CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

YESIL SENTEZ YONTEMI iLE ITIR (PELARGONIUM
GRAVEOLENS) UCUCU YAGINDAN GUMUS
NANOPARTIKULLERIN SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE
BiYOLOJIK AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

MERVE DUMAN

Tez Danmismam

DR. OGR. UYESI NESLIHAN DEMIR

CANAKKALE - 2022






CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BIYOLOJi ANABILIM DALI
YESIL SENTEZ YONTEMI iLE ITIR (PELARGONIUM GRAVEOLENS)
UCUCU YAGINDAN GUMUS NANOPARTIKULLERIN SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIK AKTiVITELERININ

ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI
MERVE DUMAN
Tez Danigsmani
DR. OGR. UYESI NESLIHAN DEMIR
Bu calisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
kurumu tarafindan desteklenmistir.

Proje No: FYL-2021- 3825

CANAKKALE — 2022



ETiK BEYAN

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez Yazim
Kurallari’na uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda; tez i¢inde sundugum verileri,
bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi, tiim bilgi,
belge, degerlendirme ve sonucglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, tez ¢aligmasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde sundugum
calisgmanin 6zgiin oldugunu, bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak

kayiplarini kabullendigimi taahhiit ve beyan ederim.

Merve DUMAN
08/08/2022



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca her konuda yardimci olan degerli danisman hocam

Saymn Dr. Ogr. Uyesi Neslihan DEMIR e sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Pelargonium graveolens bitkisinin toplanmasi agamasinda yardimci olan Prof. Dr.
Mevliit AKCURA’ya ve bitkinin tanimlamasini yapan Prof. Dr. Ersin KARABACAK a,
ders ve tez asamalarimda bilgi birikimleri ile yardimci olan Sayin Prof. Dr. Nurcihan
HACIOGLU DOGRU basta olmak iizere biyoloji anabilimdalindaki tiim hocalarima

tesekkiir ederim.

Tez savunma sinavi jiiri tiyeleri Sayin Prof. Dr. Mustafa YILDIZ ve Prof. Dr. Seyhun
YURDUGUL e tesekkiir ederim.

Ayni laboratuvarda birlikte ¢alismaktan mutluluk duydugum arkadaslarim Biisra
DALGIC, Aida VISHA ve Sultan SUCU’ye tesekkiir ederim.

Beni yetistiren, yol gosteren, bugiinlere gelmemi saglayan, hayatim boyunca destek,
sevgi ve saygilarini her zaman hissettiren degerli annem Elif DUMAN, babam Hasan

DUMAN ve kardesim frem DUMAN’a sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarmm.

Merve DUMAN
Canakkale, Agustos 2022



OZET

YESIL SENTEZ YONTEMI iLE ITIR (PELARGONIUM GRAVEOLENS) UCUCU
YAGINDAN GUMUS NANOPARTIKULLERIN SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE BIYOLOJIK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

Merve DUMAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisanstistli Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Neslihan DEMIR
08/08/2022, 84

Bu ¢alismada, Pelargonium graveolens’ten elde edilen ugucu yag kullanilarak yesil
sentez yontemiyle giimiis nanopartikiiller (AgNP) sentezlendi. Sentezlenen gilimiis
nanopartikiiller Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Enerji Dagilim Spektroskopisi
(EDS), Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), Zeta potansiyeli, UV-Goriiniir Alan
Spektroskopisi (UV-Vis) ve Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektroskopisi (FT-IR) ile
karakterize edildi. Giimiis nanopartikiillerinin ortalama 72 nm boyutta ve kiiresel forma
sahip oldugu bulundu. Karakterize edilen giimiis nanopartikiillerin antioksidan, mutajenik,
DNA kesme, antibakteriyel ve antibiyofilm aktiviteleri incelendi. Antibakteriyel aktivite,
Gram negatif ve Gram pozitif bakteri suslar1 kullanilarak disk diflizyon ve Minimum
Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) yontemleri kullanilarak analiz edildi. Antioksidan
aktivitenin belirlenmesi amaciyla DPPH® (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal giderme
aktivitesi, ABTS** (2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) radikal katyon
giderme aktivitesi, Hidrojen Peroksit (H.02) radikal giderme aktivitesi, Kuprik Iyon
Giderme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) ve Nitrik Oksit (NO) radikal giderme
antioksidan analizleri yapildi. Nanopartikiillerin mutajenik ve antimutajenik aktivitesi
AMES/Salmonella testi, DNA ile etkilesimi ise jel elektroforez metodu ile incelendi.
Mikrobiyolojik analizler sonucunda AgNP’lerin antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
bulundu. Antioksidan analizler, nanopartikiiliin kullanilan yonteme gore farkli antioksidan
aktivitelere sahip oldugunu gosterdi. AMES/Salmonella testi ile esansiyel yag ve
AgNP’lerin mutajenik olmadig: tespit edildi. Antimutajenik aktivite sonuglart hem Ag



nanopartikiillerinin hem de esansiyel yagin yiiksek oranda antimutajenik oldugunu gosterdi.

Ayrica AgNP’lerin DNA’y1 hidrolitik olarak kesmedigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Pelargonium graveolens, Esansiyel yag, Yesil sentez, Giimiis

nanopartikiil, Biyolojik aktivite



ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF SILVER NANOPARTICLES FROM ROSE SCENTED
GERANIUM (PELARGONIUM GRAVEOLENS) ESSENTIAL OIL BY GREEN
SYNTHESIS METHOD

Merve DUMAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Assist. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
08/08/2022, 84

In this study, silver nanoparticles (AgNP) were synthesized by the green synthesis
method using essential oil obtained from Pelargonium graveolens. Synthesized silver
nanoparticles were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy
Dispersive Spectroscopy (EDS), Transmission Electron Microscopy (TEM), Zeta Potential,
UV-Visible Spectroscopy (UV-Vis) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR).
It was found that silver nanoparticles have an average size of 72 nm and a spherical form.
The antioxidant, mutagenic, DNA cleavage, antibacterial and antibiofilm activities of the
characterized silver nanoparticles were examined. Antibacterial activity was analyzed using
disc diffusion and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) methods using Gram-negative
and Gram-positive bacterial strains. The antioxidant activity of silver nanoparticles was
determined by DPPH® (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical scavenging activity, ABTS®*"
(2,2'-azino-his(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical cation scavenging activity,
Hydrogen Peroxide (H20>) radical scavenging activity, Cupric lon Reducing Antioxidant
Capacity (CUPRAC) and Nitric Oxide (NO) radical scavenging activity methods. The
mutagenic and antimutagenic activity of nanoparticles was studied by AMES/Salmonella
test and their interaction with DNA was studied by the gel electrophoresis method. As a
result of microbiological analyzes, it was found that AgNPs have antibacterial activity.
Antioxidant assays have shown that the nanoparticle has different antioxidant activities
according to the method used. It has been determined that essential oil and AgNPs were not



mutagenic by the AMES/Salmonella test. The results of antimutagenic activity showed that
both Ag nanoparticles and essential oil were highly antimutagenic. In addition, it was found
that AgNPs did not hydrolytically cleaved DNA.

Keywords: Pelargonium graveolens, Essential oil, Green synthesis, Silver

nanoparticles, Biological activity
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Nanoteknoloji, metrenin milyarda birine karsilik gelen boyuttaki malzemelerin
tiretim Oncesi ve sonrasi agamalarini inceleyen bilim dalidir. Nanoteknoloji yontemleri ile
tretilen yapilar ‘nanomalzeme’ olarak adlandirilmaktadir (Khan vd., 2017). Bu
nanomalzemeler de kendi iclerinde boyut ve malzeme yapis1 olmak iizere ¢esitli siniflara
ayrilirlar. Bu siniflardan biri olan nanopartikiiller, 10 ila 107 m boyut araliginda, cesitli
malzemeler kullanilarak, amaca gore istenen sekillerde sentezlenebilirler (Esmeray ve
Ozata, 2019). Kullanilan sentez maddesine, boyutuna ve sekline bagli olarak nanopartikiiller
bir¢ok alanda kullanilabilmektedir. Nanopartikiiller kullanilacaklar1 alana gore farkli metal
cozeltileri kullanilarak sentezlenebilirler. Bu metallerin baginda ise giimiis (Ag), bakir (Cu),
altin (Au), demir (Fe), nikel (Ni) gelmektedir (Simsek, 2021). Giimiis, nanopartikiil
sentezinde en sik kullanilan metaldir. Bunun yam sira giimiis, ¢ok eski caglardan beri
geleneksel tipta hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Klasen, 2000). Yapisindan
kaynakli olarak antienflamatuar olan glimiis ayn1 zamanda bir¢ok mikroorganizma tizerinde
inhibitor etki gostermektedir (Jiang vd., 2012). Nanopartikiiller genellikle fiziksel ve
kimyasal yontemler ile sentezlenmektedir. Fakat bu yontemler ile iiretilen nanopartikiiller,
toksik olmalarinin yani sira tiretim sirasinda olusan ciktilarin c¢evreye zarar verdigi
goriilmiistiir. Bu sebeple daha az toksik olan yesil sentez yontemi gelistirilmistir

(Mazraedoost ve Behbudi, 2021).

Yesil sentez, bitki, bakteri, maya ve alglerin yan1 sira biyomolekiiller kullanilarak
nanopartikiillerin sentezlenmesini icermektedir (Oztiirk ve Oztiirk, 2020). Bu ydntemde
biyolojik yapilar kullanildigindan dolay1 sentezlenen nanopartikiiller ve sentez sonrasi
olusan atiklar, ¢evre ve insan sagligina zarar vermemektedir (Mihai vd., 2020). Yesil
sentezde bitkilerin yan sira bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen esansiyel yaglar da
sentezde kullanilmaktadir. Esansiyel yaglar ile verimli, yiiksek stabilite ve kararliliga sahip,
uzun Omiirll, insan ve c¢evre sagligina dost, birgok alanda uygulanabilen nanopartikiiller

sentezlenebilmektedir (Vilas vd., 2014; ljaz vd., 2020).

Pelargonium graveolens, Geraniaceae familyasina ait, pembe ¢igekli, kadife

yaprakli, kendine has kokusu olan ¢ali bitkisidir (Seker Karatoprak ve Kosar, 2015). Bitki



geleneksel tipta ates, enfeksiyon gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Saraswathi vd.,
2011). Geraniaceae familyasina ait bitkilerden yalnizca birkagindan ugucu yag elde
edilebilmektedir. P. graveolens bu tiirlerden birisidir. Bitkinin gesitli kisimlarindan elde
edilen yag citronellol ve geraniol bakimindan zengindir ve bu bilesenler yaga antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite kazandirmaktadir. Gl aromasi igeren yag, antienflamatuar
Ozellikleri sebebi ile cilt hastaliklariin tedavisinde, kozmetik vb. diger sektdrlerde

kullanilmaktadir (Saraswathi vd., 2011).

Bu ¢alismada, yesil sentez yontemiyle P. graveolens’ten elde edilen esansiyel yag
kullanilarak glimiis nanopartikiil sentezlenmistir. Esansiyel yagdan sentezlenen
nanopartikiillerin karakterizasyonlarinin, antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitelerinin,
antioksidan kapasitelerinin, mutajenik potansiyeli ile DNA ile etkilesiminin incelenmesi

amaclanmustir.



IKINCI BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji; 1-100 nm boyutlarindaki 3 katmanli maddeleri i¢eren ve bu nano
boyutlardaki malzemelerin, iretim, tasarim ve sistemlerini inceleyen fizik, kimya, biyoloji,
tip ve malzeme bilimi gibi multidisipliner alanlar1 kapsayan ¢aprazlama molekiiler
teknolojidir. Bu kapsamda farkli atom ve molekiilleri kullanarak nanomalzeme ad1 verilen

yapilar sentezlenmektedir (Khan vd., 2017) (Sekil 1).
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Sekil 1. Nanoboyutlu materyallerin karsilagtirilmasi.

(Hulkoti ve Taranath, 2014)

Nanoteknoloji 1959 yilinda Richard Feynman’in konferansinda giindeme
getirilmistir (Freitas Jr, 2000). Feynman konusmasinda nanoteknolojiyi “Inanilmaz
kiigiikliikteki partikiillerin diyar1” seklinde tanimlamistir (Bansal vd., 2005). Nanoteknoloji
terimi ilk kez Norio Taniguchi tarafindan kullanilmigtir. 1980’1i y1llara gelindiginde ise Eric
Drexler nanoteknoloji kavramini yaygin olarak kullanmaya baslamistir. Eric Drexler 1981
yilinda ilk nanoteknoloji makalesini, 1986 yilinda ‘Yaratma Motorlari: Nanoteknoloji Devri’
adli nanoteknoloji kitabini, 1989 yilinda ise ‘Nanotechnology’ dergisini yayimmlamigtir
(Chandra vd., 2020). Ardindan 1981 yilinda Taramali Tiinelli Mikroskop, 1985 yilinda
Atomik Kuvvet Mikroskobu kesfedilmistir (Perker, 2010). 1991 yilinda Sumio Iijima karbon
nanotlipli kesfetmis, 2005 yilinda Amerikan Kimya Konseyi tarafindan ilk kez



Nanoteknoloji Paneli diizenlenmistir. 2006 yilina gelindiginde ise kanser ilact dagitimi igin

nanoteknolojiden yararlanilmistir (Ediz, 2018).

