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Ozet

Bu ¢alismada, Abelmoschus esculentus (AE) yaprag 6ziti kullanilarak disik maliyetli, cevre dostu ve
kolay bir sekilde glimls nanopartikiller (AgNP’ler) sentezlendi. Ultraviyole-gorinir (UV-vis.)
Spektrofotometre analiz verilerine gore, nanokristaller 431 nm'de karakteristik bir tepe noktasi
gosterdi. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve eneriji
dagilimh X-Isini Spektroskopisi (EDX) analizleri, biyolojik yolla sentezlenen AgNP'lerin morfolojik
yapilarinin kiresel oldugunu ortaya koydu. XRD analizi sonuglarina gére AgNP'lerin kristal yapilarinin
kiibik oldugu gorildi. Nanopartikillerin boyutu, Debye-Scherrer denklemi ile 19.05 nm olarak
hesaplandi. Sentezlenen nanomalzemenin zeta potansiyeli -9.83 mV ve zeta boyutu da 142.2 nm olarak
Olguldi. AgNP'lerin, gida patojenlerinden Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC25922, Bacillus subtilis ATCC11774, Pseudomonas aeruginosa ATCC27833 ve Candida albicans
tizerindeki Minimum inhibitér Konsantrasyonu (MiK) degerlerinin (mg/mL) sirasiyla 0.125, 0.50, 0.0312,
0.125 ve 0.125 diizeyinde oldugu tespit edildi.

Abstract

In this study, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized using Abelmoschus esculentus (AE) leaf
extract in a low cost, environmentally friendly and easy way. According to the ultraviolet-visible (UV-
vis.) spectrophotometer analysis data, the nanocrystals showed a characteristic peak at 431 nm.
Scanning Electron Microscopy (SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM), and energy dispersive
X-Ray Spectroscopy (EDX) analyzes revealed that the morphological structures of the biosynthesized
AgNPs were spherical. According to the results of XRD analysis, it was seen that the crystal structures
of AgNPs were cubic. The size of the nanoparticles was calculated as 19.05 nm by the Debye-Scherrer
equation. The zeta potential of the synthesized nanomaterial was -9.83 mV and the zeta size was 142.2
nm. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values (mg/mL) of AgNPs on the food pathogens
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC25922, Bacillus subtilis ATCC11774,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27833 and Candida albicans were 0.125, 0.50, 0.0312, 0.125 and 0.125
respectively.

GiRiS

bakteriler (Javaid ve ark. 2017), mantarlar (Molnar ve ark
2018), algler (Gonzdlez-Ballesteros ve ark. 2017) ve

Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte, son yillarda metal
nanopartikillerin sentezi ve karakterizasyonu
calismalarina olan ilgi giderek artmistir. Nanopartikiiller
kimyasal indirgeme, fizikokimyasal indirgeme,
fotokimyasal indirgeme, elektrokimyasal indirgeme,
radyoliz ve 1sI buharlastirma gibi bircok ydntemle
Uretilebilmektedir (Iravani ve ark. 2014, Yadi ve ark.
2018). Buginlerde geleneksel yontemler yerine cevreyi
kirletmeyen, toksik c¢ozlcller kullanilmayan, dusuk
maliyetli “yesil sentez” prosediirleri ile nanopartikillerin
Uretilmesi daha ¢ok tercih edilmektedir (Hussain ve ark.
2016, Bandeira ve ark. 2020). Bu baglamda, s6z konusu
nanomalzemelerin bitkiler (Hamelian ve ark. 2018),
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virsler (Mohmed ve ark. 2017) gibi dogal kaynaklardan
sentezlenmesine yonelik bilimsel ¢alismalar
yogunlasmistir.

