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OZET

Bitkilerden yesil sentez yoluyla iiretilen nanopartikiiller oldukga yiiksek biyolojik
aktivitiye sahiptir. Mevcut ¢alismada Lotus ccorniculatus bitkisinini ¢igek kisimlarindan
elde edilen ekstraktlarin ve bu ekstraklardan {iretilen ve karakterize edilen giimiis
nanopartikiillerin biyolojik aktivitleri belirlenmistir. Yesil sentez yoluyla iiretilen glimiis
nanopartikiillerinin karekterizasyon c¢alismalarinda UV-VIS, FT-IR spektroskopisi,
gecirimli elektron mikroskobu (TEM), X 1sinin enerji dagilmi (EDX) ve X-Ismi
Kirmimi (XRD) analizleri yapildi. Cicek ekstraktlarinin ve bu ekstraklardan elde edilen
glimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivite degerleri DPPH radikal temizleme
aktivitesi, ferrik indirgeyici antioksidan giicii (FRAP), toplam fenolik igerik (TPC),
toplam flavonoid igerigi (TFC) antioksidan aktivite testleri kullanilarak belirlendi.
Antioksidan aktivite testlerinin her birinde giimiis nanopartikiilleri ¢icek ekstraklarindan
daha yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. Bununla birlikte ¢igek ekstraktinin ve
giimiis nanopartikiillerin yiiksek diizeyde a-glukozidaz enzim inhibisyon aktivitesi
gosterdigi ve bu aktivite degerinin glimiis nanopartikiillerde daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Lotus corniculatus ¢icek ekstrakti ve glimiis nanopartikiillerin minimum
inhibisyon kanstrasyonu (MIK) ve antibiyofilm aktivitesi degerlendirilmis burada da

giimiis nanopartikiillerin daha yiiksek aktivite gosterdigi kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alfa glukozidaz, Antioksidan, Antibiofilm, Giimis

nanopartikiil, Lotus corniculatus,
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SUMMARY

Nanoparticles produced from plants via the process of green synthesis exhibit a
high degree of biological activity. In the present study, the biological activities of
extracts obtained from the flower parts of the Lotus corniculatus plant and silver
nanoparticles produced and characterised from these extracts were determined. In the
characterisation studies of silver nanoparticles produced via green synthesis, a range of
analytical techniques were employed, including UV-VIS, FT-IR spectroscopy,
transmission electron microscopy (TEM), X-ray energy dispersive (EDX) and X-Ray
Diffraction (XRD) analyses. The antioxidant activity values of flower extracts and silver
nanoparticles obtained from these extracts were determined using DPPH radical
scavenging activity, ferric reducing antioxidant power (FRAP), total phenolic content
(TPC), total flavonoid content (TFC) antioxidant activity tests. In each of the
antioxidant activity tests conducted, silver nanoparticles exhibited higher levels of
antioxidant activity in comparison to flower extracts. Furthermore, it was observed that
both flower extract and silver nanoparticles exhibited significant a-glucosidase enzyme
inhibition activity, with the activity level exhibited by silver nanoparticles being notably
higher. An evaluation was carried out in which the antibiofilm activity and minimum
inhibitory concentration (MIC) of Lotus corniculatus flower extract and silver
nanoparticles were analysed. It was determined that silver nanoparticles exhibited

higher activity.

Keywords: Alpha glucosidase, Antioxidant, Antibiofilm, Silver nanoparticle,

Lotus corniculatus,
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, materyallerin atomik ve molekiiler diizeyde manipiile edilmesi ile
yeni Ozellikler kazandirilan bir bilim dal1 olarak son yillarda biiytik bir ivme kazanmustir.
Bu teknolojinin, 6zellikle tip, biyoloji, kimya ve malzeme bilimi gibi bir¢ok alanda ¢ig1ir
acici uygulamalar1 bulunmaktadir (Feynman, 1960). Giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler),
nanoteknolojinin 6nemli bir parcasini olusturarak antimikrobiyal, antioksidan ve
antikanser gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler nedeniyle dikkat cekmektedir (Rai vd., 2009).
Nanoyapili malzemeler (NMs), yenilik¢i ve 0zgiin fizikokimyasal ve biyolojik
ozellikler sergileyerek farmakoloji ve tipta ¢esitli uygulamalara yonelik etkili ve yeni
biyomedikal yontemlerin gelistirilmesine olanak tantyan nanotip alaninda umut verici
malzemeler olarak kullanilmaktadir (Sirelkhatim vd., 2015). Yiiksek yiizey alani, kiiciik
boyut ve kimyasal reaktivite gibi benzersiz fizikokimyasal o6zellikleri sayesinde
nanoyapili malzemeler biyolojik molekiillere kolayca niifuz edebilir ve bu sistemlerle
entegre olabilir.

Genel olarak, bakterileri yerel olarak oldiirmek veya biiylimelerini yavaslatmak
icin ¢evre dokulara en az toksik etkiyle tasarlanan tiim malzemeler veya kimyasal
bilesikler, antimikrobiyal aktiviteye sahip olarak tanimlanir. Bu baglamda, NMs, ilag
tasima, antimikrobiyal ajanlar, as1 tasima ve immiinomodiilasyon gibi g¢esitli
biyomedikal uygulamalarda etkili ve verimli tasiyicilar olarak islev gorebilir (Salata,
2004).

Nanoteknolojinin ila¢ endiistrisine bagarili bir sekilde entegre edilebilmesi i¢in,
cesitli inorganik nanopartikiillerin (metalle—Cu, Au, Ag ve Pt; ve metal oksitler—
Ag20, SiO2, TiO2, CuO, CaO, ZnO, Fe:0s ve MgO) farklt mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir (Rai ve Bai, 2011; Dizaj vd., 2014). Bu
calismalar, nanopartikiillerin potansiyel mikrobiyal ajanlar olarak islev gordiiglinii ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) firetimi, elektron tasima zincirinin inhibisyonu ve
antioksidan molekiillerin tliikenmesi (ROS iiretiminin enzimatik mekanizmalarini
degistirerek) gibi cesitli biyolojik yollarla mikrobiyal tiirlerin biiylimesini yogun bir
sekilde engelledigini ortaya koymustur (Ahn vd., 2014; Maurer ve Meyer, 2016).

Lotus corniculatus, kus ayagi yoncasi olarak bilinir ve Leguminosae familyasina
aittir. Kok nodiillerini tamamen azotla sabitleyebilir ve bu da onu ortii bitkisi olarak
faydali hale getirir. Etnobotanik kullanimlar1 bildirilmistir ve kok karminatif ve ates

diisiiriicti etki gdstermistir, ¢igekler antispazmodik ve yatistiricidir.



Bu calismada, Lotus corniculatus ¢icek ekstrakti kullanilarak glimiis
nanopartikiil (AgNP) iireterek, nanopartikiilin ve c¢icek ekstraktinin biyolojik
aktiviteleri karsilagtirilacaktir. Ayrica sentezlenen giimiis nanopartikiiliin fizikokimyasal

ozellikleri incelenecektir.

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, 1-100 nm arasindaki biiyiikliikteki maddelerin fiziksel, kimyasal
ve biyolojik yapilarint inceleyen bir bilim dalidir. 1-100nm arasindaki molekiiller
nanopartikiil olarak tanimlanir. Nanoteknoloji, maddenin atomik yapisinda degisiklikler
yapilarak yeni maddeler olusturulmasi olarak tanimlanmaktadir (Kut ve Giinesoglu,
2005). Sekil 1°de makro oOlcekli parcaciklar ile nanopartikiiller kiyaslanmaktadir
(Hulkoti ve Taranath, 2014).
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Sekil 1. Makro 6l¢ekli pargaciklar ile nanopartikiillerin karsilastirilmasi

Nanoteknoloji fizik, kimya, biyoloji gibi alanlar1 da kapsayan genis bir bilim
dalidir (Perez ve Sandgren,2008). Son yillarda, nanoteknoloji alaninda optik, manyetik,
katalitik ve elektriksel ozelliklere sahip c¢ok sayida nanopartikiil (NP) diretilmistir.
Cesitli kimyasal ve fiziksel yontemler kullanilarak nanoparcaciklar iretilebilse de, bu
nanoparcgaciklarin  liretimi olduk¢a pahali ve c¢evre kirleticidir. Dolayisiyla
mikroorganizma veya bitkisel kaynaklar kullanilarak nanopartikiil sentezi ekonomik
acidan ve cevre kirliliginin 6nlenmesi yoniinden 6nemli bir alternatif olusturmaktadir

(Gottimukkala vd., 2017; Basoglu ve Akar, 2023).



1.1.1. Nanoteknolojinin Tarihsel Gelisimi

Richard Feynman, 1959 yilinda yaptig1 "There’s Plenty of Room at the Bottom"
baslikli konugmasinda, atom Ol¢egindeki malzemelerin kontrol edilebilecegi fikrini
ortaya koymustur. Bu fikir, nanoteknolojinin temellerinin atilmasinda doniim noktasi
olarak kabul edilmektedir (Feynman, 1960). 1982 yilinda Gerd Binnig ve Heinrich
Rohrer, IBM Ziirith Arastirma Laboratuvari’nda taramali tiinelleme mikroskobunu
(STM) icat etmis ve bu gelisme nanoteknoloji alaninda ¢igir agan bir adim olmustur
(Binnig vd., 1982). Taramali tiinelleme mikroskobunun gelistirilmesi, nanoteknolojinin
ilerlemesinde en biiyiik katkilardan biri olarak degerlendirilmektedir.

Nanoteknolojik malzemelerden ince filmler ve karbon nanotiipler; atomik kuvvet
mikroskobu ve taramali tiinelleme mikroskopisi gibi nanoteknolojik araglar,
nanoteknolojinin disiplinler arasi bir alan olarak literatiirde yer edinmesinde etkili
olmustur. Nanoteknoloji biliminin gelisimiyle birlikte literatiirde yeni terimler ortaya
cikmistir. Nano 6l¢ek; 1-100 nm araligini ifade eder. Nanobilim; Malzemelerin boyut ve
yapilarina dayali Ozelliklerini inceleyen ve atomlarin, molekiillerin veya yigin
malzemelerin karsilastirmasini yapan bir bilim dalidir. Nanoteknoloji; Malzemelerin
nano Olgek araliinda manipiile edilmesi, bu malzemelerin kontrollii boyutlarda
tiretilmesi ve uygulama alanlarinda kullanimiyla ilgilenir. Nanomateryal; Nano 6l¢ek
siirlarinda igsel veya digsal 6zelliklere sahip yapilari ifade eder. Nanonesne; Bir veya
birden fazla boyutta nano 6l¢ek araliginda bulunan malzemelerdir (Jeevanandam vd.,
2018). Nanoteknolojinin tarihsel ve bilimsel gelisimi, disiplinler arasi bir alan olarak

literatlirde 6nemli bir yer edinmesini saglamistir.

1.1.2. Metal Nanopartikiiller

Metal nanopartikiil tiretiminde altin, glimiis, demir, kobalt, aliminyum, bakir gibi
elementler kullanilir. Yiiksek miktarda ylizey alani /hacim oranina ve yiizeylerindeki
iyonlardan o&tiirii metal nanopartikiiller elektriksel yiiklere sahiptirler. Ayn1 zamanda
farkli nanopartikiiller farkli 6zelliklere sahiptirler. Metal nanopartikiiller sicaklik, nem

gibi cevresel faktorlerden etkilendigi i¢in her metal nanopartikiilin kendine 6zgi

ozellikleri vardir (Ijaz vd., 2020).

1.1.3. Giimiis Nanopartikiiller
Gilimiis elementi beyaz renkli dogada dogal veya bilesik halinde bulunan bir
maddedir (Demir, 2000). Bilimsel arastirmalarda nanopartikiiller arasinda, 6zellikle

biyolojik yapilarla etkilesiminden dolayr glimiis nanopartikiiller (AgNP'ler) yaygin



olarak kullanilmaktadir. Kullanilan glimiis nanopartikiiller (AgNP'ler), iyi elektriksel
iletkenlik, fotoelektrokimyasal, antioksidan, antifungal, antimikrobiyal, antiviral,
antibakteriyel, antiinflamatuar, antikanser, antibiyofilm ve enzim aktivitesi gibi
ozelliklerinden dolay1 bir¢ok endiistriyel alanlar da kullanilmaktadir (Stevens vd.,2009;
Zhang vd., 2009; Austin vd., 2014; Arroyo vd., 2020; Akar vd., 2024). Gilimiis
nanopartikiilleri, genellikle giimiis nitrat (AgNO;) tuz c¢ozeltisinin  varliginda
olugsmaktadir. AgNOs tuzundaki Ag" iyonlari, indirgeyici maddeler tarafindan Ag
atomlarina indirgenir. Sonra indirgenmis Ag atomlar1 birkag¢ tane ¢ekirdek olusturur ve
kiigiik kiimeler halinde tasinan cekirdekler parcaciklari biiyiitiir. Bazi 151k dalga
boylarinda giimiisnanopartikiiller farkli renktedirler (Noguez,2007). Nanopartikiillerin
boyutu ve sekli, giimiis tuzunun indirgeyici madde ile konsantrasyon oranina bagl
atomlarin varligryla kontrol edilebilir. Nanoteknoloji de kaynak olarak bitkisel 6zler
kullanilarak yapilan nanopartikiil sentezi yesil sentez olarak adlandirilmaktadir. Tiim bu
belirtilen 6zelliklere bagli olarak nanopartikiil sentezi ile mikroorganizma ve bitkileri
iceren ekonomik, temiz, toksik olmayan ve g¢evre dostu “yesil sentez” prosediirlerinin

gelistirilmesine fayda saglayacaktir (Mohanpuria vd., 2008).

1.2. Serbest Radikaller

Insan viicudunda bircok kimyasal reaksiyonlar gerceklesir. Bu reaksiyonlar
sonucu viicut i¢in zararlt maddeler olusur. Bu zararli maddelere serbest radikaller denir.
Serbest radikaller son yoriingelerinde eslenmemis elektrona sahiptir (Bast vd., 1991).
Eslenmemis elektron serbest radikallerin madedelerle daha kolay reaksiyona girmesini
saglar. Serbest radikaller ikiye ayrilir. Oksijen kaynakli olanlara (ROS) reaktif oksijen
tiirleri ve nitrojen kaynakli olanlara (RNS)reaktif nitrojen tiirleri denir (Halliwell, 1999;
Valko vd., 2007).

Reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit, hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve
alkoksil radikalleri bulunur. Reaktif nitrojen tiirlerini ise nitrik oksit ve nitrojen dioksit
olusturur. Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynakli olabilirler. Endojen
kaynaklarin en 6nemli iiretim yeri mitokondridir. Eksojen kaynaklar ise UV 1sinlar, X-
rays, gama i1sinlari, mikrodalga 1sinlari, temizlik drlinleri gibi cesitli kimyasal
maddelerdir. Organizmada serbest radikallerin yogunluklar1 artigt zaman lipitler,
proteinler ve niikleik asitler {izerinde yapisal bozukluklara neden olarak zararl etkilere
yol acabilirken diisiik yogunlukta bulunmalar1 halinde yararli etkileri bulunmaktadir

(Karabulut ve Giilay, 2016). Serbest radikaller mitokondride oksijen kullanimiyla



birlikte devaml {iretilmektedir ve yaglarin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda

degisiklik meydana getirebilirler (Shinde ve ark., 2012).

1.3. Antioksidanlar
Antioksidanlar organizmada olusan serbest radikalleri yok eden ve onlarin
etkilerini azaltan maddelerdir. Antioksidanlar ya viicutta iiretilir ya da disaridan hazir

olarak almir. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar serbest radikalleri yok ederek

hastalik riskini azaltirlar (Shinde ve ark.,2012).

Tablo 1. Endojen ve Eksojen antioksidanlarin siniflandirilmasi

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz Glutatyon, Koenzim Q 10, Melatonin,
(CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) Selenyum, Urik asit, Lipoik asit, Bilirubin,

ve a- Glutatyon rediiktaz (GR) Transferrin, Alblimin ve Seruloplazmin

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin Olan Antioksidanlar flag Olarak Kullanilan Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin E), B-karoten Ksantin oksidaz inhibitorleri  (allopiirinol,
(Vitamin A), Askorbik asit (Vitamin oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten), NADPH
C) ve Folik asit (Vitamin B9) oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler,  kalsiyum  kanal  blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaclar),
Rekombinant siiperoksit dismutaz, Trolox-C
(vitamin E analogu), Endojen antioksidan
aktiviteyi artiranlar (GPx aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein), Nonenzimatik serbest
radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), Demir
redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin),
Notrofil adezyon inhibitorleri, Sitokinler (TNF

ve IL-1), Barbitiiratlar ve Demir selatorleri

1.3.1. Superoksit Dismutaz

Stiperoksit Dismutaz serbest radikallere karst ilk savunmayi olusturan
antioksidanlardandir (Sen vd., 2010; Sen ve Chakraborty, 2011). Siiperoksit dismutaz,
siiperoksit radikalini (O2") hidrojen peroksit (H>O2) ve molekiiler oksijene (O.)



parcalayan enzimatik antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra, CAT ya da GPx ile

hiicrelerden uzaklastirilir (Young ve Woodside, 2001).

SOD
20,+2H*  H,0,+ 0,

Diger enzimlerin hig¢biri bu reaksiyon aktivitesine sahip degildir ve SOD’un
bilinen tek aktiviteside superoksit radikalinden hidrojen peroksit olusturmaktir

(Karihtala ve Soin, 2007).

1.3.2. Katalaz

Katalaz (CAT), yiiksek miktardaki hidrojen peroksitin pargalanmasini saglar
(Buettner, 2011). Katalaz, en ¢ok peroksizomlar gibi hiicre ici organellerde ve daha az
olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda yer alir. Hidrojen peroksitin, su ve
oksijene parcalanmasini saglar (Limon-Pacheco vd., 2009). Siiperoksit radikali, SOD
araciligiyla hidrojen peroksite pargalanir. Hidrojen peroksit bir radikal olmamasina
ragmen, Cu ve Fe iyonlarinin katalizorliiglinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen

tiirii olan hidroksil radikali (OH) olusumunu saglar (Cheung vd, 2001; Larson, 1988).

CAT
2H50, H,0+ O,

Fenton reaksiyonu

H,0, + CU*FE*? OH +OH +CU*2FE*3
1.3.3. Glutatyon peroksidaz
Glutatyon peroksidaz hiicrenin stoplazmasinda bulunur ve hidrojen peroksitten

hidroksil olusmasini engelleyerek hiicreleri serbest radikallerin hasarlarina karsi korur.

GPy
H,0,+2GSH  * GSSG+ 2H,0

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), diisiik konsantrasyonda olusan hidrojen
peroksitin yikimini saglar.

Sitokrom oksidaz, oksijenin suya doniisiimii sirasinda radikal olusumunu 6nler.
Glutatyon ise en dnemli hiicre i¢i antioksidan olup proteinlerin aktif kalmasina yardime1

olur (Lubos vd., 2011).

GR
2GSSG +NADPH+H™* 2GSH +NAPD-



GCL
Glutamin+Sistein Y-glutamilsistein

GSS
Y — glutamilsistein + Glisin Glutatyon

Eksojen antioksidanlar, viicut tarafindan dogal olarak iiretilemeyen ve disaridan
besinler ya da takviyeler yoluyla alinan bilesiklerdir. Bu antioksidanlar, hiicreleri
oksidatif stresin zararli etkilerinden koruyarak serbest radikallerin neden oldugu hasari
azaltir ve kronik hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Halliwell ve
Gutteridge, 2015). Eksojen antioksidanlar dogal ve sentetik kaynaklardan elde edilir.

