine gore daha
diisiik olarak tespit edilmistir. Ayrica misir polenlerinin fitokimyasal yoniinden
(6rnegin flavonoidler, organik aromatik asitler vb.) ¢cok zengin olduklar1 gosterilmistir
(Bujang vd., 2021). Baz1 polen tiirleri ise kendine 6zgii kompozisyonlara sahip
olabilmektedirler. Ornegin cayir kelp kuyrugu cimen (Timothy grass, Phleum
pratense) poleni incelendiginde ise flavoid, serbest amino asit, yiiksek karbohidrat,
prtoein ve lipid icerigine ek olarak yiiksek silisyum ve alerjen 6zellikli glikozil protein

icerigi belirlenmistir (Visez vd., 2021).

Inorganik nanopargaciklarin sentezinde indirgeyici kabiliyetlerinden otiirii polenlerin
fitokimyasal kompozisyonlari ve indirgeme kapasiteleri 6nem arz etmektedir. Her ne

kadar polen kimyasi tiirler arasinda onemli Ol¢iide benzerlikler gosteriyor olsa da
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spektroskopik teknikler ile polenlerin tanimlanmasina katki saglayacak kadar
karakteristik farklilik gostermektedirler (Schulte vd., 2008). Ayrica fitokimyasal
igerigin belirlenmesinde ekstraksiyon esnasinda kullanilan ¢6zgenin niteligi de rapor
edilen kimyasal kompozisyona etki etmektedir. Bu durum karsilastirmalar yapilirken
dikkate alinmalidir. Bakour vd., (2020) etanoliin ¢6zgen olarak kullanildig1 bir ¢alisma
ile Justicia adhatoda, Anethum graveolens, Anacyclus clavatus, Anacyclus radiatus,
Calendula officinalis, Scolymus hispanicus, Papaver rhoeas, Mentha pulegium,
Capparis spinosa, Mentha spicata, Malva sylvestris, Acacia pycnantha, Echium
creticum ve Opuntia ficus-indica polen ekstraktlari i¢in yapmis olduklari ¢alisma ile
fenolik igeriklerinin ~9-35 mg/g araliinda degisirken flavonoid igeriklerinin ise ~1,3-
15 mg/g araliginda oldugu tespit edilmistir. Fitokimyasal igerige bakildiginda ise
yaygin tiim tiirlerde yaygin olarak luteolin, kuersetin, kaemferol ve tiirevleri seklinde
flavonoidler ile kafeik asit ve tiirevleri seklinde organik asitler bulunmaktadir. Lignan
ve taninler de toplam fenolik icerige katki yapmaktadir (Bakour vd., 2020). Hekzan
kullanilarak ekstraksiyonu gergeklestirilen Cannabis sativa L. polen igerigine
bakildiginda ise farkli kannabidiol tiirevleri icerirken metanol ekstraktlari ise bunlara
ek olarak glikozil-flavonoidler igermektedir (Ross vd., 2005). Benzeri sekilde ¢eviz
polenlerinin metanol ekstraktlar1 da ayni sekilde farkli flavonoid ve tiirevlerini
icermektedir (Cosmulescu vd., 2015). Cozgen se¢imine ek olarak ¢evresel faktorlerin
de polen kimyasina etki ettigi bilinmektedir. Ornegin Citrus reticulata, Citrus sinensis
ve Citrus paradisi polenlerinin toplam flavonoid ve fenolik igerigi sicaklik (depo
sicakligt 5 ila 25 °C arasinda calisilmistir) artisina bagli olarak azaldigi
gbzlemlenmistir (Mohammadrezakhani vd., 2018). Polenlerin sulu ekstraksiyonlarina
bakildiginda organik ¢6zgen kullanimina benzer olarak flavonoidlerin kazanilmasina
katki sagladiklar1 da rapor edilmistir (Bakar vd., 2020). Glikozil-flavonoidlere ek
olarak yag asitlerinin de organik ¢6zgenlere nazaran daha az olsa da su ektraksiyonlari
hus agaci poleni kullanilarak gosterilmistir (Farah vd., 2021). Su igerisinde
¢ozlnlrligi yiiksek olan amino asitlerin izole edilmesinde sulu ekstraksiyon ise

oldukga basarili sonuglar vermektedir (Seifert vd., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Aurik asit (HAuCl4-H20, % >99.5), Glimiis nitrat (AgNO3, % >99,0), Mueller Hinton
Broth, Mueller Hinton Agar, Kristal viole (% >90,0), 200-proof susuz etanol
(CH3CH2O0H, % >95), Sodyum hidroksit (NaOH, % >97), Aliiminyum kloriir (AICI3,
%99), Gallik asit monohidrat (%>98), Folin—Ciocalteu reaktifi (2M), Bovine serum
albumin (BSA, %>98), Kirisin (%97), Asetik asit (CH3COOH, % >99) Sigma-
Aldrich’den satin alinmistir. Saf su laboratuvar da Humana Zenner Pure saf su cihazi
ile tretilmistir. Amerikan bezi ise yerel bir manifaturacidan temin edilmistir.
Calismamizda kullanilan seker ligantlar1 ise Dr. Idris Yazgan (Fen Fakiiltesi,
Kastamonu Universitesi, Kastamonu-Tiirkiye) tarafindan saglanmistir. Seker
ligantlarinin sentezi ve karakterizasyonu literatiirde detaylandirilmistir (Yazgan vd.,
2021; Yazgan vd., 2020). Polen ornekleri Kastamonu bdlgesinden 2017 yilinda

toplanmustir.

3.2 Polen Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

1 gram kuru polen 20 mL saf igerisine eklenerek 2 saat siireyle ~50 °C de inkiibe
edilmesinin akabinde vortekslenerek ekstraksiyon verimi artirilmaya ¢alisildi.
Sonrasinda dort saat siireyle oda sicakliginda orbital ¢alkalayic1 da inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde 6000 g de 20 dakika santrifiij edilerek polen parcalarini
¢Okelmesi ve ekstrakte edilen molekiillerin ortamdan uzaklastirilmasi bir transfer
pipeti ile gerceklestirildi. Elde edilen siipernatant 0,2 um steril filtreden gegirilerek 50
mL’lik steril bir santrifiij tiipiinde toplanarak kullanima kadar -20 °C da muhafaza
edildi.

3.3 Polen Ekstraklarmm Icerik Analizi

Polen ekstraktlarmin igerik analizleri sivi kromatografisi baglantili kiitle
spektroskopisi (LC-MS), toplan polifenol tayini, toplam fenol tayini, toplam protein

ve indirgen seker tayini ile belirlendi. Kimyasal karakterizasyon i¢in fonksiyonel grup
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analizleri O6nemli olmasi nedeniyle kizil o6tesi (infrared, IR) spektroskopisi

kullanilmistir.

3.3.1  Sivi Kromatografi-Elektrosprey Iyonizasyon Kiitle Spektroskopisi/Kiitle
Spektroskopisi Karakterizasyonu (LC-ESI-MS/MS Karakterizasyonu)

LC-ESI-MS/MS (Agilent 1260 Triple Quadrupole MS/MS) temelli yaklasimda nicel
olarak 37 fenolik molekiiliin karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek ticer
defa ¢alisilmistir ve verilen degerler ortalama degerlerdir. C18 ODS HPLC kolonu (25
mm X 4.6 mm x 5p) kullanildig1r durumda 2 pL. 6rnek enjeksiyonu gerceklestirilerek
gradient ayirma iglemi uygulanmistir. Tasiyict A ¢ozgeni %0,1 formik asit/su ve
tasiyici B ¢ozgeni ise metil alkol olarak kullanilmistir. Gradient ise 3 dakika %2 B, 6
dakika %25 B ve 10 dakika %50 B, 14 dakika %95 B ve 17,5 dakika %2 B olarak
kullanilmistir. Akis hiz1 sabit olarak 0,4 mL/dakika olarak kullanilmistir (Dilek Tepe
vd., 2021). Analizler Manisa Celal Bayar Universitesi Deneysel Fen Bilimleri

Uygulama ve Arastirma Merkezinde Gergeklestirilmistir.

3.3.2  Toplam Polifenol Tayini

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak toplam fenol miktari mg/mL gallik asit (GAE)
olarak ifade edilmistir (Ainsworth ve Gillespie, 2007). Standart grafiginin
olusturulmasi i¢in 0,001-0,1 mg/mL GAE kullanild:.

3.3.3  Toplam Flavonoid Tayini

Aliiminyum Kkloriir (AIC13) metodu (Okan vd., 2018) ile 0,005-0,2 mg/mL Kirisin
standardi kullanilarak polen Ornekleri igerisindeki toplam flavonoid miktart

belirlenmistir.

3.3.4  Toplam Protein Miktar Tayini

Toplam protein miktar tayini Coomassie Brilliant Blue G-250 boya temelli Bradford
tayini ile belirlenmistir (Yilmaz ve Arica, 2004). 0,04-10 mg/mL Bovine serum

albumin derisim aralifinda bes nokta kullanilarak standart grafik olusturuldu.
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Orneklerin analizlerinde ise stok polen ekstraktlar1 2 ve 5 kat seyreltilerek elde edilen

sonuclar ortalama olarak verilmistir.
3.3.5  Toplam Indirgen Seker Tayini

Toplam indirgen seker tayini i¢in dinitro salisilik asit (DNS) yontemi (Miller, 1959)
kullanilarak 0,09-9 mg/mL glukoz standardi kullanilarak polen ekstraktlari

icerisindeki indirgen seker miktar1 belirlenmistir.
3.4  Altin Nanoparcaciklarin Sentezi

Polen ekstrakt kimyasinin altin nanoparcacik sentezi iizerine etkisinin test edilmesi
amaglanmasi nedeniyle ekstrak {izerine herhangi bir degisiklik yapmadan dogrudan
ekstraktdan 1 mL alinarak 1 mg/mL altin tuzu (stok HAuCl4-H20, 20 mg/mL)

eklenerek 24 saat beklenmesinin akabinde analizler gerceklestirilmistir.
3.5  Seker Ligant Varhginda Altin ve Giimiis Nanoparcaciklarin Sentezi

Polen ekstratlarinin altin nanoparcaciklarinin sentezini baslatmalar1 yavas olmasi
nedeniyle, karbohidrat ligantlari kullanilarak Au®** iyonunun elementel AW’ a
indirgemesi hizli bir sekilde gerceklestirildi. Karsilastirma amaciyla Ag*! iyonunun
Ag® a indirgenmesi de test edildi. Polen ekstraktlarinin sentezi gergeklesen altin
nanoparcacik (altin nanoyapi, AuNS) (AuNP) ve glimiis nanoparcgacik (AgNP) iizerine
etkileri ultra-viyole goriiniir bolge (UV-Vis) spektroskopisi ile takip edildi. UV-Vis
spektroskpisi ile nanoparcaciklara ait SPR tepe noktalarinin takibi ile AuNP ve
AgNP’a ait boyut ve seklin analizinin basarili bir sekilde yapilabildigi gosterilmistir
(Smitha vd., 2008).

Calismada kullanilan seker ligantlar1 Sellobioz p-aminobenzoik asit (CBpAB),
Sellobioz 3-aminofenol (CB3AP) ve Galaktoz 5-aminosalisik asit (G5AS) olmak
tizere li¢ tanedir. Bu boliimde kullanilan polen tiirleri ise Pinus nigra, Pinus sylvestris,
Cedrus deodora, Cedrus libani, Abies nordmanniana, Juniperus horizontalis ve Thuja
oriantalis olmak iizere yedi tanedir. Tirlerin se¢iminde kimyasal kompozisyonlar

arasindaki farkliliklar esas alinmustir.
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Tablo 3.1’de verilen kompozisyona bakildiginda hem polen ekstraktinin kendisi hem
de kullanilan {i¢ tane seker ligant1 i¢in AuNP ve AgNP sentezi birbirlerinin etkisi
olmadan denenmistir. Hacmin nanopargacik sentezi iizerine etkisi bilindiginden otiiri
tim durumlarda hacim sabit olarak alinmistir. Stok AgNO3 ve HAuCl4-H20 20

mg/mL iken polen ekstraktlarinin derisimi ise 10 mg/mL olarak sabit tutulmustur. Ttiim

Sekil 3.1 Seker ligantlarinin varliginda AuNP sentez semasi

reaksiyonlar 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.