Nanopartikll g¢alismalarinda giimis (Zhang ve lJiang
2020), nikel (Pandian ve ark. 2015), altin (Kumar ve ark.
2019), demir (Devatha ve ark. 2016), cinko (Thema ve ark.
2015), platin (Thirimurugan ve ark. 2016), selenyum
(Cittrarasu ve ark. 2021) ve palladyum (Gioria ve ark.
2020) siklikla kullanilan metallerdir. Ozellikle giimisiin
(Ag) bakterilerin ¢ogalmalarini baskilayan 6nemli bir
faktor oldugu bilinmektedir. “Ag” iyonu hicre
bollinmesini ve DNA replikasyonunu 6nleyebilmektedir
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(Ramya ve Subapriya, 2012). AgNP'ler, kiicik boyutlari
nedeniyle hilicre zari proteinlerine baglanip bakteri
hicrelerinde reaktif oksijen tirlerinin olusumunu katalize
etmektedirler. Boylece oksidatif stres nedeniyle hiicre
olimine neden olmaktadirlar (Hoseinnejad ve ark. 2017,
Alkhalaf ve ark. 2020).

Cevre dostu bir yontem kullanilan bu ¢alismada, AgNO;
sulu ¢ozeltisi AE yapraginin o6ziti ile indirgenmistir.
Boylece AgNP'lerin sulu sentezi ve stabilizasyonu
saglanmistir.

Malvaceae familyasina ait bir sebze olan AE, bamya, bendi
ve kadin parmagi olarak isimlendiriimektedir. En eski
kiltdr bitkilerinden biri olan AE’nin asil anavatani
kuzeydogu Afrika tlkeleri olan Etiyopya ve Sudan'dir. AE
su anda Afrika'dan Asya'ya, Giliney Avrupa'dan
Amerika'ya kadar bircok tilkede yetistiriimektedir (Jain ve
ark. 2012, Kumar ve ark. 2013).

Bu calismada, AE vyapragindan elde edilen AgNP'ler
karakterize edilmis ve bazi gida kaynakli patojenlere karsi
antibakteriyel ve antikandidal aktiviteleri MiK yéntemiyle
ortaya konulmustur.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Calismada Diyarbakir'in Pinar Koyi’'nde vyetistirilen AE
yapraklari kullanildi. AgNOs (%99.8 saflik), vankomisin,
flukonazol ve kolistin Sigma Aldrich'ten satin alindi.
AgNP'lerin antimikrobiyal aktiviteleri i¢in Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Bacillus subtilis
ATCC 11774 ve Candida albicans kullanildi.

Bitki yaprak o6ziitiiniin ede edilmesi

AE' nin yesil yapraklar distile su ile iyice yikandi ve oda
kosullarinda kurutuldu. 25 g kurutulmus yaprak ile 250 ml
distile su karistirilarak kaynatildi. Oziit oda sicakligina
kadar sogutuldu. Daha sonra Whatman No. 1 filtre kagidi
ile stzuldi ve AgNP'lerin sentezi icin +4 °C ‘de
buzdolabinda muhafaza edildi.

Glimiis nanopartikiillerin sentezi

AgNP'lerin sentezi icin kati AgNOs ile 1 mM AgNOs sulu
¢ozeltisi hazirlandi. Oziit ve AgNOs bir cam kap icerisinde
7:2 oraninda oda sicakliginda reaksiyona birakildi.
AgNP'lerin olusumu, renk degisimine bagh olarak farkl
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zaman araliklarinda (5, 10, 15, 30, 30, 60 ve 120 dakika)
UV-vis spektroskopi dalga boyu taramasi ile belirlendi.
(Pugazhendhi ve ark. 2018). Reaksiyondan sonra koyu
renkli ¢ozelti santrifijlendi (6000 rpm, 20 dakika).
Santrifiijleme sonunda elde edilen kati fraksiyon, birkag
kez damitilmis su ile yikandi ve nihai tortu (AgNP'ler), 48
saat boyunca 80 °C'de bir firinda kurutuldu. Daha sonra
kuru kisim bir havan ve tokmak kullanilarak toz haline
getirildi.

Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu

Sentezlenen AgNP'lerin UV-vis spektrumlari, 300-800 nm
dalga boyu araliginda bir spektrofotometrede (Agilent
CARY 60) tanimlandi. AgNP'lerin boyut, morfoloji, kristal
yapl, ylzey dagilim ve zeta potansiyeli degerleri SEM (EVO
40 LEQ), TEM (Quanta), XRD (Rad B-DMAX IlI), EDX
(Quanta FEG 240) ve Zetasizer (Malvern Ins.Ltd.) ile ortaya
konuldu. AgNP'lerin kristal boyutu Debye-Scherrer
denklemine (D = KA/(B cosB) (Anand ve ark. 2020) gore
hesaplandi. Ayrica, bitki 6zitiinde bulunan fonksiyonel
gruplar ile reaksiyon sonundaki azalmadan sorumlu
fonksiyonel gruplar belirlemek icin FT-IR (Agilent Cary
630) kullanildi.

Gimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteleri

AgNP'lerin gram negatif (Pseudomonas aeruginosa
ATCC27833, Escherichia coli ATCC 25922) ve gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Bacillus subtilis
ATCC 11774) bakteriler ile Candida albicans Gzerindeki
MIC degerleri, bir 96 kuyucuklu mikrotitre plakasi
kullanilarak  mikrodiliisyon  yontemiyle  belirlendi.
Kuyucuklara bakteri igcin Mueller Hinton Broth ve maya
icin RPMI (Hucre Kiltiriinde Kullanilan Bilyiime Ortami)
eklendi. Besiyeri ve mikroorganizmalari iceren
mikroplakalara AgNP’lerin  soliisyonu eklendi. Bu
kuyucuklardan her seferinde 100 pL alinarak bir sonraki
kuyucuga aktarildi. Daha sonra 0.5 McFarland'a gore
hazirlanan ve ayarlanan mikroorganizma
soltsyonlarindan belirli bir miktar mikroplakalara ilave
edildi. 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra lreme olmayan en diisiik konsantrasyon MiK
degeri olarak belirlendi (Elhisk ve ark. 2016). Ayrica,
AgNP'lerin S. aureus, B. subtilis, P. Aeruginosa, E. coli ve
C. albicans lzerindeki antimikrobiyal etkilerini
karsilastirmak igin ticari antibiyotiklerden vankomisin,
kolistin ve flukonazol ile 1 mM AgNOs ¢ozeltisi kullanildi.
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BULGULAR VE TARTISMA

UV-vis spektroskopisi AgNP’lerin sulu ¢ozeltideki olusumu
ve stabilitesini renk degisimi ile ortaya koyan énemli bir
yontemdir. AgNO; ¢Ozeltisi ile AE 6zUtl bir kap igerisinde
reaksiyona birakildiktan sonra renk degisimi gozlendi. Bu
renk degisimleri ile birlikte UV spektroskopisinde 300-800
nm dalga boyu taramalari yapildi. AgNP'lerin UV-vis
spektrumunun acik yesilden mora dogru degistigi
gorilmektedir (Sekil 1). UV-vis spektroskopi analizi,
AgNP'lerin ylzey plazmon rezonansi nedeniyle yaklasik
431 nm'lik spesifik absorbans degerinde zirveye ulastigini
ortaya koydu. Benzer sekilde, bazi arastirmacilar
AgNP'lerin absorpsiyon spektrumunun 425-461 nm
arasinda oldugunu bildirmislerdir (Udayasoorian ve ark.
2011, Swamy ve ark. 2015, Eren ve Baran 2019, Baran
2021).