Dogal kaynaklar arasinda vitaminler, polifenoller, flavonoidler ve karotenoidler
yer alir. Vitamin C (askorbik asit), gii¢lii bir serbest radikal temizleyici olup, 6zellikle
suda ¢oziinen oksidatif hasar1 dnler. Vitamin E (tokoferoller ve tokotrienoller) ise yagda
¢Oziinen bir antioksidan olarak lipid peroksidasyonunu engeller (Lobo vd., 2010).
Polifenoller ve flavonoidler bitkilerde dogal olarak bulunur ve kuersetin, katesin,
resveratrol gibi bilesiklerle serbest radikal temizleme kapasiteleriyle bilinirler.
Karotenoidler arasinda beta-karoten, likopen ve lutein gibi bilesikler UV radyasyonu ve
serbest radikallerin neden oldugu hasar1 6nlemede etkilidir. Ayrica, selenyum ve ¢inko
gibi mineraller, glutatyon peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlarin aktivitesini
destekler.

Sentetik kaynaklar arasinda gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan butil
hidroksitoluen (BHT) ve butil hidroksianisol (BHA) gibi bilesikler bulunur. Bunun yan1
sira, vitamin C, vitamin E ve koenzim Q10 gibi sentetik antioksidanlar, besin
takviyelerinde kullanilmaktadir (Niki, 2010).

Eksojen antioksidanlar, serbest radikalleri temizleyerek, metal iyonlarinin
katalitik etkilerini azaltarak ve antioksidan enzimleri destekleyerek oksidatif stresle
miicadele eder. Bu mekanizmalar, hiicre hasarin1 6nlemede kritik rol oynar (Halliwell
ve Gutteridge, 2015). Saglik iizerindeki etkileri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet ve kanser gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesi, yaglanma siirecinin yavaslatilmasi
ve bagisiklik sisteminin giiclendirilmesi yer alir. Ozellikle lutein ve zeaksantin gibi
karotenoidler, makula dejenerasyonu gibi goz hastaliklarin1 6nlemede faydalidir (Dai ve
Mumper, 2010).

Ancak, asir1 miktarda eksojen antioksidan tiiketimi toksik etkilere yol agabilir.

Omegin, vitamin E'nin fazla almmmasi1 kanama riskini artirabilirken, beta-karoten



fazlalig: sigara icen bireylerde akciger kanseri riskini yiikseltebilir. Bu nedenle, eksojen
antioksidanlarin uygun dozlarda alinmasi biiylik 6nem tasir (Niki, 2010).

Endojen nonenzimatik antioksidanlardan transferrin, metal katalizli lipit
peroksidasyonuna neden olan demir iyonlarin1 baglayarak serbest demir olusumunu
engeller. Urik asit, radikal tutucu &zelligi vardir. Askorbik asit ise suda eriyen ve
glutatyonla beraber E vitaminin antioksidan etkisinde rol oynayan antioksidan

vitaminlerdendir.

1.4. Sekonder Metabolitler

Bitkiler, protein, karbonhidrat ve lipit gibi primer bilesiklerin yan1 sira, biiylime
ve gelisim siireglerinde 6nemli rol oynayan ¢ok sayida organik bilesik de iiretirler. Bu
bilesikler, "sekonder metabolitler" olarak adlandirilir (Yang vd., 2018).

Sekonder metabolitler genellikle belirli bir bitki tiirlinde veya birbirleriyle akraba
olan taksonomik gruplarda bulunur. Buna karsin primer metabolitler, bitkiler
alemindeki tim tiirlerde ortaktir. Gegmiste sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan
olusturulan islevsiz bilesikler olarak diisiiniilsede, daha sonra bu maddelerin bitkilerin
savunma mekanizmalari, ¢gevreye uyum saglamalar1 ve nesillerini siirdiirebilmeleri i¢in
gelistirilmis 6zellikler oldugu anlasilmistir. Sekonder metabolitlerin antibakteriyel ve
antifungal ajanlar olarak 6nemli bir role sahip oldugu kanitlanmstir.

Sekonder metabolitlerin kullanim alanlar1 oldukga ¢esitlidir. Endiistriyel alanda
antikanser 1ilaclarindan kolesterol diistiriiciilere, antibiyotiklerden bir¢ok biyolojik
hastaligin tedavi ve Onlenmesine kadar tip alaninda genis bir uygulama yelpazesi
bulunmaktadir. Ayrica, bu bilesikler insektisit ve herbisit olarak da kullanilmaktadir
(Erb ve Kliebenstein, 2020).

Sekonder metabolitler, biyosentez siireglerine gore li¢ ana gruba ayrilmaktadir: terpenler,

alkaloitler (azotlu bilesikler) ve fenolik bilesikler.

1.4.1. Terpenler

Terpenler, sekonder metabolitlerin en biiyiik sinifin1 olusturur. Ugucu yaglarin
temel bilesenleri olan terpenler, genellikle giiclii kokuya sahip hidrokarbonlardir.
Terpen adi, ilk kesfedilen iiyelerden biri olan terebentin ile iligkilidir. Terpenler, oksijen
iceren bilesiklere sahip olabildikleri gibi saf hidrokarbon formunda da bulunabilirler.
Kimyasal modifikasyona ugramis terpen bilesiklerine ise "terpenoid" adi verilir (Tiring

vd., 2021).



Terpenler, biyosentetik olarak izopren birimlerinden tiiretilir ve CsHs molekiiler
formiiliine sahiptir. Bu temel yapi, terpenlerin tiim formlarinda "CsHs," seklinde kendini
gosterir (Paduch vd., 2007). Terpenler, igerdigi izopren birimi sayisina gore

siiflandirilir ve her sinifin kendine 6zgii 6zellikleri vardir.

Tablo 2. Terpenlerin siniflandirilmasi

Terpen Sinifi Ozellikleri

Hemiterpenler (Cs) Tek izopren birimi igerir, C3 bitkilerinin yaprak plastitlerinde

bulunur.

Monoterpenler (Cio)  1ki izopren biriminden olusur. Bazi tiirlerde ugucu yag, bazi

tiirlerde recine olarak izole edilmistir.

Seskiterpenler (Cis)  Ug izopren biriminden olusur. Monoterpenler gibi ugucu

yaglarda bulunur.

Diterpenler (Czo) Dért izopren biriminden olusur. Ornegin steviol ve giberellin bu
gruba dahildir.
Triterpenler (Cso) Iki Cis zincirinin bas-bas baglanmasiyla olusur. Saponinler,

steroller ve steroid hormonlar bu gruptandir.

Tetraterpenler (Cs)  Karotenoid pigmentleri igerir. Cicek ve meyvelere renk verir,

fotosenteze katki saglar.

Politerpenler (C>40)  Yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. En iyi bilinen o6rnegi
kauguktur.

Bu simiflandirma, terpenlerin biyolojik ¢esitliligini ve islevlerini anlamada énemli
bir ¢ergeve sunar. Ozellikle ugucu yaglarin ana bilesenleri olarak terpenler, bitkisel

kaynakl ilaglar ve biyolojik pestisitler gelistirmede dnemli bir potansiyele sahiptir.

1.4.2. Alkaloitler

Alkaloitler, insan saglig1 lizerindeki toksik etkileri ve tibbi 6zellikleri nedeniyle
dikkat ¢eken organik azot bilesikleridir. Bu bilesikler, damarl1 bitkilerin yaklasik %20-
30'unda bulunur. Tarih boyunca hastaliklarin tedavisinde kullanilan alkaloitler,
giinimiizde de olduk¢a genis bir kullanim alanina sahiptir. Antienflamatuvar,
antispazmodik, antibakteriyel, analjezik etkileriyle bilinen alkaloitler, ayn1 zamanda
kanser tedavisinde de onemli bir yer tutmaktadir. Tibbi kullanimlarinin yani sira,

tarimda insektisit olarak da kullanilabilmektedir (Souto vd., 2011).



Alkaloitler, azot igeren ve genellikle bazik Ozellik tasiyan bilesikler olarak
tanimlanir. Cogunlukla pozitif yiiklii yapiya sahiptirler ve suda ¢oziintirler. Hiicre
icindeki vakuollerde depolanirlar; ancak gen¢ hiicrelerde vakuol bulunmadigindan
alkaloitlere rastlanmaz. Bitkilerde kok, yaprak, kabuk ve meyve gibi ¢esitli organlarda
bulunurlar ve genellikle sitrik, malik, asetik ve tartarik asit gibi bitki asitlerinin tuzlari
seklinde bulunurlar. Zehirli yapilar1 ve aci tatlariyla bitkileri, otgul hayvanlara ve
zararlilara kars1 koruma islevi goriirler (Halfon, 2005).

Alkaloitler, kimyasal yapilar1 ve kdkenlerine gore li¢ ana gruba ayrilir: gergek
alkaloitler, protoalkaloitler ve yalanci alkaloitler (Aniszewski, 2007).

Gergek Alkaloitler: Amino asitlerden tiireyen, heterosiklik azot iceren ve yiiksek
biyolojik aktiviteye sahip molekiillerdir. Kat1, beyaz renkli ve ac1 tada sahiptirler. Ornek
olarak dopamin, kokain ve morfin gosterilebilir.

Protoalkaloitler: Amino asitlerden tiireyen ancak heterosiklik halka yapisina sahip
olmayan molekiillerdir. Onciil aminoasitleri L-Tirozin ve L-Triptofan’dir. Ornek olarak
adrenalin ve meskalin verilebilir.

Alkaloitlerin kimyasal cesitliligi ve biyolojik aktiviteleri hem tibbi hem de

tarimsal alanlarda genis bir kullanim potansiyeline sahiptir.

1.4.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, aromatik bir halkada bir veya daha fazla hidroksil grubu i¢eren
fenol yapisina sahip organik bilesiklerdir (Shahidi ve Yeo, 2016). Bu bilesikler, giiclii
antioksidan ozelliklere sahiptir ve bitkilerde yaygin olarak bulunur. Fenolik bilesikler,
organik coziiciilerde veya suda ¢oziinme 6zelliklerine bagli olarak heterojen bir gruptur.
Insan saglig1 agisindan hayati Sneme sahip esansiyel bilesiklerdir.

Bitkisel polifenoller, oksidatif stres kaynakli hiicresel hasar1 dnlemeye yardimci
olduklar1 i¢in insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Noreen vd., 2017). Bitkiler,
cevresel stres faktorlerine karsi korunma amaciyla fenolik bilesikler iretirler. Bu
bilesikler, patojenlere karsi savunma saglamanin yani sira sebze ve meyvelerin
dokularina tat ve renk kazandirarak komsu bitkiler arasindaki etkilesimleri destekler
(Atak vd., 2017).

Insan sagh@ iizerindeki etkileri arasinda antidiyabetik, antienflamatuar,
antialerjik, antimikrobiyal, antiviral ve antipatojenik ozellikler bulunur (Manach vd.,
2004).

Bitki fenollerinin biyosentezi iki temel yolla gerceklesir: sikimik asit ve malonik

asit yollart. Sikimik asit yolu, genellikle bitkilerde fenolik bilesiklerin iiretimi igin
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kullanilirken, malonik asit yolu daha cok bakteri ve mantarlarda fenolik iiretiminin
temel kaynagidir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Fenolik bilesiklerin kimyasal ¢esitliligi, onlarin bitkilerde savunma, stres yonetimi
ve estetik 6zellikleri (renk ve tat) saglama gibi ¢ok yonlii roller iistlenmelerine olanak
tanir. Ayn1 zamanda, bu bilesikler insan sagligina olan katkilariyla da Onemini

korumaktadir.

1.4.4. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi
Fenolik bilesikler temel olarak basit fenoller ve polifenoller olmak iizere iki
grupta incelenirler. Karbon sayilarina gore fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi Tablo

3’de verilmistir (Harborne ve Simmonds, 1964).

Tablo 3. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Yap1 Siif

Cs Basit fenolikler

Ce.Ci Fenolik asitler

CeC2 Asetofenonlar ve fenilasetik asit

CeCs Sinamik asitler, sinnamil aldehitler, sinnamil alkoller

Kumarinler, izokumarinler

Cis Kalkonlar, auronlar, dihidrokolonlar, Flavanlar,

Flovonlar, Flavanonlar, Antosiyanidin, Antosiyanin

Cso Biflavonil

C6-C1-Cs, Cs-C1-Cs Benzofenonlar, ksanton, stilbenler
Ce,.Ci10,C14 Kinon

Cis Betasiyanin

Lignanlar ve neolignanlar Dimer veya oligomerler

Lignin Polimerler

Tanenler Oligomer veya Polimerler
Filobafenler Polimerler

1.4.4.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, kimyasal yapilarinda iki ana karbon iskeleti bulundurur:
hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler. Bu bilesikler, gidalarda yaygin olarak
bulunur ve temel iskelet yapist sabit kalmakla birlikte, aromatik zincirdeki hidroksil

grubunun say1 ve konumundaki degisiklikler, farkli 6zelliklere yol agar (Robbins, 2003).
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Hidroksisinamik asitler, hidroksibenzoik asitlere kiyasla daha yaygin olup p-kumarik
asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit gibi tilirevlerini igerir. Hidroksibenzoik asit
ornekleri arasinda vanilik asit ve gallik asit bulunmaktadir (Pandey ve Rizvi, 2009).

Bitkiler, ¢iiriiyen kisimlarindan, koklerinden veya yapraklarindan g¢evreye hem
primer (birincil) hem de sekonder (ikincil) iirlinler yayabilir. Bu kimyasal bilesiklerin
cevredeki diger bitkiler ve canlilar iizerindeki etkilerine "allelopati" adi verilir.
Allelopatik etkiler genelde zararli olarak degerlendirilsede, bazi durumlarda yararli
etkiler de gozlemlenmistir. Ornegin, ferulik asit ve kafeik asit gibi bilesiklerin belirli
konsantrasyonlarda toprakta bulunmasinin, bitkilerin ¢imlenmesini ve biiylimesini
engelledigi deneylerle kanitlanmistir (Tiring, 2021).

Fenolik asitler, kimyasal ¢esitlilikleri ve bitkiler arasi etkilesimlerdeki rolleri
nedeniyle hem ekolojik hem de biyolojik a¢idan 6nemli bilesiklerdir. Sekil 2’de fenolik
asitlerden a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinnamik asit tiirevlerinin kimyasal yapilari

verilmistir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

R1 R1
HE—@—CDDH RE@C#CH —COOH
R3 (a) R3 (b)

Hidroksibenzoik R1 R2 R3 Hidroksisinamik R1 R2 R3

p- H OH H Sinapik asit CH;O OH CHsO
hidroksibenzoik

Siringik asit CH;O OH CH3O p-kumarik asit H OH H
Vanilik asit CH;O OH H Ferulik asit CH3 OH H
Gallik asit OH OH OH Kafeik asit H OH OH

Sekil 2. Fenolik asitlerden a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinnamik asit tiirevlerinin
kimyasal yapilar

1.4.4.2. Flavonlar ve Flavonoller
Cigeklerde bulunan bu iki flavonoid grubu, yesil bitkilerin yapraklarinda da
bulunur. Bu flavonoidler, 6zellikle hiicreleri UV radyasyonundan korumaktadirlar

(Tiring, 2021).
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HO

OH
Sekil 3. Flavon ve flavonollerin kimyasal yapilar1 (X=H - Flavon, X=OH->Flavonol)

1.4.4.3. Kumarinler

Kumarinler bazi ucucu yaglarda yiiksek bulunurlar. Bitkinin tiim kisimlarina
dagilmis olmakla birlikte en yiiksek oranda meyvelerde bulunup bunu kok, govde ve

yapraklar izler. Bu bilesikler 6zellikle fizyolojik ve antitimor aktivitesine etkilidir (Jain

ve Joshi, 2012).

O

Sekil 4. Kumarinlerin kimyasal yapis1

1.4.4.4. izoflavonoitler
Bir flavonoid grubu olarak antifungal ve antibakteriyal ozellikte olup bitki

gelisiminde ve savunmasinda yer alir. Bu maddeler "fitoaleksinler" olarak da bilinirler.

Fitoaleksinler fonksiyon olarak hayvanlardaki antikorlarla esdegerdir (Boue vd., 2009).

O

Sekil 5. izoflavonoitlerin kimyasal yapis1
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1.4.4.5. Antosiyaninler ve Antosiyanidinler

Antosiyaninler, cigcekler ve meyvelerde bulunan en genis flavonoid grubu olup, bu
bitkilere renklerini veren pigmentlerdir. Tozlagsmayi saglamak ve tohumlarin
yayillmasina katkida bulunmak igin bdcekleri cezbetmede kritik bir rol oynar.
Yapilarinda seker iceren glikozitler olarak bilinirler, ancak seker molekiilii icermeyen
antosiyaninlere "antosiyanidin" adi verilir. Cyanidin, en yaygin bulunan antosiyanidin

tiiridiir (Mattioli vd., 2020).

a) R b) R4
OH OH
HO o S
" R, HO Oy R,
p
OH 7 O- Seker
OH OH

Sekil 6. a) Antosiyaninin ve b) Antosiyanidinlerin kimyasal yapilari

Antosiyanidinlerde renk olusumu R; ve R> gruplarina baghdir. (Ri=>OH, R22>H,
Antosiyanin: Cyanidin = Renk: Portakal-kirmiz1)

1.4.4.6. Lignin ve Lignanlar

Lignin, selillozdan sonra bitkilerde en bol bulunan karmasik bir fenolik
makromolekiildiir. Mekanik dayaniklilig1 sayesinde bitkilerde 6nemli bir koruyucu islev
istlenir. Genellikle odunsu govdelerde ve tohumlarda bulunur ve haserelere karsi
caydirict bir rol oynar. Ayrica, bu bilesiklerin bazilar1 tibbi etkileriyle dikkat
cekmektedir (Breitmaier, 2006).

\
Y OH

OH
Sekil 7. Lignin kimyasal yapisi
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1.4.4.7. Tanenler

Ligninlerin ardindan savunma ozellikleriyle bilinen bir diger bitki fenolik
polimeri tanenlerdir. Bu bilesikler, bitkileri otcul hayvanlara karsi koruyarak savunma
mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar. Protein baglama ve pargalama yeteneklerine
sahiptirler. Tanenler, kondense tanenler (proantosiyanidinler) ve hidrolize edilebilir
tanenler olmak {izere iki gruba ayrilir. Hidrolize edilebilir tanenler, kondense tanenlere
kiyasla bitkilerde daha az miktarda bulunur. Kondense tanenlere 6rnek olarak katesin ve
epikatesin; hidrolize edilebilir tanenlere ise gallik asit ve elajik asit gosterilebilir

(Hassanpour vd., 2011).

O~_OH

HO OH
OH

Sekil 8. Tanenlerin kimyasal yapisi

1.5. Enzimler

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 biiyiik bir 6zgiilliikkle ve yiiksek hiz artiglariyla
katalize eder. Bu reaksiyonlar, tiim canli organizmalarin metabolizmasinin temelini
olusturur ve endistri i¢in etkili, verimli ve ekonomik biyokatalitik doniigiimler
gerceklestirme konusunda biiyiik firsatlar sunar (Godfrey ve West ,1996).