Nanoteknoloji, zamandan ve enerjiden tasarruf ile {iriinlerin {iretim ve kalitelerinin
arttirllmasina yardimcit olmaktadir. Elde edilen iirlinlerin giinliik hayatta kullanilmasi ile
hem yasam kalitesi hem de ulusal gelir diizeyi ylikselmektedir (Usta, 2012). Ayrica
iilkemizde 8 temel teknolojiden biri kabul edilen nanoteknoloji alaninda tekstilden cam
endiistrisine, beyaz esyadan otomobil sanayisine kadar her alanda yararlanilmaktadir

(Kargozar ve Mozafari, 2018).

Nanoteknoloji ile sentezlenen materyaller nanomalzeme olarak adlandirilmaktadir.
Bu nanomalzemeler de kendi i¢lerinde biiyiikliik, malzeme yapis1 ve boyut olarak 3 sinifa
ayrilirlar. Nanomalzemenin {i¢ boyutu da birka¢ Yiiz nanometreden daha kiiciik ise
‘nanoparcacik’, iki boyutu birka¢ yliz nanometreden daha kiiciik ise ‘nanotiip/nanotel’,
yalnizca bir boyutu birka¢ yiiz nanometreden daha kiigciik ise ‘nanofilm’ olarak

adlandirilmaktadir (Schaming ve Remita, 2015).

2.2. Nanopartikiil

Antik Yunan dilinde “vavog”, latincede ‘nanos’ olarak bilinen kelime dilimize “ciice,
ok kiigiik, minnacik’ seklinde ge¢mistir. Metrik sistemde metrenin milyarda birine (10°)
karsilik gelen birim, niceligi ifade etmektedir (Ediz, 2018). Nanopartikiiller, boyutlar1 1-100
nm arasinda, 2 ya da 3 boyutlu, kiiresel, ¢cubuk vb. sekillerde, kimyasal olarak aktif
malzemelerdir (Esmeray ve Ozata, 2019). Literatiirde ultra ince parcacik anlamina gelen

‘ultrafine particles’ ya da ‘fine-sized’ olarak adlandirilirlar (Donaldson vd., 2001).

2.2.1. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Nanopartikiiller sentezlendikleri ana maddenin boyutuna gore 2’ye ayrilmaktadirlar.
Top-Down: Yikici yontem olarak adlandirilir. Biiyiik molekiiller, fiziksel veya kimyasal
yontemler ile daha kii¢iik molekiillere, ardindan nanopartikiillere doniistiiriiliir. Bu sekilde
sentezlenen nanopartikiillerin parcacik dagilimlart homojen degildir ve yiizeyleri kusurludur

(Khan vd., 2017).



Bottom-Up: Bina yaklagimi ya da yapict yontem de denir. Nanopartikiiller daha kiiglik
maddelerden kiimeler halinde tiretilir. Bu yontem ile piiriizsiiz ylizeye ve homojen pargacik

dagilimina sahip nanopartikiiller elde edilir (Ijaz vd., 2020).

Nanopartikiiller sentezlendikleri yonteme gore fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
3 siifa ayrilmaktadir.
Fiziksel Yontemler: Top-down yaklasimidir. Mekanik enerji kullanilarak biiyiik miktarda
nanopartikiil sentezi yapilir. Boyutun kontrol edilememesi, uzun zaman gereksinimi ve
yiiksek maliyet gibi dezavantajlara sahiptir (Mazraedoost ve Behbudi, 2021).
Kimyasal Yontemler: Bottom-up yaklagimidir. Kimyasal reaksiyonlar ile nanopartikiillerin
sentezi gergeklestirilir. Yontem uygun maliyet, zamandan tasarruf, kolaylik, yiikksek verim
ve hassaslik gibi avantajlara sahiptir (Mihai vd., 2020).
Biyolojik Yontemler: Yesil sentez olarak da adlandirilir. Bottom-up yaklagimini igerir.
Yontemde biyomateryaller kullanildigindan dolay1 sentez sonrasi olusan atiklar insan ve

cevre sagligina zarar vermemektedir (Sivaraj vd., 2014).

2.2.2. Nanopartikiil Sentez Mekanizmasi

Sentezde maddesinde bulunan negatif yiiklii fonksiyonel gruplar, nanopartikiil
¢ozeltisi ile birlestirildiginde pozitif degerlikli metal iyonlari indirgenmektedir. Daha sonra
aglomerasyon gerceklesir ve istenirse nanopartikiiliin yiizeyi dogal veya sentetik polimer,

organik veya inorganik maddeler gibi ¢esitli malzemeler ile kaplanabilir (Mihai vd., 2020).

2.2.3. Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi

Nanopartikiiller dogada kendiliginden bulunabilecekleri gibi dogrudan veya dolayl
olarak da ¢esitli amaglara gore sentezlenebilirler. Amaca gore metal, metal alagimi, seramik
veya polimerden, c¢esitli sekil ve boyutlara sahip farkli 6zelliklerde nanopartikiiller

sentezlenmektedir (Schaming ve Remita, 2015).

Nanopartikiiller malzeme yapisina gore; metal, metal oksit ve yari iletken olarak

cesitli siniflara ayrilirlar (Schaming ve Remita, 2015). Boyutlarina goére de; yalnizca x



ekseninde hareket ediyor ise 1D, x ve y ekseninde hareket ediyor ise 2D, X, y ve z ekseninde
hareket ediyor ise 3D olarak siniflandirilirlar (Pokropivny ve Skorokhod, 2007).

2.3. Yesil Sentez

Nanoteknoloji hayatimizin her asamasinda yer alirken, temelini olusturan
nanopartikiiller gosterdikleri iistiin Ozellikler ile farkli kullanim alanlarinda karsimiza
cikmaktadir. Sagladiklar1 avantajlarla birlikte dezavantajlar1 da olan nanopartikiillerin
Ozellikle insan saghigmi tehlikeye disiirecek Ozelliklerini siirlamak amaci ile bitki
ekstraktlar1 ile sentezleme yoluna gidilmistir. Yesil kimya ya da yesil sentez olarak
adlandirilan biyolojik sentez yonteminde viriis, bakteri, alg, maya ve bitki gibi organizmalar
kullanilarak nanopartikiillerin ¢evre dostu sentezi gerceklestirilmektedir (Oztiirk ve Oztiirk,
2020).

Yesil sentezde bitkiler, mayalar, mikroorganizmalar ve biyolojik yapilar indirgeyici,
kapatict ve stabilize edici olarak kullanilmaktadir (Kharissova vd., 2013). Sentezde
bitkilerin, kok, govde, yaprak, tohum, meyve, cigek, lateks, kabuk, biyokiitle ve esansiyel
yag gibi ¢ok ¢esitli kisimlart kullanilmaktadir (Ijaz vd., 2020). Yapilan ¢alismalarda
bitkilerin farkli boliimlerinde metalleri nanopartikiil seklinde depoladiklar1 goriilmiistiir.
Bitkilerin igeriginde bulunan protein, vitamin, flavonoid, polifenol, alkaloid, saponin,
terpenoid, fenol, poliol gibi indirgeyici ajanlarin ve yapilarinda bulunan sekerlerin metal
tuzlar ile reaksiyona girerek sentezi gerceklestirdigi bilinmektedir (Sharma vd., 2009).
Fakat nanopartikiillerin sentezinde bitkilerin kullanilmasi son yillarda artis gdstermistir.
Nanopartikiil sentezinde bitki kullanmak sentezin diisiik maliyet ile hizli bir sekilde
gerceklesmesini saglarken, diisiik maliyetle elde edilen, toksik olmayan, yiiksek aktivite ve
stabiliteye sahip ¢evre dostu nanopartikiillerin iiretilmesine olanak saglamaktadir

(Logeswari vd., 2013).

Yesil sentez yontemi ile sentezlenen nanopartikiiller tarim, kozmetik, havacilik,
otomotiv ve saglik sektoriinde kullanilmaktadir. Tekstil sektoriinde nanopartikiillerin uzun
Omiirlii, dayanikli ve direngli olmalarindan, saglik sektoriinde antimikrobiyal

ozelliklerinden, tarim sektoriinde bitki hastaliklarina karsi antifungal kapasitelerinden,



elektrik sektoriinde ise optik 6zelliklerinden faydalanilarak daha kaliteli goriintli saglayan

ekranlar tiretilmektedir (Khan vd., 2017; Ijaz vd., 2020).

2.4. Esansiyel Yaglar

Ugucu, eterik, aromatik veya esans yagi gibi adlandirmalara sahip olan esansiyel
yaglar, cesitli ekstraksiyon teknikleri ile aromatik bitkilerden elde edilirler (Berger, 2007;
Bayaz, 2014). Aromatik bitkilerin ¢icek, meyve, tohum, yaprak, govde, kok gibi ¢ok farkli
kisimlarindan elde edilen yaglarin her birinin kendine has keskin kokusu bulunmaktadir.
Esansiyel yaglarin yapisinda bulunan terpenoidler, fenilpropanoidler, fenolik bilesikler,
aldehitler, organik asitler, alkoller, ketonlar, esterler, laktonlar, azotlu ve kiikiirtlii bilesikler
bulundugu yaga antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal, antiviral vb. o6zellikler
kazandirmaktadir (Bayaz, 2014). Giiniimiizde 3000 esansiyel yag ¢esidinden yaklasik 300
tanesinin diinya ¢apinda ticareti yapilmaktadir. Bu yaglar icerigine bagli olarak gida
sektorlinde, geleneksel tipta, kozmetik ve parfiimeri endiistrisi basta olmak {izere bir¢cok

sektorde kullanilmaktadir.

Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS), esansiyel yagin igerisinde
bulunan bilesenleri kiitle/yiik oranlarma gore ayiran ve iki farkli teknigi iceren analitik
yontemdir. Calisma prensibi, GC kolonunda ayrilan maddenin MS cihazi ile kiitlesinin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Yontem, kompleks maddeleri kisa siirede ve yliksek dogruluk
orani ile analiz etmektedir (Ercioglu, 2017). Metod, gida ve kozmetik endiistrisi vb.

alanlarda siklikla kullanilmaktadir (Karasek ve Clement, 2012).

2.5. Nanopartikiillerin Biyolojik Aktiviteleri

Nanopartikiiller, sentezlendikleri metal ¢ozeltisine bagli olarak farkli biyolojik
aktivitelere sahiptir. Bu aktivitelere antienflamatuar, antikanser, antidiyabetik, antibiyofilm

gibi ¢esitli terapotik etkiler 6rnek olarak verilebilmektedir.

Antifungal Etki: Nanopartikiiller boyutuna, konsantrasyonuna ve patojenin tiiriine

bagli olmak iizere mayalar tizerinde inhibitor etki gosterirler. Nanopartikiiller, mayalarin



hiicre duvar ve zarina hasar vererek tomurcuklanmayi inhibe ederler. Ayrica organellerde de

dejenerasyona sebep olmaktadirlar (Burduniuc vd., 2021).

Antibakteriyel Etki: Nanopartikiiller hiicre membranini bozarak zarin gegirgenligini
arttirmaktadir. Hiicre igerisine giren nanopartikiiller, DNA ve enzimlerin yapisinda bulunan
fosfor ve siilfiir gruplari ile reaksiyona girerek hiicreye zarar verirler. Bu etkilesimin
sonucunda enzimlerin inhibisyonu, DNA replikasyonunun bozunmasi, ATP sentezinin
durmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu gibi birgok hasar meydana gelmektedir (Davis
vd., 2008).

Antikanser Etki: Nanometre boyutundaki nanopartikiiller, dolagim sisteminde
hareket edebilirler. Negatif yiike sahip olan kan damarlari, negatif yiiklii nanopartikiilii iter
(Hu-Lieskovan vd., 2005). Yiizeyine ligand eklenen nanopartikiiller direkt olarak kanser
hiicrelerinin yiizey reseptor proteinlerine baglanarak endositoz ile hiicre igerisine

girebilmektedir. Boylece tiimor hiicreleri kolayca inhibe edilebilmektedir (Gatter vd., 1983).

Giliniimilizde nanopartikiillerin kullanim alanlar1 oldukga genistir ve farkli endiistri
alanlarinda kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin elektriksel ve optik 6zelliklerinden
faydalanilarak elektronik sektoriinde, enerji doniisiim ve depolama kabiliyetlerinden dolay1
enerji sektoriinde, antimikrobiyal/antifungal ozellikleri ile tarim sektoriinde, insan
hiicrelerinden daha kiigiik boyutlara sahip olmalarindan dolay ise kanser tedavileri, tibbi
gorlintiileme, biyosensér yapimi ve akilli ilag tagima sistemlerinde kullanilmaktadirlar
(Khan vd., 2017; ljaz vd., 2020). Nanopartikiiller giimiis, altin, paladyum, demir, bakir,
¢inko basta olmak iizere bir¢ok metal ¢ozeltisi kullanilarak sentezlenebilmektedir
(Simsek, 2021).