SEM ve TEM analiz sonuglarina gore, biyosentezi yapilan
AgNP'lerin ¢ogunlukla kiiresel bir morfolojide oldugunu
gorilmektedir (Sekil 2 ve 3). AgNP'lerin kiresel

Mag= 2000KX EHT=2000kvV SignaA=SE1 WD= 11mm

1pum

b Mag = 80.00 KX EHT =2000kV SignalA=SE1 WD= 11mm

morfolojide oldugu bircok farkh arastirmaci tarafindan
rapor edilmistir (Ramkumar ve ark. 2017, Lopes ve
Courrol 2018, Pallela ve ark. 2018, Hatipoglu 2021

4

4000 B

asart 4 L
300,00 400,00 500.00 600,00 700,00 800,00

Sekil 1. AE-AgNP’lerin UV-vis absorpsiyon spektrumlari

Mag= 4000KX EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= 11mm

Sekil 2. AgNP’lerin SEM gorintileri (a-c)
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Sentezlenen AgNP’lerin TEM go6rintisl, parcaciklarin
nano Olcekli ve homojen oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla AgNP’lerin daha glicli bir antimikrobiyal
aktiviteye  sahip olmasi  beklenmektedir. TEM

gorintilerinden anlasildigi lizere, sentezlenen AgNP’lerin
bircogunun 20 nm civarinda bir boyuta sahip oldugu
gorialmektedir (Sekil 3).

Sekil 3. AgNP’lerin TEM goriintileri (a, b)

Saf glimiistin varligi EDX deseninde de gosterildi (Sekil 4).
Bu durum, glmisin yiiksek elemental bilesime sahip
oldugunu gostermektedir. Yizey plazmon rezonansi
nedeniyle, AgNP’ler yaklasik 3 KeV'de tipik bir optik
absorpsiyon zirvesi sergilemektedirler. Kambale ve ark.

cpsleV.

(2020) ile Aktepe (2021) de yaklasik 3 KeV’lik EDX glimiis
piklerini rapor etmislerdir. EDX profilinde gorilen oksijen
ve karbon gibi zayif sinyaller, muhtemelen
nanopargaciklarin yiizeyinde bulunan biyomolekiillerden
kaynaklanmustir.

1 Ag

o Si el A

2 4

keV

Sekil 4. EDX analizi ile AgNP’lerin elemental bilesimi

XRD analiz sonuglarinda 20'de sirasiyla 38.95, 44.38,
64.34ve 77.096 ile ¢cakisan 111°, 200°, 220° ve 311° pikleri
glimisin kiiresel kristal yapisini temsil eden keskin
piklerdir (Sekil 5). Bu pikler AgNP'lerin kibik oldugunu
gostermektedir (Aktepe 2021). Agarwal ve ark. (2018), Raj
ve ark. (2018) ve Rajoka ve ark. (2020) sirasiyla
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Cymbopogon  citratus, Enicostemma  axillar ve
Lactobacillus brevis'ten AgNP’ler sentezlemisler ve bahse
konu piklerin glimiise ait oldugunu bildirmislerdir. Bu
¢alismadan elde edilen AgNP'lerin kristal boyutu Debye-
Scherrer denklemi ile 19.05 nm olarak hesaplandi.
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Sekil 5. Biyosentezi yapiimis AgNP'lerin XRD desenleri
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Sekil 6. AE-AgNP'lerin FT-IR spektrumlari

Bitkisel kaynakl indirgemede rol alan fonksiyonel gruplar
FT-IR spektroskopisi kullanilarak belirlenmektedir (Sekil
6). indirgemeye katilan bariz piklerin -OH, C=0 ve -C-C
baglarina ait oldugu gozlemlenmistir (Smith ve Meissl
2007, Muthusamy ve ark. 2017). Sekildeki 3336.47,
2120.03 ve 1635.22 cm-t'deki kaymalar, sirasiyla -OH, -CN
ve C = O gruplarinin indirgemede rol oynadigini
gostermektedir.