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Protein
yapisinda olan bu molekiiller, yiiksek 06zgiilliik ve etkinlikle kimyasal doniistimleri
gergeklestirir.  Enzimler, reaksiyon sirasinda kendileri tiikkenmeden reaksiyonu
hizlandirir ve bu 6zellikleriyle hiicresel metabolizmanin temel tasidir (Nelson ve Cox,
2021). Enzimler, sicaklik, pH ve substrat konsantrasyonu gibi faktorlere duyarlidir ve

optimal kosullarda maksimum verimlilikle ¢alisir.

1.5.1. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimler, katalizledikleri reaksiyon tiiriine gore alti ana smifa ayrilir.
Oksidorediiktazlar; Elektron transferi reaksiyonlarimi1 katalize eder. Transferazlar;
Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine aktarimini saglar. Hidrolazlar; Su

molekiilii kullanarak baglar1 kirar. Liyazlar; Molekiiller arasindaki baglar1 hidroliz
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olmaksizin koparir. Izomerazlar; Molekiiller arasindaki izomer doniisiimlerini katalize

eder. Ligazlar; ATP tiiketimi ile iki molekiilii birlestirir (Berg vd., 2019).

1.5.2. Enzimlerin Fonksiyonlar:

Enzimler, yasamin devami i¢in gerekli olan metabolik reaksiyonlarin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Temel fonksiyonlar1 arasinda sunlar bulunur.
Metabolik Hizlandiricilar; Hiicre igindeki enerji iiretimi, sentez ve parcalanma
reaksiyonlarini hizlandirir. Biyolojik Diizenleyiciler; Hiicresel homeostazi korur.

Savunma Mekanizmalari; Serbest radikalleri ve toksik molekiilleri detoksifiye eder.

1.5.3. Enzimlerin Kullamim Alanlan

Enzimler, yalnizca biyolojik siireglerde degil, endiistriyel ve biyoteknolojik
uygulamalarda da genis bir kullanim alanina sahiptir. Gida Endiistrisi; Peynir yapimi
icin rennet enzimi, meyve suyu berraklastiricilar. Tip; Enzim bazli teshis kitleri ve
tedavi yontemleri. Biyoteknoloji; Atik yonetimi ve biyoyakit iiretimi. Nanoteknoloji;
Glmis nanopartikiillerin sentezinde biyokatalizér olarak enzimler kullanilmaktadir

(Seil ve Webster, 2012).

1.5.4. Giimiis Nanopartikiiller ve Enzimler

Lotus corniculatus cicek ekstrakti gibi dogal kaynaklar, nanopartikiillerin yesil
sentezi i¢in biyokatalitik 6zelliklere sahip olabilir. Bu siirecte, bitki enzimleri indirgeme
ve stabilizasyon ajan1 olarak gorev yapar. Ozellikle giimiis nanopartikiiller, biyomedikal
alanda antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleriyle dikkat ¢eker. Enzimlerin bu siirecte

kullanimi, ¢evre dostu ve ekonomik iiretim yontemlerini destekler (Rai vd., 2009).

1.5.5. 0-Glukozidaz Enzimi

a-Glukozidaz, kompleks karbonhidratlarin  sindirimi sirasinda  glikozil
kalintilarinin serbest birakilmasini katalize eden bir enzimdir. Bu enzim, disakkaritler ve
oligosakkaritlerde bulunan o-1,4-glikozidik baglar1 hidrolize ederek serbest glikoz
molekiilleri olusturur. Ince bagirsak mukozasinda bolca bulunur ve sindirim sirasinda
karbonhidratlarin glikoza doniistiiriilerek enerji tiretimine katki saglar (Berg vd., 2019).

a-Glukozidaz, ince bagirsakta karbonhidratlarin monosakkaritlere pargalanmasini
katalize eden bir enzimdir. Bu enzim, yemek sonrasi kan sekeri seviyelerinin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Ancak, bu enzimin asir1 aktivitesi, diyabet gibi

metabolik bozukluklara yol agabilir (Yu vd., 2012).
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Glikozidazlar, oligosakkaritlerde veya glikokonjugatlarda bulunan glikozidik
baglarin  kirilmasini  katalize eden enzimlerdir. Cesitli glikozidazlar, seker
molekiiliindeki hidroksil gruplariin sayisina, konumuna veya konfigiirasyonuna bagli
olarak glikozidik baglarn kirilmasinda spesifik bir islev gosterir. Ornegin, a- ve p-
glikozidazlar, terminal glikozun anomerik merkezde sirasiyla a- veya B-baglantilar
yoluyla baglandig1 glikozidik baglarin kirilmasimi katalize edebilir (Heightman vd.,
1999).

Bu enzimlerin substratlar1 i¢in ge¢is durumu yapisi, C—O baginin pseudoaksiyal
bir yonelimine ve egik bir konformasyona sahiptir. Bu durum, o- ve B-glikozidazlar
arasindaki temel farklarin, katalitik niikleofil ve iki karboksilik asit birimiyle temsil
edilen katalitik proton vericisinin  pozisyonlandirilmasiyla ilgili  oldugunu
gostermektedir.

Glikozidazlarin aktivitesi, ¢esitli biyokimyasal siirecler i¢in temel dneme sahiptir.
Bu siirecler sunlardir:

(i) Diyetle alinan polisakkaritlerin pargalanarak monosakkarit birimlerine
doniistiiriilmesi. Bu monosakkaritler, organizma tarafindan metabolik olarak
emilip kullanilabilir.

(i) Lizozomal glikokonjugat katabolizmasi ve glikoproteinlerin islenmesi.

(ii1) Glikoproteinler veya glikolipidler iginde oligosakkarit birimlerinin
biyosentezi.

EGlikoproteinlerin olusumu, tetradeka-oligosakkarit GlcsMansGlcNAc:'nin dolikil
difosfattan (DolPP) yeni sentezlenen proteinin N-asparajinine aktarilmasini igerir. Bu
islem, oligosakkaril transferaz (OT) enziminin, endoplazmik retikulum membraninin
liimeninde gergeklestirdigi bir siirectir. Glikozidaz I ve II enzimleri, bu N-bagh
oligosakkaritin temel diizenleme adimlarina katilir ve sirastyla Glc (1-2) Gle ve Gle (1-3)
Glc baglarin1 keserek GlcsMansGlcNAc: glikoproteininin {i¢ glikoz terminal kalintisin
serbest birakir.

Daha sonra, bu olgunlasmamis glikoprotein, glikozidazlar ve transferazlarin
eszamanl etkisiyle islenir ve 0zgiil glikokonjugatlar olusur. Bu glikokonjugatlar,
bagisiklik tepkisi, hiicreler arasi tanima (6rnegin, dollenme), hiicresel farklilagma,
proteinlerin stabilitesi ve ¢Oziiniirliigli gibi biyolojik siireglerde temel roller oynar.
Ayrica, iltihaplanma ve kanser gibi patolojik siireglerde de onemlidir. Ozellikle, alfa-

glikozidaz, metastaz siirecinde tlimor hiicrelerinde bir rol oynayabilir.
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1.6. Biyofilm

Biyofilm koloni olarak yasayabilen ve c¢ogalabilen bakteriler gibi
mikroorganizmalardan olusan bir topluluktur. Baska bir deyisle biyofilmler canli
biyokiitlelerdir. Biyofilmin yapist koloninin hem korunmasina hem de genislemesine
olanak saglar. Prokaryotlar ile 6karyotlar veya tek hiicreli ile ¢ok hiicreli organizmalar
arasinda simbiyotik bir iliskinin var oldugu yaygin bir bilgidir. Bu simbiyotik iligkiler
karsilikli olarak faydalidir. insan viicudu, bakteri, mantar ve viriislerden olusan genis ve
karmasik bir mikrobiyomdan olusur. Insan viicudundaki mikrobiyotanin ¢ogu
gastrointestinal sistem, tiikiiriik mukozas1 ve deride bulunur. Bu mikrobiyota dogustan
gelen bagisiklifa kadar cesitli fizyolojik fonksiyonlart kolaylastirir. Bununla birlikte,
belirli kosullar altinda bu simbiyotik mikroorganizmalarin biiyiimesi, kontrol edilemez
ve biyofilm olusumunu baslatan enfeksiyonlara yol acabilir.

Bakterilerin evriminden beri, bakteriler iki ayr1 durumda var olmustur: planktonik
durum (serbest yilizen) ve sabit durum (bir ylizeye yapismis) (Bjarnsholt vd., 2013).
Bakteriler bu iki durum arasinda farkli 6zellikler sergiler ¢linkii bir yiizeye bakteriyel
tutunma birkag gende hizli degisiklige sebep olur. Bu genler olgunlasma ve
ekzopolisakkarit (EPS) iiretimiyle ilgilidir. Ekzopolisakkaritlere slime veya bakteriyel
EPS de denir. Bakteriler bu degisimden dolay1 koruyucu bir bariyer iiretir. Bu bariyer
bakterilerin canli ve cansiz yiizeylerde koloni olusturduktan hemen sonra baslar
(Bjarnsholt vd., 2013; Irie vd., 2012; Gupta vd., 2016). Bu bariyer, bakterileri konagin
dogal savunma mekanizmalarindan ve antibiyotikler gibi dis tehditlerden korur.
Biyofilmler insan yasaminin biitlin yonlerini etkiler, endiistriyel toplum sagligindan
ekonomik etkiye enerji kullanimindan ekipman bozulmasina, kontamine iiriinlerden ve
enfeksiyonlara kadar etkiler.

Ileri teknolojilerin kullanimi, biyofilmlerin gecirgen su kanallariyla hiicre
birikimleri ve toplanan slime birikimleri ile ekzopolisakkarit matriks icinde sarilmis
karmasik hiicre populasyonlar1 oldugunu kesfetmistir. Bircok insan hastaligi ve tibbi
cihazlarin kolonizasyonu, biyofilmlerde biiyliyen mikroorganizmalarla baglantilidir ve
bu mikroorganizmalar antimikrobiyal tedavilere karsi oldukca direnglidir. Biyofilm
olusumu, tek tek bakteri hiicrelerinin veya hiicre kiimelerinin ayrilmasi, endotoksin
tiretimi, konak bagisiklik sistemi gozetiminden artan kaginma ve bagisiklik direngli
organizmalarin ortaya ¢ikmasina elverisli koruyucu bir bariyerin kurulmasi gibi gesitli
mekanizmalar yoluyla hastalik siirecini baglatir.

Bu konuya iliskin modern anlayis, biyofilmleri, tek veya birden fazla bakteri tiirii,

konak hiicre ve hiicresel yan tiriinlerden olusan, hiicrelerin geri doniisiimsiiz bir sekilde
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alt tabakaya bagli oldugu ve bakteriler tarafinda {iretilen hiicre dis1 polimerik bir
maddeyle cevrili hareketsiz, karmasik bir yap1 olarak tanimlar. Nem ve besin saglayan
bir yiizey, biyofilm gelisimi i¢in ideal bir ortamdir. Biyofilmler iyi, kotii veya notr
olabilir (Rose, 2023). Dogal ortamin pargasi olan biyofilmler notrdiir, oysa
enfeksiyondan sonra agik yaralarda biiyiiyen biyofilmler zararlidir.

Biyofilmler, tiim mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin %70'inden
sorumludur ve insanlarda saglik hizmetiyle iliskili enfeksiyonlara 6nemli bir katkida
bulunur. Biyofilmin bir parcasi olarak yasayan mikroorganizma, kolektif is birligi,
kaynak yakalama ve antimikrobiyal tedaviye kars1 hayatta kalma oraninin artmasi gibi
karakteristik ozellikler gosterir. Artan hayatta kalma ve konake¢1 bagisiklik sisteminin
kagmasi, biyofilmleri kalic1 kronik enfeksiyonlardan sorumlu hale getirir (Cochrane vd.,
1988). Biyofilm aktivitesi ve davranisinin karmasikligi, bu yapmin yol acabilecegi
tahribatlara kars1 etkili bir ¢oziim gelistirmek i¢in multidisipliner arastirmalari

gerektirmektedir.

1.6.1. Biyofilmlerin olusumu

Biyofilmin ii¢ boyutlu mimarisinin olusumu birka¢ asamali bir siiregtir ve
adsorpsiyon, yapisma, mikrokoloni olusumu, olgunlasma ve dispersiyonu igerir.
Biyofilm ylizeyinin sulu bir ortamla (kan veya su gibi) kati-sivi kesisimi, mikroplarin
tutunmasi ve biiytimesi i¢in miitkemmel kosulu sunar. Biyofilm kolonisindeki hiicrelerin
yakin iligkisi, besin bulunabilirliginde, gen aligverisinde ve cogunluk algilamasinda (QS)
bir gradyanin gelismesini tesvik eden kosullar1 yaratir.

1970'li yillarda biyofilm olusumunun mekanizmasini anlamak igin yapilan
calismalar mevcut arastirma araglartyla sinirliydi. Gelismis enstriimantasyon ve
teknolojilerin ortaya cikisi, biyofilmlerin, mikroorganizmalarin besinleri tutmalarina ve
elverigsiz bir ortamda hayatta kalmay1 garanti etmelerine yardimei olan avantajli bir
ortam yaratmak icin savunma kalkani olarak kullanilan uyarlanabilir yapilar oldugunu
ortaya ¢cikarmistir (Sonderholm vd.,2017). Ayrica, farklt mikroorganizmalar tarafindan
iretilen biyofilmler biiylik oranda benzerlige sahiptir, ancak ayni zamanda belirli bir
tire 6zgii kiigiik ozelliklere de sahip olabilirler (Gupta vd.,2016; Paharik ve Horswill,
2016; Veerachamy vd., 2014; Lebeaux vd., 2013). 21. ylizyilin baglarinda yapilan
caligmalar, biyofilm olusumunun dogal gii¢ler ve fizyolojik olaylar tarafindan nasil
yonetildigini agiklamaktadir (Gupta vd.,2016). Biyofilmin olusumu ve gelisimi bes
asama ile karakterize edilir: (i) tek bakterilerin ilk tutunmasi (geri doniistimlii ve geri

dondiiriilemez), (ii) bakteriyel kiimelenme, (iii) mikrokoloni olusumu, (iv) olgunlasma
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ve (v) dagilma/ayrilma( Speziale ve Geoghegan, 2015; Gu vd., 2013; Juhlin vd., 2017;
Klausen vd., 2003; Sauer vd., 2002).Ylizeylere yapismaya yardimci olan bakteriyel
yapiskanlarin retimi, ilk agamanm ayirt edici 6zelligidir.Herhangi bir yiizeyin ilk
kolonizasyonu, serbest yiizen planktonik bakteriler tarafindan gergeklestirilir.Bu serbest
ylizen canlilar ylizeye tutunur, cogalir, hareketsiz hale gelir, ortama bagli olarak ¢esitli

ek ozellikler kazanir ve yiizeye kovalent olarak baglanir.

1.6.2. Biyofilmlere Atfedilen Enfeksiyonlar

Bulasic1 hastaliklar {izerine yapilan ¢esitli ¢aligmalar biyofilmlerle bir iligkiye
isaret etmistir (Costerton vd., 1999; Auinger vd., 2003; Hoiby vd., 2010; Yoon vd.,
2013; Olson ve Hunstad, 2016; Diaz vd., 2011).Destekleyici tahminler, tiim bakteriyel
enfeksiyonlarin yaklasik %70'inin biyofilmle baglantili oldugunu ve hem aracli hem de
araglt olmayan enfeksiyonlar oldugunu one silirmektedir(Jamal vd., 2018).Aragh
olmayan enfeksiyonlar, kiginin kendi viicudunun bakterilerin tutunup EPS iiretmesi i¢in
ideal nem ve diger destek sistemlerine sahip uygun bir biyotik yiizey saglamasi
nedeniyle meydana gelir. Ornegin, P. aerobicus ve Fusobacterium nucleatum, agiz
temizligi yetersiz oldugunda dis etini enfekte ederek periodontite neden olur (Lamont ve
Jenkinson,1998). Disin yiizeyinde gelisen biyofilmler, epitel hiicrelerdeki kalsiyum
gecisine miidahale ederek, agirlikli olarak kalsiyum ve fosfat iyonlarindan olusan
mineralize bir biyofilm (plak veya tartar) olusumuna neden olur (Overman, 2000). Kan
dolagim1 yoluyla kemik metafizine aktarilan, biyofilmle iliskili, ara¢li olmayan bir diger
hastalik osteomiyelittir (Yang vd.,2021). Bagisiklik sisteminin mikrop {izerindeki
etkileri kemik dokusunun daha da dejenerasyonuna ve pargalanmasina neden olur (Yang
vd., 2021). Ayrica, diyabetli hastalarin agik yaralarinda biiyliyen biyofilmlerin kronik
hastaliga neden olduguna inanilmaktadir (Watters vd., 2013). Aerobik bakteriler derin
yaralarin dis kisminda biyofilmler olustururken, anaerobik bakteriler i¢ kisimlari istila
eder (Dowd wvd., 2008; Bowler vd., 2001). Cok sayida biyofilmle iliskili
mikroorganizma, orta kulak iltihabi, kronik prostatit, dogal kapak endokarditi, kistik
fibroz ve periodontitis gibi rahatsizliklardan sorumludur (Donlan ve Costerton, 2002).
Biyofilmler: (a) biyofilm hiicrelerinin veya hiicre kitlelerinin ayrilmasi, kan ve idrar
enfeksiyonlarina veya emboli olusumuna yol agmasi, (b) hiicrelerin biyofilm igindeki
diren¢ plazmitlerini degistirmesi, (c) hiicrelerin antimikrobiyal ajanlara kars
duyarliligimin azalmasi, (d) bakteriler tarafindan biyofilmle iligkili endotoksin iiretimi

ve (e) direngli konak bagisiklik sistemi gibi yollarla bulasici hastaliklara yol agabilirler.
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1.6.3. Biyofilmler ve ila¢ Direnci

Biyofilmin yapisal ozellikleri ve igerdigi bakteriler antibiyotik direncinin
gelismesinden sorumludur. Biyofilmlerle iligkili ilag direnci, biiyiik 6l¢lide biyofilmler
tarafindan yonlendirilebilen oldukc¢a ayrintili bir olgudur. Antibiyotikler, dezenfektanlar
ve mikrop Oldiiriicii maddeler biyofilmleri ve iliskili enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin
kullanilabilir. Biyofilmlerde yasayan bakteriler, O6zellikle planktonik durumlariyla
karsilastirildiginda ilag direncinde, 6zellikle antibiyotik direncinde 10 ila 1000 kat artig
gosterir (Mah, 2012).

Antimikrobiyal ajanlarin biyofilmler boyunca gecikmis veya yetersiz diflizyonu,
biyofilm mikrobiyal organizmalarinin degisken biiylime hizi ve diger islevsel
degisiklikler antimikrobiyal direncin gelismesinden sorumludur. Planktonik durumdaki
bakterilerin ilaglardan kaginmak ve direng¢ gelistirmek icin bir arag olarak enzimler,
disar1 akis pompalar1 veya mutasyonlar kullandigi bilinmektedir (Welch vd., 2005;
Walsh, 2000; Beauclerk ve Cundliffe, 1987; Kumar vd., 2013; Lata vd., 2015; Magnet
vd., 2001; Nikaido, 2003; Sharma vd., 2015; Sharma vd., 2019). Ancak, bu ¢aligmalar
aynt zamanda biyofilmlerdeki geleneksel direng mekanizmalarinin antibiyotik
direncinde bir rol oynama olasiligin1 da diglamaz. Daha 6nce, seftazidime tekrar tekrar
maruz birakilan bir biyofilmden izole edilen Pseudomonas aeruginosa'nin
antibiyotiklere karsi geleneksel direng formunu sergiledigi goézlemlenmistir (Liu vd.,
2022). Bir biyofilm ig¢inde, bir dizi farkli bilesen ilaglarin etkinligini azaltmak veya
tamamen onlemek icin birlikte calisir ve bu da direnci daha da artirir. {lacin azaltilmis
penetrasyonu(Gordon vd., 1988; Kumon vd., 1994; Mah ve O’Toole, 2001; Nichols vd.,
1988; Shigeta vd., 1997; Stewart, 1998; Stewart, 1996), biyofilmin degistirilmis
kimyasal mikro ortami (de Beer vd., 1994; Prigent-Combaret vd., 1999; Tack ve Sabath,
1985; Tuomanen vd., 1986 ; Xu vd., 2000) ve spor olusumuna benzer bir farklilasma
bicimi gosteren bir biyofilmdeki mikroorganizma alt grubu (Cochran vd., 2000; Das vd.,
1998) gibi stratejiler, (Goto vd., 1999) hepsi bakteri biyofilm kolonilerindeki ilag
direnciyle baglantilidir (Davies, 2003).