2.6. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin her birinin kendine has fizikokimyasal oOzelligi vardir. Bu
Ozelliklerin analizi i¢in ise farkli teknikler kullanilmaktadir. Bu tekniklerden en sik
kullanilanlar1 Enerji Dagitici X-Isin1 (EDX), X-Isin1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS),
X-lsim1 Kirmimi (XRD), Raman Spektroskopisi, Zeta Boyut Analizi, Polarize Optik
Mikroskopi (POM), Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), Dinamik Isik Sagilmasi (DLS),



Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM), UV Goriiniir
Alan Spektroskopisi (UV-Vis), fotoliiminesans (PL) ve Manyetik Rezonans Gorlintiileme
(MRI)’dir (Khan vd., 2017).

Sentezlenen nanopartikiillerin  sekil, boyut ve morfolojileri SEM ile
goriintiilenmektedir (ljaz vd., 2020). Nanopartikiillerin elementel bilesimini tanimlamak igin
kalitatif ve yar1 Kkantitatif sonuglar veren EDS kullanilmaktadir. Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) ile 6rnege gonderilen elektronlar, atomlar ile etkileserek cesitli dalga
boylarinda 1s1ma yapmaktadir (Kaya, 2009). Bu sinyallerin yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilere
dontistiiriilmesi ile 6rnegin boyut, morfoloji ve dagilimlar1 hakkinda bilgi sahibi
olunmaktadir (Dudkiewicz vd., 2011). Zeta potansiyeli ile nanopartikiiliin zit yiiklii iyonlar
ile etkilesime girdiginde etrafinda olusan elektriksel yiizeyin yiikii Ol¢lilmektedir (Ates,
2018). FT-IR, belirli bir infrared degeri araliginda madde icerisindeki fonksiyonel gruplarin
varliginin belirlenmesini saglamaktadir (Silverstein ve Bassler, 1962). Metod, yayilan ve
daha sonra fonksiyonel gruplar tarafindan absorbe edilen infrared isinlarinin titresim
analizine dayanmaktadir (Vagenas vd., 2003). Spektrumda goriilen her bir titresim belirli bir
gruba ait oldugundan dolay1 analiz kisa siirede sonug vermektedir (Ordonez ve Ruperez,
2011). UV-Vis yontemi ile sentezlenen nanopartikiillerin boyut ve sekil gibi optik 6zellikleri
cesitli dalga boylarinda incelenmektedir. Yontem kolay, hizli ve yiiksek dogruluk oranina
sahiptir (Ates, 2018). UV-Vis spektroskopi cihazlar1 200-900 nm arasinda caligirken,
metalik nanopartikiiller 300-800 nm arasindaki dalga boylar1 arasinda gdzlenmektedir (Shah
vd., 2016).

2.7. Giimiis Nanopartikiil

Latincesi ‘argentum’ olan, periyodik tabloda 1B grubunda Ag ile simgelenen
elementtir. Fiziksel olarak beyaz renkte, yumusak ve metalik parlakliga sahip olan gegis
elementidir. Agio7 Ve Agioe olmak tizere iki kararli izotopu vardir. Bu izotoplar dogada sirasi
ile %51,84 ve %48,61 oranlart ile bulunmaktadir (Ramya ve Subapriya, 2012). Giimiis
dogada hem serbest hemde bilesik halinde bulunabilir ve bilesiklerinde +1 degerlige sahiptir.
Serbest halde altin veya diger metaller ile alasim halinde bulunmaktadir (Demir, 2015).



Glimiis, eski ¢aglardan beri tibbi amaglarla kullanilmaktadir. Antik Yunan’da, Misir
Imparatorlugu’nda ve 1. Diinya Savas1 sirasinda ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin tedavisinde
giimiis kullanilmistir. 1700’1l yillarda cinsel yolla bulasan hastaliklarin ve viicudun gesitli
yerlerinde c¢ikan apselerin tedavisinde giimiis nitrattan (AgNO3) faydalanilmistir. 1881
yilinda Carl S.F. Crede gozde olusan iltihaplanmay1 yine AQNO3 ¢ozeltisi ile tedavi etmistir
(Klasen, 2000).

Gilimiis nanopartikiiller, 20-15000 giimiis atomu i¢eren yapilardir. Bu nanopartikiiller
elips, kiiresel, prizma, ¢ubuk vb. sekillerde olabilirler (Anjum vd., 2013). Glimis
nanopartikiiller diger metallerden sentezlenen nanopartikiillere gére daha iyi iletkenlige,
daha fazla katalitik aktiviteye ve yiiksek kararlilik gibi 6zelliklere sahiptir (Ren vd., 2005).
Ayrica glimiis nanopartikiiller, en fazla sentezlenen nanopartikiil ¢esididir (Abeska, 2019).
Giimiis nanopartikiiller boyut ve sekillerine gore farkli renkte gdzlenmektedir. Ornegin 40
nm boyutta kiiresel giimiis nanopartikiiliin rengi mavi, 100 nm boyutta ve kiiresel sekilde

sart iken 100 nm boyutta prizma seklinde kirmizi renkte olmaktadir (Allhoff vd., 2010).

2.7.1. Giimiis Nanopartikiillerin Biyolojik Aktiviteleri

Glimiis nanopartikiiller, yapilarindaki giimiis metalinden kaynakli olarak antikanser,
antiviral, antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahiptir. Giimiigiin antimikrobiyal etkisi 19.
yy’da kesfedilmis olup 1920 yilinda giimiis partikiiliiniin yaralarin tedavisinde etkili oldugu
kabul edilmistir (Chopra, 2007). Ayrica giimiis nanopartikiillerinin 650°den fazla
mikroorganizmanin biiylime ve gelisimini inhibe ettigi gorilmistiir (Jiang vd., 2012).
Gilimiis nanopartikiiller % 0.0003 ila % 0.0005 gibi diisiik konsantrasyonlarda dahi yiiksek
bakterisidal/fungisidal  aktivite gOstermektedir. Giimils nanopartikiiller  patojen
mikroorganizma ile temas ettigi anda hiicre zarina baglanir, hiicre igine niifuz eder. Daha
sonra nanopartikiiller solunum zincirine ve hiicrenin béliinmesi sirasinda hiicre dokusuna
saldirarak etki ederler (Patra ve Gouda, 2013).

Glimiis nanopartikiillerin sekillerinin canli organizmalardaki hareket kabiliyetlerini
etkiledigi bilinmektedir. Hekzagonal sekle sahip olanlar sitoplazma iginde kalirken, ¢ubuk
seklinde olanlar ¢ekirdege dogru hareket etmektedir. Kiiresel sekilde olanlar ise gubuk ve

disk seklinde olanlar ile kiyaslandiginda daha hizli hareket etmekte ve daha fazla hiicre
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icerisine girmektedir. Ayrica hiicreye alinirken de ¢ubuk ve silindir olanlarin daha yiiksek

oranda girig yaptigi bilinmektedir (Panariti vd., 2012).

Nanopartikiiller — arasindaki en  yiiksek antimikrobiyal etkinin  glimis
nanopartikiillerde gozlendigi bildirilmistir (Demir, 2015). Bu sebeple glimiis
nanopartikiillerin saglik sektoriinde, yara ortiisii, kateter, cerrahi alet, protez gibi tiriinlerin
yanisira diger sektorlerde, emzik, krem, tibbi maske, deterjan vb. iiriinlerin yapisinda yer
aldigi bilinmektedir (Ahmed vd., 2016). Giimiis nanopartikiiller son derece yiiksek
elektriksel ve termal iletkenlige, iyi optik 6zelliklere sahip olmalarindan dolay1 biyosensor

yapiminda da kullanilmaktadir (Ren vd., 2005).

2.8. Antimikrobiyal Analizler

Antimikrobiyal maddeler, hastalik yapict mikroorganizmalarin {iremesini durdurucu
olarak gorev yapmaktadir. Bu maddeler mikroorganizmalar iizerinde farkli etkiler gostererek
inhibe ederler. Ornegin bazilar1 hiicre duvari veya protein sentezini inhibe ederken bazilari

membran stabilitesini bozarak etki etmektedir (Hacioglu, 2010).

2.8.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitisii (CLSI)
tarafindan belirlenip standardize edilmis, niteliksel analiz saglayan mikrobiyolojik test
yontemidir. Yontem basit, pratik ve uygun maliyetli olmasinin yani sira mekanizasyon ve

otomasyonunun olmamasi gibi dezavantajlara sahiptir (Reller vd., 2009).

2.8.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Yontemi

Broth mikrodiliisyon metodu olarak da bilinen yontem, en eski antimikrobiyal
testlerden biridir. Metodun avantaji sonuglarin nicel olmasi iken dezavantajlari ise inokulum
ve malzeme ihtiyacidir (Reller vd., 2009). Minimum Inhibisyon Konsantrasyon degeri
(MIK), bakteri biiyiimesinin inhibe edildigi minimum konsantrasyon; Minimum
Bakterisidal Konsantrasyon degeri (MBK) ise bakterileri 6ldiiren minimum konsantrasyon

olarak adlandirilmaktadir (Stimerkan ve Gokahmetoglu, 1998).
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Molleman ve Hiemstra (2017), nanopartikiillerin pH, boyut ve antimikrobiyal
aktiviteleri arasinda iliski bulmuslardir. Verilere gore pH degerleri 7-14 araliginda olan
nanopartikiillerin daha fazla giimiis atomu saldigini1 gézlemlemislerdir. Giimiis atomlarinin
yiiksek miktarda salinimi ise patojenler iizerinde olumsuz etki olusturmaktadir. Ayrica
ticgen sekle sahip nanopartikiillerin kiiresel sekilli nanopartikiillere oranla bakteri

tiremesinin inhibisyonunda daha fazla etkili oldugu aktarilmistir (Pal vd., 2007).

2.9. Antibiyofilm Aktivite

Biyofilm, mikroorganizmalarin kendi iirettikleri polisakkarit tabaka igerisinde
kiimelenerek ve yiizeye yapisarak olusturduklart topluluktur (Leone vd., 2006). Bu tabaka
mikroorganizmalari 1s1, pH ve zararli 1sinlar gibi dig etmenlerden korumaktadir (Savage vd.,
2013). Yapilan aragtirmalarda biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin planktonik haline
gore antibiyotiklere kars1 1000 kata kadar daha fazla direng gosterdigi bulunmustur (Lewis,
2001). Ayrica biyofilm enfeksiyon ve Kistik fibroz basta olmak tizere ¢esitli hastaliklar ile
de iliskilendirilmistir (Donlan ve Costerton, 2002). Antibiyofilm metodu, farkli biyofilm
kapasitelerine sahip bakterilerin hangi maddeler tarafindan inhibe edildiginin belirlenmesi

i¢in kullanilan antimikrobiyal analiz yontemidir.

2.10. Serbest Radikaller ve Antioksidan Aktivite

Normal metabolizma sirasinda elzem olan oksijen, hayati fonksiyonunun yani sira
bazi reaktif oksijen tiirleri (ROT) tiretmektedir. Olusan ROT’lar oksidatif stres olusturarak
DNA, protein ve lipidlerde hasara sebep olmaktadir. Bu hasarlarin ise kalp hastaliklari,
diyabet ve kanser tiirleri gibi bircok hastaliga yol a¢tigi  bilinmektedir
(Koca ve Karadeniz, 2003). Reaktif oksijen tiirleri, radikaller ve radikal olmayanlar olarak
2’ye ayrilmaktadir (Tablo 1).

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin dismutasyonu sonucu olusur ve reaktif
olmamasina karsin oksitleyici bir maddedir. Hidrojen peroksitin siiperoksit ve demir ile
reaksiyonu sonucu hidroksil radikali olusmaktadir. Asidik pH araliginda (0-6) hidrojen
peroksitin tepkimeleri hizlanmaktadir. Hidrojen peroksit, biyolojik sistemlerde DNA’da

hasar ve ¢apraz baglar olusturarak zarar vermektedir (Halliwell, 1984).
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Tablo 1
Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Alkoksil (RO) Oksijen (O)

Hidroksil (OH) Ozon (O3)

Peroksil (ROO) Hidrojen peroksit (H20-)
Stiperoksit (O2) Hipokloroz asit (HOCI)
Semikinon (HQ) Peroksinitrit (ONOOQO")
Nitrik oksit (NO) Lipit peroksit (LOOH)

Giinliik hayatta kullanilan malzemelerde bulunan H203, insan viicuduna solunum
yolu ve temas ile girmektedir. Viicuda giren H20, kolayca su ve oksijene pargalanarak
hidroksil radikali basta olmak {izere reaktif oksijen tiirlerinin olugmasini indiiklemektedir
(Muniyappan ve Nagarajan, 2014). Toksik H202, protein, lipit ve DNA’da hasara yol
acmasinin yani sira in-vitro hiicre 6liimiine de sebep olmaktadir. Membranlardan gecip
bilesikleri oksitleyen H20-, lipid peroksidasyonu ile lipidlerin birikmesine neden olurken

enerji lireten mekanizmalara da zarar vermektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Nitrik oksit, azot ve oksijenin reaksiyona girmesi ile olusan reaktif oksijen tiiriidiir
(Halliwell, 1984). Sulu ortamda birka¢ saniye icerisinde yarilanma Omriine sahip olan
molekiil, stabil olmasinin yani sira diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksisite
gostermemektedir (Lancaster ve Hibbs, 1990). Nitrik oksit, hem sulu hem de lipit ortamlarda
¢oziinebildiginden dolayi sitoplazma ve plazma zarinda dagilim gostermektedir (Saran vd.,
1990). Hiicre igi kalsiyum (Ca) konsantrasyonunun artmasi ile nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi aktif hale gegerek NO {iretimi baslar (Grozdanovic vd., 1994). Nitrik oksitin fazla
tiretilmesi, hiicre ve doku harabiyetlerinin yani sira ateroskleroz ve hipertansiyon gibi

hastaliklara sebep olabilmektedir (Frombaum vd., 2012).