Zeta potansiyeli, c¢evresi kaplanan malzemenin
ylzeyindeki elektrik yukadir. Yiksek zeta potansiyeline
sahip  maddeler birbirlerine  yapismaya veya
kiimelenmeye meyilli degildirler. Ote yandan, énemli
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Olcide daha disiik negatif ylke sahip olan
nanopartikiller hiicreye daha kolay girebilmektedirler
(Tavakol ve ark. 2016, Maddinedi ve ark. 2017). Bu
calismada AgNP'lerin zeta potansiyeli -9.83 mV olarak
OlcUlmustar (Sekil 7). Bu deger, AgNP'lerin kararh ve
dizgiin dagilmis oldugunu gostermektedir. Cesitli
materyallerden sentezlenen AgNP'lerin farkh zeta
potansiyel degerleri bildirilmistir (Maillard ve ark. 2018,
Patil ve ark. 2018, Jebril ve ark. 2020, Thirumagal ve
Jeyakumari 2020). Zetasizer ile yapilan Olgimlerde
AgNP’lerin zeta boyutlarinin ortalama 142.2 nm oldugu
gorulmustir (Sekil 8).
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Sekil 8. AgNP'lerin yogunluga gore boyut dagilimi

Bilindigi gibi mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi
direng¢ gelistirmektedirler. Dolayisiyla, son yillarda tiim
diinyada antibiyotik kullanimini azaltmaya yonelik ¢abalar
artmustir. Bu baglamda, antibiyotiklerin yerine
kullanilabilme potansiyeline sahip olan AgNP'lerin
antimikrobiyal 6zellikleri dikkat cekmektedir. Calismanin
sonugclarina gore, AE-AgNP'lerin gida patojenlerine karsi
glclu inhibisyon etkileri oldugu gortlmektedir (Cizelge 1).
AgNOs; ve antibiyotiklerle karsilastirildiginda, AgNP'ler

Cizelge 1. AgNP’ler, AgNOs ve antibiyotiklerin MiK degerleri (mg/mL)

daha disiik konsantrasyonlarda bile oldukga etkili
olmustur. Sentezlenen nanomalzemenin 6zellikle Bacillus
subtilis (0.312 mg/mL) tzerinde AgNOs ve antibiyotikten
¢ok daha etkili oldugu goriildi. Calismadan elde edilen
verilerin, farkli bitkilerle AgNP’lerin biyosentezini yapan
diger arastirmacilarin bildirdigi verilerle uyumlu oldugu
goralmastir (Moodley ve ark. 2018, Manosalva ve ark.
2019, Rautela ve ark. 2019, Garibo ve ark. 2020).

Mikroorganizmalar

Staphylococcus aureus

ATCC 29213

Bacillus subtilis ATCC11774
Escherichia coli

ATCC25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC27833
Candida albicans

AgNP’ler AgNO; Antibiyotikler
0.125 2.65 2
0.0312 1.32 1
0.50 0.66 2
0.125 1.32 4
0.125 0.66 2
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SONUC

Bu calismada, indirgeyici ajan olarak AE yaprak ekstresi
kullanilarak ¢cevre dostu, disiik maliyetli, basit ve hizli bir
sekilde AgNP'lerin sentezi gergeklestirildi. Biyosentez
¢alismalarinda higbir toksik veya tehlikeli madde
kullanilmadi. AgNP'lerin sentezi UV-vis absorpsiyon, EDX
ve XRD analizleri ile dogrulandi. SEM ve TEM gorintileri,
AgNP'lerin kiresel morfolojide oldugunu gosterdi. TEM ve
XRD sonuglarina gore sentezlenen nanopartikillerin
boyutlarinin yaklasik 20 nm civarinda oldugu tespit edildi.
AgNP'lerin ¢ok diisik konsantrasyonlarda bile, gida
patojenleri olan Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC25922, Bacillus subtilis ATCC11774,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27833 ve Candida
albicans Gzerinde glcli inhibitér etkilerinin oldugu
goralda.
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