Yavas biiyliyen popiilasyonun toleransi ve kalicilarin varligi nedeniyle antibiyotik
tedavisine dayanabilen yiiksek sayida bakteri hiicresinin korunmasi (Brown vd., 1988;
Li vd., 2014), yiiksek mutasyon orani ve antimikrobiyal secici baskinin varligi ve
mutantlar arasinda biyofilmlerin bdlmeli yapisindaki yerel rekabet de biyofilmlerde
antibiyotik direncinin gelismesinin kolaylagmasina katkida bulunur.

[lag direnci icin bir diger olas1 aciklama, biyofilm iliskili bakterilerin daha yavas

biiylime hizidir. Daha yavas biiyiime, antimikrobiyal ajanlarin daha yavas alimina neden
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olur ve bu da bakteri dldiirme i¢in suboptimal hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonlarina yol
acar.
Biyofilm mikroorganizmalarinin antibiyotik direncine yonelik bir diger yontem

ise, bakterinin diren¢ genleri edindigi bir siire¢ olan yatay gen transferidir (Mah, 2012).

1.6.4. Biyofilmleri Kontrol Etme Yontemleri

Biyofilmle iliskili enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in antibiyotiklerin sik
kullanilmas1 sonucunda daha viriilan, antibiyotiklere direnc¢li bakteriler ortaya ¢ikmaya
baslamis ve bunlar1 ortadan kaldirmak icin son teknoloji tekniklerin yaratilmasini
gerektirmistir (Fleming ve Rumbaugh, 2017). Biyofilmleri etkili bir sekilde diizenlemek
icin bunlarin nasil ortaya ¢iktigina dair eksiksiz bir anlayisa sahip olmak, etkili iletisim
taktikleri benimsemek ve bu stratejileri uygulamaya koymak onemlidir (Hobley vd.,
2015). Bakteriyel yapigsmay1 sinirlayacak yiizey tasarimi, ameliyat Oncesi ve sonrasi
Oonlemler ve implantlar1 antimikrobiyal ilaglarla kaplamak, bakteriyel yapigmayi
onlemek i¢in sadece birkag stratejidir (Veerachamy vd., 2014; Klemm vd., 2010).

Cesitli antibakteriyel ajanlarin, diyet takviyelerinin, yiizey yapigsmasini dnleyici
tedavilerin ve ortam kosullarindaki degisikliklerin kullanimi, bakteri biiylimesini
onleyebilir. Olgunlagmamis bir biyofilmle karsilastirildiginda, gelismis bir biyofilmi
bozmak daha zordur. Gelismis biyofilmler icin, biyofilm ayrisma promotorlerinin
aktivasyonu, monoklonal antikor tedavisi, peptit bazli agilarin uygulanmasi ve standart
temizleme siirecleriyle biyofilm mikroorganizmalarinin ortadan kaldirilmasi dahil
olmak iizere ¢esitli yaklasimlar kullanilmistir. Olgunlasmis biyofilmi parg¢alamak icin
fiziksel yaklagimlar (ultrason, kayma gerilimi ve termal sok terapisi dahil), biyolojik
yaklasimlar (anti-patojenik biyofilm ve fajlar gibi), kimyasal yaklasimlar (niikleazlar,
proteazlar ve galaktazlar gibi enzimlerin kullanimi dahil), tamamlayici stratejiler
(enzimler ve faj kombinasyonlari, dezenfektanlar ve asindiricilar kombinasyonlar:1 gibi)
ve ayrilmaya karsi koruma yontemleri kullanilir (6rnegin, besin maddelerini ve QS

sistemini diizensizlestirmek icin ¢evresel faktorlerin kullanimu).

1.7. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite, mikroorganizmalarin biiyiimesini engelleyen veya onlari
oldiiren kimyasal veya biyolojik maddelerin etkinligini ifade eder. Bu maddeler,
bakteriler, mantarlar, viriisler ve parazitler gibi patojen mikroorganizmalara kars1 etkili

olabilir. Antimikrobiyal ajanlar, enfeksiyonlarin tedavisi ve dnlenmesinde 6nemli bir rol
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oynar ve bu nedenle tip, tarim ve gida endiistrisinde genis bir kullanim alanina sahiptir
(Hawkey, 2008).

Son birka¢ yilda, nanoyapili malzemeler (NMs), cesitli bilim ve teknoloji
alanlarinda yapilan arastirma faaliyetlerinin artmastyla birlikte Onemli Olcilide
gelistirilmistir (Seil ve Webster, 2012). Boyuta bagl 6zellikleri (107 ila 1072° metre)
nedeniyle nanoyapili malzemeler, cesitli rahatsizliklarin kontrolii veya tedavisi igin
nanomalzeme tabanli biyomedikal teknolojilerin gelistirilmesinde umut verici
malzemeler olarak kabul edilmektedir. Ayrica, bakterilerin boyutlar1 (10°¢ metre) ile
nanopartikiillerin boyutlar1 (107 metre) arasindaki kiiclik fark, nanopartikiillerin genis
bir mikroorganizma yelpazesine karsi potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak islev

gormelerine olanak tanimaktadir.

1.7.1. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Glimiis nanopartikiiller, ¢esitli bakteri tiirlerine karst olaganiistii  giiclii
antibakteriyel 6zellikler sergilemistir (Rai vd., 2009).

Glmiisiin, enzim aktivitesini ve membran islevini bozarak c¢esitli mikrobiyal
tirlere kars1 genis bir biyosit etkisi gosteren antiseptik bir ajan olarak islev gordiigii
gozlemlenmistir. Gilimils iyonlarinin bakteriyel membranlart destabilize ederek
gecirgenligi artirdigit ve bu durumun, bakterilerin hayati protein ve solunum
enzimlerinin islevlerinin engellenmesiyle sonuc¢landigi belirtilmistir. Bu  siireg,
bakterilerin niikleik asitlerinin (RNA ve DNA) replikasyonunun durmasma ve iyon
tagima isleminin engellenmesine neden olmaktadir.

Arastirmacilar, E. coli inhibisyon oraninin AgNP konsantrasyonu ile dogru
orantili oldugunu ve AgNP konsantrasyonunun bakterilerin biiylimesini durdurmada
temel bir rol oynadigin1 dogrulamistir. Coli hiicrelerinin, AgNP birikimi nedeniyle
protein fonksiyonlarinin ciddi sekilde zarar gordiigli ve tahrip oldugu gozlemlenmistir.
Ayrica, AgNP'lerin antibakteriyel aktivitesinin boyuta bagli oldugu dogrulanmistir;
cliinkii kiicik boyutlu AgNP'ler (1-10 nm), bakterilerin hiicre duvarlariyla yiiksek
diizeyde etkilesim gostermistir (Morones vd., 2005). Pal ve ¢alisma arkadaslar1 (2007),
farkli morfolojilere (sekillere) sahip AgNP'lerin E. coli iizerindeki antibakteriyel
aktivitesini incelemistir. Arastirmacilar, kesik tiggen seklindeki AgNP'lerin, kiiresel ve
cubuk seklindeki AgNP'lere kiyasla daha yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugunu
bildirmistir.

Ilging bir sekilde, giimiis nanopartikiillerin (AgNP'ler) yiizey kimyasi, AgNP'lerin
antibakteriyel aktivitesinde onemli bir rol oynamaktadir (Kvitek vd., 2008). Yiizeyin
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roliinii tahmin etmek i¢in Gilimils nanopartikiiller (AgNP'ler) iizerindeki yiizey
kimyasint degerlendirmek amaciyla, sodyum dodesil siilfat (SDS), polivinilpirolidon
(PVP 360) ve polioksietilen sorbitan monooleat (Tween 80) gibi c¢esitli organik
molekiiller AgNP yiizeylerine fonksiyonlandirilmis ve bu nanopartikiillerin ¢esitli
bakteriler {iizerindeki antibakteriyel o6zellikleri incelenmistir. 1.69-13.5 pupg/mL
konsantrasyonundaki AgNP'lerin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerini
sergiledigi ve AgNP'lerin antibakteriyel 6zelliklerinin hem bakteriyel tiire hem de yiizey
kimyasina bagli oldugu gézlemlenmistir.

Benzer sekilde, Trianthema decandra bitkisinden izole edilen dogal bir yiizey aktif
madde kullanilarak, Au (altin) ve Ag (glimiis) nanopartikiillerin iiretimi i¢in tek potali
yesil bir sentez yontemi gelistirilmistir (Geethalakshmi ve Sarada, 2013). Her iki
nanopartikiiliin antibakteriyel davraniglari, Kirby-Bauer yontemi ile degerlendirilmistir.

Ayrica, Ahmad ve arkadaslar1 (2013), Candida albicans mantar hiicre Oziitlerini
kullanarak olduk¢a monodispers kristalin Au ve Ag nanopartikiillerin ekolojik dostu bir
biyosentetik yontemi gelistirmistir. Uretilen Ag ve Au nanopartikiiller sirastyla 450 nm
ve 540 nm’de maksimum emilim gostermis ve 6zgiil yiizey alanlar1 184.4 m?/g ve 18.9
m?/g olarak hesaplanmistir. Arastirmacilar, bu nanopartikiillerin antibakteriyel
davraniglarin1 Escherichia coli ve Staphylococcus aureus iizerinde degerlendirmistir.
Bindhu ve Umadevi (2013), Hibiscus cannabinus yaprak oziiti kullanarak AgNP'ler
sentezlemistir. Bu nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zellikleri Proteus mirabilis, E. coli
ve Shigella flexneri gibi ¢esitli mikrobiyal tiirler {izerinde incelenmistir. Bu ¢alismada, 5
mM, 8 mM gibi farkli Ag" iyon konsantrasyonlar1 kullanilarak AgNP {iretimi
gergeklestirilmistir. 5.0 mM gibi diisiik bir Ag® iyon konsantrasyonu ile sentezlenen
AgNP'lerin, diger konsantrasyonlara gore daha yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi ortaya konulmustur. Bu durum, diisiik Ag* iyon konsantrasyonu kullanilarak
daha kiiclik boyutlu AgNP'lerin olusumunu sagladigini ve bu kiigiik boyutlu AgNP'lerin
bakterilerin hiicre duvarlar1 ile daha etkili bir sekilde etkilesime girmesine olanak
tanidigini gostermektedir.

Bunlarin yan1 sira, AgNP'ler (glimiis nanopartikiiller) pahali ve toksik kimyasallar
icermeyen c¢evre dostu yaklasimlarla sentezlenmistir (Ravindran vd., 2013). Bu
yontemlerde, AgNP'ler mikrobiyal tiirlerden elde edilen hiicre Oziitleri veya bitki
oziitleri kullanilarak sablon olarak tiretilmistir. Bu yesil sentez yaklasimlari, pahali ve
toksik kimyasallarin kullanimin1 etkili bir sekilde degistirmektedir. Genel olarak, cevre
dostu AgNP sentez protokolleri sunlar1 igerir: (1) dogal kaynaklarin sablon olarak

kullanimi, (2) ¢oziicli ortam ve (3) AgNP'lerin toksik olmayan kimyasallarla stabilize
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edilmesi (Kim vd., 2009). Ornegin, AgNP'ler deniz makroalglerinden (Jania rubins (Jr),
Pterocladia capillacae (Pc), Colpmenia sinusa (Cs), ve Ulva faciata (Uf)) elde edilen
polisakkaritler kullanilarak sablon olarak sentezlenmistir (El-Rafie vd., 2013). Uretilen
AgNP'ler Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere karst antibakteriyel aktivite
gostermistir. AgNP'ler, hiicresel protein islevlerini inhibe ederek bakterilerin hiicre
duvarlarina 6nemli Ol¢lide zarar vermistir. Arastirmacilar, Gram-pozitif bakterilerin
daha az miktarda Ag" iyonu aldigini, Gram-negatif bakterilerin ise daha fazla AgNP
aldigint ve bu durumun AgNP'ler ile Gram-negatif bakteriler arasindaki giiclii
etkilesimleri gosterdigini belirtmistir.

Aktif camur i¢indeki bakteriyel topluluklar tizerinde 1 mg/L AgNP kullanilarak
yapilan antibakteriyel deneyler, AgNP'lerin antibakteriyel 6zelliklerini degerlendirmistir.
Bu degerlendirme, 16S rRNA genine dayali polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
denatiire gradyan jel elektroforezi (DGGE) yontemleri ile gergeklestirilmistir.
Calismalar, aktif camur iceren mikroorganizmalarin AgNP'lere kars1 yiiksek hassasiyet
gosterdigini ve bakteriyel hiicre sayisinin heterotrofik plaka sayimi (HPC) yontemi ile
tahmin edildigini ortaya koymustur.

Fonksiyonel AgNP'ler, spektroskopik (UV-goriiniir, floresans, niikleer manyetik
rezonans ve Fourier doniisiimii kizilotesi) ve elektron mikroskopi (taramali elektron
mikroskobu ve gegirgen elektron mikroskobu) teknikleri ile karakterize edilmistir.

Kitosan tiirevi ile kapsiillenmis AgNP'lerin antibakteriyel aktivitesi, bakteriyel (E.
coli ve S. aureus) ve fungal (Aspergillus terreus ve Aspergillus flavus) tiirler iizerinde
gerceklestirilmistir. Bu calismada, S. aureus ve E. coli bakteriyel tiirleri dokme plak
yontemiyle agar plaklarinda biiyiitiilmiistiir. Diskler etrafinda olusan berrak zonlar,
fonksiyonel kitosan kapsiilli AgNP'lerin antibakteriyel 6zelliklerini agik¢a gostermistir.
Inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 S. aureus igin 206 + 0.53 nm, E. coli i¢in ise 206 + 0.45
nm olarak bulunmustur.

Ayni grup, AgNP'leri sigir serum albiimini (BSA) ile kapsiillemis ve bunlarin
farkli bakteriyel tiirler (S. aureus, Serratia marcescens, Klebsiella pneumonia, E. coli ve
Pseudomonas aeruginosa) lizerindeki antibakteriyel 6zelliklerini incelemistir (Mathew
ve Kuriakose, 2013 a, b). Bu yontemde, AgNP'ler, dodesilamin indirgeme ajani
kullanilarak AgOAc'in indirgenmesi ile iiretilmistir. Daha sonra {liretilen AgNP'ler
BSA ile kapsiillenmis ve agar difiizyon yOntemiyle antibakteriyel 06zellikleri
incelenmistir. Diskler etrafinda olusan berrak zonlar gdzlemlenmis ve inhibisyon
zonlarinin c¢aplarinin ¢esitli bakteriyel tiirler i¢in 24-25 mm araliginda oldugu

belirlenmistir. Bu durum, BSA-AgNP'lerin antibakteriyel 6zelliklerini gostermektedir.
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Suman ve arkadaslar1 (2013), Morinda citrifolia kok Oziitiinii sablon olarak
kullanarak AgNP'lerin (giimiis nanopartikiiller) {liretimi i¢in ¢evre dostu bir yontem
gelistirmistir. Elde edilen AgNP'ler, 413 nm'de bir emilim zirvesi gdstermis, kiiresel
sekle sahip olmus ve ortalama caplart 30-55 nm arasinda degismistir. Bu
nanopartikiiller, HeLa hiicreleri iizerinde miikemmel sitotoksisite sergilemistir.

Gupta ve calisma arkadaslari, Psidium guajava L. bitkisini sablon olarak
kullanarak AgNP'lerin tek adimli yesil sentezi lizerine bir yontem tanimlamistir (Gupta
vd., 2014). Hazirlanan AgNP'ler, 487 nm'de bir yiizey plazmon rezonans (SPR) bandi
gbstermis ve ortalama caplar1 yaklagik 60 nm olarak belirlenmistir. Fitokimyasallar
tarafindan korunan AgNP'ler, Pseudomonas diminuta, E. coli, Mycobacterium
smegmatis, S. aureus ve C. albicans gibi gesitli bakteriyel tiirler lizerinde miikemmel
antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Bioaktif organik molekiillerin (flavonoidler, karbonhidratlar, terpenoidler ve
polifenoller) AgNP yiizeylerini koruyucu ligandlar olarak islev gordiigii ve bu sayede
antimikrobiyal aktivitelerini yiiksek diizeyde artirdigi gozlemlenmistir (Burkowska-But
vd., 2014; Perni vd., 2014; Shankar vd., 2014).

Kumar ve ekibi, Alternanthera dentata sulu 6ziitii kullanarak AgNP {iretimi i¢in
bir yesil sentez yontemi gelistirmistir (Kumar vd., 2014). Elde edilen AgNP'ler, 430
nm'de bir SPR band1 gostermis ve K. pneumonia, E. coli ve Enterococcus faecalis gibi
cesitli bakteriyel tiirler lizerinde antibakteriyel aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir.

Baska bir calisma, AgNP iiretimi icin P. guajava yaprak oziitiinliin umut verici bir
sablon olarak kullanilmasini incelemistir (Parashar vd., 2011). Hazirlanan AgNP'ler,
spektroskopik ve elektron mikroskopi teknikleri ile karakterize edilmistir. Elde edilen
AgNP'lerin antibakteriyel aktivitesi E. coli lizerinde test edilmistir. Ayrica, AgNP'lerin
sinerjik antibakteriyel ozellikleri E. coli, S. aureus, P. diminuta, C. albicans, M.
smegmatis, K. pneumonia, B. subtilis ve F. oxysporum gibi cesitli mikrobiyal tiirler
tizerinde degerlendirilmistir.

Bu calismalar, c¢esitli bitki 6ziitlerinden tiretilen AgNP'lerin, genis bir mikrobiyal

tiir yelpazesine kars1 antimikrobiyal aktiviteler sergiledigini ortaya koymustur.

1.8. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin (NP'ler) morfolojik ve topografik o6zellikleri, biyoaktif
ozellikleri iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugundan, bu 6zelliklerin arastirilmasi ve
degerlendirilmesi biiyiik bir 6nem tasimaktadir ve bilim diinyasinda genis bir ilgi

uyandirmaktadir. Bu Ozellikler arasinda NP'lerin boyutlari, sekilleri, dagilimlari,
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lokalizasyonlari, topaklanma egilimleri, yiizey morfolojileri, ylizey alanlar1 ve
gbzeneklilikleri bulunmaktadir. NP'lerin bu 06zelliklerini karakterize etmek icin

kullanilan baglica teknikler listelenmistir.