Antioksidanlar, fizyolojik sartlarda olusan, DNA ile hiicrelere zarar veren cesitli
reaktif oksijen tiirlerinin olusmasini engelleyen maddelerdir (Katiyar ve Mukhtar, 1997).
Antioksidanlarin her biri yapilarinda yer alan fenolik ve hidroksil gruplarindan dolay: farkl
aktiviteye sahiptir (Cuvelier vd., 1996). Bitki ve besinlerde yer alan dogal antioksidanlarin

yani sira sentetik antioksidanlar da bulunmaktadir. Fakat yapilan aragtirmalar, sentetik
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antioksidanlarin karsinojenik olabilecegini gostermistir (Ames, 1983). Bu yiizden son
yillarda dogal antioksidanlara olan ilgi artmistir. Dogal antioksidanlarin kapasitesini
incelemek icin ise c¢esitli metodlar kullanilmaktadir. Bu metodlardan bazilar1 DPPH?®,

ABTS*", FRAP, CUPRAC olarak siralanmaktadir.

2.10.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH*) Radikal Giderme Aktivitesi

DPPH* radikali giderme aktivitesi, Orneklerin in-vitro antioksidan potansiyelini
belirlemek i¢in siklikla kullanilan spektrofotometrik yontemlerden biridir. Isik ve oksijen
hassasiyeti bulunan DPPH yontemi basit, hizli ve ayn1 anda bir¢ok 6rnegin test edilmesine
imkan saglamaktadir (Ak ve Giil¢in, 2008). Yontemde kararli bir radikal olan mor renkli
DPPH?, antioksidan madde ile reaksiyona girdiginde sar1 renkli hidrazine indirgenmektedir
(Sekil 2). Bu doéniistim 517 nm dalga boyunda gézlenmektedir (Koksal vd., 2009). Azalan

absorbans degeri, antioksidan aktivitenin arttigin1 gostermektedir (Vilas vd., 2016).

NO, NO;

0N ;L NO; O,N i “NO,

I|q- . (AH), —_— IFLH + (A- )n
g 0

DPPH* DPPH-H

Sekil 2. DPPH?* radikalinin indirgenmesi.

(Kdksal, 2007)

2.10.2. 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS*") Radikal
Katyon Giderme Aktivitesi

ABTS*" radikal katyon giderme aktivitesi, antioksidan kapasitesiyi belirlemek igin
yaygin olarak kullanilan metoddur. Mavi renge sahip ABTS®" radikali, antioksidan drnek ile
reaksiyona girdiginde rengi hizlica kaybolmaktadir. Bu degisim ise 734 nm’de
gozlenmektedir (Zengin vd., 2014). ABTS*' radikalinin kullamimi kolaydir ve yiiksek
hassasiyete sahiptir. Bunun yani sira hem genis pH araliginda kullanilabilir hem de basit ve

hizli olacak sekilde birgok drnegin ayni anda analizini saglamaktadir (Thaipong vd., 2006).
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2.10.3. Hidrojen Peroksit (H202) Radikal Giderme Aktivitesi

Normal metabolizma sirasinda tiretilen oksijen, bazi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tiretilmesine neden olmaktadir (Ak ve Giilgin, 2008). ROT’lar serbest ve serbest olmayan
radikalleri icerirler. Hidrojen peroksit de serbest olmayan radikallerden biridir (Pietta, 2000).
Hidrojen peroksit, DNA ve diger hiicre elamanlarinda hasara neden olabilmektedir (Kdksal
vd., 2009). Hidrojen peroksit ayrica siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek hidroksil
radikalini olusturabilmektedir (Akkus, 1995). H20> radikali 6rnek ile reaksiyona girdiginde,

su ve oksijene indirgenmektedir (Gtiler, 2013).

2.10.4. Kuprik Iyon Giderme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC)

Apak vd. (2004) tarafindan gelistirilen CUPRAC analizi, hizli ve tekrarlanabilir
olmasindan dolay1 antioksidan kapasitenin belirlenmesi igin siklikla kullanilmaktadir.
CUPRAC metodu, neokuprin varliginda Cu (II) iyonlarinin Cu (I)’e indirgenmesiyle olusan
kompleksin absorbansinin 450 nm’de incelenmesine dayanmaktadir (Sekil 3) (Selamoglu
vd., 2017). Yontem fizyolojik pH (7,0) kosullarinda az sayida kimyasal ve diisiik maliyet ile
hizli ve kolayca uygulanabilmektedir.

_ . 3 .
(=) e (=)
N\ N AOX  AOX Product N N
HaC /" cH, A He N CHs| L
Cu - Cu + H
H3C / \ CH3 H;C / \ CH,

Sekil 3. CUPRAC reaksiyonu.
(Ozyiirek vd., 2011)

2.10.5. Nitrik Oksit (NO) Radikal Giderme Aktivitesi

Normal metabolizma sirasinda sinir, bagisiklik ve kardiyovaskiiler sistemler icin
biyoregiilator olan nitrik oksit, sinapslarin sekillenmesinde, ndrotransmitterlerin saliniminda

ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Pick, 2012). Fakat eslesmemis
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elektron iceren nitrik oksit, oksijen ile kolayca reaksiyona girerek reaktif hale dontigmektedir
(Nussler ve Billiar, 1993). Doniistiikten sonra dokularda birikmeye baslayan nitrik oksit,
doku ve hiicresel hasara yol agmaktadir (Burney vd., 1999). Radikal hiicrelerde
fonksiyonlar1 degistirerek metabolik siiregleri bozar ve diyabet, multipl skleroz, kanser,
enflamasyon, sepsis, bobrek hastaliklar1 gibi birgok patolojik durumun gelisiminde rol
oynamaktadir (Reddy vd., 2014).

Dokulardaki nitrik oksit miktarini 6l¢mek i¢in Griess reaktifi kullanilmaktdir. Sodyum
nitroprussid ¢ozeltisinin igerisindeki nitrit iyonlart oksijen ile reaksiyona girerek diazonyum
tuzunu olusturur (Jain ve Agrawal, 2008). Daha sonra iyonlar Griess reaktifi ile reaksiyona
girerek naftiletilendiamine baglanir ve kromoforik pembe renkli formazan olustururlar
(Dowding vd., 2012). Olusan kromoforun aborbansi spektrofotometrik olarak 540-550 nm
dalga boyu araliginda 6l¢iilmektedir (Jain ve Agrawal, 2008).

2.11. Mutajenite ve Antimutajenite Analizi

Hiicreler, i¢ ve dis etkenlere bagli olarak hasar gérmektedir. Bu hasarlar zararli 1sinlar
ve kimyasal maddeler tarafindan olusturulabilecegi gibi hiicresel metabolizma sirasinda
tiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve radikaller tarafindan da olusturulabilmektedir
(Collins vd., 1996). Bu olay mutasyon olarak adlandirilmaktadir. Mutasyonlar, kromozom
veya gen diizeyinde meydana gelirler (Natarajan ve Obe, 1986). Mutasyonlar tek bir
niikleotidi etkilemesinin yan1 sira mutajenin yapisina ve maruz kalma siiresine bagli olarak
kromozomun delesyonu dahil olmak iizere viicuda ¢ok cesitli zararlar verirler (Beksag,
1996). Mutasyonlara 6rnek olarak baz ¢ifti degisimi, cergeve kaymasi, inversiyon, delesyon,
duplikasyon verilebilir. Baz cifti degisimi, nokta mutasyonu olarak da bilinir ve bu
mutasyon, kodonda bulunan eslesmis bir baz ciftinin diger baz ciftine donlismesi ile
olusmaktadir (Smith ve Wood, 1991). Cerceve kaymasi mutasyonu ise kodlama bolgesinde
bulunan niikleotitlerin eklenmesi veya silinmesi ile meydana gelecek aminoasitin

degismesidir (Klug vd., 2002).

Meydana gelen mutasyonlarin  belirlenmesinde ¢ok  ¢esitli  yontemler
kullanilmaktadir. Bu testler hizli olmalarinin yani sira karsinojenlerin mutajenitesini

gostermede yeterli olmamistir. Ames vd. tarafindan 1973 yilinda, Salmonella typhimurium

16



bakterisini kullanarak gelistirilen AMES/Salmonella metodu, orneklerin mutajenitesini
belirlemede siklikla kullanilmaktadir. Yontem, genetik hasara ve mutasyonlara sebep
olabilecek maddelerin hizli ve hassas sekilde tespit edilmesini saglayarak kantitatif veriler
saglamaktadir (Mortelmans ve Zeiger, 2000). Testte S. #yphimurium bakterisinin TA97,
TA98, TA100, TA102, TA1535 ve TA1537 suslart kullanilmaktadir. Cesitli mutasyonlara
sahip olan bu suslar histidin sentezleme yeteklerini kaybetmistir (his-). Suslara tekrar
mutajen uygulandiginda ise histidin sentezleme yeteneklerini (his+) tekrar kazanmaktadirlar
(Mortelmans ve Zeiger, 2000). S. typhimurium’un TA98 susu ¢ergeve kaymasi, TA100 susu

ise baz ¢ifti mutasyonunun belirlenmesini saglamaktadir (Maron ve Ames, 1983).

2.12. DNA ile Etkilesim
2.12.1. DNA Kesme Aktivitesi

Elektroforez, elektriksel alanda ¢6ziinmiis DNA molekiiliiniin elektrik yiikiine gére
farkli kutuplara hareket ederken birbirlerinden ayrilmalar1 temeline dayanan molekiiler

inceleme yontemidir. Y6ntem ile molekiiliin agirligi, miktar1 ve formu belirlenmektedir.

Negatif yiikli DNA, jelde katoddan anoda dogru hareket etmektedir. Go¢ hizi
molekiiliin yapisina, biiyiikliigiine, ortamdaki yogunluga, akima ve iyonik kuvvete bagl
olarak degismektedir. Biiylik molekiiller jel {izerinde yavas ilerlerken, kii¢liik molekiiller
daha hizli hareket ederler. Molekiiliin jel {izerindeki konumu UV 1ginlari ile floresan yansima

yapan etidyum bromiir (EtBr) kullanilarak belirlenmektedir (Dikilitas ve Kogyigit, 2010).

Rekombinant DNA teknolojisi, DNA molekiiliiniin yabanci bir organizmaya
aktarilmasini icermektedir (Smith, 1985). Bu yontemde kullanilan plazmidler vektor olarak
adlandirilmaktadir. Gen klonlamada en sik  kullamilan  vektor pBR322’dir
(Bolivar vd., 1977). Plazmid DNA, genomdan bagimsiz replikasyon yapabilen, ¢ift zincirli
ekstra kromozomal halkasal DNA’dir. Tiim bakteri hiicrelerinde bulunmayan plazmid DNA,
genomik DNA’ya oranla daha az baz sayisina sahip oldugundan dolayr daha kiigiik
molekiiler agirlik ve boyuta sahiptir. Ayrica plazmid DNA’lar ¢esitli islevlere sahiptir ve
bazi genleri kodlayabilirler (Balbas vd., 1986).
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pBR322, Escherichia coli bakterisinden izole edilmis, 4361 baz ¢iftine sahip DNA
molekiilidiir. pPBR322 vektort, replikasyon orjinine, ampisilin ve tetrasiklin diren¢ genleri
ile EcoRI, HindIII, EcoRV, BamHI ve Sall gibi enzimleri igeren ¢oklu klonlama bolgesine
sahiptir (Watson, 1988). pBR322, dizilenen ilk plazmid olmasinin yani sira diisiik molekiiler
agirhik ve dizisinin basit olmasi sebebi ile genetik miihendisligi alaninda yapilan

caligmalarda siklikla kullanilmaktadir (Sutcliffe, 1979; Watson, 1988).

2.13. Pelargonium graveolens (Itir)

Halk arasinda 1tir veya irdisah olarak bilinen Pelargonium graveolens, Geraniaceae
(Turnagagasigiller) familyasina aittir (Tablo 2). 1,3 m yiikseklige, 1 m yayilima kadar
biiyiiyebilen kadife yaprakli, ¢ok yillik ¢al1 bitkisi Giiney Afrika, Madagasakar, Misir, Fas
ve Cezayir gibi tilkelerin yam1 sira Tirkiye’de de Ege ve Akdeniz bolgelerinde
yetistirilmektedir (Sekil 4). Nemli ve yar1 golge alanlarda gelisim gosteren bitki, pembe-
beyaz ¢igeklere ve aromatik giil kokusuna sahiptir (Seker Karatoprak ve Kosar, 2015).