Tablo 3.1 Polen ekstrakti kullanilarak sentezlenen dokuz altin ve giimiis nanopargacigin

kompozisyonu.

Seker Polen
NPlar Saflsu liganti A l\iOg HAUCI;‘ ‘H0 ekstrakti
(ul) (ul) () (ul) (mL)
NP 1 800 - - 20 100
NP 2 800 - 20 - 100
NP 3 800 CB3AP(100) 20 - -
NP 4 800 CBpAB(100) 20 - -
NP 5 800 G5AS(100) 20 - -
NP 6 800 CB3AP(100) - 25 -
NP7 800 CBpAB(100) - 25 -
NP8 800 G5AS(100) - 25 -
NP9 800 CB3AP(100) 20 - 100
NP 10 800 CBpAB(100) 20 - 100
NP 11 800 G5AS(100) 20 - 100
NP 12 800 CB3AP(100) - 25 100
NP13 800 CBpAB(100) - 25 100
NP14 800 G5AS(100) - 25 100

3.6  Altin ve Giimiis Nanoparc¢aciklarin Karakterizasyonu

Boyut, morfoloji ve kristal yap1 analizlerinde yiiksek ¢oziiniirliik gecirgen elektron

mikroskobu (HRTEM, FEI TALOS F200S TEM 200 kV) (Bayburt Universitesi
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Merkezi Arastirma Laboratuvari, Tiirkiye). HRTEM analizlerinde nanopargaciklar
standart 300-mesh (katalog numarast 01895-F, Ted-Pella) 1zgaralar kullanilmistir.
Biiytlik boyutlu nanoyapilarin ve kompozit pamuk yapilarinin morfolojik 6zelliklerinin
analizinde ise taramali elektron mikroskobu (FEI QUANTA 250 FEG, Kastamonu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari). Yiizey plazmon rezonans dlciimleri ise
350-900 nm araliginda mikroplaka okuyucu yardimiyla Thermo Multiskan FC
Microplate Reader spektroskopisi ile cihazinda oOlgtimler gergeklestirilmistir. IR
spektroskopik analizler ise polen Oziitlerinde oldugu sekliyle liyofilize

nanopargcaciklar ile gerceklestirilmistir

3.7 Giimiis Nanoparcaciklarin Antibakteriyel AKktivitelerinin

Karakterizasyonu

Sentezlenen altin ve giimiis nanopartikiil serileri gram (+) ve gram (-) bakteriler
tizerinde test edilmistir. Antibakteriyel calismalar i¢in taze koloniler elde etmek
amaciyla -20 °C stoktan alinan bakteri tiirleri 37 °C'de inkiibe edilmistir. Minimum
inhibitér konsantrasyon (MIC) degeri, bakterilerin %95 oraninda biiyiimesini
engelleyen nanopartikiil konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Steril 96 kuyulu plaka
200 pL Nutrient Broth ile doldurulmustur (iiretici talimatlarmma uygun olarak
hazirlanmistir). Biiyiime baskilama ¢alismalar1 ayrica Nutrient Agar (liretici
kilavuzlarina uygun olarak hazirlanmistir) lizerinde de test edilmistir (Sancak vd.,

2023).
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4. BULGULAR

41  Polen Ekstraktlarimin icerik Analizleri

Sekil 4.1°de polen drneklerinin dijital kamera ile ¢ekilmis ve iizerinde herhangi bir

oynamanin yapilmadigi renkleri goriilmektedir. Polen tanelerinin renklerinden de

goriildiigii gibi herhangi bir bozulma ya da bir kirlenmenin olmadig1 goriilmektedir.

r ‘- ; N T §

J.horizontalis Pnigra

Sekil 4.1 Kuru polen tanelerinin dijital kamera goriintiileri

Sekil 4.2°de ise ekstraksiyon, izolasyon ve 0,2 um filtrasyon akabinde elde edilen
Oziitlerin dijital kamera goriintiileri verilmistir. Her ne kadar tiim polen taneleri renkli
bir goriintiiye sahip olsa da sadece J. oxycedrus ve C. avellana tiirleri i¢in sarimtirak

renkli 6ziitler elde edilmistir.

C.deodora | J.horizontalis || A. nordmanniana

Sekil 4.2 Polen ekstraktlarimin dijital kamera goriintiileri.
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Sekil 4.3 DNS standart grafigi (a), Total fenol standart grafigi (b), Total flavonoid standart

grafigi (c) ve Protein standart grafigi (d).

Sekil 4.3’te goriildiigii gibi standart grafiklerine ait R? degerleri >0,99 olarak elde
edilmistir. Bu degerler, calisilan aralikta elde edilen sonuglarin dogru oldugunu ifade

etmektedir. Orneklere ait bilinmeyen degerlerin bulunmasinda standart grafikler ile

olusturulmus olan denklemler aracilig1 ile hesaplanmistir.

4.2  Polen Ekstrakt Kimyasmin Altin Nanoparcacik Karakteri Uzerine Etkisi
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4.3  Polen Ekstraktlarimin icerik Analizleri
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Sekil 4.4 C. avellana, A. nordmanniana, J. oxycedrus ve P. pinea ve karsilik gelen AuNS IR
spektrumlari.
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Sekil 4.5 C. libani, C. sempervirens, P. pinea ve P. nigra ve karsilik gelen AuNS IR
spektrumlari
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Tablo 4.1 IR fonksiyonel gruplari*

Bant Polen kaynaklar1
pozisyonu | Fonksiyonel gruplar
(cm?) CA [Jo |cs |10 |cL [ps |cD |JH |AN |PP [PN
3.600-
3.000 -OH deformasyon bandi | + + + + + + + + + + +
CHz, lipitler, proteinler
2.920+6 ve karbonhidratlar * * * * * * * * * * *
1723 | COHN, C=N ¥ s
titresimleri
-Proteinlerin CNH'si,
CCve CO,
1.560- sporopolleninin
1,600 aromatikleri ve + + + + + + + + + + +
' fenolikleri veya
COO'nun C=0
gerilmesi
1516 Fen_ollk gsnlerm c=C + + +
gerilmesi
~1.390- , 3
1411 -COO'nun varligi + o + i + + + + + + +
1941 -C-_O-C-_simetrik + + + +
gerilmesi
1.202 Heteropolysaccharides | + + +
1.190 Cyanidin- 3-glucoside + + +
Aromatik C-O ve C-C
gerilmesi ve
1.068 muhtemelen amid * *
grubunun varligi
1.020- Sekerlerin C-O-C
1.040 esnetilmesi * * * * * * * * * * *
989 P_olisgkkar_itin C-0-C + +
titresimleri
946 ve Fenolik bilesikler ve
956 karbonhidrat " A R
922 Alkolik gruplar + + +
914+5 Fruktoz + +
C-O-C germe velveya
864 +2 aromatik C-H diizlem |+ + + + + + + + + + +
dis1 bitkme
817 Aromatik C-H esneme + + +
778 43 Niikleik asitlerin fosfat + + + + + + + + + + +
uzantilari
751 Aromatiklerin H-C-H + +
sallanmasi

*Karbohidrat ifadesi basit seker ve polimerik sekerler i¢in kullanilmistir. Tablonun
olusturulmasinda dogrudan polen ve polen ekstraktlar1 ile yapilan ¢alismalar
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kullanilmistir (Ageitos vd., 2021; Bakar vd., 2020; Buta vd., 2015; Ji vd., 2020; Jiang

vd., 2009; Pummer vd., 2013; Sadik, 2017; Song vd., 2010; Zdunek vd., 2022).

Tablo 4.2 P. pinea, D. deodora ve C.avellana pollen ekstrakt fitokimyasal icerikleri.

Icerik P. pinea C. deodora C. avellana
Gallik asit 21,0234 17,6975 793,0045
Pirokatekol 12,3507 14,815 13,37655
Protokatekuik asit 96,21275 268,92695 426,298
3,4-Dihidroksifenilasetik asit 13,4093 12,27255 12,48045
(+)-Katesin 11,3146 0 26,2474
Klorojenik asit 35,01775 36,10565 189,95755
2,5-Dihidroksibenzoik asit 0 0 4,87885
4-Hidroksibenzoik asit 2102,941 91,68515 834,42025
(-)-Epicatechin 16,35815 15,0836 20,08185
Kafeik asit 363,0203 5489,2752 35,45205
Siringik asit 12,1476 13,41305 17,45295
3-Hidroksibenzoik asit 1,49725 0,5295 2,03975
Vanilin 4,5137 79,2049 11,56225
Verbascoside 0 0 0
Taksifolin 1304,5673 0 0
p-Coumaric asit 22214,188 191,22425 328,3146
Sinapik asit 7,11545 6,7167 1825,5326
Ferulik asit 730,1924 2831,2419 101,6252
Luteolin 7-glukozit 0 0 0
Hesperidin 7,34965 36,56215 831,5532
Rosmarinik asit 6,95405 6,95865 7,53955
Hiperosid 54,25305 24,3446 8689,3009
Apigenin 7-glukozit 3,09845 7,67205 10,33065
Pinoresinol 21,40805 187,58695 45,67205
2-Hidroksisinnamik asit 12,0077 10,8916 10,98165
Eriodictyol 0 0 0
Quercetin 98,2984 11,8057 292,8852
Luteolin 11,06075 11,75535 7,6775
Kaempferol 4,465 1,2138 19,448
Apigenin 0 0 0

Toplam Fenolikler (pg/mL) 41,3 35,9 570

Toal Flavonoidler (mg/mL) 13,4 93,2 14,7
Protein (ug/mL) 18,3 84,1 251,26
Indirgeyici seker (umol/mL) 3,72 0,85 1,11
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Tablo 4.3 P. nigra, J. horizontalis, C .libani ve C. sempervirens polen ekstrakt fitokimyasal

icerikleri.
Icerik P. nigra J. horizantalis | C .libani | C. semperivens
Gallik asit 53,0397 173,82 24221 | 76,0203
Pyrocatechol 15,0957 12,6743 16,2753 | 16,6547
Protokatesuik asit 210422 | 57,0234 1933,36 | 122,625
3,4-Dihidroksifenilasetik asit 12,3281 10,9153 12,0628 | 10,5499
(+)-Katesin 67,3505 | 3834,31 132,997 | 3103,17
Klorojenik asit 42,0614 | 519,466 43,7397 | 57,1848
2,5-Dihidroksibenzoik asit 39,0073 0,28055 99,1279 | 0,0751
4-Hidroksibenzoik asit 17055,3 | 103,322 1129,24 | 74,9529
(-)-Epicatechin 21,6887 | 8651,83 29,2334 | 8350,68
Kafeik asit 342,535 251,576 9989,4 | 490,218
Siringik asit 28,5534 | 17,653 27,8581 | 19,3309
3-Hidroksibenzoik asit 23,0396 | 3,1529 39,8035 | 2,3556
Vanilin 65,5424 9,11605 419,594 | 8,62735
Verbascoside 0 0 0 0
Taksifolin 80,1597 0 75,5452 | 0
p-Coumaric asit 341143 | 480045 837,505 | 1831,09
Sinapik asit 6,46945 | 9,08905 8,35855 | 19,9147
Ferulik asit 1201,24 | 2013,95 3166,35 | 2038,54
Luteolin 7-glukozit 15,4109 | 3737,5 0 3522,39
Hesperidin 12,4764 | 2325,68 23,2417 | 37,2957
Rosmarinik asit 7,2529 7,2747 6,7562 | 7,3003
Hiperosid 14,7028 | 502,401 540,862 | 450,854
Apigenin 7-glukozit 11,9368 | 9360,29 9,0157 | 8346,02
Pinoresinol 756,632 15,9768 328,866 | 27,4135
2-Hidroksisinnamik asit 11,8277 | 11,0138 11,0481 | 11,2158
Eriodictyol 0 2,12985 0 21,5209
Kuersetin 3,44375 10,3263 0 33,0091
Luteolin 41,9862 3613,63 57,5025 | 102498
Kaempferol 0,7048 1,47545 1,2115 | 8,7924
Apigenin 0 1766,87 10,5171 | 3998,73
Toplam Fenolikler (ug/mL) 115 91,2 104,5 67,4
Toal Flavonoidler (mg/mL) 15,5 20,5 15,9 13,4
Protein (ug/mL) 20,32 24,1 38,32 16,7
Indirgeyici seker (umol/mL) 2,05 2,05 1,06 2,02
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Tablo 4.4 J. oxycedrus, T.orientalis, P.sylvesteris ve A.nordmanniana polen ekstrakt