1.8.1. UV-Vis Spektrofotometrisi

UV-Vis spektroskopisi, nanopartikiillerin (NP'ler) optik 6zelliklerini karakterize
etmek ic¢in kullanilan basit ve yaygin bir yontemdir ve bu yontem, elektronlarin temel
enerji seviyesinden uyarilmis enerji seviyesine gegislerini 6lgerek calisir (Skoog vd.,
2019).

Nanopartikiiller, genellikle UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile dogrulanir ve
300-800 nm araligindaki dalga boylarinda analiz edilir. Belirli kosullarda sentezlenen
metalik nanopartikiiller, bu spektrum araliginda gii¢lii bir absorpsiyon gostererek
kolayca tespit edilebilir (Khan vd., 2022). Calismalar, 200-800 nm arasindaki dalga
boylarinda yapilan emilim Ol¢limlerinin, 2-100 nm boyutlarindaki nanopartikiillerin
siiflandirilmasinda etkili oldugunu gostermektedir (Begum vd., 2022).

Ornegin, Trichoderma viride Pers. tarafindan iiretilen giimiis nanopartikiillerin
optik Ozelliklerini karakterize etmek i¢in UV-Vis spektrumu kullanilmistir. Bu analiz,
gilimiis nanopartikiiller i¢in karakteristik bir bant olan 405 nm dalga boyunda bir ylizey
plazmon rezonans Dbandi tespit etmistir. Cozeltideki giimiis nanopartikiil
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte bu bandin yogunlugu da reaksiyon siiresi

boyunca artmistir (Fayaz vd., 2010).

1.8.2. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Bu yontem, bir malzemenin kiziltesi 1sikla 1sinlanmasi ve bu 1518in malzeme
tarafindan emilen ya da iletilen kisminin kaydedilmesine dayanir. FTIR analizinde,
numuneye kizilotesi (IR) 1sinlar gonderilir; 15181n bir kism1 numune tarafindan emilirken,
geri kalani i¢cinden gecer. Bu islem sonucunda elde edilen spektrum, dalga boyunun bir
fonksiyonu olarak absorpsiyon veya iletim degerlerini gosterir ve bu veriler, numuneyi
karakterize etmek i¢in kullanilir (Rozali vd., 2023).

FTIR, 6zellikle organik malzemelerin ylizey kimyasal bilesimlerini analiz etmek
veya nanopartikiillerin  islevsellestirilmesini  incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, saflik gerektiren durumlarda kirleticilerin tespitinde de etkili

bir yontemdir (Chevali ve Kandare, 2016).
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1.8.3. X-1511 Kirmmimi (XRD)

XRD (X-Ism1 Kirinimi), bir materyalin X-1sinlar1 ile 1s1inlanmasi ve materyalden
yayilan X-1ginlarinin yogunlugunun ve sagilma agilarinin 6lglilmesi prensibine dayanir
(Epp, 2016). Bu teknik, malzemelerin atomik yapisini belirlemek i¢in kullanilir ve hem
niteliksel hem de niceliksel analizlere olanak tanir. XRD, kristal yapiy1 belirlemek,
kristal boyutlarin1 hesaplamak ve nanopartikiillerin dogrulugunu degerlendirmek igin

etkili bir yontemdir (Habeeb Rahuman vd., 2022).

1.8.4. Enerji dagihimh X-151m1 Spektroskopisi (EDX)

Bu teknik, bir numunenin elektron 1siniyla 1sinlanmasi prensibine dayanmaktadir.
Elektron 1s1n1, numunenin ylizeyine ¢arptiginda, i¢ kabuk elektronlarini yerinden ¢ikarir
ve bu boslugu doldurmak i¢in dis kabuk elektronlarmin gegisi sirasinda X-iginlart
iretilir. Her elementin kendine 6zgii atomik yapisi, karakteristik bir X-151n1 emisyon
modeli olusturur. Bu nedenle, EDX (Enerji Dagilimhi X-Isin1 Spektroskopisi),
nanopartikiil sentezinin dogrulanmasi ve elementel igerik analizinin gerceklestirilmesi
icin kullanilmaktadir (Groarke vd., 2021).

EDX'in dezavantaji, ortaya ¢ikan spektrumlarin yalnizca niteliksel bilesim bilgisi
saglamasidir. Bununla birlikte, spektrumda olusan zirve yogunluklari, bir elementin

numunede gorece bolluguna dair bir tahmin sunabilir (Nasrollahzadeh vd., 2019).

1.8.5. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM (Gegirgen Elektron Mikroskobu), iki boyutlu goriintiiler saglayarak
nanopartikiillerin boyut, sekil, yerlesim, dagilim ve aglomerasyon durumlar1 hakkinda
bilgi sunar (Khan vd., 2019). Bu teknik, ¢ok ince bir elektron 1sim1 kullanarak,
numunenin ¢ok ince bir kesitine odaklanir. Elektronlar numuneden gegerken, sagilma
veya niifuz etme durumlarina bagl olarak mikroskobun altindaki floresan ekranda bir
goriintli olusturur. Elektron yogunlugundaki farkliliklar kontrast olusturarak numunenin
ayrintili bir goriintiisiinii ortaya cikarir. TEM'deki kontrast, elektronlarin numuneyle
olan etkilesimlerinden kaynaklanir ve bu etkilesimler detayli goriintiilemeyi miimkiin
kilar (Egerton, 2005).

TEM, yiiksek ¢oziliniirliikte goriintiiler sunar ve birgok spektrometrik teknikle
birlestirilerek detayli karakterizasyon yapilmasina olanak tanir. SEM'e (Taramali
Elektron Mikroskobu) kiyasla, nano boyuttaki nesnelerin morfolojisi hakkinda daha
fazla veri saglayabilir. Ancak, TEM ile calisma sirasinda kullanilan numunelerin ¢ok

ince hazirlanmasi gerektiginden, bu siire¢ dnemli bir dezavantaj olusturur. Ayrica TEM,
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secilmig alan elektron kirinimi (SAED) adi verilen bir yontemle nanopartikiillerin
kristal yapisinin karakterizasyonu icin de kullanilir. Bu yontemde, elektron 1sin1 belirli
bir numune alanma odaklanir ve kirinima ugrayan elektronlardan elde edilen model

kristal yapiy1 incelemek icin kullanilir.

1.9. Lotus corniculatus L. (Gazelboynuzu)

Lotus corniculatus (Gazelboynuzu) baklagiller familyasina ait bir bitki tliriidiir.
Diinyanin ¢esitli bolgelerinde (Kuzey Amerika, Brezilya, Arjantin, Sili, Uruguay,
Hindistan, Avustralya, Yeni Zelanda ve Tiirkiye gibi) yayilis gostermektedir (Larsen,
1958; Urbanska, 1984). Halk arasinda ‘kus ayagl’ veya ‘“gazelboynuzu” olarak
bilinmektedir. Boyu 10- 40 cm arasinda degisir ve ciceklenme zamani Haziran -
Agustos aylar1 arasindadir. Yem bitkisi olarak kullanilir. Lotus Corniculatus, genellikle
yiiksek flavonoid igerige sahip oldugu bilinir. Bu yiizden tibbi alanda kullanimi olduk¢a
yaygindir. Astringent (yesil cayin sikilastirici etkisi gibi etkiye sahip), idrar soktiiriici,
antifungal, antipiretik, ve kardiyotonik etkilerinin oldugu bilinmektedir (Sridhar ve Bhat,
2007). Cigeklerinin antispazmodik ve sakinlestirici etkisi oldugu bildirilmektedir (Chiej,

R., 1984). Ayrica kok pargalarinin gaz giderici (karminatif) ve ates diisiiriicii etkisinin

oldugu rapor edilmistir (Duke, 1992; Rafiq vd., 2013).
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Sekil 10. Lotus corniculatus “un Tiirkiye’deki genel dagilimi

Bu bitki, ot, silaj ve oOrtii bitkisi olarak yetistirilmekte olup, toprak yapisini
iyilestirme ve azot fiksasyonu yapma oOzellikleri nedeniyle tarimsal siirdiirtilebilirlik
acisindan da Onem tasir. Ayrica gazal boynuzunun ¢igeklerinde bulunan biyoaktif
bilesenler, antioksidan, antimikrobiyal ve diger biyolojik aktiviteler agisindan degerlidir
(Agikgoz, 2020).

Lotus corniculatus ¢i¢ek ekstrakti, son yillarda nanopartikiil sentezinde c¢evre
dostu bir indirgeme ve stabilizasyon ajani olarak kullanilmaktadir. Bitkinin ¢i¢eklerinde
bulunan polifenoller, flavonoidler ve tanenler gibi dogal bilesikler, nanopartikiillerin
biyosentezinde aktif rol oynamakta ve iiretilen nanopartikiillerin biyolojik aktivitesini

artirmaktadir (Yavuz ve Erdemir, 2020).
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Bu calismanin amaci, Lotus corniculatus ¢icek ekstrakti kullanilarak giimiis
nanopartikiillerin yesil sentez yOntemiyle iiretimi ve bu nanopartikiillerin biyolojik
aktivitelerinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismanin  hedefleri arasinda,
nanopartikiillerin antimikrobiyal, antibiyofilm ve antioksidan aktivitelerinin incelenmesi,
cevre dostu sentez yontemlerinin etkinliginin ortaya konulmasi ve bu yontemlerin tibbi
ve endiistriyel alanlardaki potansiyel uygulamalarinin degerlendirilmesi yer almaktadir.
Bu calisma, hem siirdiiriilebilir nanopartikiil iiretim teknolojilerine hem de bitkisel

kaynakli biyomedikal iirlinlerin gelistirilmesine katki sunmay1 hedeflemektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullamilan Cihazlar
Tez calismasinda, Giimiishane Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarinda mevcut malzemeler ve

cihazlar kullanilmistir. Kullanilan cihazlar ve cihazlarin markalar1 Tablo 4’ te

verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlar ve markalari

CIHAZIN ADI MARKASI

Mikropipet Eppendorf (100-1000 ul)/(1000-5000 pl)
Mikropipet Transferpette (10-100 pl)/(100-1000 pl)
Buzdolabi (+4 °C) Beko

pH metre HANNA instruments

Analitik Terazi KERN ABJ-NM/ABS-N

Vorteks Karistirici Heidolph

Magnetik Karistirict IKA® RH Basic 2

UV-Vis Spektrofotometre SHIMADZU

Ogiitiicii (Blender) Waring Commercial

Evaporator Heidolph

2.2. Kullamlan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve kimyasallarin satin alindiklar1 firmalarin

ticari isimleri Tablo 5’ te gosterilmistir.

Tablo 5. Kimyasallar ve markalari

MADDE ADI MARKASI
Etanol ISO-Lab
Metanol ISO-Lab
DPPH Aldrich

TPTZ Sigma

FeCls Merck
Amonyum Asetat Merck
Aliiminyum Nitrat Sigma Aldrich
Folin-Ciocalteu Merck
NaxCOs3 Sigma Aldrich
a-glukozidaz Sigma Aldrich
4-Nitrophenyl-o-D-glucopyranoside Biosynth Carbosynth

Troloks

Acros Organics

Gallik Asit

Sigma Aldrich




Kuarsetin Merck

2.3. Kullanmilan Reaktifler ve Hazirlamislar
Ozellikle antioksidan aktivite testlerinde kullanilan reaktif c¢ozeltiler ve bu

¢Ozeltilerin hazirlaniglar1 Tablo 6 da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan bazi reaktifler ve hazirlaniglari

COZELTILER HAZIRLANISI
100 uM DPPH reaktifi 1.97 mg DPPH 50 ml metanol’de ¢oziiniir.
(A) 300 mM Asetat Tamponu A ¢0zeltisi i¢in, 2.586 ml der. asetik asite 40 mL

saf su ve 90 mL metanol ilave edilir. Hazirlanan
0.5 M NaOH ¢ozeltisi ile pH degeri 3.6’ya
ayarlanir. Son hacim saf su ile 150 ml’ye

tamamlanir.

(B) 10 mM TPTZ B ¢ozeltisi i¢in, 0.0468g TPTZ, 100 mM ve 6

mL HCI’de ¢oziiniir. Uzerine metanol eklenir.

(C) 20 mM FeCls C ¢ozeltisi i¢in, 0.0486g FeCl; 6 mL saf suda

¢Oziinilir. Sonra tlizerine metanol ilave edilir.

FRAP Reaktifi A, B ve C ¢ozeltileri sirasiyla; 10:1:1 oraninda
karigtirilir. Toplam hacim A+B+C= 180 mL’ye

tamamlanmis olur.

0.2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi 0.2 N reaktif saf su ile 1:10 oraninda

seyreltilerek hazirlanir.

2.4. Lotus corniculatus Ekstraktinin Hazirlanisi

Ilk olarak toplanmis ve kurutulmus olan Lotus corniculatus bitkisinin ¢igek
kisimlari blenderdan gegirilerek toz haline getirildi. Ogiitiilen bitkinin ¢icek kismindan
hassas tartida 20 gr tartildi ve daha sonra tizerine 300mL saf su eklenerek karistiricida
24 saat, 27 °C de karistirildi. Karistirma sonunda ekstrakt siiziilerek berrak ¢ozelti elde
edildi.Siizme islemi iki kez yapilmistir. Ekstrakt daha sonra biyolojik aktivite testlerinde
ve nanopartikiil iiretme isleminde kullanilmak iizere kurutularak muhafaza edilmistir.

Ekstraksiyon siirecine ait gorseller sekil 11°de verildi.
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Sekil 11. Bitki ekstraksiyon agamalari

2.5. Giimiis nanopartikiiliin (AgNPs) Sentezi

[lk olarak giimiis nitrat ¢dzeltisini haziladik. 10 mM, 90 mL giimiis nitrat ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan giimiis nitrat ¢ozeltisi lizerine 10ml bitki ekstraktindan yavas
yavas ekledik. Renk degisimini gozlemledi. Ekstraktin eklenmesi tamamlandiktan sonra
4 saat daha magnetik karistiricidda karistirma islemine devam edildi. Glimiis
nanopartikiiliin olusup olusmadig1 spektrofotometrede kontrol edildikten sonra
numuneler endorflara konularak 12000 rpm delO dk. santrifiij edildi. Elde edilen
siiprnatan kismin tamamen arindirilmasi i¢in 12000 rpm de 10 dk. iki kere saf su ile
islem tekrar edildi. Son olarak elde edilen giimiis nanopartikiil tek tiipte toplanarak

kurutmaya birakildi. Béylece glimiis nanopartikiil tiretimi yapilmis oldu.
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Sekil 12. Bitkiden giimiis nanopartikiil sentez agamalari

2.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.6.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali ticari olarak satin alinabilen bir
serbest radikal olup 517 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Antioksidanlarla
muamele, DPPH ’tan kaynaklanan mor rengin siddetinin azalmasina ve absorbansin
diismesine neden olmaktadir (Brand-Williams, 1995). Calismada DPPH radikalinin 100
uM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanilmistir. Ayrica calisma da {i¢ paralel olacak sekilde ve
numune-reaktif korii de ¢alisildi. 11k olarak, daha dnce konsantrasyonu belirlenen bitki
ekstraktt ve glimiis nanopartikiille 6n deneme yapilarak bu test i¢in numunelerin
baslangi¢ konsantrasyonlar1 belirlendi. 750 pl numune ¢ozeltileri lizerine ayn1 hacimde
100 uM’Iik DPPH radikal ¢ozeltisi ilave edildi. 50 dk. inkiibasyon siiresi sonunda

cozeltilerin absorbans degerleri 517 nm’de belirlendi.
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Sekil 13. DPPH radikal temizleme aktivitesi numune ve standartlarin pipetleme
goruntisi

Numunelerin DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal temizleme aktivitesi
belirlenirken standart kalibrasyon grafigi icin troloks antioksidan standardi 5 farkli

konsantrasyonda (0.005 mg/ml’den baslayarak) da calisildi. Elde edilen standart
kalibrasyon grafigi de Sekil 14’te gosterilmistir.

0.6

y =-360.8x + 0.4969
0.5 R? = 0.9996

0.4
0.3+

0.2 4

Absorbans (517nm)

0.1+

0.0 T T T T |
0.0000 0.0003 0.0006 0.0009 0.0012 0.0015

Troloks konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 14. Troloks standart kalibrasyon grafigi

Farkli konsantrasyondaki numuneler ile reaksiyona giren DPPH radikalinin

absorbansindaki degisim Olciilerek, absorbanslara karsilik gelen konsantrasyon
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degerleriyle grafik ¢izildi. Daha sonra y=ax+b denkleminde DPPH konsantrasyonunu
yartya diisliren numune miktar1 mg/mL cinsinden belirlendi. Elde edilen sonuglar SCso
degeri olarak ifade edildi (Disiik SCso degerleri daha yiiksek radikal temizleme

potansiyelini gosterir).

2.6.2. Demir (III) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Benzie ve Strain, tarafindan gelistirilen FRAP yonteminde Lotus corniculatus
cicek ekstrakti, ekstraktan iiretilen glimiis nanopartikiil ve karsilastirma i¢in antioksidan
standart olan Troloks® (6 farkli konsantrasyonda seyreltilerek, baslangi¢
konsantrasyonu 1000uM) calisildi (Sekil 15) (Benzei ve Strain, 1996).

y = 0.0014x
RZ =0.9995

Abs (595 nm)

00 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Troloks Konsantrasyon (uM)

Sekil 15. FRAP antioksidan aktivite testi i¢in farkli konsantrasyonlarda calisilan
troloks antioksidan standardinin kalibrasyon grafigi

Oncelikle galismada pipetleme ii¢ paralel olacak sekilde 50’ser pL numune ve
standart ¢ozeltileri tiiplere aktarildi. Reaktif korii tiiplerine 50°ser pLL. numune ¢oziiciileri
ve numune kori tliplerine ise numune ¢ozeltilerinden 50’ser pL aktarildiktan sonra
FRAP ¢oziiciisiinden (%60 metanol-saf su) 1,5 ml eklendi. Daha sonra numune korii
tipleri disindaki tiiplere 1,5 ml taze hazirlanmis FRAP reaktifi eklendi. Tiipler
vortekslenerek 20 dakika bekletildi. 20 dakika sonunda absorbans degerleri 595 nm’de
belirlendi. Sonuglar standart antioksidan madde olan Troloks® ile karsilastirilarak M

TEAC cinsinden hesaplandi.
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Sekil 16. Demir (III) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ numune ve standart pipetleme
goruntusu

2.6.3. Toplam Fenolik Icerik (TPC)

Toplam fenolik icerik Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak Slinkard ve Singleton
yontemine gore baz1 modifikasyonlar yapilarak belirlendi (Slinkard ve Singleton, 1977).
Yontem de oncelikle 50 pL numune ¢ozeltileri, saf su (2.5 mL) ile seyreltildi ve
iizerlerine, Folin-Ciocalteu reaktifi (0.2 N ve 250 pL) eklendi. Daha sonra
karistma %7.5’1ik ve 750 pL NaxCOs ilave edildi. Son olarakta karigimlarin hepsi
vortekslendi. Hazirlanan tiipler 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
765 nm de absorbans degerleri belirlendi.