Sekil 4. Pelargonium graveolens (orjinal).
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Tablo 2
Pelargonium graveolens’in sistematikteki yeri
Alem Plantae (Bitki)

Sube Angiosperms (Kapali Tohumlular)
Sinif Dicots (Cift Cenekliler)

Takim Rosids (Giiller)

Familya  Geraniaceae (Turnagagasigiller)
Cins Pelargonium

Tiir Pelargonium graveolens L.

Pelargonium tiirlerinin geleneksel tipta kullanimi1 Afrika Zulu Kabilesi sifacilarina
dayanmaktadir. Bitki Afrika geleneksel tibbinda solunum yolu enfeksiyonlari, yiiksek ates,
sitma, dizanteri, tiiberkiiloz, sucicegi, kizamik ve kabakulak tedavisinde kullanilmistir. Bitki
Fransa’da iilser, diyabet, bobrek tasi ve safra kesesi hastaliklarinin tedavisinde; Iran’da agr1
ve yiiksek tansiyon tedavisinde; Venezuella’da sifa banyosu olarak; Amerika’da ise kulak
ve bas agrisinin tedavisinde kullanilmistir (Seker Karatoprak ve Kosar, 2015; Saraswathi
vd., 2011).

2.13.1. P. graveolens Esansiyel Yagi

Pelargonium familyasindan yalnizca P. graveolens, P. capitatum, P. odoratissium
ve P. radens tiirlerinden esansiyel yagi iretilmektedir. Diinya capinda iiretim miktar
750 ton/yil’dir. Ana firetici Cin’i, Misir, Fas ve Hindistan takip etmektedir (Sekil 5).
P. graveolens (gigek, yaprak ve govde) kullanilarak elde edilen yag sari-yesil renkte olup,
citronellol ve geraniol bilesenleri bakimindan zengindir. Bu bilesenlerin bulunmasi, bitkinin

antimikrobiyal ve antioksidan kapasitesini arttirmaktadir (Saraswathi vd., 2011).
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Sekil 5. P. graveolens’in diinyadaki dagilimia.
(van der Walt ve Worster, 1983)

2.13.2. P. graveolens Esansiyel Yaginin Kullanim Alanlari

Elde edilen ugucu yag, sabun, parfiim, kozmetik endiistrisinde ve aromaterapide
kullanilmaktadir. Yag ayn1 zamanda antiseptik ve antienflamatuar ozelliklere sahip
oldugundan dolayr akne ve egzama gibi cilt rahatsizliklarinin tedavisinde de
kullanilmaktadir (Saraswathi vd., 2011). Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve FEMA
(Tatlandiricilar ve Ekstrakt Ureticileri Birligi) tarafindan GRAS (Genel olarak giivenilir-
zararsiz) olarak siniflandirilmistir (Boukhatem, 2013). P. graveolens yaginin giivenli kabul
edilmesi ve giil aromasi icermesinden dolay1 gida sektoriinde recel, surup, jole, sirke, ¢ay

vb. yapiminda siklikla kullanilmaktadir (Lalli vd., 2008).

2.14. Yesil Sentez Yontemiyle Sentezlenen Metal Bazhh Nanopartikiillerin
Biyolojk Aktiviteleri Uzerine Yapilan Cahsmalar

Ipek vd. (2005), Origanum onites (Izmir kekigi) kullanarak elde ettikleri esansiyel
yag1 ve carvacrol maddesinin mutajenitesini AMES/Salmonella testi ile incelemislerdir.

Calismada TA98 ve TA100 suslarina kars1 mutajenik etki gézlenmemistir.

Douissa vd. (2005), Pistacia lentiscus (sakiz agaci)’dan hidrodistilasyon yontemi ile
elde ettikleri yagin mutajenik aktivitesine AMES/Salmonella yontemi ile bakmislardir.
Salmonella typhimurium bakterisinin TA97, TA98, TA100, TA1535 ve TA1538 suslari ile
yapilan calismada esansiyel yagin suslarin hicbirinde mutajeniteye sebep olmadig

belirlenmistir.

20



Kilani vd. (2005), Cyperus rotundus (topalak)’tan hidrodistilasyon yontemi ile elde
ettikleri esansiyel yagin antimutajenik aktivitesini Salmonella typhimurium bakterisinin
TA98 ve TA100 suslarina karsi test etmislerdir. Elde edilen sonuglara gére esansiyel yagin

mutajen olmadigi belirlenmistir.

Kilani vd. (2007), Cyperus rotundus (topalak)’in ¢esitli ekstrakt (etil asetat, metanol,
su) ve esansiyel yagmin mutajenik aktivitesinde metanol ekstraktinin 500 pg

konsantrasyonunun TA98 susuna kars1 mutajenik etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir.

Ozkan vd. (2014), Ferula orientalis’in yaprak ve giceklerinden clevenger cihazi ile
elde ettikleri esansiyel yagm mutajenik ve antimutajenik aktivitesini Salmonella
typhimurium bakterisinin TA1535 ve TA1537 suslarini kullanarak AMES/Salmonella testi
ile degerlendirmislerdir. Analiz sonucunda konsantrasyonlarin hi¢birinde mutajenik etki

gozlenmemistir.

Dzimitrowicz vd. (2016), Eucalyptus globulus (mavi okaliptus) ve Rosmarinus
officinalis (biberiye) yapraklarindan elde ettikleri su:etanol ekstraktini kullanarak yesil
sentez yontemi ile altin (Au) nanopartikiil sentezlemislerdir. Sentezledikleri altin
nanopartikiillerin karakterizasyonunu TEM ile yapmugslardir. Analiz sonucunda altin
nanopartikiillerin kiiresel, tiggen, altigen ve cubuk gibi birden farkli formda oldugunu

belirlemislerdir.

Azizi vd. (2016), Zingiber zerumbet esansiyel yag ile sentezledikleri ¢inko oksit
(Zn0O) nanopartikiiliiniin antimikrobiyal kapasitesini incelemek i¢in disk diflizyon metodunu
kullanmiglardir. ZnO nanopartikiilii Staphylococcus aureus (S276)’a karsi 8,2 mm
inhibisyon sergilerken ZnO-Ag nanopartikiili 9,5 mm inhibisyon sergilemistir.
Bacillus subtilis (B29) bakterisine karsi ZnO nanopartikiilii 11,75 mm inhibisyona sahipken,
ZnO-Ag nanopartikiili 14,8 mm inhibisyon gostermistir. Escherichia coli (E266)
bakterisine kars1 ise ZnO nanopartikiiliinde 10,35 mm inhibisyon gozlemlenirken ZnO-Ag
nanopartikiilinde bu deger 14,26’ya ylikselmistir. ZnO-Ag nanopartikiiliiniin ZnO
nanopartikiilinden daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermesinin sebebi, ZnO-Ag

nanopartikiiliiniin sahip oldugu giimiis atomlarindan kaynaklandig: bildirilmistir.
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Mousavi vd. (2019), Myristica fragrans (hint cevizi) esansiyel yagi ile sentezledikleri
Fe304-MgO nanopartikiiliiniin antimikrobiyal potansiyelini gram pozitif bakteriler
(Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus), gram negatif bakteriler (Arizona,
Escherichia coli, Salmonella, Morganella, Enterobacter ve Pseudomonas aeruginosa) ve
maya (Aspergillus flavus, Candida albicans, Cryptoccus neoformans, Terichophyton
verrucosum ve Epidermophyton floccodum) suslarini kullanarak minimum inhibisyon
konsantrasyon yontemi ile analiz etmislerdir. Analiz sonucu nanopartikiillerin en yiiksek
inhibitor etkisi E.coli bakterisinde gbzlenmistir. Ayrica nanopartikiillerin antimikrobiyal

etkisinin gram negatif bakterilerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Maciel vd. (2019), Syzygium aromaticum (karanfil) esansiyel yagi ve esansiyel yagin
ana maddesi olan 6jenoliin antioksidan kapasitesini belirlemek amaci ile ABTS®" metodunu
kullanmiglardir. Deney sonucunda karanfil esansiyel yagi ve 6jenoliin ICso degerleri sirasi
ile 32,7+1,5 ug/mL ve 29,840,2 ug/mL olarak bulunmustur. Sonuglar djenoliin ABTS®*
radikalini giderme kapasitesinin karanfil esansiyel yagindan daha fazla oldugunu

gostermistir.

Obeizi vd. (2020), Eucalyptus globulus (mavi okaliptus) esansiyel yagi ile
sentezledikleri ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiiliiniin antimikrobiyal aktivitesi gram pozitif
bakteri (Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ve
Staphylococcus aureus (ATCC 43300)), gram negatif bakteri (Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae ve Salmonella typhimurium) ve maya
(Candida albicans) suslart ile test edilmis olup ZnO nanopartikiiliiniin gram negatif
bakterilere kars1 daha fazla inhibitor etki gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica nanopartikiil
konsantrasyonu ile antimikrobiyal aktivitenin dogru orantili olarak arttigini

gozlemlemislerdir.

Ahmadi vd. (2021), Satureja hortensis (baklakekik) esansiyel yagi ile sentezledikleri
demir (Fe) nanopartikiiliin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in disk difiizyon
yontemi ile maya (Candida albicans (ATCC 10231)), 2 gram pozitif bakteri
(Corynebacterium glutamicum (ATCC 21799) ve Staphylococcus aureus (ATCC 6538)),
2 gram negatif bakteri (Escherichia coli (ATCC 33876) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC
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10662)) suslar1 kullanarak analiz etmislerdir. Analiz sonucunda demir nanopartikiillerin tim
suslara kars1 hem standart antibiyotik neomisin hem de esansiyel yaga oranla daha yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

2.15. Yesil Sentez Yontemiyle Sentezlenen AgNP’lerle Yapilan Biyolojik

Calhismalar

Dauthal ve Mukhopadhyay (2013), Prunus armeniaca (kayisi) kullanarak
sentezledikleri giimiis nanopartikiilleri DPPH® yontemi ile analiz etmislerdir. Analiz
sonucunda nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin konsantrasyon ile orantili sekilde
arttig1 gozlenmistir. Glimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi en diisiik %10,29, en

yiiksek ise %62,45 olarak belirlenmistir.

Lalitha wvd. (2013), Azhadirachta indica kullanarak sentezledikleri glimiis
nanopartikiillerin  antioksidan aktivitesini hidrojen peroksit (H202) metodu ile
incelemislerdir. Yapilan analizde nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin konsantrasyon
ile arttigi gozlenmistir. Nanopartikiiller 20 pg/mL konsantrasyonda %2,5 inhibisyon
sergilerken 40 ug/mL konsantrasyonda %12, 60 ug/mL konsantrasyonda %23, 80 pg/mL
konsantrasyonda %27 ve 100 pg/mL konsantrasyonda ise %33 inhibisyon gozlenmistir.

Muniyappan ve Nagarajan (2014), Dalbergia spinosa kullanarak sentezledikleri
glimiis nanopartikiilii hidrojen peroksit (H202) metodu ile analiz etmislerdir. Sentezlenen
nanopartikiiliin antioksidan aktivitesi %90,5 ila %96,2 arasinda degismis olup, giderme

aktivitesinin konsantrasyon ile arttig1 gézlenmistir.

Vilas vd. (2014), Myristica fragrans (hint cevizi) esansiyel yagmi kullanarak
sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivitesini DPPH® yontemi ile
incelemislerdir. 1,25 pL konsantrasyonda 2 mL yag kullanarak sentezlenen glimiis
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi %34 iken 5 mL yag kullanarak sentezlenen gilimiis
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin %40 oldugu goriilmiistiir. 20 pL konsantrasyonda
ise 2 mL yag ile sentezlenen nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi %53,5, 5 mL yag

kullanarak sentezlenen nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi ise %54 olarak
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belirlenmistir. Bu verilere gére glimiis nanopartikiillerin DPPH® giderme aktivitesinin

konsantrasyona bagli olarak arttig1 gdzlenmistir.

Kumar vd. (2016), Polyalthia longifolia ile sentezledikleri glimiis nanopartikiillerin
hidrojen peroksit (H202) analizinde nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin
konsantrasyon ile arttigini gostermislerdir. Nanopartikiillerin H>O. radikalini giderme
aktivitesi %17 ila %75 arasinda degismis olup en yiiksek inhibisyon 100 pg/mL

konsantrasyonda gozlenmistir.

Baharara vd. (2017), yesil sentez yontemi ile Salvia officinalis (adagay1) kullanarak
sentezledikleri glimiis nanopartikiilleri ABTS®" metodu ile analiz etmislerdir. Analizde
nanopartikiillerin konsantrasyon ile orantili olarak artan aktivite gdsterdigi bulunmustur.
Nanopartikiillerin en diisiik %9 ve en yiiksek %65 olacak sekilde inhibisyon sergiledigi
gozlenmistir. Ayrica giimiis nanopartikiillerin 1Cso degeri 780 pg/mL olarak bulunmustur.