fitokimyasal icerikleri

Icerik J. oxycedrus | T. orientalis P. sylvestris A. nordmanniana
Gallik asit 9,44 39,5428 17,7533 77,3284
Pyrocatechol 16,0001 12,7981 15,3472 13,259
Protokatesuik asit 10,0721 43,9137 419,014 280,297
gé‘i‘t'D'h'dmkS'fe”"aset'k 10,4881 10,5582 11,0684 11,1535
(+)-Katesin 0 540,512 0 0
Klorojenik asit 72,9094 240,301 71,9415 51,5956
iéiSt—Dlhldroksmenzmk 0 14.4916 1,54265 0
4-Hidroksibenzoik asit | 17,8288 147,092 3047,1 7234,35
(-)-Epicatechin 14,0485 3932,68 12,3627 12,1027
Kafeik asit 4,2615 547,552 331,037 325,525
Siringik asit 12,3047 17,9652 12,0155 12,4775
3-Hidroksibenzoik asit | 1,6715 1,9305 2,00475 1,52745
Vanilin 0 0 15,0184 44,3171
Verbascoside 2,7493 0 0 1,28925
Taksifolin 0 0 278,134 0
p-Coumaric asit 74,1695 5381,36 48648,9 14508,9
Sinapik asit 6,37055 16,3953 6,33285 6,0735
Ferulik asit 9,83865 1370,65 1545,6 3235,6
Luteolin 7-glukozit 14,2752 3819,08 0 0
Hesperidin 17,3902 312,298 7,9588 86,4393
Rosmarinik asit 6,952 7,2968 6,84225 6,81565
Hiperosid 10,2358 4606,49 18,8476 33,7297
Apigenin 7-glukozit 1,8478 869,577 3,7948 9,0256
Pinoresinol 3,03285 52,4785 823,727 315,74
2-Hidroksisinnamik asit | 11,0723 11,4063 12,1891 11,8582
Eriodictyol 0 72,994 0 0
Kuersetin 0 105,327 0 0
Luteolin 76,6082 7159,77 2,1481 3,45885
Kaempferol 0 1,081 0 0
Apigenin 0 344,568 0 0
(ng"/'rir{‘)':eno'ik'er 1906 58,7 258 110
(Tn?lg'/n'z'f)" onoidier 70,03 24,3 19,6 13,4
Protein (ug/mL) 71,4 16,82 8,13 171,56
Indirgeyici seker 21 175 0.65 3.22

(umol/mL)
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Calisilan otuz yedi fitokimyasalin ekstraktlardaki miktar1 tiir diizeyinde bile
farkliliklar gostermistir (Tablo 4.3-4.4 -4.5). Tartismay1 basitlestirmek amaciyla, her
tiir i¢in sadece nispeten en yiiksek fenolik asitler ve flavonoidler vurgulanacaktir. 4-
hidroksibenzoik asit ve p-kumarik asit P. pinea ekstraktinda en yiiksek konsantrasyona
sahip fenolik asitler olurken, sadece taksifolin nispeten yiiksek oranda bulunmustur.
C. deodora ekstraktlarinda, kafeik asit ve ferulik asit en yiiksek konsantrasyona sahip
fenolik asitler iken pinoresinol tek konsantrasyona sahip flavonoiddir. C. avellana'da
fenolik asitler olarak gallik asit, 4-hidroksibenzoik asit ve sinapinik asit ve flavonoid
olarak hiperosid en yogun olanlar iken, P. nigra'da fenolik asitler olarak 4-
hidroksibenzoik asit ve p-kumarik asit ve flavonoid olarak pinoresional en baskin
olanlardi. C. deodora'ya benzer sekilde, C. libani'de kafeik asit ve ferulik asit en yogun

olanlarken, hiperosid ve pinoresinol en yogun flavonoidler olmustur.

4.4  Altin Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

AuNS'lerin dijital kamera goriintiileri (Sekil 4.6), tiim ekstraktlarin AuNS olusumunu
tetikledigini, ancak yiizey plazmon rezonans pik olusumunun Sekil 4.7'de goriildigii
gibi 4 saat iginde basladigini gostermektedir. Ancak, AuNS'lerin miktar1 C. avellana,
J. oxycedrus, C. libani ve J. horizontalis disinda oldukga disiiktii. 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde, tiim ekstraktlar kat1 AuNS'ler vermis ve C. avellana (CA), J.
oxycedrus (JO), C. libani (CL), P. sylvestris (PS), C. deodora (CD) ve P. nigra (PN)
¢okelirken, C. sempervirens (CS), T. orientalis (TO), J. horizontalis (JH), A.
nordmanniana (AN) ve P. pinea (PP) ¢ok az veya hi¢ ¢okelme vermemistir. 24 saat

santrifiijleme tiim AuNS'lerin ¢okelmesiyle sonuglanmistir.
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Anlik renk

IIIIIIHIII

30 dakika

4 saat

24 saat

24 saat santrifiij edilmis

Sekil 4.6 Polen 6zitleri kullanan AuNS'lerin dijital kamera goriintiileri. Anlik renkler,
Oziitlere Au3+ ilavesinin ilk 30 saniyesini ifade etmektedir.

Ekstraktlar, taranan 450-900 nm araliginda herhangi bir absorbans piki vermemistir
(Sekil 4.7), dolayistyla tiim pikler AuNS'lere ait SPR pikleridir. 4 saat ve 24 saat i¢in
verilen SPR pikleri vortekslenmis karisimdan elde edilirken, 24 saat ¢ 24 saatlik
inkiibasyon periyodunun santrifiijiinden sonraki silipernatanti ifade etmektedir. C.
deodora, P. sylvestris ve C. avellana harig, hepsi 3 kez seyreltilmis 6rnekleri i¢gin SPR
pikleri vermistir. Ancak, UV-Vis spektrumlarindan goriildiigii tizere SPR pikleri
oldukga zayiftir (Sekil 4.7). Ilging bir sekilde 24 saat inkiibe edilen numuneler icin C.
avellana, J. oxycedrus, T. orientalis, J. horizontalis ve P. nigra herhangi bir SPR piki
vermemistir. Bu ornekler i¢in neden yanit alinamadigi net olmamakla birlikte, daha
biiytik AuNS'lerin SPR pikleri verebilen daha kiigiik AuNS'lere ulasan 15181
engelledigini tahmin ediyoruz. Ayrica, siipernatantlar genel olarak daha keskin ve
daha giiglii SPR pikleri vermistir, bu da santrifiij islemi sirasinda daha biiyiik
AuNS'lerin ¢okelmesiyle ilgili olabilir.
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Sekil 4.7 Polen tanesi 6ziitlerinin ve AuNS'lerin UV-Vis spektrumlari
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Sekil 4.8 P. nigra, P. sylvestris, A. nordmanniana ve J. horizontalis’in TEM ve SAED
goriintiileri.
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Sekil 4.9 C. libani ve C. Sempervirens, T.orientalis ve J.oxycedrus 'un TEM ve SAED
goriintiileri.
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P Cavellana
)

(111)
(200)

Sekil 4.10 C. avellana AuNS'lerinin TEM ve SAED goriintiileri.

Sentezlenen diger AuNS'lerin aksine, C. avellana 39+9 nm'ye kadar kenarlart olan 50
nm'nin altinda 1D altigen AuNS'ler vermistir. Ayrica, 40 £10 yuvarlak 0D asferik
AuNS'ler olusurken nanokiimeler olugsmamistir. Beklendigi gibi, kristal yap1 (111),
(200), (220) ve (311) kirinimlart ile fcc idi (Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

AuNS'ler santrifiijleme (20 dakika boyunca 6.000 g) kullanilarak reaksiyon
karisimindan izole edildi. Stipernatantlar "reaksiyon sonrasi siipernatantlar” olarak
adlandirildi ve AuNS sentezine izin verip vermedikleri ayrica test edildi. Sadece C.
avellana reaksiyon sonrasi siipernatanti 24 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca AuNS

sentezine izin vermistir.

AuNS'lerin polen 6ziitii aracili sentezinde hangi parametrelerin rol oynadigini anlamak
ve olusan AuNS'lerin sekli hakkinda fikir verebilecek olas1 belirtecleri bulmak i¢in
temel bilesen analizi (PCA) kullanilmistir. Istatistiksel analizden &nce, her bir
AuNS'ye boyut ve morfolojinin yan1 sira boyuta dayali bir puan atandi. En kiiciik
AuNS'ler 100'e atanmig ve boyuttaki artiglar ve 0D'den 1D'ye gecis, atanan puanda
diisiislerle sonuclanmistir. PCA analizine gore sekiz bilesen olusmustur. Bilesenler
kendi iglerinde uyumlu ve ortak bir noktada bulusan molekiil ya da molekiilleri
igerdiklerini gostermektedir (Tablo 4.5 ve Sekil 4.11). Bu asamadan sonra, bir
korelasyon katsayis1 bulmak i¢in her bir bilesenin icerdigi katsayilarla etkilesimleri
arasindaki iliskiyi incelemek icin daha ileri ¢alismalar yapildi ve bu daha sonra bir
model gelistirmek i¢in kullanildi. Model, ekstraktin kimyasal bilesimi ile korelasyon

altin nano yapis1 arasindaki iliskiyi agiklamay1 amaglamistir.
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Tablo 4.5 Istatistiksel analiz

Dondiiriilmiis Bilesen Matrisi*

Bilesen

1

Gallik asit

0,915

Pyrocatechol

-0,404

Protokatesuik asit

0,898

3.4-
Dihidroksifenilasetik
asit

0,724

(+)-Katesin

0,929

Klorojenik asit

0,854

2.5-Dihidroksibenzoik
asit

0,943

4-Hidroksibenzoik asit

0,763

(-)-Epicatechin

0,923

Kafeik asit

0,682

Siringik asit

0,936

3-Hidroksibenzoik asit

0,965

Vanilin

0,828

Verbascoside

-0,471

Taksifolin

0,926

p-Coumaric asit

0,896

Sinapik asit

0,963

Ferulik asit

0,753

Luteolin 7-glukozit

0,767

Hesperidin

0,848

Rosmarinik asit

0,632

Hiperosid

0,895

Apigenin 7-glukozit

0,943

Pinoresinol

0,837

2-Hidroksisinnamik asit

0,764

Eriodictyol

0,969

Kuersetin

0,915

Luteolin

0,795

Kaempferol

0,936

Apigenin

0,962

*

Ekstraksiyon Yontemi:

Temel

Normalizasyonu ile VVarimax.

33

Bilesen Analizi.

Dondiirme  YoOntemi:

Kaiser



8
Verbascoside
Ferulic acid

7
Pyrocatechol
3.4-Dihydroxyphenylacetic acid
Taxifolin

Luteolin 7-glucoside
Apigenin 7-glucoside
Luteolin
Apigenin

1 2
(+)-Catechin Protocatechuic acid
(-)-Epicatechin 2.5-Dihydroxybenzoic acid
Caffeic acid
Syringic acid
3-Hydroxybenzoic acid
Vanillin

3
Gallic acid
Sinapic acid
Rosmarinic acid
Hyperoside
Quercetin
Kaempferol

4
4-Hydroxybenzoic acid
p-Coumaric acid
Pinoresinol
2-Hydroxycinnamic acid

6 5
Eriodictyol Chlorogenic acid
Hesperidin

Sekil 4.11 PCA analiz sonucunda elde edilen gruplandirma.

PCA analizi sonrasinda 8 bilesen olusmustur. Bu bilesenler kendi i¢inde uyumlu olan
ve ortak noktada bulusan molekiil/molekiilleri barindirdigimi gostermektedir. Bu
asamadan sonra her bileseni kendi i¢inde barindirdigi molekiil/molekiilleri etki
katsayist ile iligkisini incelemek ve bulunan korelasyon sonunda etki katsayisi ile

olusturulabilecek model {izerinde ¢alismalar gosterilmistir.