Karsilagtirma yapmak amaciyla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit
(500-250-125-62.5-31.25 pg/mL) antioksidan standardi kullanilarak, standart
kalibrasyon grafigi ¢izildi (sekil 17). Bu grafikten elde edilen dogrunun fonksiyonu
kullanilarak numunelerdeki fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE pg/mL)

cinsinden hesaplandi.
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Sekil 17. Toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesinde farkli konsantrasyonlarda
calisilan gallik asit standart kalibrasyon grafigi

Sekil 18. Toplam fenolik i¢erik numune ve standart pipetleme goriintiisii

2.6.4. Toplam Flavonoid icerik (TFC)

Bitki ¢icek ekstrakti ve glimiis nanopartikiiliin flavonoid tayini 2000 yilinda
diizenlenen bir yonteme gore yapildi (Fukumoto ve Mazza 2000). Diger yontemlerde
oldugu gibi pipetleme li¢ paralel olacak sekilde yapildi. Ayn1 zamanda numune ve
reaktif korleri de ¢alisildi. Calismada oncelikle esit hacimlerde numuneler pipetlendi,
daha sonra biitiin tiiplere esit hacimde metanol eklendi. Son olarakta numune korii hari¢

biitiin  tliplere sirasiyla, 1M CH3COONH4 (amonyum asetat) ve %10’luk

39



AI(NO3)3.9H;0 (aliiminyum nitrat) ilave edildi. 40 dk. inkiibasyon siiresi sonunda biitiin
tiiplerin, 415 nm’de absorbans degerleri belirlendi.

Antioksidan standart olarak kuersetin antioksidan standardi (Numunelerle ayni
zamanda ve ayni sekilde c¢alisildi) kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
kuersetin antioksidan standardinin (Baslangi¢ konsantrasyonu 0.25 mg/mL) absorbans
degerleri 415 nm’de okunarak, konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri ile
grafik cizildi (Sekil 19). Cizilen grafige gore ekstraklarin toplam flavonoid madde
miktar1 Kuersetin esdegeri (KAE pg/mL) olarak belirlendi.
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Sekil 19. Toplam flavonoid madde igeriginin belirlenmesinde farkli konsantrasyonlarda
calisilan kuarsetin standart kalibrasyon grafigi
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Sekil 20. Tplam flavanoid igerik testinde numune ve standardin pipetleme goriintiisii
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2.7. a-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu

Lotus corniculatus ¢igek ekstraktinin ve giimiis nanopartikiiliin a-glukozidaz
enzim aktivitesi, modifiye edilerek (Yu vd., 2012) tarafindan gelistirilen metoda gore
caligildi. Calismada Oncelikle test tiiplerine 650 pl fosfat tamponu (pH:6.8 ve 0.1 M)
eklendi. Daha sonra 20 pl numune ve 30 pl a-glukozidaz enzimi (Saccharomyces
cerevisiae, lyophilized powder, > 10 units/mg protein) eklendi. Karisim 37 °C’de 10 dk
bekletildikten sonra 75 pl substrat (4-Nitrophenyl-a-D-glucopyranoside) ilave edildi.
Karisim tekrar 37 °C’de 15 dk bekletildikten sonra biitiin tiiplere 650 pul 1M’lik Na>COs3
eklendi ve reaksiyon durduruldu. Absorbans degerleri 405 nm’de UV/VIS
spektrofotometrede ol¢iildi.

Standart inhibitdr olarak farkli konsantrasyonlarda akarboz (pozitif kontrol)
calisildr (Sekil 21). Calisma ti¢ paralel olacak sekilde ve reaktif-numune korleri de
yapildi. Akarbozun ve numunelerin ICso degerleri (ortamda var olan enzim aktivitesini
yartya diisiiren numune konsantrasyonu) hesaplandi. Numunenin ICso degeri ne kadar

diistik ise enzim inhibisyonunda daha etkili oldugu anlamina gelmektedir.
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Sekil 21. a-Glukozidaz inhibisyonunun belirlenmesinde farkli konsantrasyonlarda
caligilan akarboz standart kalibrasyon grafigi

2.8. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi ile Minimum Inhibitor
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Gram pozitif (S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes ATCC 19615) ve Gram
negatif (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC43288, Proteus vulgaris ATCC
13315, Y. pseudotuberculosis ATCC 911) ve klinik antibiyotik diren¢li A. baumannii
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ve E.coli bakterilerine karsi ekstraktin ve Ag nanopartikiilin minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK), sivi mikrodiliisyon yéntemi ile arastirildi. Ekstraktin baslangic
konsantrasyonu 40 mg/ml (40-0.078 mg/ml) nanopartikiiliin baslangi¢ konsantrasyonu
500 pg/ml (500-0.97 pg/ml) olarak deneylerde kullanildi. Tiim deneyler 96 kuyucuklu
plakalarda 1ii¢c tekrarli olarak gerceklestirildi. 96 kuyucuklu plakanin 1-11.
kuyucuklarma 100 pL LB 12. kuyucuguna ise 200 pL LB eklendi ve bu kuyucuk
sterilite kontrolii olarak degerlendirildi. 11. kuyucuk bakteri biiyiime (100 uL LB+100
ul bakteri) kontrolii olarak degerlendirildi. ilk kuyucuga calisilan ekstrak ve
nanopartikiiliin stok konsantrasyonundan 100 pL alinarak 10. kuyucuga kadar seri
diliisyon yapildi. Plakalar 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Ekstrakt ve nanopartikiiliin
bakterileri inhibe ettigi ilk konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir (Akar
vd.,2024; Cimen ve Diizgiin, 2020).

2.9. Ekstrakt ve Ag Nanopartikillin Biyofilm Olusumuna Etkisinin
Arastirilmasi

Daha oOnce biyofilm olusturma kapasitesi olan antibiyotik direngli klinik A.
baumannnii ve E.coli izolatlar1 antibiyofilm aktivite arastirma deneyinde kullanildi.
Suslar iizerinde ilk olarak ekstraktin ve nanopartikiiliin MIK degeri sivi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlendikten sora, MIK degeri referans almarak antibiyofilm deneylerinde
kullanildi. Biyofilm kantitatif analizi, yar1 kantitatif kristal mor boyama yontemi
kullanilarak yapildi. A. baumannii ve E.coli suslar1 3 ml LB besiyerinde bir gece 37°C
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, 1/100 seyreltilmis A. bumannii ve E.coli izolatlari
ekstrakt (15 mg/ml ) ve Ag nanopartikiil (150ug/ml) ile birlikte 96 kuyulu plakalara
eklendi ve 37°C de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra, plakadaki siispansiyon dokiildii
ve plaka li¢ kez damitilmis suyla yikandi. Her bir kuyuya 200 pL %1 kristal viyole
boyasi eklendi ve oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Kristal viyole plakadan ¢ikarildi
ve yikama islemi damitilmig suyla tekrarlandi. Plaka yikandiktan sonra, oda
sicakliginda 15 dakika kurumaya birakildi. Daha sonra, kuyulara 200 puL %95 etanol
eklendi. E. coli Dh5@ negatif kontrol (Ac) olarak kullanildi. Optik absorbans (A)
degeri 620 nm' de spektrometrede okundu. Kontrol olarak E.coli DH5a kullanildi ve
suslarin  biyofilm olusumu kontrolin (Ac) OD degerine gore 4 farkli grupta
degerlendirildi: 1. A<Ac Negatif, 2. Ac<A<2Ac Zayif pozitif, 3. 2Ac<A<4Ac Orta
derecede pozitif, 4. A>4Ac Giiclii pozitif (Cimen ve Diizgiin, 2020).
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Sekil 22. Ekstrakt ve Ag Nanopartikiiliin Biyofilm Olusumunun goriintiisii

2.10. Giimiis Nanopartikiillerin (AgNPs) Karakterizasyonu

Sentezlenen nanopartikiillerin yapisal, fonksiyonel ve optik 6zellikleri, taramali
elektron mikroskobu (TEM-EDX), Fourier dontisiimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR),
ve malzemelerin kristallografik 6zelliklerinin ve igerdikleri fazlarin belirlenmesi igin
XRD kullanilarak karakterize edildi.

Bitki Gilimiis Nanopartikiillerin XRD ve TEM-EDX analizleri Bayburt
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uyg. ve Ars. Merkezi‘nde (BUMER)
yapildi.

2.11. Nanopartikiillerin UV-Spektrum Analizi

UV-vis analizleri Shimadzu UV-vis spektrofotometresi (UV-1800 UV, Japonya)
ile yapildi. Elde edilen AgNP ve bitki ¢igcek ekstrakti kuvars kiivetlere pipetlendi ve
daha sonra oda sicakliginda 200 ila 800 nm arasinda 1,0 nm ¢oziiniirliige sahip UV-Vis

absorpsiyon spektrofotometresi kullanilarak analiz edildi.

2.11.1. Nanopartikiillerin FTIR Analizi

Bitki ekstraktt ve bitkiden sentezlenen Gilimiis nanopartikiillerin kimyasal
yapilarin1 ve etkilesimlerini, kapaklama ve indirgeme ajanlar1 olarak gorev yapan
fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi i¢in FTIR analizleri yapildi. FTIR cihazi (Marka:
Perkin Elmer, Modeli: UART Two), ile 4000-450 cm araliginda tarama yapildi.
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2.11.2. Nanopartikiillerin XRD Analizi

Bitki ekstraktindan elde edilen giimlis nanopartikiillerin fizikokimyasal
ozelliklerin karakterizasyonu i¢in XRD analizleri yapildi. Spektrumun diginda, NP*lerin
bilesimi, kristallik indeksi ve kristal boyutu da tahmin edilmeye ¢alisildi.

NP‘lerin XRD analizleri Bayburt Universitesi Merkezi AraGtirma Laboratuvari

Uyg. ve Ars. Merkezi‘nde (BUMER) yapildi.

2.11.3. Nanopartikiillerin TEM ve EDX Analizi

Bitki ekstraktindan elde edilen giimiis nanopartikiillerin nanoyapisi ve boyut
dagilimi, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile belirlendi. Ayrica EDX
profilleride belirlendi. Bu analizler de Bayburt Universitesi Merkezi AraGtirma

Laboratuvar1 Uyg. ve Ars. Merkezi‘nde (BUMER) yapildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Giimiis Nanopartikiil Karakterizasyonu

Bitki Gilimiis Nanopartikiillerin XRD ve TEM-EDX analizleri Bayburt
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uyg. ve Ars. Merkezi‘nde (BUMER)
yapildi.

3.1.1. UV-Vis Spektrofotometrisi Analizi

L. corniculatus bitkisinin ¢icek ekstrakti hemde ekstraktan iretilen giimiis
nanopartikiil ¢ozeltileri UV-spektroda calisilarak Ag nanopartikiil olusup olugsmadigi
kontrol edildi. Sonug olarakta karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapildi.

Yiizey plazmon rezonansi (SPR), diiz polarize 151k bir metal yiizeye carptiginda ve
yansidiginda metal ylizeyde olusan titresim hareketlerinden dolay1 gelisen fiziksel bir
olgudur. Sekil 23'te goriildiigii gibi, AgNP'lerin, cesitli giimiis nanopartikiiller i¢in
belgelenen yaklasik 488 nm'de bir SPR emilim zirvesi vardir (Basoglu ve Akar, 2023).

Bu durumda bize glimiis nanopartikiil olustugunu gostermektedir.

5.0
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Sekil 23. Bitki ¢icek ekstrakti ve AgNPs ¢ozeltisinin UV-vis spektrumu

3.1.2. FTIR Analizi
Sentezlenen NP‘lerin kimyasal yapilarini ve etkilesimlerini, kapaklama ve

NP‘lere absorbe olup indirgeme ajanlar1 olarak islev goren fonksiyonel gruplari



tanimlamak i¢in FTIR analizleri yapildi. Cihaz, 4000-450 c¢m™ araliginda tarama
yapacak sekilde ayarlandi.

Glumiis ylizeyine baglanan ve giimiis nanopartikiillerin biyosentezinde rol
oynayan fonksiyonel gruplar1 belirlemek i¢in FT-IR spektroskopisi 6l¢timleri yapildi. L.
corniculatus bitkisinin ¢igek ekstrakti bir dizi pik gosterdi (Sekil 24).

3500 - 3200 cm’' arahigindaki yogun ve genis bant, genellikle fenollerde ve
hidrojen bagl alkollerde karakteristik olarak gozlenen O-H gerilmesine aittir. Bu
nedenle, 3252.18 cm-""lik tepe, -OH'nin gerilme titresimlerini temsil eder (Ayo, 2009).
2935 cm! bandi, -CH3 ve —CH> fonksiyonel gruplarindan gelen alifatik C-H baglarinin
gerilme titresimini gosterir. 1586 cm™! civarindaki pikler C=0, C=N ve C=C'nin gerilme
titresimini temsil eder. C—N'nin gerilme titresimi 1392 cm™'de goriiliir. 1000-1200 ¢cm!
bolgesindeki pikler C—O—C grubunun gerilme titresimini gosterir. Bu nedenle, 1032 cm-
"ik keskin ve genis absorbans piki, O=C-O, C-O-C ve epoksit gibi simetrik C-O
gruplarmin gerilme titresim bantlarina katkida bulunabilir (Kaswar 2009, Selvi 2009).
Bitki ekstraktinin FT-IR calismasi, ekstrakta —C=0/~C=C/—C=N, —OH (hidroksil), C—
O/C—N ve —N-H (amin) gruplarinin varligin1 géstermektedir. Bu fonksiyonel gruplarin,
ozellikle karboksi, hidroksi ve amid gruplarinin Ag" iyonunun metalik glimiise
indirgenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (Chang Chien 2007). Ek olarak 515,06 cm!
biyomolekiillerde alkin C-H biikiilmesini gostermektedir.

Ekstrakta oldugu gibi giimiisnanopartikiilde de benzer pikler goriilmiistiir. Buda

gilimiis nanopartikiiller arasindaki etkilesimleri gdstermistir.
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Sekil 24. Bitki ekstraktinin (a) ve AgNP'lerin (b) FT-IR spektrumlari

3.1.3. XRD Analizi

XRD hem amorf hem de yar1 kristal polimerleri incelemek i¢in kullanilan énemli
bir aractir. Ozellikle kristal malzemeler i¢in X-1sinlarmin madde tarafindan kirinimina
dayanan analitik bir teknik olarak kullanilmaktadir (El Bourakadi vd., 2021). XRD
uygulamasit ayn1 zamanda da Dbiyosentez ile dretilmis nanopartikiillerin
karakterizasyonunda kullanilan tekniklerden birisidir ve onlarin kristalliginin
degerlendirilmesinde kullanilir (Majithia ve Barretto, 2023). XRD'de olusan pikler,
sentezlenen nanopartikiillerin dogas1 geregi kristal mi yoksa amorf mu oldugu yoniinde
bilgi verir. Daha yiiksek pik yiiksekligi nesnenin kristal oldugunu ve daha diisiik pik
yiiksekligi ise amorf oldugunu gosterir (Majithia ve Barretto, 2023; Tarani vd., 2023).

Calismada sentezlenen nanopartikiillerinin XRD analizlerinde 26 = 38.31°, 44.51°,
64.65° ve 77.61°deki kristalin 4 farkli kirinim piki metalik Ag'ye karsilik gelen (111),
(200), (220) (311) indekslenmis kirinimlarla 6rtiismektedir (JCDPS Dosya No. 04-0783)
(Sekil 29). Yesil sentezle iiretilen ¢alismalarda glimiis nanopartikiillerin  XRD
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analizlerinde benzer sonuglar elde edilmistir (Paulkumar vd., 2014; Hatipoglu, 2022;
Sulistyarti vd., 2023). Ayrica 27.53° (210), 32.32° (122), 46.20° (231), 54.74° (142)’teki
diger karakteristik piklerde olusmustur. Literatiirde yesil sentezle yolu ile iiretilen Ag
nanopartikiillerinin XRD analizleri ile yapilan ¢alismalarinin bir kisminda bu pikler Ag
NP'lerinin yiizeyindeki kapaklama maddesi olarak bitki ekstraklar1 kaynakli organik
fazin kristal yapisi ile iligkilendirilmistir (Garibo vd., 2020; Parit vd., 2020; Patil ve
Chougale, 2021). Meng (2015) Ficus altissima Blume yapraklarindan iretilen Ag
nanopartikiillerinin XRD degerlendirilmesinde mevcut ¢caligmada tespit edilen pikler ile
27.81 (210), 32.16 (122), 46.21° (231), 54.83° (142) ortlisen pikler tespit edilmistir.
Ayni sekilde, Priyadharshini vd., (2014) tarafindan Gracilaria edulis (S. G. Gmelin) P.
C. Silva makro alginden elde edilen nanopartikiillerin XRD analizlerinde benzer pikler

elde edilmistir.
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Sekil 25. Gilimiis nanopartikiillerin XRD analizi

3.1.4.Taramah elektron mikroskobu (TEM) ve Enerji Dagihm X-Isim
Spektrometresi (EDX) Degerlendirilmeleri

Taramal1 elektron mikroskobu (TEM), farkli yontemlerle sentezlenen
nanopartikiillerin boyutlarinin, dagilimlarinin ve morfolojilerinin nicel dlgiimlerini elde

etmek ve bu partikiillerin belirtilen 6zelikleri vasitasiyla ayirt etmek icin kullanilan en
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gelismis goriintli 6l¢lim tekniklerinden birisidir (Chand vd., 2020; Patil ve Chougale,
2021).

Lotus  corniculatus  ¢igek  ekstrakti  kullanilarak  sentezlenen — glimiis
nanopartikiillerin TEM goriintiileri alinmis ve olusan giimiis partikiillerin nano tanimina
uygun boyutlarda ve farkli biiyiiklerde (14.65 ve 42,46 nm) oldugu tespit edilmistir.
Sekil 26'da gosterildigi gibi morfolojilerinin agirlikli olarak kiiresel olmakla birlikte ve

hekzagonal (Sekil 26) oldugu da belirlenmistir.

Skil 26. Lotus corniculatus ekstrakti kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
TEM goriintiileri

Enerji Dagilim X-Isin1 Spektrometresi ile belirli nitelikteki numunelerin element
kompozisyonlar1 belirlenmektedir. Burada analizin temeli elektron 1sininin bir numune
ile etkilesimi neticesinde meydana gelen X-ismlari ile iligkilidir. Buna gore bazi
elementlerin X-1ginlarinin 6zellikleri, numunedeki belirli elementlerin bollugunu analiz

eden bir enerji dagilimli X-151m1 dedektorii (EDX veya EDS) tarafindan bir enerji
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spektrumuna ayrilir (Ellingham vd., 2018). Ag-NP’in EDX analizlerinde karbon (C),
oksijen (O), magnezyum (Mg), silisyum (Si), klor (Cl), Bakir (Cu) ve giimiis (Ag)

elementlerine ait spektrumlar belirlenmistir (Sekil 27).
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Sekil 27 Ekstraktan sentezlenen Ag-NP’in EDX spektrumu

Bu elementler kantitatif degerleri bakimindan degerlendirildiginde en yiiksek %
agirlhiga Ag (%96,20) sahip olmusken, bunu sirasiyla Cl (%2.38), C (%1.17), Si (%0.14),
Mg (%0.01) ve O (%0.00) oksijen takip etmistir (Tablo 7). Atom agirliklar1 bakimindan
da % olarak benzer sekilde Ag elementler arasinda en yiliksek atom agirligina
ulasmigken, sirastyla C (%9.23), Cl (%6.31), Si (9%0.49), Mg (%0.05) ve O (%0.03)
elementleri tarafindan takip edilmistir (Tablo 7). EDX spektrumu AgNP’lerin safligini
ve tam kimyasal bilesimini ortaya koymustur. Ag elementi ylizde agirlik olarak kayda
deger bulunmustur. Yesil sentezle elde edilen giimiis nanopartikiillerin EDX
analizlerinde Ag elementinin yiizde agirlik degerleri agisindan yiiksek miktarlarda

olduguna dair c¢alismalar da literatiirde mevcuttur. Machrara capitata (L.)