Shah vd. (2018), Daphne mucronata kullanarak sentezledikleri giimiis
nanopartikiiliin antioksidan aktivitesini DPPH® yontemi ile incelemislerdir. Gilimiis
nanopartikiilerin antioksidan aktivitesinin konsantrasyon ile arttig1 gozlenmistir. Glimiis
nanopartikiillerin 1Cso degeri 322,83 png/mL olarak bulunurken, standart askorbik asitin 1Cso

degeri 342,50 pg/mL olarak bulunmustur.

Savaranakumar vd. (2018), yesil sentez yontemi ile sentezledikleri glimiis
nanopartikiiliin antioksidan aktivitesini hidrojen peroksit (H202) metodu ile analiz
etmiglerdir. Calismada nanopartikiilin en yiiksek giderme aktivitesi 500 pg/mL
konsantrasyonda %85,25+1,45 olarak belirlenirken en diisiik antioksidan aktivite %47 ile
25 pg/mL konsantrasyonda hesaplanmistir. Nanopartikiiliin tiim konsantrasyonlarda

ekstrakttan daha yiiksek aktivite sergiledigi goriilmiistiir.

Adebayo-Tayo vd. (2019), yesil sentez yontemi ile Oscillatoria ekstrakti kullanarak
sentezledikleri glimiis nanopartikiiliin antimikrobiyal aktivitesini antibiyofilm metodu ile
incelemislerdir. Calismada gram pozitif ve gram negatif bakteriler kullanilmistir. Giimiis

nanopartikiiliin antibiyofilm aktivitesi diisiikten yiiksek aktiviteye olacak sekilde sirasi ile
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillius olacak sekilde

belirlenmistir.

Maciel vd. (2019), Syzygium aromaticum (karanfil) ugucu yagi ile sentezledigi farkli
pH degerlerine sahip giimiis nanopartikiiliin antimikrobiyal aktivitesini 2 gram pozitif
(Bacillus cereus (ATCC 10987), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)) ve 1 gram negatif
(Escherichia coli (ATCC 8739)) bakteri kullanarak test etmislerdir. Analiz sonucunda pH’1
7 ve 8 olan giimiis nanopartikiiller E. coli’ye kars1 60 pL/mL konsantrasyonda inhibitor etki
sergilemigstir. pH’1 8 olan glimiis nanopartikiiller S. aureus bakterisine kars1 80 puL/mL
konsantrasyonda inhibitor etki sergilemistir. pH’1 9 olan nanopartikiiller ise her iki bakteriye
kars1 100 pL/mL konsantrasyonda inhibitor etki sergilemistir. B. cereus'a karsi ise test edilen

orneklerin hi¢birinde inhibisyon gézlenmemistir.

Geng (2021), Origanum onites (izmir kekigi) kullanarak sentezledigi giimiis
nanopartikiiliin radikal katyon giderme aktivitesini ABTS®*" yontemi ile analiz etmistir.
Analizde glimiis nanopartikiiller 5,16+0,07 pg/mL, standart BHT ise 7,03+0,19 pg/mL ICso

degeri sergilemistir.

Geger vd. (2022), Echinacea purpurea (ekinezya) ile sentezledikleri giimiis
nanopartikiillerin antioksidan kapasitesini ABTS®" metodu ile incelemiglerdir. Giimiis
nanopartikiillerin 1Cso degeri 8 pg/mL olarak bulunurken, BHT nin ICso degeri 8,5 pg/mL

olarak hesaplanmistir.

25



UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Pelargonium graveolens Bitkisinin Toplanmasi

Calismada kullanilan P. graveolens L. (Itir), Balikesir Biiyliksehir Belediyesi Ciftgi
Egitim Merkezi (BACEM)’den toplandi. Bitki 6rnegi analiz edilene kadar oda sicakliginda,
golgede kurumaya birakildi.

3.2. Yontem
3.2.1. P. graveolens’ten Yag Eldesi

Bitki yapraklarindan esansiyel yag iiretimi clevenger cihazi (Labware, ABD) ile
gerceklestirildi. 100 g bitki yapragi ogiitiilerek 1 L hacimli balona alindi, {izerine 600 mL
saf su eklenerek cihaza yerlestirildi. Ekstraksiyon 350 °C sicaklikta, 3 saat siirede
tamamlandi. Islem sonunda elde edilen esansiyel yag, viallere alinarak analizleri ve

caligmalart yapilana kadar +4 °C’de saklandi.

3.2.2. P. graveolens Esansiyel Yaginin GC-MS Analizi

P graveolens esansiyel yaginin bilesenlerinin kalitatif analizi GC-MS
(7890A-5975C, Agilent Technologies, ABD) cihazi ile yapildi. GC-MS kolonuna 1 pL
esansiyel yag Ornegi yliklenerek, kolon sicakligt 50 °C’den baslatilip, baslangicta
25 °C/dk’ya ayarlanip 200 °C’ye, ardindan ise 3 °C/dk olacak sekilde 230 °C’ye 1sitild1.
Tasiyict gaz olarak (I mL/dk) helyum kullanildi. Analiz sonrasi bilesenlerin tespit

edilmesinde Wiley ve NIST kiitliphane verilerinden yararlanildi.

3.2.3. P. graveolens Esansiyel Yagindan Giimiis Nanopartikiil Sentezi

P. graveolens esansiyel yagi (0,1 pL), 1:170 oraninda aseton ile seyreltildi.
Hazirlanan 2 mM giimiis nitrat ¢ozeltisi, manyetik karistiricida 60 °C’ye sitildi. Glimiis

nitrat ¢ozeltisinin her 30 mL’sine 1 mL olacak sekilde seyreltilmis yag eklendi. Cozelti,
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manyetik karistiricida (RH Basic, IKA, Tiirkiye) 1 saat karistirildi. Daha sonra ¢6zelti 7,500
rpm’de 1 saat santrifiijlendi (Hettich, Almanya). Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi.
Ayrilan pellet, mikrosantrifiij cithazinda (Thermo Scientific, ABD) 14,000 rpm’de 15 dakika
daha santrifiijlendi. Ardindan siipernatant uzaklastirilarak pellet saf su ile yikandi. Yikama

islemi 3 kez tekrar edildi. Yikanan pellet etiivde 60 °C’de 48 saat kurutuldu.

3.3. Karakterizasyon Calismalari
3.3.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

P. graveolens esansiyel yagindan sentezlenen AgNP’lerin morfoloji, boyut ve
dagilimlar1 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (Quanta FEG 250, FEI, ABD)
kullanilarak analiz edildi. SEM analizi, Kastamonu Universitesi Merkez Laboratuvari
(MERLAB)’da hizmet alimi1 olarak gergeklestirildi. Nanopartikiil, karbon bant iizerine
yerlestirildi, yiizeyi kaplama cihazinda (Sputter Coater 108 Auto, Cressington, ingiltere) 40
mV 60 sn siirede altin ve paladyum ile kaplandi, 5 kV voltaj altinda incelendi.

3.3.2 Enerji Dagilim Spektroskopisi (EDS) Analizi

Sentezlenen AgNP’lerin element kompozisyonunu belirlemek EDS dedektorii
(EDAX, ABD) kullanildi. EDS analizi, Kastamonu Universitesi Merkez Laboratuvari
(MERLAB)’da hizmet alim1 olarak gergeklestirildi.

3.3.3. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Nanopartikiiliin agregasyon ve dagilimi TEM ile incelendi. Analiz, Erzurum Atatiirk
Uni. Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama Ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)’da
hizmet alim1 olarak gerceklestirildi. Sentezlenen nanopartikiiller etanol igerisinde
cozdiiriildiikten sonra ¢ozelti karbon kapli bakir 1zgaraya yerlestirilerek havada kurumast
saglandi. Ornekler, Transmisyon Elektron Mikroskobu (HT-7700, Hitachi, Japonya)’nda,
40-120 kV enerji altinda goriintiilendi. Elde edilen goriintiiler Quantikov Image Analyzer

programi yardimiyla analiz edildi.
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3.3.4. Zeta Potansiyeli Analizi

Zetaanalizi, DAYTAM’da hizmet alimi olarak gergeklestirildi. Nanopartikiiller Zeta

potansiyeli 6l¢iim cihazi (Malvern Panalytical, Ingiltere) ile analiz edildi.

3.3.5. UV Goriiniir Alan Spektroskopisi (UV-Vis) Analizi

Gumiis nanopartikiil, kuvars kiivet igerisinde T80+UV/VIS Spektrometre
(PG Instruments, ingiltere) cihazinda 230-450 nm dalga boyu araliginda incelendi.

3.3.6. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

P. graveolens esansiyel yagi ve sentezlenen gilimiis nanopartikiillerin FT-IR
analizleri, Perkin Elmer BX Il FT, ABD cihazinda gerceklestirildi. Ornekler KBr ile pellet
haline getirilerek 4000-400 cm™ aralikta, 16 tarama sayis1 ve 1 cm™ tarama ¢oziiniirliigiinde

analiz edildi.

3.4. Antibakteriyel Aktivite Calismalari
3.4.1. Disk Difiizyon Metodu

Sentezlenen nanopartikiil ve esansiyel yagin disk difiizyon analizi CLSI (2006)
tarafindan belirtilen sekilde gergeklestirildi. Antibakteriyel aktivite analizinde Grnekler,
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (NRRL B-3704), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Proteus vulgaris (ATCC 13315) ve Staphylococcus haemolyticus
(ATCC 43252) bakterilerine karsi test edildi. Sentezlenen nanopartikiil ve esansiyel yag
farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak disklere emdirildi. Ardindan petriler 35-37 °C’de 24
saat inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak penisilin kullanildi. inkiibasyon sonucunda zon

caplar Olgiilerek antibakteriyel aktivite belirlendi.
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3.4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) Belirlenmesi

Sentezlenen nanopartikiil ve esansiyel yagin MIK degerleri CLSI (2006) tarafindan
belirtilen yontem ile belirlendi. Analiz, 96 kuyulu mikroplakada seri diliisyon ile yapildi.
Bakterilerin inokulumu Mueller Hinton Broth (MHB) besiyeri kiiltiiriinden hazirlandi.
Mikroorganizmalarin yogunluklar1 0,5 McFarland olarak ayarlandi. Inkiibasyon sonunda

iireme gdzlenmeyen konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi.

3.5. Antibiyofilm Analizi

Orneklerin antibiyofilm aktiviteleri, mikroplaka metodu ile incelendi (Merritt vd.,
2006). Bakteriler, Tryptic Soy Broth (TSB) besiyeri igerisinde 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildi. Bakterilerin yogunluklar1 0,5 McFarland olarak ayarlandi. Ornekler 96 kuyucuklu
plakaya eklendi. Ardindan her kuyuya 100 pL TSB ve mikroorganizma kiiltiirii ilave edilip
plaka 48 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Siire sonunda plaka steril saf su ile yikandi, oda
sicakliginda kurutuldu. Plakada her kuyuya 200 pL kristal viyole eklendi, 15 dakika inkiibe
edildi. Plaka yikanip tekrar kurumaya birakildi. Gram negatif bakteri bulunan kuyulara
%95°1ik etil alkolden, gram pozitif bakteri bulunan kuyulara ise %33’liikk glasiyel asetik
asitten 200 pL eklendi. Kuyularin absorbans degerleri 620 nm’de 6l¢iildi. Antibiyofilm
aktivitesi i¢in pozitif kontrol kullanilarak Denklem 3.1°deki formiil ile inhibisyon degeri

hesapland.

(%) inhibisyon = [(AbSkontroI'Absémek)/AbSkontrol] x 100 (31)
Abs: Absorbans

3.6. Antioksidan Cahismalar
3.6.1. DPPH* Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Metodu

Analiz Blois (1958) tarafindan belirtilen metoda gore yapildi. Sentezlenen giimiis
nanopartikiill ve esansiyel yag 10-20-40-80-160 png/mL konsantrasyonlarda hazirlandi.
Karanlik ortamda 96 kuyucuklu plakaya 50 pL 6rnek ve 150 uL 1 M DPPH® ¢ozeltisi
eklendi. Plaka, 30 dakika inkiibe edildi. Absorbans degerleri mikroplaka okuyucuda (Epoch
Microplate Spectrophotometer, Agilent Technologies, ABD) 517 nm’de 6l¢iildii. Deneyde
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pozitif kontrol olarak biitillenmis hidroksi toluen (BHT) kullanildi. Elde edilen veriler

Denklem 3.2’de yerine yazilarak inhibisyon degerleri belirlendi.