Table. Principle Anaylsis and C
1 2 3 4 5 6 7 8
(+)-Catechin Pratocatechuic acid  Gallic acid 4-Hydroxybenzoic  Chlorogenic acid Eriodictyol Pyrocatechol Verbascoside
acid
(-)-Epicatechin  2.5-Dihydroxybenzoic Sinapic acid p-Coumaric acid Hesperidin 3.4-Dihydroxyphenylacetic acid Ferulic acid
acid
Luteolin 7- Cafleic acid Rosmarinic acid  Pinoresinol Taxifolin
glucoside
Apigenin T- Syringic acid Hyperoside 2-Hydroxycinnamic
glucoside acid
Luteolin 3-Hydroxybenzoic acid Quercetin
| Apigenin Vanillin Kaempferol
Regression analysis and using methods
Stepwise Backward RMnE Stepwise RM RMnE RMnE RMnE
Stepwise Enter Enter Enter Enter
Backward Stepwise Stepwise  Stepwise Stepwise
RMinE; Regression model not established B ep-m d oo B ep-m d B:S:ﬂ,d
Worse Better
Predictor  Coefficlent Estimate Standard Emor  ¢-statistic  p-value
Constant B 51998 15115 34402 00138 e
Pinoresinol B 0.0n3 0.0033 3.4056 0.0144 o 2o 0% 9% 0%
Apigenin Ba -0.0026 0.0008 33303 00158 Accuraty
Summary of Overall Fit
R-Squared: ¥ =08646
Adjusted RSquared:  Tagj ~08195
Residual Standard Emor:  2.7779 on & degrees of freedom.
Overall F-statistic: 19.1604 on 2 and & degrees of freedom.
Overall p-value: 0.0025
[ Model: Effect Coefficient = —5.1998 + 0.0113 - Pinoresinol — 0.0026 - Apigenin ]

Sekil 4.12 PCA analizi sonrasinda her bir bilesen i¢in model ¢alismasi.
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PCA analizi sonrasinda her bilesen etki katsayisi ile regresyon modeli uygunlugu
incelenmis ve sadece 1., 2. ve 4. bilesenlerdeki (sar1 renkli) apigenin, protocatechuic
acid, syringic acid ve pinoresinol molekiillerinin kendi modelleri i¢inde anlamli olarak
one ¢iktiklart bulunmustur (Sekil 4.12). Bu adimlardan sonra sadece bu anlamli olan
4 molekiil birlikte ele alinmis ve etki katsayist ile sadece apigenin ve pinoresinol
molekiilleri anlamli bir iligki i¢cinde oldugu goriilmiistiir. Bu bilgi 1s18inda, %81.9

accuracy ile kurulan model sol tarafta yer almaktadir.

Ayrica test edilen 37 fitokimyasal, toplam fenol, toplam flavonoid, indirgen seker ve
protein miktarlar1 icin dogrusal bir regresyon analizi gerceklestirdik. Onceki
calismamiza dayanarak, en yogun fenoliklerin ve en yogun flavonoidlerin AuNS'lerin
seklini ve morfolojisini belirlemede anahtar rol oynadigini gézlemledik (Tepe vd.,
2023). Bu nedenle, en yogun fenolik asitlerin toplami en yogun flavonoidlerin
toplamina boliindii ve toplam fenoliin toplam flavonoide orani ile ¢arpildi. En yogun
fenolik asitler ve flavonoidler her bir ekstrakt i¢in spesifikti. Dogrusal regresyon
analizinin ozeti r? 0,8807, rzadj 0.8637, standart hata 13,9596, anlamlilik F 0,00018 ve
p degeri: 0,012 olarak siralanabilir.

C.deodora

—— = % .
Sekil 4.13 C. deodora_AuNSs ve P. pinea_AuNSs'un SEM mikrograflari.

[statistiksel analizin performansi P. pinea ve C. deodora tane 6ziitleri kullanilarak test
edilmigtir.  Iki istatistiksel analize  dayanarak, C.deodora_AuNSs ve
P.pinea_AuNSs'nin sirasiyla biiyiik 1D AuNSs ve <100 nm kiiresel/yuvarlak
AuNSs'ye sahip olmasi bekleniyordu. Sekil 4.13, istatistiksel analizin giivenilir

sonuglar verdigini ortaya koymaktadir.
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45  Seker Ligantlarinin Varhginda Altin ve Giimiis Nanoparcaciklarin

Sentezi

Sekil 4.14-15-16-17-18-19-20°de gosterilen tiipler sirasiyla (i) sentez tiipii igerisinde
ve (ii) 1: 10 oraninda saf su igerisinde seyreltilen durumlari géstermektedir. Harflerin
karsilik geldigi tiipler ve seyreltik durumlar ise (a) ekstrakt, (b) ekstrakt_AgNP, (c)
ekstrakt_ CB3AP_AgNP, d) ekstrakt-CBpAB_AgNP, (e) ekstrakt GAS_AgNP, (f)
ekstrakt, (9) ekstrakt_AuNP, (h) ekstrakt CB3AP_AuNP, (1)
ekstrakt_ CBpAB_AUNP, (j) ekstrakt GAS_AuNP. Cedrus libani igin ise yeterli

polen 6rnegi elde edilemedginden sadece giimiis nanopargacik sentezlenmistir.

Inorganik nanoparcaciklar igin gozlemlenen renk olusumu yogunluklu olarak
nanopargacigin sekil, boyut ve boyut dagilimu ile ilgilidir (Apyari vd., 2014; Burns vd.,
2006; Merza vd., 2012). Karbohidrat ligandlarinin kullandigi durumda ise yiizey
kimyasinin da énemli 6l¢lide renk olusumuna etki ettigi bilinmektedir (Yazgan vd.,
2021).

[i](a 8 o B a6 [ 138 [ O [ IS JSH 1SS 5

Lit][a JA8[o

&

Sekil 4.14 Pinus nigra ekstrakti ve ekstrakt ile sentezlenen NPlarim dijital kamera
goriintiileri.

Sekil 4.14 de goriildigii tizere giimiis nanopargaciklar turuncu, sarimtirak ve koyu

mavi renk verirken altin nanopargaciklar ise sarimtirak, yesilimsi ve pembe renkler
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vermektedir. Gozlemlenen bu durum kullanilan seker ligandindan bagimsizdir.
Reaksiyonun gergeklestigi tiiplerde gézlemlenen koyu renk ise nanopargacigin tam
renginin ne oldugunu séylememize olanak vermez ¢iinkii 15181n gecemeyecegi kadar

yogunlukta bir nanoparcacik olusumu séz konusudur.

Sekil 4.15 Pinus sylvestris ekstrakti ve ekstrakt ile sentezlenen NPlarin dijital kamera
goriintiileri.

P. sylvestris ekstrakti ile sentezlenen nanopargaciklar ise (Sekil 4.15) ayni seker

ligandlar1 varliginda daha yogun renkler vermistir.
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Sekil 4.16 Cedrus deodora ekstrakti ve ekstrakt ile sentezlenen NPlarin dijital kamera
goriintiileri.
Sekil 4.16 ve 4.17°den goriildiigli tizere C. deodora ve C. libani ekstraktlarini
varliginda ayni1 seker ligandlari i¢in AgNPlar1 farkli renkler vermistir. C. deodora
icinde yine ayni sekilde altin nanopargaciklarinin rengi P. nigra ve P. sylvesteris
ekstraktlarina nazaran belirgin farklar gozlemlenmistir. Ekstraktlarin iceriklerine
baktigimizda toplam fenol ve toplam flavonoid igeriklerindeki farkliliklarinin ve nicel
olarak belirlenmis fitokimyasal miktarlarindaki degisiklerin burada belirgin bir etkiye

sahip olduklar1 s6ylenebilir.

Sekil 4.17 Cedrus libani ekstrakti ve ekstrakt ile sentezlenen NPlarin digital kamera
goriintiileri.

38



: > e
Sekil 4.18 Abies nordmanniana ekstrakti ve ekstrakt ile sentezlenen NPlarin dijital kamera
goriintiileri.

A. nordmanniana ekstraktlar1 ile sentezlenmis olanlara baktigimizda ise ekstraktin
yalniz kullanildig1 durumda mavimsi bir renk gézlemlenerek diger ekstraktlarin tek
olarak kullanildig1 duruma gore belirgin bir fark gériilmektedir. Bu durum nanogigek
sentezinin (Yazgan vd., 2021) gerceklestigi manasina gelmektedir. Ayni sekilde
giimiis nanopargacik olusumununsa net bir sekilde ekstraktin tekil olarak

kullanilmastyla olustugunu gostermektedir.

Sekil 4.19 Juniperus horizontalis ekstrakti ve ekstrakt ile sentezlenen NPlarin dijital kamara
goriintiileri.

J. horizontalis ekstrakt kullaniminda ise AgNPlarin ise ¢okeldigi gdzlemlenmistir ve

bu durum ekstrakt kimyasinin iyi bir kararlastirict ajan olmadigin1 gdstermektedir.
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Buna karsin altin nanoparcaciklarin ise sarimtirak ve pembemsi bir renk alarak

nanoplaka ve nanogigek seklinde oldugunu gostermektedir.

[i] [ ]80S [c SR [ o JENRT e [ AT+ B S ST IS

Sekil 4.20 Thuja orientalis ekstrakti ve ekstrakt ile sentezlenen NPlarin dijital kamera
goriintiileri.

T. orientalis de ise ekstraktin ise altin nanopargacik sentezine olanak verdigi fakat

kararlastirici/tutuklayict 6zelliginin pek olmadigi goriillmektedir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21 AuNPlarinin Uv-Vis karakterizasyonlart.
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UV-Vis karakterizasyonlar renklere nazaran daha dogru sonug vermektedir. UV-Vis
spektroskopisi ile elde edilen spektrumlarin sekilleri ve SPR tepe nokta (Amax) degerleri
nanoparcaciklar i¢in boyut ve morfoloji hakkinda detayli bilgi sunmaktadir. NPlara ait
Amax degerlerinin kiyaslanmasinda ise seker ligandinin yalniz kullanildig1 duruma goére
bir kiyaslama yapilacaktir. Sekil 4.22°de grafik olarak gosterilen verilerin kolay takip

edilebilmesi maksadiyla Tablo 4.6 olusturulmustur.

Tablo 4.6 Altin Nanopargaciklarin SPR karakteristikleri

Nanoparcacik Numarasi ve kimyasi Tepe nokta (Amax) (NM)
A5: CBpAB_CD_AuNP 600
A8: CB3AP_JH_AuNP 530
A9: CB3AP_Cu_AuNP 530
B1: CBpAB-JH_AuUNP 530
B2: CB3AP_JH_AuNP 620
A6: CBpAB_Cu_AuNP 570
A7: CBpAB_JH_AuNP 580
B3: CBpAB_Cu_AuNP 520
B4: CBpAB_PP_AuNP 570
B5: CB3AP_PP_AuNP 520
B8: CB3AP_CD_AuNP 530
B11:CB3AP_CD_AuNP 530
C1: CB3AP_JH_AuNP 570
C2: CBpAB_Cu_AuNP 530
C3: CB3AP_Cu_AuNP 540
C4: B3AP_PS_AuNP 530
C6: CB3AP_CL_AuNP 530
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Sekil 4.22 AgNPlarinin Uv-Vis karakterizasyonlari.
Sekil 4.22 de wverilen grafige ait sembollerin acgiklamalar1 ise (a) A2:

CBpAB_JH_AgNP; A3: CB3AP_AgNP (Amax 490 nm); A4: CB3AP_Cu__ AgNP
(Amax 520 nm); A10: CBpAB-JH_AgNP (Amax 530 nm); A11: CBpAB_AgNP (Amax 570
nm) ve A12: CB3AP_Cu_AgNP (Amax 560 nm); (b) B6: CBpAB_PP_AgNP (Amax 530
nm); B7: CB3AP_PP_AgNP (Amax 520 nm); B9: CB3AP_CD1_AgNP (Amax 530 nm);
B10: CB3AP-CD2_AgNP (Amax 530 nm) ve B12: CB3AP_CL_AgNP (Amax 520 nm);
(c) C5: CB3AP_CL_AgNP (Amax 520 nm); C7: CB3AP_PN_AgNP; CB8:
CB3AP_PS_AgNP; C9: CB3AP_PP_AgNP ve C10: CB3AP_CD_AgNP; (d) C11:
CB3AP_CL_AgNP (Amax 550 nm); C12: CB3AP_AN_AgNP (Amax 550 nm); D1:
CB3AP_JH_Ag NP (Amax 550 nm) ve D2: CB3AP_TO_AgNP (Amax 540 nm).