50



yapraklarindan elde edilen giimiis nanopartikiillerde Ag elementinin % agirlig1 70.36
(Srirangam ve Rao, 2017), Ficus racemosa L. bitkisi yapraklarindan elde
edilenlerde %79.62 (Kumar vd., 2021), Penicillium italicum Xkiifinde % 74.14,
Equisetum arvense L. bitkisinde %71.41 seklinde en baskin element olarak
belirlenmistir (Taha vd., 2019).

Spektrumda tespit edilen karbon, klor ve oksijen elementlerinin varligi bitki
estraktlarindan kaynaklanmaktadir (Baran vd., 2023; Bhusal vd., 2024). Ozellikle de
karbon (C) ve oksijen (O) AgNP'lerin yiizeyine baglanan ve Ortiicii ajanlar olarak
hareket eden fitokimyasallar nedeniyle gelisebilir (Ansari vd., 2023). EDX analizinde
Cu tespit edilmistir. Bu durum numune hazirlama i¢in kullanilan karbon kapli bakir
1zgara ile iligkilidir (Phongtongpasuk vd., 2016; Panda vd., 2018). Lotus corniculatus
ekstraktindan elde edilen AgNP’ler Si ve Mg elementleri mevcudiyet gostermistir.
Rubia cordifolia L. yaprak ekstraklarinda glimiis partikiillerinde agirlikli olarak Ag, S,
ClL, K, Ca elementlerinin yani sira Mg ve Si elementleri sirast ile %0.39 ve 9%0.46
agirhgindan kaydedilmistir. Mg elementi bitkinin iceriginde yer almasi diger bir
ifadeyle klorofil pigmentleriyle iliskili olmas1 ve fotosentez ve metabolizmada rol alan
enzimlerin yapisinda bulunan mineral maddedir (Cazzola vd., 2020). Bu durumdan
dolay1 giimiis nanopartikiillerin EDX analizinde tespit edilmistir. Si elementinin varligi
ise proses esnasinda nanopartikiillerin cam yiizey iizerinde bulunmast durumu ile

iligkilendirilebilir (Somda vd., 2024).

Tablo 7. EDX analizinin kantitatif degerleri

Element % Agirhik % Atom
C 1.17 9.23
0 0.00 0.03
Mg 0.01 0.05
Si 0.14 0.49
Cl 2.38 6.31
Ag 96.27 83.87

3.2. Antioksidan Aktivite Sonuclar:

L. corniculatus cicek ekstrakti ve bu ekstraktlardan biyosentez yolu ile iiretilen
AgNP’lerin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal temizleme aktivite, demir (III)
indirgeme/ antioksidan giic (FRAP), toplam fenolik madde miktar1 (TPC) ve toplam
flavonoid madde miktari testleri (TFC) kullanilarak belirlendi.
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3.2.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Kesfi 100 yil oncesine dayanan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
maddelerin hidrojen saglayici veya serbest radikal temizleyici olarak hizmet etme
potansiyelini degerlendirmek i¢in kullanilan ve kisaca antioksidanlarin DPPH
radikallerini  temizleme kapasitelerinin  spektrofotometrik  6l¢iimlerine  dayali
belirlenmesine yonelik uygulamasi olan diisiik maliyetli, yaygin kullanimli, hizli ve
kolay bir testtir (Foti,, 2015; Akar vd., 2017; Baliyan vd., 2022). Bu siire¢te Brand-
Williams vd., (1995) tarafindan c¢esitli modifikasyonlarla gelistirilen DPPH radikal
temizleme aktivite metodu ve arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. L.
corniculatus ¢igek ekstrakti ve AgNP’lerin DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal
temizleme aktivitesi belirlenirken standart kalibrasyon grafigi icin troloks antioksidan
standard1 5 farkli konsantrasyonda (baslangi¢ konsantrasyonu 0.005 mg/ml) ¢alisildi.
Farkli konsantrasyonlarda calisilan troloks standart kalibrasyon grafiginin degerleri
kullanilarak, troloks antioksidan standardinin SCso degeri 0.0007 mg/ml olarak tespit
edilmigtir. Yapilan analizler neticesinde ekstrakt i¢in SCso degeri 0.054 olarak
belirlenmigken, bu deger AgNP’ler i¢in ise 0.013 olarak belirlenmistir (Sekil 28).
Diisiik SCso degeri, daha yiiksek radikal siipiirme potansiyelini gostermektedir (Unver
vd., 2016).

Nanopartikiillerin antioksidan aktivite etkinligi ekstrakttakinden oldukga yiiksek
tespit edilmistir. Antioksidanlarin ¢ogunun diisiik gecirgenlige sahip ve suda zayif bir
sekilde coziinliyor olmalar1 gibi dezaavantaj olusturmasina karsin biyouyumluluk,
ozellikle de yiiksek stabilite gibi 6zelliklere sahip olmalar1 ile nanopartikiiller yiiksek
antioksidan aktivite gostermekte on plana ¢ikmaktadir (Kumar vd., 2020). Erdem vd.
(2022) Primula vulgaris Huds bitkisinin ¢igek, yaprak ve kok kisimlarindan 100 pg/mL
konsantrasyondaki  ekstraktlarin ve bu  ekstraktlardan  sentezlenen  glimiis
nanopartikiillerin %DPPH degerlerini karsilastirmistir. Buna gore yaprak, kok, ¢icek
ekstraktlarinin %DPPH degerleri sirast 41.5, 86.3 ve 36.7 olarak belirlenmigken buna
karsilik AgNP’lerin degerleri ise ayni siralama ile %58.4, %90.6 ve %48.4 seklinde
tespit edilmistir. Bagka bir calismada Allium cepa L. var. aggregatum Don. bitkisinden
tiretilen AgNP’lerin DPPH degerlerinin test edilen tiim konsantrasyonlar i¢in askorbik
asitten daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Shanmugam vd.,
2022). Benzer sekilde zeytin yaprag: atiklarinin polifenolik ekstraktlarindan elde edilen
AgNP’lerin ylizeylerindeki biyoaktif molekiiller nedeniyle, askorbik aside kiyasla daha

iistiin bir antioksidan aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Alowaiesh vd., 2023).
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Sekil 28. DPPH radikal temizleme aktivitesinde ekstrakt ve nanopartikiiliin SCso

degerleri

3.2.2. Demir (III) Indirgeme/ Antioksidan Giic (FRAP) Tayini Analizi

Demir (III) indirgeme/ antioksidan giic (FRAP) Benzie ve Strain (1996)
tarafindan gelistirilmis bir antioksidan aktivite belirleme yontemidir. Bu yontem asidik
bir ortamda antioksidanlar tarafindan Fe’" kompleksinin yogun mavi renkli Fe?*
komplekse indirgenmesini Olgen tipik bir elektron transferine dayalidir (Zhong ve
Shahidi, 2015). FRAP antioksidan aktivite testinde standart kalibrasyon grafigi i¢in
troloks antioksidan standardi 5 farkli konsantrasyonda (baslangic konsantrasyonu
1000uM) calisildi. Lotus corniculatus ekstraktlarinin FRAP degeri 78.095 TEAC uM
olarak Ol¢iilmiisken bu deger AgNP’ler ise 371.667 TEAC puM yaklasik olarak 5 kata
kadar daha fazla aktivite gostermistir (Sekil 29).

DPPH aktivite belirleme testinde oldugu gibi FRAP testinde de giimiis
nanopartikiil daha yiiksek degerde aktivite gostermistir. Erenler vd. (2021) Tagetes
erecta L. bitkisi yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin ve bu ekstraktlardan iiretilen
nanopartikiillerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmelerinde DPPH ve FRAP testleri
uygulanmis ve her iki test i¢in tespit edilen aktivite degerlerinin nanopartikiillerde daha
yiiksek diizeyde oldugu rapor edilmistir. Bahsi gecen c¢alismada FRAP testi
uygulamasinda AgNP’ler i¢in belirlenen deger 2.8 pmol TE/mg olmusken, ekstrakt igin
ise bu deger 0.8 umol TE/mg olarak Olcililmiistiir. Baska bir ¢calismada ise Reynoutria
Jjaponica (Japon madimagi) bitkisinde de hem ekstrakttin hem de bu ekstraktlardan
biyosentez yolu ile {iiretilen giimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivite belirleme

calismalarinda DPPH ve FRAP metotlar1 kullanilarak 5 farkli konsantrasyondaki (62.5,
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125, 250, 500, 1000 pg/ ml) aktivite degerlerinin tiimiinde nanopartikiillerin daha
yiiksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Khuda vd., 2022). Reynoutria japonica
(Japon madimagi) bitki ekstraktinda 62.5 pg/ml konsantrasyonda FRAP  aktivite
degeri %3.20, nanopartikiil i¢in ise bu deger %9.80, 1000 pg/ml konsantrasyonda ise
ekstrakt i¢in %42.56 olarak, nanopartikiilde ise 56.36 olarak hesaplanmistir (Khuda vd.,
2022). Bunlarin yam1 sira bircok calismada bitki ekstraktlarindan elde edilen
nanopartikiillerin FRAP aktivite degerleri bitki ekstraktlarinin FRAP aktivite
degerlerinden yiiksek Ol¢iilmiistiir (Salari vd., 2019; Gecer, 2021; Chiu vd., 2021).
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Sekil 29. FRAP antioksidan aktivite testinde ekstrakt ve nanopartikiilin puM TEAC
degerleri

3.2.3. Toplam Fenolik Madde Icerigi Analizi

Mevcut ¢alismada toplam fenolik madde iceriginin belirlenmesinde Slinkard ve
Singleton (1977) tarafindan gelistirilen folin-ciocalteu yontemi olarak da bilinen TPC
testi kullanilmistir. Bu yontemde fenolik bilesikleri oksitlemek ig¢in folin-ciocalteu
reaktifi kullanir ve reaksiyon, 760 nm'de Ol¢lilen mavi renkli indirgenmis bir folin-
ciocalteu reaktifi ile sonuglanir. Boylelikle mavi rengin yogunlugu numunenin fenolik
iceriginin belirlenmesinde kullanilir (Lawag vd., 2023). Toplam fenolik madde
miktarinin belirlenmesi i¢in gallik asit antioksidan standardi 5 farkli konsantrasyonda
(Baslangi¢ konsantrasyonu 1000 pg/ml) calisildi ve gallik asit standart kalibrasyon
grafigi elde edildi.

Lotus corniculatus ¢igek ekstrakti ve ekstraktan iiretilen nanopartikiiliin toplam
fenolik madde igerikleri karsilagtirildiginda en yiiksek aktiviteye 80.33 pg/ml ile giimiis
nanopartikiil sahip olmustur Ekstraktin toplam fenolik icerik miktar1 ise 8.33 pg/ml
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olarak Olc¢lilmiistiir. Glimiis nanopartikiil ¢icek ekstraktindan 10 kat daha fazla aktivite
gostermistir.

Misir’da yetisen Phlomis aurea Decne ve Phlomis floccosa D. Don bitki
ekstraktlart ve bu ekstraktlardan elde edilen glimiis nanopartikiillerin toplam fenolik
icerik degerlendirilmesinde bitki ekstraktlarinda sirasiyla 51.73%, 49.33% olarak
Ol¢iilmiisken, giimiis nanopartikiillerde ise bu degerler daha yiiksek 64.96% ve 62.40%
olarak tespit edilmistir (Abdelhady ve Badr, 2016). Ancak, Artemisia absinthium L.,
Humulus lupulus L. and Thymus vulgaris L. bitkileri lizerine yapilan toplam fenolik
miktariin belirlenmesi {izerine gergeklestirilen bir ¢alismada ise tersi bir durum tespit
edilmigtir. Bitki ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri giimiis nanopartikiillerinde
tespit edilen miktarlardan daha yiiksek olarak rapor edilmistir (Balciunaitiene vd., 2021).
Bu durum bitki tiirlerinin farkli olmasi ve bu farkliliklara dayali olarak fenolik

kompozisyonun cesitliligi ile iligkilendirilebilir.
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Sekil 30. Bitki ekstrakt ve nonopartikiiliin toplam fenolik madde iceriklerinin GAE
(ug/ml) cinsinden degerleri

3.2.4. Toplam Flavonoid Madde I¢erigi Analizi

Fenollerin bir alt grubu olan flavonoidler énemli dogal biyoaktif bilesiklerdir.
Bitkilerdeki toplam flavonoid igerigi genellikle ¢oziicii ekstraksiyonundan sonra
kolorimetrik olarak belirlenir. Bitki 6ziitlerinde toplam flavonoid igerigin belirlenmesi
icin yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri, Al (III)'iin kompleks olusturucu madde
olarak kullanildigi altiminyum kloriir kolorimetrik deneyidir (Shraim vd., 2021).

Fukumoto ve Mazza (2000) yontemine dayali olarak toplam flavonoid igerik belirlendi.
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Orneklerin toplam flavonoid igeriklerinin belirlenmesinde kuarsetin antioksidan
standardi1 5 farkli konsantrasyonda (baslangi¢ konsantrasyonu 0.25 mg/ml) ¢alisildi.
Bitki ¢icek ekstraktinin ve nanopartikiiliin toplam flavonoid madde igerikleri
karsilagtirildiginda DPPH, FRAP ve TPC testlerinde oldugu gibi nanopartikiil
ekstraktan ¢ok daha fazla flavonoid madde icermektedir. Cicek ekstraktlarindan elde
edilen nanopartikiil 0.105 mg/ml flavonoid madde igerirken, ¢igek ekstraktinin
flavonoid madde igerigi ise 0.006 mg/ml olarak hesaplanmistir. Erdem vd. (2022)
Primula vulgaris bitkisinin yaprak, c¢igek ve kok kisimlarindan elde ettikleri sulu
ekstraktlarin ve bu ekstraktlardan yesil sentezle {iretilen giimiis nanopartikiillerin toplam
fenolik ve toplam flavonoid igeriklerini belirlemislerdir. Her iki test i¢in de tiim
kisimlarda giimiis nanopartikiiller ekstraktlara gore daha yiiksek degerlerde ol¢iilmiistiir.
Farkl1 bitkiler kullanilarak yapilan yesil sentezle {iretilen giimiis nanopartikiillerin
toplam flavonoid iceriklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda glimiis nanopartikiiller daha

yiiksek aktivite gostermistir (Abdel-Aziz vd., 2014; Fafal vd., 2017; Sivakumar, 2021).
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Sekil 31. Bitki ekstraktinin ve nanopartikiiliin toplam flavonoid madde igeriklerinin
KAE (mg/ml) cinsinden degerleri

3.3. a-Glukozidaz inhibisyon Etkisi

Alfa-glukozidaz enzimi insanlarda beslenme sonrasi glikoz diizeyini artiran bir
karbonhidrat sindirim enzimidir (Adeyemi vd., 2022). Dolayist ile a-glukozidaz
inhibitorleri bagirsaktan karbonhidrat emilimini geciktirmesi ile diyabetli hastalarda
karbonhidrattan zengin diyet sonrasi goriilen kan glikoz seviyesindeki ani artigi
yavaglatarak hastalar i¢in avantajli bir durumun olusmasina katki saglar (Oboh vd.,

2014). Bu nedenle, dogal iiriinlerden 6zellikle de bitkilerden a-glukozidaz inhibitérlerin
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gelistirilmesi hipergliseminin kontrolii i¢in i1yi bir alternatiftir (Assefa vd., 2019).
Mevcut calismada Lotus corniculatus gigek ekstraktinin, nanopartikiiliin ve akarbozun
a-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri hesaplanmis. Akarboz i¢in ICso degeri 0.008 mg/ml,
ekstrakt i¢in 0.061 mg/ml ve giimiis nanopartikiil i¢in ise 0.027 olarak hesaplanmigtir
(Sekil 32). Sonuglarin yorumlanmasinda ICso degeri ne kadar diisiik ise enzim
inhibisyonunda daha etkili oldugu anlamina gelmektedir.

Buna gore L. corniculatus ¢igek ekstraklarindan iiretilen giimiis nanopartikiiller
cicek ekstraktina gore a-glukozidaz enzim inhibisyonunun daha etkindir. Tephrosia
tinctoria bitkisini farklt ekstraktlarinin ve bu ekstraktlardan iiretilen giimiis
nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarindaki %  a-glukozidaz enzim inhibisyonu
arastirilmis ve ekstraktlarin 25, 50 ve 75 pg/ml konsantrasyonlarinda a-glukozidaz
enzim inhibisyonu sirast ile %16.53, 36.3 ve 50.74 olarak Olglilmiigken, giimiis
nanopartikiiller icin bu degerler ise daha yliksek oranlarda %67.81, %74.34 ve % 83.52
olarak belirlenmistir (Rajaram vd., 2015). Basoglu ve Akar (2023) Spirogyra sp. alg
ekstraktlar1 ve algal giimiis nanopartikiillerin % a-glukozidaz enzim inhibisyonu
degerlendirilmis ve ekstraktin % inhibisyonu 44.70 olarak Olgiilmiisken, bu deger
giimiis nanopartikiil icin %63.50 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte mevcut
calismada giimiis nanopartikiiliin ekstrakttan daha yiiksek a-glukozidaz inhibisyon
aktivite degeri gostermesinin yani sira Lotus corniculatus bitkisinin hem ekstraktinin
hem de giimiis nanopartikiiliiniin aktivitesi akarboz standart1 ile karsilastirildiginda ¢ok
yiiksek bir a-glukozidaz inhibisyonu gdsterdigini sdylemek miimkiindiir.

Nitekim Lotus corniculatus igin belirlenen bu degerler Tip-2 diyabet tedavisi igin
potansiyel olarak degerlendirilen baz1 bitkilerde tespit edilen degerlere yakin degerlerdir.
Ornegin, Adenosma bracteosum Bonati sulu ekstraktlarinda 1Cso degeri 0.043 mg/mL,
metanol ekstraktlarinda ise 0.027 mg/mL, Chrysophyllum cainito L. gdvde kabuklari
icin 1Cso degeri 0.0012 mg/mL, Annona senegalensis Pers yapraklarinin etanolik
ekstraktlarinda ICso degeri 0.097 mg/mL, Homalium zeylanicum (Gardner) Benth.
kabuklarmin etanolik ekstraktlarinda ICso degeri 0.019 mg/mL ve Liquidambar
formosana Hance yapraklarinin etanolik ekstraktlarinda ICso degeri 0.059 mg/mL olarak

tespit edilmistir (Dirir vd., 2022).
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Sekil 32. Ekstrakt ve nanopartikiiliin o-Glukozidaz inhibisyonunun standart ile
karsilastirilmasi

3.4. Antimikrobiyal ve Antibiyofilm Etkisi

Lotus corniculatus bitkisinin ¢icek ekstraktinin ve giimiis nanopartikiiliiniin MiK
ve Antibiyofilm sonuglar1 tablo 8 ve tablo 9° da verilmistir.