DPPH?* Giderme Aktivitesi (%) = [(AbSkontrol — AbSsmek) / AbSkontrol ] X 100 (3.2)
Abs: Absorbans

3.6.2. ABTS** Radikal Katyon Giderme Aktivitesi Metodu

Analizde Re vd. (1999) tarafindan belirtilen yontem kullanildi. Giimiis nanopartikiiller
ve esansiyel yag 10-20-40-80-160 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlandi. Potasyum persiilfat
(K2S208) [2, 45 mM] ve ABTS®' [7 mM ] ¢ozeltileri esit hacimde karistirilarak 16 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 1 mL ABTS®* ¢zeltisi, 734 nm dalga boyunda 0,7’lik
bir absorbans elde etmek i¢in 39 mL etanol (60:40, etanol:su) ile seyreltildi. 96 kuyucuklu
plakada her kuyuya 210 uLL ABTS®" ¢ozeltisi ve 15 uL ornek eklendi. Plaka 1 saat inkiibe
edildi. Absorbans mikroplaka okuyucuda 734 nm’de 6lgiildii. Negatif kontrol olarak 225 uL
ABTS*" kullanildi. Denklem 3.3 ile inhibisyon degerleri belirlendi.

ABTS** Giderme Aktivitesi (%) = [(AbSkontroI— AbSémek) /AbSkontroI] x 100 (33)
Abs: Absorbans

3.6.3. H202 Radikal Giderme Aktivitesi Metodu

H2O. Radikal giderme aktivitesi Zhao vd. (2006)’nin metoduna gore yapildi.
Ornekler 1,25-2,5-5-10-20-40 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlandi.  Ornekler her
spektrofotometre kiivetine 1000 puL olacak sekilde eklendi. Orneklerin tizerine 1 mL 0,01 M
hidrojen peroksit (H202), 100 ul %3’liik amonyum molibdat ((NH4)sM07024-4H20), 10 mL
2 M siilfiirik asit (H2SO4) ve 1,8 M 7 mL potasyum iyodiir (K1) ilave edildi. Kiivetlerdeki
yesil renk kaybolana kadar 5,09 M sodyum tiyosiilfat (Na2S,03-5H20) eklendi. Orneklerin
absorbans1 UV-Vis spektrofotometre cihazi (Double Beam 8 Auto Cell, Labomed, ABD) ile
230 nm’de olgiildi. Giderme aktivitesi Denklem 3.4 kullanilarak hesapland.

H202 Giderme Aktivitesi (%) = [(AbSkontrol — AbSsmek) / AbSkontrol ] X 100 (3.4)
Abs: Absorbans
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3.6.4. CUPRAC Metodu

Kuprik iyon giderme kapasitesi Ribeiro vd. (2011) tarafindan belirtilen metoda gore
yapildi. Sentezlenen giimiis nanopartikiil ve esansiyel yag 10-20-40-80 ve 160 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlandi. 96 kuyucuklu F tabanli plakada her kuyuya 50 pL olacak
sekilde sirast ile 1 M amonyum asetat (C2H7NOz), 7,5 mM neokuprin (C12H12N2) ve 10 mM
bakir kloriir (CuCly) eklendi. Plaka 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi, ardindan kuyulara 100
uL ornek eklendi. Absorbans mikroplaka okuyucu ile 450 nm’de 6lgiildii. Standart olarak
BHT kullanildz.

3.6.5. NO Radikal Giderme Aktivitesi Metodu

Nitrik oksit radikal giderme aktivitesi Nayak vd. (2016) tarafindan belirtilen metoda
gdre yapildi. Ornekler 10-20-40-80 ve 160 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlandi. 1 mL
sodyumnitroprussid, 1 mL 6rnek ile karistirilip oda sicakliginda 150 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda 1 mL ¢ozelti, 1 mL Griess reaktifi (%2 orto-fosforik asit [H3zPO4], %0,1
naftilenetilendiamin [C10H7NHCH2CH2NH-2HCI] ve %1 siilfanilamid [CeHgN20-S]) ile
karistirilip 10 dakika inkiibe edildi. Cozeltinin absorbansi 546 nm’de mikroplaka okuyucu
ile l¢iildii. Standart olarak askorbik asit (AA) kullanildi. Inhibisyon degerleri Denklem 3.5
ile hesaplandi.

NO Giderme Aktivitesi (%) = [(AbSkontrol — AbSsmek) / AbSkontrol ] X 100 (3.5
Abs: Absorbans

3.7. AMES/Salmonella Testi

P. graveolens esansiyel yag1 ve giimiis nanopartikiillerin mutajenik ve antimutajenik
aktivitesi, Maron ve Ames (1983) tarafindan gelistirilen AMES/Salmonella testi ile in-vitro
olarak belirlendi. Deneyde esansiyel yag ve giimiis nanopartikiillerin 0,25-2 pg/mL
konsantrasyonlari test edildi. Test i¢in S. typhimurium bakterisinin TA98 ve TA100 suslari
kullanild1. Testler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.
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Mutajenite ¢aligmasi igin igerisinde 6 g agar ve 5 g NaCl bulunan 2 mL top agar’a
500 puL sodyum fosfat tamponu (pH 7,4) [0,2 M], 100 pL 6rnek ve 100 pL bakteri kiiltiirii
eklendi. Minimal Glukoz Agar (MGA\) petrileri, 15 g agar, 20 mL VB tuz ¢ozeltisi (50X) ve
100 mL glukoz ¢ozeltisi (%20) kullanilarak hazirlandi. Ornekler MGA petrilerine ekildi, 48
saat 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda geri donen koloniler sayildi. Test edilen
orneklerin mutajenik aktivitesini belirlemek i¢in koloni sayilar1 negatif kontrolle kiyaslandi.
Mutajenik etkiden s6z edebilmek i¢in, test edilen orneklerin uygulanmasi sonucu sayimi
yapilan koloni sayisinin, negatif kontrolde bulunan koloni sayisinin iki kati olmast

gerekmektedir.

Antimutajenite ¢alismasi i¢in 6 g agar ve 5 g NaCl bulunan 2 mL top agar’a 500 pL
sodyum fosfat tamponu (pH 7,4) [0,2 M], 100 uL SA veya NPD mutajeni, 100 pL 6rnek ve
100 pL bakteri kiiltiirti eklendi. Minimal Glukoz Agar (MGA) petrileri, 15 g agar, 20 mL
VB tuz ¢ozeltisi (50X) ve 100 mL glukoz ¢dzeltisi (%20) kullanilarak hazirlandi. Ornekler
MGA petrilerine ekildi, 48 saat 37°C’de inkiibe edildi. Antimutajenik aktivite Hong ve Lyu
(2011) tarafindan belirlenen denklem ile hesaplandi. Hesaplanan inhibisyon orant <%25
oldugunda etkisiz, %25-40 araliginda orta dereceli, >%40 ise gii¢lii antimutajenik olarak

tanimlanir.

Inhibisyon Oran1 (%) = (A-B) / (A-C) x 100 (3.6)
A: Pozitif kontrol koloni sayisi, B: Ornek ve mutajen koloni sayis1, C: Spontan koloni

sayist

3.8. DNA Kesme Aktivitesinin incelenmesi

P. graveolens esansiyel yagi ve AgNP’nin DNA kesme aktivitesi Qiao vd. (2011)’nin
onerdigi sekilde agaroz jel elektroforezi yontemi ile hidrolitik ve oksidatif olarak incelendi.
Nanopartikiil ve esansiyel yag 50-100-200-400-800 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlandi.
Ornekler hidrolitik ¢alisma igin pPBR322 DNA (0,1 pg/uL), Tris-HCI (pH 7,4) [10 mM] ve
saf su (14 pL) ile karistirildi. Oksidatif ¢alisma icin 6rnekler, pBR322 DNA (0,1 pg/uL),
Tris-HCI (pH 7,4) [10 mM], saf su (12 uL) ve H202 (2 pL) ile karistirildi. Daha sonra 3 saat
37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra érnekler 2 pL. DNA Ladder ve 2 pL yiikleme
boyasi ile karistirilarak %0,8’lik agaroz jele yiiklendi. Jel tankina 1X TAE tamponu (0,5 M
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EDTA ve 10 mM Tris-HCI) eklendi ve 6rnekler 60 V’da 1 saat siireyle yiiriitiildii. Daha
sonra bantlar UV 1s1g1 (DNR Bio-Imaging Systeme, Israil) ile goriintiilendi.

33



DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Esansiyel Yagin GC-MS ile Karakterizasyonu

P. graveolens esansiyel yaginin %93,63’iinii olusturan 48 adet bilesen tanimlandi. Bu

bilesenlerin pik numaralari, RT (Retention Time, alikonma siiresi) degerleri ve % oranlari

Tablo 3’te verildi.

Esansiyel yagin major bileseni citronellol (%33,76) olarak belirlenmis olup diger ana
bilesenler geraniol (%16,6), linalool (%6,4), 2-ethyl-1-hexanol (%5,51), B-caryophyllene
(%4,41), menthone (%3,84), viridflorene (%3,16), 1,4-benzenedicarboxylic acid, dimethyl
ester (%1,38), nerol (%1,34), B-bourbonene (%1,22), cis-muurola-3,5-diene (%]1,2),

d-cadinene (%1,2), geranyl tiglate (%]1,17) ve a-humulene (%1,15) olarak siralanmaktadir.

Major ve diger ana bilesenlerin yagin %82,34’linii olusturdugu goriildii. Bu bilesenlerin

kimyasal yapilar1 Sekil 6’da gosterildi.
Tablo 3

P. graveolens esansiyel yaginin bilesenleri

Pik No RT Bilesen %
1 6,35 a-Pinene 0,48
1 6,35 Sabinene 0,48
4 6,96 Pentanoic acid, 4-methyl, methyl ester 0,09
6 7,07 Myrcene 0,15
6 7,07 B-Pinene 0,15
7 7,15 a-phellandrene 0,08
10 7,35 Limonene 0,14
14 7,77 p-Cymene 0,22
15 7,85 Terpinolene 0,05
19 8,25 cis-Rose oxide 0,5
24 8,90 2-Ethyl-1-hexanol 551
25 8,99 Menthone 3,84
28 9,21 Linalol 6,4
29 9,32 -Bourbonene 1,22

31 9,55 Isopulegol 0,09
32 9,59 a-Guaiene 0,12
32 9,59 a-Gurjunene 0,12
33 9,66 B-Elemene 0,97
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Tablo 3’1iin devami

33
34
36
37
39
40
41
43
44
45
46
46
47
49
51
52
53
55
56
57
60
60
62
63
64
65
70
71
72
74

9,66
9,82
10
10,05
10,16
10,21
10,26
10,38
10,52
10,65
10,71
10,71
10,78
11,07
11,28
11,47
11,73
11,96
12,01
12,96
12,71
12,71
12,99
13,16
13,26
13,38
14,41
14,48
14,84
15,29

Aromadendrene
B-Caryophyllene
trans-Muurola-3,5-diene
Germacrene D
Neral
a-Terpineol
a-Humulene
Viridiflorene
Citronellol
Bicyclogermacrene
d-Cadinene
cis-Muurola-3,5-diene
Nerol
Geraniol
trans-Calamenene
Geranyl Isovalerate
Phenethyl alcohol
a-Calacorene
10-epi-cubebol
5,11-Epoxycadin-1(10)-ene
Caryophyllene oxide
(E,Z) a-Farnesol
Ledol
1,10-di-epi-cubenol
1-epi-cubenol
Geranyl Tiglate
a-cadinol
2-Phenyl ethyl tiglate
Isospathulenol

1,4-Benzenedicarboxylicaciddimethylester

0,97
4,41
0,23
0,19
0,45
0,61
1,15
3,16
33,76
0,53
1,2
1,2
1,34
16,6
0,35
0,25
0,8
0,06
0,06
0,27
0,39
0,39
0,23
0,75
0,35
1,17
0,2
0,5
0,07
1,38

RT: Retention Time (Alikonma stiresi)
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Sekil 6. Yagda bulunan fonksiyonel gruplarin kimyasal yapilari.

Peterson vd. (2006), 3 farkli bolgeden topladiklar1 P. graveolens koklerinden elde
ettikleri esansiyel yagin GC-MS analizi sonucu ana bilesen olan citronellol’iin Misir’dan
toplanan 6rnekte %23,42, Fransa’dan toplanan 6rnekte %24,54 ve Cin’den toplanan 6rnekte

%34 oraninda bulundugunu belirlemisglerdir.

Bigos vd. (2012), P. graveolens esansiyel yaginin bilesenlerini GC-MS ile incelemis
ve ucucu yagda bulunan bilesenlerin baglicalarinin 10-epi-y- eudesmol (% 4,4), linalool
(%35,2), isomenthone (%6,3), citronellyl formate (%7,1), nerol (%8,7), geraniol (%13,4) ve
citronellol (%26,7) oldugunu tespit etmislerdir.

Boukhatem vd. (2013), Cezayir’den topladiklar1 P. graveolens bitkisinden clevenger
cihazi ile ugucu yag elde etmis ve elde ettikleri yagin igerigini GC-MS ile incelemislerdir.
Analiz sonucunda yagin 45 bilesen icerdigini ve bu bilesenlerin yagin %94,3’linli
olusturdugunu bulmuslardir. Yagin major bileseni olan citronellol’iin ise yagin %30,2’sini

olusturdugunu belirlemislerdir.

Singh vd. (2013), Hindistan’in 2 farkli bolgesinden topladiklart P graveolens’ten
elde ettikleri esansiyel yagin GC-MS analizi sonucunda, citronellol (%36,8-%23,9), geraniol
(%20-%25,5), 10-epi-y-eudesmol (%7,5-%35,8), citronellyl formate (%5,5-%6,2), geranyl
formate (%2,4-%3,9) ve linalool (%2,8-%3)’iin iki bitkide farkli oranlarda bulundugunu

gozlemlemislerdir.