46  Seker Ligant Aracihigi ile Sentezlenmis Altin ve Giimiis

Nanoparcaciklarin Antibakteriyel Aktiviteleri

Polen ekstraklarinin kendiliginden bir antibakteriyel aktivite kapasitesine sahip olup
olmadig ilk olarak gram (+) ve gram (-) bakteriler kullanilarak test edildi. 1: Thuja
orientalis; 2: Corylus avellana; 3: Pinus pinea; 4: Juniperus oxycedrus; 5: Juniperus
horizontalis; 6: Abies nordmanniana subsp. equi-trojani; 7: Cupressus sempervirens;
8: Cedrus libani; 9: Cedrus deodora; 10: Pinus nigra ve 11: Pinus sylvestris
orneklerine ait altin ve giimilis nanoparcaciklar i¢in numaralandirmalar olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.23 Polen ekstraktlarinin S. aureus (A), P. aeruginosa (B), E. casseflavus (C) ve
E. coli (D).

Sekil 4.23’de goriildiigii gibi polen ekstraktlarinin herhangi bir sekilde bakteriler

lizerine bir toksisite gdstermedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.24 Polen ekstrakt altin nanoparcaciklarin S. aureus (A), P. aeruginosa (B),
E. casseflavus (C) ve E. coli (D).

Polen ekstraktlariin altin nanopargacik sentezi ile ekstrakt igerigindeki
fitokimyasallarin nanopargaciklar iizerine birikmesi multivalent karakterin ortaya
cikmasini saglamistir. Sekil 4.24°de goriildiigii gibi P. pinea, A. nordmanniana ve P.
nigra altin nanoparcaciklart S. aureus ve E. casseflavus iizerine ¢ok yiiksek
antibakteriyel aktivite gostermisler. Bu iki bakteri de gram (+) bakterilerdir. Buna
karsin ekstrakt-altin nanopargaciklar gram (-) bakteri olan P. aeruginosa iizerine higbir
etki gostermezken yine gram (-) bakteri olan E. coli iizerine ise minimal bir etki

gostermislerdir.
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Sekil 4.25 Polen ekstrakt giimiis nanopargaciklarin S. aureus (A), P. aeruginosa (B),
E. casseflavus (C) ve E. coli (D).

Sekil 4.25’ten polen ekstrakti-glimiis nanoparcaciklarin serbest polen ekstraktlarina ve
ekstrakt-altin nanoparcaciklara nazaran oldukga yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip
olduklar1 goriilmektedir. Tiim ekstrakt-giimiis nanopargaciklari S. aureus (C. avellana
hari¢), E. casseflavus (C. avellana harig¢) ve E. coli bakterileri tizerine %100 oraninda
sidal etki gosterirken P. aeruginosa ig¢in C .deodora-giimiis nanoparcacik harig

ekstrakt-giimiis nanopargaciklar sadece kismi bir toksisite gostermislerdir.
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Sekil 4.26 AgNP ve AuNPlarinin P. aeruginosa iizerine antibakteriyel etkisi.

Sekil 4.26 deki grafiklere iliskin agiklamalar: (i) a) kontrol, b) 100 ul CB-pAB-100ul
Ju 25pl Auc) 100ul CB3AP-100ul Ju_25ul AuNP; d) 100ul CB-pAB-100ul Cu_25ul
AuNP, e) 100ul CB3AP-100uL Cu_ 25 AuNP; (ii) a) Control, b) 100ul CB-pAB_
25uL. AuNP, ¢) 100ul CB-pAB- 200uL Cu_25 pl AuNP d) 100ul CB-pAB- 200uL
Ju_25 pl AuNP, e) 100uL CB3AP_ 25uL AuNP f) 100ul CB3AP- 200uL Cu_25ul
AuNP; (iii) a) 100pul CB3AP-200uL Ju 25ul AuNP, b) 100puL. CB-pAB_20uL AgNP,
¢) 100ul CB-pAB-200uL Cu_ 20ul AgNP, d) 100ul CB-pAB-200uL Ju 20ul AgNP,
e) 100ul CB3AP_ 20uL AgNP; (iv) a) 100 ul CB3AP- 200uL Cu_ 20 ul Ag NP, b)
100 ul CB3AP-200 puL Ju_ 20 ul AgNP, ¢) 100 ul CB-pAB-400 pL Cu 25 ul AuNP,
d) 100 pl CB3AP-400 pL Cu_ 25 pl AuNP, e) 200 ul CB3AP-100 uL Ju_ 25 pl AuNP.
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Sekil 4.27 Baz1 AgNP ve AuNPlarinin P. aeruginosa iizerine antibakteriyel etkisi.

Sekil 4.27°deki grafiklere iliskin agiklamalar: (i) a) control, b) 100ul CB-pAB-200uL
Pi_ 25ul AuNP, c) 100ul CB3AP-200uL Pi_25ul AuNP, d) 100u1 CB-pAB- 200uL
Pi_20ul AgNP, ) 100ul CB3AP- 200uL Pi 20ul AgNP; (ii) a) 100ul CB-pAB-
200nL Ce_25ul AuNP, b) 100ul CB3AP- 200uL Ce 25ul AuNP, c¢) 100ul CB-pAB-
200uL Ce 20ul AgNP, d) 100ul CB3AP-200uL Ce 20 ul AgNP; (iii) a) 100l CB-
pAB — 200uLCe 25ul AuNP, b) 100ul CB3AP — 200uL Ce 25ul AuNP, c) 100ul
CB-pAB-200uL Ce_20ul Ag NP, d) 100ul CB3AP-200uL Ce_ 20ul AgNP; (iv) a)
Control, b) 100ul CB3AP-400uL Ce 25ul AuNP, c¢) 100ul CB3AP-600uL Ce 25ul
AuNP, ¢) 100ul CB3AP-400uL Ce 20ul AgNP ve e) 100pul CB3AP-600uL Ce 20pl
AgNP.

NPlarin P. aeruginosa iizerine olan toksisitesi hem biiyiimenin baskilanmasi hem de
mavi-yesil renk olusturan pyoverdine-pyochelin iiretimin baskilanmasi ile takip
edilmektedir (Saladino vd., 2021). Mevcut bulgular AuNPlarin herhangi bir toksik etki
olugturmadigi, buna karsin AgNPlarin ise hem biiyiimeyi baskilamast hem de mavi-
yesil renk olusturan molekiillerin sentezini baskilamasi olarak anti P. aeruginosa

aktivitesi olarak belirlenmistir. Devam etmekte olan ¢aligmalar ile AgNPlar1 i¢in hem
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P. aeruginosa hem de diger bakteri tiirleri i¢in minimum inhibisyon derisimileri

(MIC), minimum bakteri Oldiiriicii derisimleri (MBC) ve biyofilm testleri

gergeklestirilmektedir.

Tablo 4.7 Calismada kullanilan antibakteriyel ajanlar

rl:llfmaram Antibakteriyel Ajan r’;llfmaram Antibakteriyel Ajan
1 Pinus nigra 36 A. nordmanniana-CBp-AB_Ag
2 P. nigra_AgNP 37 A. nordmanniana-G-5AS_Ag
3 P. nigra-CB3AP_AgNP 38 A. nordmanniana_AuNP
4 P. nigra-CBp-AB_AgNP 39 A. nordmanniana-CB3AP_Au
5 P. nigra-G-5AS_AgNP 40 A. nordmanniana-CBp-AB_Au
6 P. nigra_AuNP 41 A. nordmanniana-G-5AS?_Au
7 P. nigra-CB3AP_Au 42 Juniperus horizontalis
8 P. nigra-CBp-AB_Au 43 J. horizontalis_Ag
9 P. nigra-G-5AS_Au 44 J. horizontalis-CB3AP_Ag
10 Pinus sylvestris 45 J. horizontalis-CBp-AB_Ag
11 P. sylvestris_Ag 46 J. horizontalis-G-5AS_Ag
12 P. sylvestris-CB3AP_Ag 47 J. horizontalis_Au
13 P. sylvestris-CBp-AB_Ag 48 J. horizontalis-CB3AP_Au
14 P. sylvestris-G-5AS_Ag 49 J. horizontalis-CBp-AB_Au
15 P. sylvestris_Au 50 J. horizontalis-G-5AS_Au
16 P. sylvestris-CB3AP_Au 51 Biota orientalis
17 P. sylvestris-CBp-AB_Au 52 B. orientalis_Ag
18 P. sylvestris-G-5AS_Au 53 B. orientalis-CB3AP_Ag
19 Cedrus deodora 54 B. orientalis-CBp-AB_Ag
20 C. deodora_Ag 55 B. orientalis-G-5AS_Ag
21 C. deodora-CB3AP_Ag 56 B. orientalis_ Au
22 C. deodora-CBp-AB_Ag 57 B. orientalis-CB3AP_Au
23 C. deodora-G-5AS_Ag 58 B. orientalis-CBp-AB_Au
24 C. deodora_Au 59 B. orientalis-G-5AS_Au
25 C. deodora-CB3AP_Au 60 CB3AP_Ag
26 C. deodora-CBp-AB_Au 61 CB3AP_Au
27 C. deodora-G-5AS_Au 62 CBp-AB_Ag
28 Cedrus libani 63 CBp-AB_Au
29 C. libani_Ag 64 G-5AS_Ag
30 C. libani-CB3AP_Ag 65 G-5AS_Au
31 C. libani-CBp-AB_Ag
32 C. libani-G-5AS_Ag
33 Abies nord_manniana

nordmanniana spp.
34 A. nordmanniana_Ag
35 A. nordmanniana-CB3AP_Ag
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Sentezi gerceklestirilen 65 nanoparcacigin antibakteriyel kapasiteleri 8 bakteri
kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 4.7). Calismada kullanilan bakteriler E. coli,
Serratia mancescens, Bacillus subtilis, Enterococcus aerugenes, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecium, Salmonella kentucky ve Salmonella enteridis

tirleridir.

Sekil 4.28 Gelistirilen Antibakteriyel ajanlarin (i, ii) E. coli, (iii, iv) B. subtilis, (v,vi) P.
aeruginosa, (vii, viii) S. kentucky, (ix, X) S. marcescens ve (xi,xii) E. facium iizerine etkileri.
Sekil 4.28deki grafiklere iliskin agiklamalar: I, iii, v, vii, ix, xi i¢in a= kontrol E. coli
b. Pinus nigra c= P.nigra_Ag d=P.nigra-CB3AP_Ag, e=P.nigra-CBp-AB_Ag ve
f= P.nigra-G-5AS _Ag ; ii, iv, vi, viii, x ve xii i¢in a=C.libani-CB3AP_Ag, b=
C.libani-CBp-AB_Ag, c=C.libani-G-5AS_Ag d= Abies nordmanniana
nordmanniana spp, e=A.nordmanniana_Ag ve f= A.nordmanniana-CB3AP_AgNP.

Sekil 4.28°de gosterilen sonuglara bakildiginda polen ekstraktinin kendisi kadar
kullanilan seker ligandinin da sentezlenen nanopargaciklarin antibakteriyel aktivitesi
lizerine etkin oldugu gosterilmistir. Ozellikle p-aminobenzoik asit iceren seker
ligandlar1 igeren giimiis nanoparcgaciklart ¢ok yiiksek antibakteriyel aktivite
gostermislerdir. Literatiirde de ifade edildigi gibi (Zhang vd., 2013) ve bizim de
sonuglarimizin gosterdigine goére altin nanoparcaciklarin antibakteriyel aktiviteleri
oldukga  disiiktir. P.nigra_AgNP, P.nigra-CBp-AB_AgNP, C.libani-CBp-
AB_AgNP ve A. nordmanniana-CBp-AB_AgNP en yiiksek aktiviteyi gdsteren
AgNPlaridir.
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5.  TARTISMA

5.1 Polen Kimyasinin Altin Nanoparc¢acik Olusumu Uzerine Etkisi

Bitkiler, yesil inorganik nano yapilarin (INS) sentezinde en yaygin olarak kullanilan
malzemeler arasindadir ve cogunlukla bitkilerin parcalar1 olarak meyveler, kokler ve
yapraklar kullanilir. Bitki 6zleri, INS sentezi sirasinda indirgeyici, kaplayic1 ve
stabilize edici maddeler olarak hizmet edebilecek ¢ok cesitli organik bilesikler saglar
(Mwakalesi, 2023; Patil vd., 2018; Zayed ve Eisa, 2014). Sentezlenen INS'ler
tarafindan tasinan karmasik organik yiik, yeni biyolojik islevler ortaya ¢ikarmaktadir.
Bununla birlikte, polen taneleri ¢ok zengin ve ¢esitli organik bilesikler icermesine

ragmen, bunlarin INS sentezinde kullanimi1 siirlidir.