Hem bitki ¢icek ekstraktin hem de AgNP’nin antimikrobiyal aktivitesi Gram — ve
+ bakterilere karsi arastirildi. Ekstraktin en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi E. coli
ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC43288 suslarma karst 5 mg/ml MIK degeri ile
gosterdigi tespit edildi. Ekstraktin MIK degerleri S. pyogenes ATCC 19615 ve Y.
pseudotuberculosis ATCC 911 i¢in 10 mg/ml, P. vulgaris ATCC 13315 ig¢in 20 mg/ml
ve S. aureus ATCC 25923 i¢in 40 mg/ml olarak belirlendi (Tablo 8). NP’ninde yine en
1yi aktivite gosterdigi suslar E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC43288 (31.25
pg/ml) oldugu goriildii. NP’nin en yiiksek MIK degerini (500 pg/ml) ise S. aureus
ATCC 25923 ve P. vulgaris ATCC 13315 izolatlarina kars1 gosterdigi tespit edildi.
NP’nin, S. pyogenes ATCC 19615 i¢in 125 ve Y. pseudotuberculosis ATCC 911igin ise
250 pg/ml MIK degerine sahip oldugu belirlendi. Elde edilen sonuclara gére NP nin
ekstrakta gore antimikrobiyal aktivitesinin ¢ok daha ytiksek oldugu goriildii. AgNP’ nin
ekstrakta gore E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC43288 kars1 160 kat, S.
pyogenes ATCC 19615 ve S. aureus ATCC 25923 karst 80 kat, P. vulgaris ATCC
13315 ve Y. pseudotuberculosis ATCC 911 karsi ise 40 kat daha aktif oldugu belirlendi.

Lotus corniculatus ¢icek ekstraktinin ve AgNP’nin antimikrobiyal aktivitesi
ayrica klinik antibiyotik direncli ve biyofilm olusturma kapasitesine sahip A. baumannii
ve E. coli suslarina karsida arastirildi. Sonuglara gore Ekstraktin A. baumannii ye karsi

daha aktif oldugu AgNP’nin ise iki susa kars1 aktivitesinin ayni oldugu belirlendi.
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Standart bakteri suslarinda oldugu gibi klinik izolatlara karst AgNP’nin yine
antimikrobiyal aktivitesinin yliksek oldugu tespit edildi. Ekstrakta gére AgNP’nin A.
baumannii tizerinde 114, E. coli lizerinde ise 228 kat daha fazla aktiviteye sahip oldugu

goriildi (Tablo 8).

Tablo 8. Lotus corniculatus gigek ekstraktinin ve AgNP’nin MIK degerleri

Ekstrakt MiK degeri  AgNP MiK degeri

Bakteri
(ng/ml) (ug/ml)

E. coli ATCC 25922 5000 31.25
P. aeruginosa ATCC43288 5000 31.25
S. pyogenes ATCC 19615 10000 125

S. aureus ATCC 25923 40000 500

P. vulgaris ATCC 13315 20000 500

Y. pseudotuberculosis ATCC 911 10000 250

A. baumannii 20000 175
E.coli 40000 175

Lotus corniculatus ¢igek ekstraktinin ve AgNP’nin antimikrobiyal (MIK)
aktivitesi belirlendikten sonra antibiyotik direncli klinik iki izolata kars1 antibiyofilm
aktivitesi arastirildi. Antibiyofilm deneylerinde ekstraktin konsantrasyonu 15mg/ml,
AgNP’nin konsantrasyonu ise 150 pg/ml olarak kullanildi. Kontrol sus olarak E. coli
Dh5@ izolat1 kullanildi. Tiim degerlendirmeler kontrol izolatinin biyofilm olusturma
kapasitesinin OD degeri (Ac: 0.0919) temel alinarak yapildi. Kontrol susunun biyofilm
olusturma kapasitesi referans noktasi olarak alindi ve A. baumannii klinik
izolatinin biyofilm olusturma kapasitesinin orta diizeyde oldugu belirlendi.

Ekstrakt ve AgNP’nin antibiyofilm aktivite deney sonucuna gore, AgNP ile
muamele edilen A. baumannii'nin biyofilm olusturma o0zelliginin zayifa diistiigi
belirlendi (Tablo 9). Ekstraktin ise A. baumannii’nin biyofilm olusturma kapasitesi ¢ok
az distlirmiis olarak goriilse de antibiyofilm aktivitesinin oldugu sdylenemez. Bulgular
NP’nin antibiyotik direngli klinik A. baumannii izolatina karg1 antibiyofilm aktivitesine
sahip oldugunu gostermektedir. E. coli’ye karsi ise hem ekstraktin hem de NP’nin

antibiyofilm aktivitesi belirlenememistir.
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Tablo 9. Lotus corniculatus ekstrakt ve AgNP’nin antibiyofilm aktivitesi

Suglar Biyofilm degeri
A. baumannii 0.3095

A. baumannii+NP 0.169

A. baumannii+ Eksrakt 0.2351

E. coli Dh5@ (Kontrol) 0.0919

Antimikrobiyal aktivite herhangi bir toksik etki olmaksizin mikroorganizmalari
oldiiren veya yavaglatan bilesiklerle ilgilidir. Bu ajanlar 6zellikle bulasict hastaliklarla
miicadelede hayati 6neme sahip olsada, yaygin ve yanlis kullanimlar1 nedeniyle, ilaglara
kars1 bakteriyel direng ortaya ¢cikmaktadir (Hajipour vd., 2012).

Antibiyotiklere duyulan ihtiya¢ zaman iginde siirekli artarken, bilim insanlari
stirdiiriilebilir bir ¢oziim bulmak i¢in diinya ¢apinda ¢alismalar yiiriitmektedir. Patojen
mikroorganizmalarla miicadeleyi giiclendirmek icin bitkisel ekstraktlar, dogal proteinler,
bakteriyofajlar gibi ¢ok sayida yeni alternatif sunulmustur. Onerilen alternatifler
arasinda metalik nanopartikiiller, 6zellikle de giimiis, diger yontemlere kiyasla gelismis
biyouyumluluk, yiiksek antimikrobiyal etkinlik, daha az toksisite ve spesifik hedefleme
ozellikleri nedeniyle 6ne ¢ikmistir (Kontrange vd., 2021; Rodriguez-Leon vd., 2018;
Thomas vd., 2020).

Gilimiis nanopartikiillerin yesil sentezinde, nanokristaller genellikle glimiis nitrat
(AgNOs) gibi tuzlar tarafindan saglanan Ag iyonlarindan iiretilir. Ote yandan, biyolojik
malzemeler, mikroplar veya c¢esitli bitkilerin Ozleri indirgeyici maddeler olarak
kullanilabilir. Cozeltideki indirgeyici maddeler iyonlarin atomlara indirgenmesini saglar.
Daha sonra, atomlar kiimeler halinde toplanir ve nanopartikiiller olusturur. Bu nedenle,
atomlarin varligi, nanopartikiillerin morfolojisini ve boyutunu diizenlemek i¢in optimize
edilmesi gereken giimiis tuzu ve indirgeyici maddenin konsantrasyonuna baglidir
(Rodriguez-Leon vd., 2013).

Biyofilmler, medikal cihazlar ve implantlar gibi konaklarla karmasik etkilesimler
yoluyla olusan, ¢ok hiicreli bakteri topluluklarini ¢evreleyen, 3D yapida hidrate edilmis
karmagik hiicre dig1 matrislerdir ve ¢ok islevli ve koruyucu bir iskelet gorevi goriirler
(Shkodenko vd., 2020). Biyofilm davranisinin karmasikligi ve dinamikleri, geleneksel
tedavilerin neden biyofilmler iizerinde yetersiz kaldigim1 tam olarak anlamayi
engellemistir. Ote yandan, uzun siireli antibiyotik kullanimimnin ¢oklu ilag direncine
sahip suslarin gelisimine katkida bulundugu iyi bilinmektedir. Bu gibi durumlar,

antibiyotiklerin farmakokinetik ve biyodagilim sorunlarindan kaynaklanmaktadir.
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Birgok antibiyotik kiiciik molekiillerden olusur ve dezavantajli farmakokinetikleri
nedeniyle ¢ok sik dozlama gerektirir. Buna ek olarak, cogu antibiyotik, merkezi sinir
sistemi gibi bazi1 enfeksiyonlarin fizyolojik kaynagina ulasma kapasitesine sahip
degildir (Fulaz vd., 2019; Rubey ve Brenner, 2021).

Glimilis nanopartikiillerin en avantajli 6zelligi, cesitli antimikrobiyal etki
mekanizmalar1 sayesinde, antibiyotiklere kars1 direngle kiyaslandiginda direng
gelisiminin nadir ve yavas olmasidir (Pelgrift ve Friedman, 2013; Thomas vd., 2020).
Nanopartikiiller (NP'ler), bakteriyel biyofilmlerin tedavisinde umut verici bir yontem
olarak goriilmektedir. NP'lere karsi bakteriyel antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin
yetersiz olmasinin yam sira, NP'ler ile biyofilmler arasindaki elektrostatik etkilesim,
biyofilm kaynakli diren¢ mekanizmalarinin iistesinden gelmede etkilidir. Bazi NP'lerin
birgok biyofilm olusturan enfeksiyon etkenine kars1 etkili oldugu bildirilmistir (Pelgrift
ve Friedman, 2013). Cesitli NP'ler antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasina ragmen,
siddetli enfeksiyonlarin dnlenmesinde en gii¢lii olanlardan biri giimiis nanopartikiillerdir
(AgNP'ler).

Glmiis nanopartikiillerinin ¢esitli mikroorganizmalara karsi aktif oldugu rapor
edilmis ve bu oOzellik, ¢oklu antimikrobiyal aktivite mekanizmalarina atfedilmistir
(Caliskan vd., 2019; Garibo vd., 2020; Jain ve Mehata, 2017; Pelgrift ve Friedman,
2013). Son zamanlarda, Singh ve arkadaslar1 (Singh vd.,2021), yesil sentezle {iretilen
giimiis nanopartikiillerinin, E. coli ve S. aureus'a kars1 inhibisyon gosterdigini bildirdi.
Ayni calismada, aragtirmacilar ayrica nanopartikiillerle ampisilin ve siprofloksasin
antibiyotiklerinin  kombinasyonunu test etmisler ve nanopartikiil-antibiyotik
formiilasyonlarinin tek basina antibiyotiklerden daha etkili oldugunu gostermislerdir
(Singh vd.,2021). Baska bir ¢alismada, Lara ve arkadaslari, giimiis nanopartikiillerinin
bakterisidal aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir (Lara vd.,2010). Gilimiis
nanopartikiil ve antibiyotik konjugatlarinin ¢oklu ilaca direncli ve biyofilm olusturan
mikroorganizmalara karsi da biyoaktiviteye sahip oldugu yapilan c¢aligmalarla
gosterilmistir (Thomas vd., 2020). Bagka bir ¢alisma nanopartikiiller ve antibiyotikler
arasinda sinerjik bir iliski oldugunu gostermis, boylece antibiyotiklerin ve
nanopartikiillerin farkli antibakteriyel mekanizmalar kullandigi kanitlanmistir (Slavin
vd., 2017). Yapilan bu tez ¢alismasinda da glimiis nanopartikiiliin hem standart hem de
klinik izolatlara kars1 antimikrobiyal etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Biyofilm olusumu, otitis media, gingivitis ve akciger enfeksiyonlar1 gibi bir¢ok
hastaligin gelisiminde rol oynar ve bakterilerin birden fazla antibiyotige direng

gostermesine neden olabilir. NP'lerin tiretimi ve kullanimi, biyofilm olusumu gibi ilag
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direnci mekanizmalarinin {iistesinden gelmek i¢cin umut verici stratejiler arasindadir
(Pelgrift ve Friedman, 2013). Tiirkiye’ de yapilan bir calisma da, Rumex sp. giimiis
NP'lerinin orta ve giiglii biyofilm olusturma yetenegine sahip farkli antibiyotik direncli
patojenik bakterilere kars1 antibiyofilm etkisi arastirilmistir. Rumex sp. giimiis NP'leri A.
baumannii ve K. pneumonaie suslarinin biyofilm olusturma kapasitesini 2,66 kat ve
3,25 kat azaltirken, E. coli'ninkini 1,25 kat azalttig1 goriilmiistiir ve bulgular gostermistir
ki arastirilan NP'nin bakteriyel biyofilm olusumu {izerindeki yiiksek antibiyofilm
etkisiyle karakterize edilmistir (Akay, 2024).

Skora ve arkadaglar1 tarafindan yiiriitilen c¢aligmada, giimiis NP'lerinin
antibiyofilm etkisi arastirilmis ve suslarin biyofilm olusturma kapasitelerinde azalma
oldugunu gostermislerdir (Skora vd., 2021). Farkli bir calismada, diisik AgNP
dozlarinda canli ¢oklu ilaca direngli (MDR) A. baumanniinin %90'dan fazla
inhibisyonu goriilmiis ve bunun A. baumannii'nin insan akciger epitel ylizeyine
baglanmasin1 ve ardindan biyofilm olusumunu oOnledigi bildirilmistir (McNeilly
vd.,2021; Wintachai vd., 2019). 2019'da yapilan bir c¢aligmada, triptofan glimiis
NP'lerinin statik kosullar altinda E. coli ve K. pneumonia tarafindan olusturulan
biyofilm tizerindeki antibiyofilm aktivitesi arastirimis ve sonuglar, NP'lerin E. coli ve K.
pneumonia biyofilmi olusumunda %50'yi asan bir antibiyofilm etkisine sahip oldugunu
gostermistir (Courrol vd., 2019).

Yine Tiirkiye de 2024 yilinda yapilan bir arastirmada E. arvense AgNP'lerinin
biyofilm olusturma yetenegine sahip 1iic izolata karsi antibiyofilm aktivitesi
arastirilmistir. AgNP'lerin klinik izolatlara karst MIK degeri 125 pg/mL olarak
belirlenmistir. Calisma da klinik A. baumannii izolatinin gii¢lii biyofilm olusturma
kapasitesinin AgNP'ler tarafindan yaklasik iki kat azaltildig1 goriildii. Ayrica giiclii ve
orta biyofilm olusturma kapasitesine sahip klinik K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinin
biyofilm olusturma kapasitesinin sirasiyla 1,5 ve 1,2 kat azaldig1 gézlemlendi. (Akar vd,
2024)

Kore'de yapilan bir c¢alismada, Ea-AgNP'lerin alti gida kaynakli patojenik
bakteriye karsi antibakteriyel etkisi arastirilmis ve inhibisyon bdlgelerinin ¢aplarinin
9,68 ile 12,53 mm arasinda oldugu bulunmustur (Das vd.,2020). Baska bir ¢alismada,
AgNP'lerin bakteri bliylimesini azalttig1 gozlemlenmistir (Omidia vd., 2018). 2020'de
yapilan bir ¢alismada, AgNP'lerin ekolojik olarak kabul edilebilir bir konsantrasyon
seviyesinde E. coli'ye kars1 secici toksik etkilere sahip oldugu goriilmiistiir (Miljkovi¢
vd., 2020). Skora ve ark., 2 mg/mL konsantrasyondaki AgNP'lerin E.coli'de biyofilm
olusumunu yaklagik bes kat onledigini gostermislerdir (Skora vd.,2021). E. critriodora
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yaprak oOziitii ile sentezlenen AgNP'lerin MDR A. baumannii'ye karsi antibiyofilm
aktivitesinin kolistin aktivitesine benzer oldugu bildirilmistir (Wintachai vd., 2019).
MDR P. aeruginosa izolati1 lizerinde yapilan bir ¢aligma, 1 ila 600 pg/mL AgNP
konsantrasyonlarinda biyofilm biiyiimesini engelledigini gosterdimistir (de Lacerda vd.,
2021). 2021'de yapilan bir ¢alisma da AgNP'lerin hiicre disi ve hiicre i¢i A.
baumannii'ye karsi onemli bir antibakteriyel aktivitesi oldugunu ortaya koymustur
(Hetta vd., 2022).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda da bitki ¢igek ekstrakt ve NP nin antibiyotik direngli
klinik suslara kargi antibiyofilm aktivitesi arastirilmistir. Giimiis NP nin antibiyotik
direncli A. baumannii'nin izolatinin biyofilm olusturma kapasitesini zayiflattig tespit
edilmistir. Ekstraktin ise A. baumannii’nin biyofilm olusturma kapasitesini etkilemedigi
goriilmiistiir. Sonuglar NP nin antibiyotik direngli klinik A. baumannii izolatina karsi
antibiyofilm aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Yesil sentezlenen AgNP'lerin
klinik patojenik bakterilere karst Onemli antibiyofilm aktivitesini gdsteren bu
calismadaki bulgular literatiirle tutarlilik gostermektedir. Bircok farkli c¢aligmada
gosterildigi gibi, AgNP'ler MDR izolatlarinin 6nemli halk sagligi sorununu ele almak

icin umut vadeden bir antimikrobiyal ajan olarak goriilmektedir.
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. SONUCLAR VE ONERILER

Lotus corniculatus bitkisinden elde edilen ekstraktlardan iiretilen glimiis
nanopartikiillerin ~ karakterizayonun TEM, EDX, XRD ve FT-IR
degerlendirilmeleri  neticesinde = glimiis  nanopartikiillerin ~ olustugu
gozlemlenmistir.

Nanopartiiillerin TEM analizlerinde {iretilen nanopartikiillerin kiire ve altigen
seklinde ve 100 nm boyutundan kiiciik oldugu tespit edilmistir.
Nanopartikiillerin EDX analizlerinde en yiiksek ylizde agirliga %96.27 ile
glimiis elementi sahip olmustur. Gliimiis elementini sirast ile Cl (%2.38), C
(%1.17), Si(0.014), Mg (0.01) ve O elementleri takip etmistir.

Caligmada sentezlenen nanopartikiillerinin XRD analizlerinde 20 = 38.31°,
44.51°, 64.65° ve 77.61%deki kristalin 4 farkli kirmmim piki metalik Ag'ye
karsilik gelen (111), (200), (220) (311) indekslenmis kirinimlarla Srtiismiistiir.
L. corniculatus bitkisinin ¢igek ekstrakti ve bu ckstraklardan elde edilen
AgNP’ler FT-IR spektroskopisi dlgiimlerinde benzer pikler elde edildi.

DPPH, FRAP, TPC ve TFC antioksidan aktivite testlerinde giimiis
nanopartikiiller ¢icek ekstraklarina gére daha yiiksek aktivite gostemistir.
a-glukozidaz enziminin inhibisyonunda ¢igcek ekstraktindan elde edilen glimiis
nanopartikiiller antioksidan aktivite de oldugu gibi ¢igek ekstraktina gére daha
yiiksek aktivite gdstermistir.Karboz i¢in ICso degeri 0.008 mg/ml, ekstrakt i¢in
0.061 mg/ml ve glimiis nanopartikiil i¢in ise 0.027 mg/ml olarak hesaplanmistir.
Antimikrobiyal aktivite belirleme c¢alismasinda c¢icek ekstraklarindan elde
edilen glimiis nanopartikiiller minimum inhibisyon konstrasyon degerleri ¢igek
ekstraklarina gore oldukca etkin olmustur.

Ekstrakt ve AgNP’nin antibiyofilm aktivite deney sonucuna gore, AgNP ile
muamele edilen A. baumannii'nin biyofilm olusturma 06zelliginin zayifa
diistiigii belirlenmistir.

Yesil sentez yolu ile nanopartikiillerin {iretimi, karakterizasyonu ve bu
nanopartikiillerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar da
elde edilen sonuclar 6nem diizey agisindan kaydadeger diizeydedir. Fakli
kimyasal kompozisyonu sahip olan bitkiler {izerine bu tiir calismalarin

yapilmasi literatiire katki saglayacaktir.



e L. corniculatus bitksinden farkli metallere (Demir, Altin vb. gibi) ait
nanopartikiillerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesine yonelik calismalarin
yapilmast literatiire katki saglayacak olmakla birlikte, bunlarin in vivo

ugulamalarina da katki saglayacaktir.
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