Erkek iireme hiicreleri olan polen taneleri (Hassan, 2011), benzersiz morfolojik
yapilara sahip karmasik organik bilesikler tasiyan islevsel nano yapilar gelistirmek i¢in
malzeme bilimi de dahil olmak tizere gesitli alanlarda 6zel ilgi gérmektedir (Avila-
Avilés vd., 2020). Polen tanelerinin kimyasal bilesimi, toplam karbonhidrat igerigi
(indirgen ve indirgen olmayan sekerler, seker polimerleri vb.), protein ve lipidler,
fenolik/flavonoid bilesikler (Hassan, 2011; Rezanejad, 2012), niikleik asitler ve
balmumu (Rittenour vd., 2012) acisindan bitki tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Ekstraksiyon yontemleri hedeflenen bilesiklerin izolasyonunda kilit
rol oynamaktadir (Farah vd., 2021) ve sulu ekstraksiyonun, hidrofilik olmasi i¢in daha
fazla yiizey modifikasyonu gerektirmeyen inorganik nanomalzemelerin sentezinde
kullanilabilecek suda ¢oziiniir bilesiklerin toplanmasina izin verdigi bilinmektedir
(Bakar vd., 2020). Bu, daha ¢evreci ve hatta yesil inorganik nanomalzemelerin sentezi
icin Onemlidir. Bununla birlikte, bitki pargalarmin kullanimiyla tekrarlanabilir
inorganik nanomalzemelerin gelistirilmesinde, ekstraktin kimyasal bilesimi hakkinda

bilgi eksikliginden kaynaklanan biiyiik bir sorun vardir.

Bitki oziitleri, karmasik organik havuzlari nedeniyle yesil inorganik nanoyapilarin
(INS'ler) iiretiminde biiyiik kaynaklar olarak 6nerilmistir. Ancak, numunenin karmasik
organik yiikii nedeniyle morfolojisini ve boyutunu tahmin etmek kolay degildir. Bu

nedenle, bu ¢aligmada altin nanoyapilari (AuNSs) sentezlemek igin sekiz farkli cinsten
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dokuz farkli sulu polen tanesi oOziitii kullanarak karsilastirmali bir ¢alisma
gerceklestirdik. Ekstraktlar toplam protein, indirgen seker, flavonoid ve fenol
igerikleri ile 37 sitokimyasal (6rn: flavonoidler ve fenolik asitler) agisindan analiz
edilerek bilesimin AuNS'lerin morfolojisi ve boyutu iizerinde nasil bir rol oynadigi
arastirildi. Elde edilen AuNS'ler nano-kiireler (~2-10 nm), nano-plakalar (6rnegin 2
um'ye kadar tiggenler) ve nanokiimeler (< 2nm) dahil olmak iizere ¢esitli morfoloji ve
boyutlar vermistir. Nanopartikiillerin morfolojisi ve boyutunun nasil olacagini hizli bir
sekilde anlamay1 saglayan herhangi bir isaret molekiilii olup olmadigin1 bulmak icin
bir temel bilesen analizi (PCA) ger¢eklestirdik ve analiz edilen 37 bilesik arasindan
Apigenin ve Pinoresinol, PCA ve regresyon analizine dayali isaret molekiilleri olarak
elde edildi. Bunun aksine, toplam fenolik asit ve flavonoid igerikleri ile indirgen seker
ve protein igerikleri, AuNS'lerin sekli ve morfolojisi ile istatistiksel olarak herhangi
bir iliski gostermemistir. Ayrica, toplam fenolik asit/flavonoid orani ile birlikte
dogrusal regresyon analizi kullanilarak sekil ve boyutu belirleyen olast baskin faktor
olarak test edilen en konsantre fenolik asitlere ve flavonoidlere de dikkat ettik.
[saretleyici molekiillerin ve olusturulan dogrusal regresyon modelinin uygunlugu iki
farkli polen tanesi 6ziitli kullanilarak test edilmis ve umut verici bir sonug¢ elde
edilmistir. Bu nedenle, bitki 6ziitleri kullanildiginda AuNS'lerin morfolojisini ve
boyutunu tahmin etmek icin oziitlerin kimyasal bilesiminin bilinmesi gerektigine

inaniyoruz.

Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4, 37 fitokimyasalin miktarini ve toplam fenolik, flavonoid, protein
ve indirgen seker igeriklerini gostermektedir. Fenolik bilesikler INS’lerin bitki
ekstraktlar1 aracili sentezi sirasinda onemli rol oynasa da (Liu vd., 2020), protein ve
karbonhidratlar INS'lerin morfolojisinin ve boyutunun stabilizasyonunda rol oynar.
Proteinler ayrica INS morfolojisi gelisimi i¢in sablon gorevi gorebilir (Mosleh vd.,
2019; Shervani ve Yamamoto, 2011). Bu nedenle, ekstraktlarin toplam protein ve
toplam indirgen karbonhidrat igerikleri kantitatif olarak belirlenmistir. Ekstraktlarin
ortalama seker igerigi 1,87 umol/mL olup P. pinea ve A. nordmanniana ekstraktlari
~2 ve 1,72 kat daha yiiksek seker icerigi verirken en diisiik indirgen seker igerikleri
ortalama igerige kiyasla yaklasik %65, %55, %43 ve %42 daha az olan P. sylvesteris,
C. deodora, C. libani ve C. avellana i¢in elde edilmistir. Geri kalan ekstraktlar

ortalama igerikle hemen hemen ayniydi. Bunun aksine, toplam protein, ortalama
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icerigin 65,55 pg/mL oldugu ekstraktlar i¢in farkli bir egilim gostermistir. En yiliksek
konsantrasyonlar C. avellana (251,26 pg/mL) ve A. nordmanniana (171,56 pg/mL)
i¢in elde edilmistir. Toplam indirgen seker igerigine benzer sekilde, P.sylvesteris en

diisiik protein konsantrasyonunu (8,13 pg/mL) vermistir.

Toplam flavonoid igerigi 13,4 ile 93,2 pg/mL arasinda degismekte olup ortalama 28,54
pug/mL'dir. En yiiksek flavonoid igerigi C. deodora (93,2 pug/mL) ve J. oxycedrus
(70.03 pg/mL) ekstraktlarinda elde edilirken, en diisiik igerik P. pinea (1,4 ng/mL), C.
semperivens (13,4 pg/mL) ve A. nordmanniana (13,4 ug/mL) ekstraktlarinda elde
edilmistir. Ortalama toplam fenol icerigi 149,33 pg/mL ve aralik 35.9-570 pg/mL idi.
Toplam fenolik igerigi en yiiksek C. avellana (570 ug/mL) ve en diisiik C. deodora
(35,9 pg/mL) igin elde edilmistir. Ayrica, P. sylvestris (258 ug/mL) ve J. oxycedrus
(190,6 png/mL) ortalama degere kiyasla daha yiiksek fenolik igerik vermistir.

Bunlarin aksine, J. horizontalis ekstraktlarinda (-)-Epicatechin, (+)-Catechin,
Luteolin, Apigenin, Luteolin 7-glucoside, Hesperidin ve Apigenin 7-glucoside dahil
olmak {lizere asagidaki flavonoidler ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda elde edilirken,
sadece p-coumaric asit ve ferulic asit nispeten yiiksek konsantrasyonlarda elde
edilmistir. Benzer sekilde, C. semperivens ekstraktlar1 flavonoid olarak (-)-
Epicatechin, (+)-Catechin, Luteolin, Apigenin, Luteolin 7-glucoside, Hesperidin ve
Apigenin 7-glucoside ve fenolik asit olarak p-coumaric acid ve ferulic acid'i daha
yiiksek konsantrasyonlarda vermistir. T. orientaliss polen tanesi ekstraktlarinda, (-)-
Epicatechin, Luteolin, Apigenin, Luteolin 7-glucoside, Hesperidin ve Hyperoside
flavonoidler ve p-coumaric asit ve ferulic asit fenolik asitler olarak en yogun olanlardi.
Bu nedenle, her bir flavonoid ve fenolik asidin goreceli konsantrasyonlarinin, en
konsantre olanlar i¢in, tam miktarlar farkli olsa da J. horizontalis, C. semperivens ve
T. orientalis polen tanesi ekstraktlar1 arasinda benzerlik gosterdigi soylenebilir. P.
sylvesteris ve A. nordmanniana polen tanesi ekstraktlari i¢in, fenolik asitler olarak 4-
hidroksibenzoik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit ve flavonoid olarak pinoresinol en
konsantre olanlardi. Calisilan ekstraktlar arasinda, J. oxycedrus, klorojenik asit ve p-
kumarik asit ve luteolinin en yogun oldugu cok diisiik fenolik asit ve flavonoid

seviyeleri ile en benzersiz fitokimyasal profili vermistir. Bununla birlikte, toplam
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flavonoid ve toplam fenolik igerikleri, ¢alisilan ekstraktlar arasinda J. oxycedrus igin

en yiiksek ve tiglincii en yiiksek olarak elde edilmistir.

Polen taneleri, yakininda trafik veya komiir yanigi kirleticilerinin bulunmadigi temiz
ortamlarda toplanmistir. Bu, herhangi bir kirleticinin nano yap1 olusum dinamiklerine
karigmasin1 6nlemek icin dnemlidir. Polen ekstraktlarinin dijital kamera goriintiileri
Sekil 4.2°de verilmistir ve polen tanelerinin temiz dogasini gostermektedir. Sekil
4.2'de ayrica, sadece C. avellana ve J. oxycedrus‘un keskin sar1 renk verdigi, P. pinea,
C. deodora, P. sylvestris ve A. nordmanniana'nin ise net bir goriiniim verdigi polen
tanesi Oziitleri gosterilmektedir. T. orinetalis, C. sempervirens, J. horizontalis ve P.
nigra oOziitleri sar1 rengin tonlarini vermistir. Polen taneleri ve ilgili ekstraktlar
arasindaki renk farkliliklar, ekstraksiyon islemi sirasinda polen tanelerinden salinan
kimyasal igeriklerle ilgilidir. Ornegin, C. avellana'nin giiglii sar1 renginin karetonoid
iceriginden kaynaklandigi bilinmektedir (Bakar vd., 2020) ve bu durum J. oxycedrus
icin de gecerli olabilir. 2.916-2.912 cm™ arasindaki bant metilen grubunun -CH'sinin
asimetrik gerilmesine aitken, 2.861 cm™ ve 2.854 cm™'deki simetrik CHj3 titresim
bantlar1 (Lutzke vd., 2020) sadece P. pinea, P. nigra ve C. deodora igin gézlenmistir.
2.693- 2.673 cm™? arasinda degisen bant, C. libani ve P. sylveteris hari¢ tiim
ekstraktlarda acgikca bulunan farkli karboksilik gruplarin kombinasyonu ile ilgili
olabilir (Lutzke vd., 2020). Proteinlerin varligi, tiim polen tanesi ekstraktlar icin
1.566-1.598 cm™ arasindaki amid karbonil grubu band: ile ortaya konmustur (Bakar
vd., 2020). 1.411-1.392 cm™* arasindaki zay1f bantlar muhtemelen sporopollenine aittir
(Lutzke vd., 2020), ancak orta ila gii¢lii olanlar karboksilat grubuna aittir. Benzer
sekilde, 1.515-1.511 cm™ arasindaki omuza benzeyen bantlar da sporopollenin ile
iliskili olabilir (Zimmermann ve Kohler, 2014). 1.256-1.231 cm™ arasindaki bant
lipidler (Buta vd., 2015) ve lignin ile iligkili olabilir.

1.040-1.015 cm™ arasindaki bant polisakkaritlere aittir (Lutzke vd., 2020) ve tiim
ornekler sakkaritlerin varligi i¢in biiylik kayma verir. Benzer sekilde, karbonhidrat
titresim bantlar1 870-862 cm™ arasinda gozlenmistir (Bakar vd., 2020), ancak bu
araligin aromatik grup bantlarini da kapsadig1 belirtilmelidir. Ayrica, 1.003-995 cm™
arasindaki kaymalar da basit sakkaritlere aittir ve bu kaymalar sadece C. libani, C.

deodora, P. nigra ve A. nordmanniana polen tanesi ekstraktlarinda bulunmustur. 1.068
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cmt 'deki kayma sadece C. libani ve C. deodora'da bulunmustur ve polisakkaritlere
ve aromatik C-O ve C-C gerilmesine atanmistir (Buta vd., 2015; Lutzke vd., 2020).

930-500 cm™ arasindaki pikler flavonoidler, fenolik asitler ve sekerler gibi farkl
bilesiklerle iliskilidir (Bakar vd., 2020; Lutzke vd., 2020). 780 ila 520 cm™ arasindaki
bantlar flavonoidlere aittir (Unsalan ve Gulluoglu, 2009; Zdunek vd., 2022), ancak
karakteristik flavonoidleri ayirt etmek miimkiin degildir. 778 +3 cm™ 'deki bant
niikleik asitlerin fosfat uzantilarina aittir. IR atamalarinin diger ayrintilar1 Tablo 4.1'de

verilmistir.

Sekil 4.9, C. libani'nin 1D ve 0D AuNS'lerin karigimini verdigini ortaya koymaktadir.
AuNS'lerin yarisinin 58+18 yuvarlak (Orn: altigen, asferik vb.) 0D oldugu, kalan
yarisinin ise 290+90 kenarli nanotriangles ve nanohexagons oldugu sdylenebilir.
Ayrica ¢ok az miktarda <2 kiimeleri ve ~ 5 AuNS vardi. C. libani_AuNS'lerinin SPR
(Sekil 4.9) pikleri, pik 520 nm'de oldugu i¢in daha ¢ok 5 nm'lik olanlarla iligkiliydi.
(111), (200), (220), (311) ve (331) miller indeksli SAED spektrumu ve 2,03 A (200)
ihlali AuNS'lerin fcc kristal yapiya sahip oldugunu gostermektedir. C. sempervirens
720 nm'ye kadar kenarlar1 olan 1D {iggenler ve bazi yuvarlak 0D 120+20 nm boyutlu
olanlar vermistir. ilging bir sekilde, C. sempervirens altigen paketlenmis kristal yapi
(100), (101), (102) ve (103) miller indeksleri vermistir. Ancak, yuvarlak sekilli
AuNS'leri ihlal eden kat1 bir kristal gozlemlemedik (Sekil 4.9). T. orientalis 850 nm'ye
kadar 1D iiggen ve altigen kenarlar ve bazi kiiresel ~ 5 nm boyutlu AuNS'ler verdi.
SAED spektrumu (111), (220) ve (222) miller indeksli tek fcc kristal yapi
gostermektedir. Benzer sekilde, J. oxycedrus 2.200 nm'ye kadar kenarlar1 olan 1D
altigen, 1.000 nm'ye kadar 1D ticgen kenarlar ve ¢cok az miktarda <1.5 nm kiimeler
vermistir. SAED spektrumu ayrica (111) ve (220) miller indeksli tek fcc kristal
yapisini da ortaya koymaktadir.

Toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri AuNS'lerin boyutu ve morfolojisi
tizerinde dogrudan bir etkiye sahip degildir, daha ziyade 6zel molekiillerin bollugu bu
ozellikler tizerinde daha onemli bir rol oynamaktadir, bu da ekstraktlarin kimyasal
igeriklerinin bilinmesini kritik hale getirmektedir. Ancak, ekstraktlarda bol miktarda

bulunan molekiilleri tanimlamak kolay ve pratik degildir. Bu nedenle, sentezlenmeden
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once AuNS'lerin olast morfolojisini ve boyutunu tahmin etmek i¢in isaretleyici
molekiilleri tanimlamak daha pratik olabilir. Bu sekilde bulgularimiz bu alandaki
arastirmacilara yardime1 olacaktir. IR calismalar1 ayrica, nisasta bilesenlerine sahip
olmanin AuNS'lerin erken agregasyonuna neden olabilecegini, ancak agregasyonun

zaman i¢inde ortadan kalktigini agikliga kavusturmustur.

Sekil 4.7'den, ¢alisilan tim AuNS'ler i¢in IR bant araligindaki degisikliklerin yani sira
yeni bantlarin ortadan kalktig1 ve olustugu gozlenmistir. 3.600-3.000 cm™ bant aralig1
bozulsa da, C.deodora AuNSs dahil olmak {izere olusturulan AuNS'lerin bazilari igin
hala -OH deformasyon bandi, hidroksimetil ve protonlanmis birincil amin bantlar fark
edilebilir. Bununla birlikte, genel olarak, hidroksietil ve protonlanmis primer amin
bantlar1t AuNS'ler iizerinde kaybolmustur, bu da AuNS'lerin olusumu {izerine degisen
hidrojen bag: ile ilgilidir. C.deodora_AuNSs spektrumunda, 2.922 cm™ piki 2.912
cm™'e kaymis ve 2.846 ve 2.664 cm™ 'deki pikler belirgin bantlar haline gelmistir. Bu
aralik, proteinlerin ve karbonhidratlarin -CH2- gerilmesinden kaynaklanmaktadir.
Caligilan tiim AuNS'ler icin benzer degisiklikler meydana gelmistir. Bunun aksine,
AuNS yiizeyine mono- ve di-karbonil baglanmasim kapsayan 2.084-2.345 cm
araliginda giiglii bant olusumlari gozlenmistir. Ozellikle, 2.070-2.135 cm™ araliginda,
AuNS'ler ilizerinde absorbe edilen karbon monoksit bir kayma verebilir. Bununla
birlikte, ayni aralikta bir karbonil grubu ile bir Ortligmenin de miimkiin oldugu
belirtilmelidir (Boronat vd., 2009). Sekil 4.7'ye dayanarak, hem polen tanesi
ekstraktlarinda hem de karsilik gelen AuNS'lerde artefakt gibi goriinen daha kiiciik
piklerin, karbondioksit adsorpsiyonundan ve protonlanmis gruplarin molekiiller arasi
/ i¢i etkilesimlerinden kaynaklandigini, C.deodora_AuNSs, C.libani_AuNSs ve
A.nordmanniana_AuNSs i¢in gdzlemlenen biiyiikk piklerin ise AuNSs yiizeyi ile
etkilesime giren karbonil gruplar1 olusturmak i¢in hidroksilik gruplarin
oksidasyonundan kaynaklandigimi diisiiniiyoruz. 1.900-2.000 cm™* araliginda goriilen
pikler molekiiller arast1 ve molekiil i¢i hidrojen baglanmalarindan kaynaklanan

artefaktlardir.

1.723 cmde yeni olusan pik -COHN grubuna ait C=N titresiminden
kaynaklanmaktadir ve muhtemelen keto-enol doniisiimii AuNSs sentezi sirasinda veya

C. avellana, P. pinea ve C. sempervirens oziitleri kullanilarak sentezlenen AuNSs
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lizerinde gerceklesmistir. J.oxycedrus_AuNSs'de 1.714 cm™'deki bant daha giiclii bir
pik ile 1.723 cm™'e kaymustir. C. libani'nin 1.067 cm™ 'deki keskin bandi AuNSs
olusumu iizerine kaybolmustur, bu da AuNSs ile amin grubu etkilesimi ile ilgilidir. Bu
nedenle, amid veya amin gruplarina ait bantlarin AuNSs ylizeyleri ile etkilesime
girdikten sonra degigmesi beklenmektedir. Sentezlenen tiim AuNS'ler i¢in, 1.560-
1.608 cm? araliginda bulunan karboksilat iyonu bantlarmin C=O'su i¢in mavi
kaymalar gézlenmis, C. avellana oziitleri i¢in AuNS'lerin olusumu {izerine 1.609 cm’
'den 1.638 cm™'e boyle bir kayma gdzlenmistir. J oxycedrus_AuNSs icin 1.585 cm
'den 1.645 cm™'e daha dramatik bir mavi kayma gozlenmistir. Benzer sekilde, A.
nordmanniana_AuNSs, C.deodora_AuNSs, C.libani_AuNSs ve P.nigra_AuNSs i¢in
sirastyla 1.596 cm™ ila 1.616 cm™, 1.574 cm™ ila 1.617 cm™ ve 1.570 cm™ ila 1.634
cm?, 1.572 cm?ila 1.623 cm arasinda biiyiik kaymalar gdzlenmistir. Bu aralik ayni
zamanda protein kaymalarmin -CNH'lerini de kapsamaktadir, bu nedenle
degisiklikler, olusan AuNS yiizeyleriyle hem karboksilik grup hem de amino grubu
etkilesimleriyle ilgili olabilir. Bununla birlikte, karboksilat iyon bandinin 1.390-1.408
cm? araliginda dramatik bir degisiklik olmamustir, burada P.nigra_AuNSs harig
AuNSs olusumu iizerine sadece pikin keskinlesmesi gézlenmistir (zayiflamistir). Bu
da karboksilik gruplarin AuNS'lerin stabilizasyonunu gerceklestirdiginin bir isaretidir.
C.libani_AuNS ve C.deodora_ AuNSs spektrumlarindaki 1.386 cm™'deki yeniligin
AuNSs'lerdeki amino grubunun C-N titresiminden kaynaklandigini belirtmek kayda
degerdir. Diger onemli degisiklik ise ~1.020-1.040 cm™ araliginda bant veren seker
titresimlerinde gozlenmistir. Bu araligin yam sira, ~989 cm™'deki bant polisakkaritleri
ifade etmektedir. A.nordmanniana_AuNSs (989 cm™'deki bandin da keskinlestigi),
J.oxycedrus_AuNSs, T.orientalis_ AuNSs ve C. semperivens_ AuNSs i¢in ~ 1.020-
1.040 cm™? araligindaki bandin keskinlestigi gozlenmistir. P.sylvesteris_AuNSs ve
P.pinea_AuNSs orneklerinde bant 1.033 cm™ ve 989 cm™ kaymalarla iki banda
ayrilmistir. C.libani_ AuNSs'de seker band1 kaybolmus ve 1.003 cm™'de zayif bir bant
ortaya c¢ikmistir. Bunlar karbonhidratlarin AuNS'lerin stabilizasyonunda rol
oynadigimin  agik isaretleridir. Bunlarin  aksine, 1.032 cm™'deki bant
C.deodora_AuNSs spektrumunda bir omuz haline gelirken, P.pinea_AuNSs ve
P.nigra_AuNSs IR spektrumlarindaki bant karbonhidrat bantlari igin 6nemli bir

degisiklik gostermemistir.
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C.avellana_AuNSs igin yeni bir bant gibi goriinen 1.232 cm™de yeni bir bant
olusmustur. Benzer sekilde, A.nordmanniana_AuNSs i¢in 1.232 cm™'deki yeni zayif
bant ligninden kaynaklaniyor olabilir (Shi vd., 2012), C. avellana ve A. nordmanniana
polen tanesi ekstraktlarinda cok diisiik miktarlarda lignin bulunmasi ve olusan
AuNSs'lere baglandiginda IR goriiniir hale gelmesi miimkiindiir. Bunun nedeni, 1.235
cm'deki bandin (muhtemelen 1.232 cm™'deki bantla ayni) J.oxycedrus_AuNSs
spektrumunda nispeten daha giicli hale gelmesidir. Bununla birlikte,
C.deodora_AuNSs'deki 1.223 cm™'deki pik ligninden degil, riboflavinin aromatik
halkasindan kaynaklaniyor olabilir (Svecova vd., 2018). AuNSs olusumlar1 iizerine
ekstraktlarin IR spektrumlarinda da degisiklikler olmustur; P.sylvesteris_AuNSs'de
1.001 cm? ve 923 cm™'deki bantlar daha net hale gelirken, T.orientaliss_ AuNSs'de
816 cm™ ve 779 cm™'deki bantlar yeni olusmustur. C.semperivens_AuNS'lerde ~ 779
cm'deki bant daha keskin hale gelmistir. C.libani_AuNSs ve C.deodora_AuNSs

1 ve 860 cm™deki bantlar omuz haline gelmis veya

spektrumlarinda 897 cm”
kaybolmus, P.pinea_AuNSs spektrumunda ise 923 cm™'de yeni bir bant ortaya
ctkmustir. <1.000 cm™ IR araligi gok spesifik degildir ve amilopektin ve amiloz gibi
farkli fonksiyonel gruplar1 veya molekiilleri kapsar (Stiebing vd., 2022), bu nedenle
sentezlenen AuNS'ler arasindaki farkliliklar Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4’te verildigi gibi ilgili
ekstraktlarin farkli bilesimleriyle iliskili olabilir. Fosfatin gerilme modunun 1.252
cm™'deki pikleri P.nigra_ AuNS'lerde belirginlesirken, C.avellana_AuNS'lerde ve
P.pinea_AuNS'lerde kaybolmustur. Fosfat gruplari P.nigra_ AuNSs ile etkilesime

girerken C.avellana_AuNSs ve P.pinea_AuNSs i¢in etkilesim olmamasi olasidir.

Sekil 4.6'dan goriildigii tizere P. nigra, A. nordmanniana, C. deodora ve C. libani
ekstraktlar1 icin AuNSs sentezi sirasinda dort saatlik inkiibasyonda jellesme
gozlenmistir. Bu davranisa olast katkiyr degerlendirmek i¢in AuNS'lerin IR
spektrumlari karsilastirtlmistir. C.libani_AuNS ve C.deodora_AuNS
spektrumlarinda, ~1.538 cm™'deki pik muhtemelen aromatik ligninin gerilmesiyle
ilgilidir (literatiire gore, pik bir polen tanesi icin 1.520 cm™'dedir (Sapifa vd., 2017)),
~1.000 cmdeki pik ise bagirsak bileseninin seliilozik bilesenlerinden
kaynaklanmaktadir (Dominguez vd., 1998). 479 cm™, 854 cm™ ve 1.116 cm™'deki
pikler de C.libani_AuNSs ve C.deodora AuNSs'de amiloz ve amilopektin varligini

desteklemektedir. Bu pikler C. libani spektrumunda gériilememistir, bu da 1.588 cm™

57



ve 1.407 cm™'deki biiyiik piklerin séz konusu pikleri gériinmez hale getirmesiyle ilgili
olabilir. C.libani_AuNSs ve C.deodora_AuNSs'a benzer sekilde,
A.nordmanniana_AuNSs ve P.nigra AuNSs spektrumlari nisasta ile iliskili
molekiillere ait ~ 1.100 cm™ pik vermistir. A.nordmanniana_AuNS'de 479 cm, 854
cm? ve 922 cmdeki pikler amilopektin ve amiloz varhigmi desteklerken,
P.nigra_AuNS spektrumunda 863 cm™, 922 cm™ ve 1.250 cm™'deki pikler sirasiyla
amilopektin/amiloz ve lignin varligimi desteklemektedir. 1.101 cm™ ve ~862 cm™'deki
pikler P.pinea_AuNS, P.sylvesteris. AUNS ve C.avellana_AuNS'de mevcuttur.
Ancak, amiloz ve amilopektin varligina iliskin diger pikler mevcut degildir. Bu
nedenle, amilopektin ve amiloz igeriginin herhangi bir ¢okelmeye neden olacak kadar

diisiik oldugu sdylenebilir.

C. deodora ve C. libani IR spektrumlari, 6zellikle 3.600-3.000 cm™, 2.350-1.810 cm
! ve 1.100-980 cm™? araliginda olmak iizere, AuNSs olusumu iizerine en dramatik
degisiklikleri vermistir. Bununla birlikte, olusan AuNS'ler bu farkliliklara 6zgii
herhangi bir karakteristik boyut, morfoloji ve SPR bandi goéstermemistir. TEM
gortntiileri, P. nigramin 18 nm'de nispeten diizgiin yuvarlak sekilli AuNS'lerin
sentezine izin verdigini, baz1t AuNS'lerin ise 6-12 nm ve < 2 nm nanokiimeler arasinda
oldugunu goéstermistir. SAED, AuNS'lerin (111), (200), (220), (222) ve (420) miller
indeksleri ve her bir nanopargacik iizerinde 1,96 A (200) sagak ile yiiz merkezli kiibik
(fce) kristal yapiya sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.8). SPR pikinin 535
nm'den (4 saat inkiibasyon) 560 nm'ye (24 saat c) degismesi nanoyapinin zamana
bagli olarak sekil aldiginin bir isaretidir. P. sylvesteris 5.4 +1.4 nm boyutunda
kiireselden asferik olan AuNS'ler vermistir (Sekil 4.8), bu da 535 nm'de SPR piki
olusumunu ag¢iklamaktadir. Nanopartikiillerin oldukga kii¢iik olmasi nedeniyle, SAED
sirasinda bakir 1zgaraya odaklanilmis ve SAED spektrumu bakirin kristal yapisini
gostermistir (Fernandez-Arias vd., 2020). Bununla birlikte, nanopargacik tlizerindeki
2,25 A (111) sagak fec kristal yap1 gdstermektedir. A. nordmanniana biiyiik oranda 3,5
nm, ancak az miktarda 30 nm boyutunda AuNS'ler vermistir. SPR pikleri 4 saat ila 24
saat inkiibasyon siiresi boyunca 560 nm'den 545 nm'ye maviye kayma gostermistir.
Bu, AuNS'lerin zaman i¢inde bozunmaya ugrayan daha biiyiik agregatlar olusturma
egiliminde olmasiyla ilgili olabilir. ilgin¢ bir sekilde SAED, AuNS'lerdeki kristal
sacagin 1,45 A (220) oldugu (220) ve (422) ile tek bir fcc kristalini ortaya ¢ikarmistir.
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Bunlarin aksine, J. horizontalis 72 + 20 nm boyut aralifinda yuvarlak, trigonal ve
hekzagonal AuNS'ler vermis ve nanokiimeler icermemistir. SAED, AuNS'lerin (111),
(200), (220) ve (222) miller indeksleri ve 1.47 A (220) kristal ihlali ile tek fcc kristal
yapisina sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.8).

5.2 Seker Ligantlarinin Altin ve Giimiis Nanoparcacik Morfolojisi Uzerine

Etkisi

Nanoparcaciklarin boyut ve morfolojisinin takip edilmesinde ilk basvurulan yontem
UV-Vis spektroskopisidir. Yiizey plazmon rezonans (SPR) tepe noktasi ve SPR aralig1
nanoparcacigin boyut ve sekli iizerine bilgi edinmemize katki saglamaktadir (Tepe vd.,
2023). Polen ekstraktlar1 SPR degerleri ve araligina etki etse de, asil etki kullanilan

seker ligantinin karakteristiginden gelmistir.
5.3  Nanoparcaciklarin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Polen ekstraktlarinin test edilen bakteriler lizerine herhangi bir antibakteriyel aktivite
gostermemelerine karsin, altin nanopargaciklar iizerinde toplandiklari takdirde bir
antibakteriyel aktiviteye sahip hale gelmislerdir. S. aureus ve E. casseliflavus
bakterileri i¢in sirasiyla P.pinea_AuNP ve P.nigra_ AuNP nanopargaciklari ve
P.pinea_AuNP, P.nigra_AuNP, A.nordmanniana_AuNP, C.deodora AuNP ve
P.sylvesteris_ AuNP giiclii antibakteriyel aktivite gostermislerdir. E. coli {izerinde ise
kisith bir antibakteriyel aktivite P.pinea_AuNP, P.nigra_AuNP,
A.nordmanniana_AuNP ve C.deodora AuNP nanoparcaciklari igin goriiliirken P.

aeruginosa iizerine herhangi bir antibakteriyel aktivite gdzlemlenmemistir.

Giimiis nanopargaciklara baktigimizda ise C.avellana_AgNP hari¢ hepsi S. aureus ve
E. Cassefliflavus’a etki etmistir. E. coli de ise C.avellana_AgNP ve P.pinea_AgNP
glimiis nanoparcaciklart kismi1 etki ederken, digerlerinin hepsi kuvvetli etki etmistir.
P. aeruginosa icin ise C.deodora_AgNP ve P.sylvesteris AgNPlar giiglii digerleri ise

kismi bir antibakteriyel aktivite gdstermislerdir.

Sonuglar analiz edildiginde bitki ekstraktlarinin altin nanopargaciklar {izerine

eklendiklerinde gram (+) bakteriler olan S. aureus ve E. casseliflavus igin giiglii
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antibakteriyel aktivite gézlemlendi. Buna karsin gram (-) E. coli ve P. aeruginosa i¢in
ise giliclii bir antibakteriyel aktivite gozlemlenmemistir. Benzeri durum glimiis
nanoparcaciklar i¢inde goézlemlenmistir. Bu durum polen ekstrakt kimyasinin ve
nanoparcaciklarin bakterinin gram karakterine gore etki etti§ini gostermektedir.
Literatiir incelendiginde bitki ekstraktlar1 ve karsilik gelen metal nanoparcaciklarin
bakterinin membran 6zelliklerine bagli olarak toksisite farkliliklari gézlenmektedir

(Adeyemi vd., 2022; Bakar vd., 2020).
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6. SONUC VE ONERILER

Polen kimyas1 oldukca karmasik bir igerige sahip ve polen kaynagina bagl olarak
fitokimyasallarin yogunlugu ve cesitliligi farkliliklar gosteriyor olmasina ragmen
flavonoidler, organik asitler, amino asitler, tuzlar, protein ve niikleik asit
kompozisyonlari bakiminda belirgin benzerliklere sahiptirler. Yapilan bu ¢aligma ile
sulu polen ekstraktlarinin kimyasal kompozisyonu i¢in nicel olarak seviyesi belirlenen
37 molekiil, toplam protein, toplam indirgen seker ve toplam lavonoid ve fenolik asit
iceriklerinin altin nanoparcacik sentez ve kararliligi iizerine etkisi incelendiginde
markir molekiil tayininin tiim kompozisyonu analiz etmeye gerek kalmadan belirleyici
bir sonug verdigi tespit edildi. Polen ekstraktlarinin nanopargacik olusumunu zaman
yonilinden pratik olmayan bir siire icerisinde gerceklestirmesi nedeniyle seker
ligandlarimin kullanimi ise hem nanoparcacik sentez siiresini kisaltmistir hem de
kararliligimmi artirmistir. Yapilan antibakteriyel ¢alismalar ise her ne kadar giimiis
nanoparg¢aciklarin belirli bir antibakteriyel aktiviteye sahip olsalar da bu aktivitelerinin
maksimize edilmesi i¢in kararli bir yapiya sahip olmalar1 gerektigi belirlenmistir. Tim

bu dogrultuda yapilmasi gerekenler ise su sekilde listelenebilir.

I. Polen ekstraktlarinin kromatografik metotlar kullanilarak fraksiyonlanmasi.

a. Fraksiyonlama ile benzer molekiil gruplarmin izolasyonu gerceklestirilerek
altin ve glimiis nanoparcacik iizerine tekil etkilerinin anlasilmasi.

b. Protein ve niikleik asit gibi biyopolimerlerin uzaklastirilmasi ile bu yapilarin
nanopargacik morfolojisi tizerine olan etkisinin anlasilmasi.

C. Fraksiyonlama ile elde edilecek karisimlarin belirli oranlarda birbirileri ile
karnigtirllmalar1 ile gerceklestirilecek deney tasarimlari sonucu ortaya ¢ikan
nanoparg¢acik morfolojilerinin istatistiksel yontemler kullanilarak flavonoid, fenolik
asit ve indirgen sekere bagimliliklariin ortaya ¢ikarilmast.

ii. Seker ligand miktarinin kimyasinin bakteriye spesifik olarak belirlenmesi ve
polen ylikiiniin optimize edilmesi.

iii. Bakteriler i¢in gdzlemlenen toksisitenin molekiiler nedenlerinin anlagilmasi

i¢in protein ve gen ekspresyonu bazinda ¢alismalarin gerceklestirilmesi.
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