36



Ali vd. (2013), 5 farkli bolgeden toplanan P. graveolens drneklerinden elde ettikleri
esansiyel yagi GC-MS yontemiyle analiz etmis ve major bilesenleri citronellol (%31,1-29,7-
30,1-50,9-8,5), geraniol (%16,0-14,7-15,2-0,1-1,6), bunlar1 takiben citronellyl formate
(%10,5-10,5-7,0-13,3-1,0), isomenthone (%7,7-7,9-7,3-5,5-0), linalool (%10,4-10,9-7,5-

0,1-1,1) olarak siralamiglardir.

Tiirer (2019), P. graveolens yapraklarindan hidrodistilasyon yontemiyle elde ettigi
yagin bilesenlerini GC-MS analizi ile belirlemistir. Analiz sonucunda yagin 84 bilesen
icerdigi ve ana bilesenin citronellol (%38,74) oldugu goriilmiistiir. Bu calismada da P,
graveolens esansiyel yagmin ana bileseni citronellol olarak saptanmis olup yagin

%33,76’s1n1 olusturdugu belirlendi.

Yagin icerigindeki bilesenlerin ayrilmasi, polarite ve ucuculuklarina baghdir
(Ercioglu, 2017). P. graveolens esansiyel yaginin tatli ve giil benzeri aromatik kokusu, yagin
major bilesigi citronellol ve ana bilesenlerden olan geraniol’den kaynaklandig: bildirilmistir
(Aydinlik, 2021). Yapilan c¢alismalarda yagin bilesenleri yiliksek oranda benzerlik
gostermesine ragmen bilesenlerin bulunma oranlar1 arasindaki farkin bitkinin yetistigi
cografyanin  ozelliklerinden, hasat tiiriinden ve yagmn elde edilme yonteminden

kaynaklandig: bildirilmistir.

4.2. Karakterizasyon Analizleri
4.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Analiz sonucunda Pelargonium graveolens esansiyel yagindan sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin ortalama 72 nm boyuta ve kiiresel morfolojiye sahip olduklar1 goriildi
(Sekil 7). Glimiis nanopartikiillerin sentezinde kullanilan P. graveolens esansiyel yagi aseton
ile seyreltildi. Yagin aseton ile seyreltilmesi glimiis nitrat ¢ozeltisinin indirgenmesini
kolaylastirarak ~ giimiis nanopartikiillerin ~ stabilizasyonunu artirmaktadir. Bu da

nanopartikiillerin aglomerasyonunu 6nlemektedir (Sheny vd., 2012).
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Sekil 7. AgNP’lerin SEM goriintiisii.

Al-Shnani vd. (2017), Thymus syriacus, Mentha aquatica (su nanesi) ve Rosmarinus
officinalis (biberiye) ugucu yaglarmi kullanarak kitosan kapli giimiis nanopartikiil
sentezlemislerdir. Sentezlenen nanopartikiiller, FT-IR, SEM ve UV-Vis yontemleri ile
karakterize edilmistir. Analiz sonucunda sentezledikleri nanopartikiillerin 62 nm boyuta
sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu c¢alismada da bu sonuca benzer olarak giimiis

nanopartikiilerin ortalama 72 nm boyutta sentezlendigi bulundu.

Veisi vd. (2019), esansiyel yag kullanarak sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin
SEM analizi sonucunda kiiresel formda oldugunu belirlemislerdir. Bu c¢alismada da
P. graveolens esansiyel yagi ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin kiiresel formda

olduklar1 goriildii.

4.2.2. Enerji Dagihm Spektroskopisi (EDS)

Nanopartikiilde bulunan elementlerin varligt EDS analizi ile dogrulandi. EDS
spektrumunda 3 keV’taki zirvenin giimiis atomlarma ait oldugu belirlendi. EDS
spektrumunda gozlenen diger piklerin klor (Cl)’a ait oldugu goriildi (Sekil 8). Bu piklerin
yagda bulunan fenolik ve flavonoid bilegenlerden kaynaklandig: bildirilmektedir (Veisi vd.,
2019).

Arassu vd. (2018), P. graveolens esansiyel yagi kullanarak sentezledikleri giimiis

nanopartikiillerin EDS analizinde 3 keV’ta giimiis atomlarinin varligini dogrulayan piki

gortntiilemislerdir. Bu ¢alismada da 3 keV noktasinin etrafinda giimiis atomlarina ait oldugu
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bilinen pik belirlendi. Elde ettigimiz sonucun daha 6nce raporlanan EDS spektrumlari ile
uyumlu oldugu goriildii (Al-Shnani vd., 2017; Arassu vd., 2018; Veisi vd., 2019).

Veisi vd. (2019), portakal kabugundan elde ettikleri esansiyel yag ile glimiis
nanopartikiiller sentezlemislerdir. Sentezledikleri nanopartikiillerin element analizini EDS
yontemi ile belirlemislerdir. Analiz sonucunda sentezledikleri nanopartikiillerin karbon (C),
azot (N), oksijen (O) ve yiiksek oranda Ag iyonlarin1 i¢erdigini saptamislardir. Spektrumda
goriilen C ve N iyonlarinin esansiyel yag kaynakli oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada
da benzer sekilde EDS spektrumunda yiiksek miktarda Ag iyonlarinin yan sira Cl iyonlari

da saptand.

SEM ve EDS analizi ile kiiresel forma ve hiicre igerisine girebilecek boyutlara sahip
oldugu belirlenen nanopartikiillerin biyomedikal uygulamalar igin potansiyel aday

olabilecegi bildirilmistir (Erdogan vd., 2019).
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Sekil 8. AgNP’lerin EDS spektrumu.

4.2.3. Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)

P. graveolens esansiyel yagindan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin TEM
goriintiileri incelendiginde sentezlenen giimiis nanopartikiillerin kiiresel formda olduklari
belirlendi (Sekil 9). Nanopartikiillerin boyut ve sekilleri birlikte ele alindiginda homojen

olarak sentezlendigi goriildii.
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Sekil 9. AgNP’lerin TEM goriintiisii.

Vilas vd. (2014), Myristica fragrans esansiyel yagi araciligiyla giimiis nanopartikiil
sentezlemislerdir. Nanopartikiillerin TEM analizi sonucunda partikiillerin kiiresel formda
oldugunu ve etrafinda bulunan tabakay1 gozlemlemislerdir. Bu ¢alismada yesil sentez ile
sentezledigimiz giimiis nanopartikiillerin TEM goriintiilerinde nanopartikiillerin etrafinda

esansiyel yagdan kaynaklanan tabaka gozlendi.

de Melo vd. (2020), Thymus vulgaris esansiyel yagi ile sentezledikleri glimiis
nanopartikiillerin sekillerini TEM ile analiz etmislerdir. Analiz sonucunda giimiis
nanopartikiillerin kiiresel formda oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismada esansiyel yag

kullanarak sentezledigimiz giimiis nanopartikiillerin kiiresel formda olduklar1 goriintiilendi.

TEM goriintiilerinde nanopartikiillerin etrafinda organik bir tabaka gozlendi.
Biyolojik organizmadan sentezlenen nanopartikiiliin etrafinda gézlenen tabaka, bitkininin
iceriginde bulunan bilesenlere atfedilmektedir. Tabaka nanopartikiiliin stabilizasyonunu
saglarken onlar1 daha kararli hale getirmektedir. Ayrica tabaka nanopartikiillerin

¢okelmesini ve aglomerasyonunu 6nlemektedir (Jadhav vd., 2016).

4.2.4. Zeta Potansiyeli

P. graveolens esansiyel yagi kullanilarak sentezlenen AgNP’ye ait zeta potansiyel
grafigi Sekil 10°da verildi. Analiz sonuglari incelendiginde zeta potansiyel degerinin
ortalamasi 0,6854+0,05 mV olarak bulundu. AgNP’nin TEM ve zeta potansiyel analizi,
parcaciklarin kiiresel bir sekle sahip oldugunu gostererek, pargaciklarin boyut ve sekilleri

bakimindan homojen olarak sentezlendigini dogruladi.
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Maciel vd. (2019), Syzygium aromaticum (karanfil) esansiyel yagi ile sentezledikleri
giimiis nanopartikiillerin zeta potansiyel analizi sonucu nanopartikiillerin stabilite araliginda
sentezlendigini ve aglomerasyona karsi stabil oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢aligmada da

glimiis nanopartikiillerin homojen olarak sentezlendigi ve stabil olduklar1 gortildii.

Zeta potansiyel degeri 0’a yaklastikga partikiiller arasindaki mesafe artar ve bu
durum partikillerin kararliligini arttirmaktadir (Yardily vd., 2019; Mukherjee vd., 2014).
Elde edilen zeta potansiyel degerleri P. graveolens esansiyel yagindan sentezlenen giimiis

nanopartikiillerin kararli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 10. AgNP’lerin Zeta potansiyeli.

4.2.5. UV-Goriiniir Alan Spektroskopisi (UV-Vis)

Giimiis nitratin P. graveolens esansiyel yagi ile indirgenmesiyle elde edilen gliimiis
nanopartikiiller 230-450 dalga boyu araliginda incelendi. Spektrumda 365 nm’de pik
gozlendi (Sekil 11).

Ugucu yagda bulunan bilesenler, metal iyonlarinin azaltilmasinda ve
nanopartikiillerin stabilizasyonunda rol oynamaktadir (Shankar vd., 2004). Daha 6nceki
caligmalara baktigimizda giimiis nanopartikiillerin 300-700 nm dalga boyunda gozlendigi
bildirilmistir (Ahmad vd., 2016). Spektrumda goriilen pik, literatiir ile uyumlu olup
AgNP’nin sentezlendigini gostermektedir (Kumar-Krishnan vd., 2015).

Vilas vd. (2016), yesil sentez yontemi ile Coleus aromaticus (kiiba kekigi) esansiyel

yag1 kullanarak sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin olusumunu UV-Vis yontemi ile
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analiz etmislerdir. Analiz sonucunda giimiis nanopartikiiliin 396 nm’de absorbansa sahip

oldugu belirlenmistir.

Arassu vd. (2018), P. graveolens (ltir) esansiyel yagi ile sentezledikleri giimiis
nanopartikiillerin UV-Vis analizinde 420 nm’de pik goriintiilemislerdir. Bu pik nanopartikiil

olusumunu gostermektedir.

Veisi vd. (2019), Citrus sinensis (portakal) kabugundan elde ettikleri yag ile kiiresel
formda giimiis nanopartikiil sentezlemislerdir. Glimiis nanopartikiillerin UV-Vis analizi

sonucunda 412 nm’de goriilen zirve ile nanopartikiil sentezi dogrulanmustir.
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Sekil 11. AgNP ve esansiyel yagin UV-Vis spektrumu.

4.2.6. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

P. graveolens esansiyel yagmin FT-IR spektrumunda 3546, 3415 ve 3237 cm™’de
gbzlenen pikler yagda bulunan OH, COH, C=C ve aromatik-H gruplarina ait titresimlerdir.
Yagda bulunan fenolik ve flavonoid bilesiklerin alkan gruplarina ait alifatik-H titresimleri
2963, 2925 ve 2873 cm™’de gozlendi. 1730, 1713 ve 1638 cm¥’de gbzlenen titresimler C=0
titresimlerine aittir. 1618 cm™deki pik ise C=C titresimlerine aittir. Yagda bulunan C-O
grubuna ait titresim 1383 cm™’de, C-O-C grubuna ait titresimler ise 1171 ve 1058 cm™’de
gozlendi (Sekil 12).
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Sentezlenen giimiis nanopartikiiliin FT-IR spektrumunda P. graveolens esansiyel
yaginda oldugu gibi 3546, 3415 ve 3237 cm™’de pikler saptandi. Yagda gozlenen 1730 ve
1713 cm™ noktalarindaki pikler, giimiis nanopartikiil spektrumunda gézlenmedi. Bu da COH
gruplarinin glimiis iyonlarini giimiis nanopartikiillere doniistiirdiigiinii, COH gruplarmin da
COOH’a doniistiigiinii gostermektedir (Sekil 12). 3546 cm™*de gozlenen pikin OH grubuna
ait oldugu ve OH grubunun AgNO3’1li indirgedigi bilinmektedir. Elde ettigimiz sonuglar
literatiirdeki veriler ile karsilagtirildiginda onceki ¢alismalar ile uyumlu olduklar1 goriildii

(Al-Shnani vd., 2017; Arassu vd., 2018; Veisi vd., 2019).
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Sekil 12. P. graveolens esansiyel yagi ve AgNP’lerin FT-IR spektrumu.

Al-Shnani vd. (2017), yesil sentez yontemi ile sentezledikleri giimiis nanopartikiilleri
karakterize etmek igin FT-IR yontemini kullanmislardir. Analiz sonucu spektrumda 1633
cm™’de C=0 grubuna ait germe gdzlemlemislerdir. Bu calismada ise C=0 grubuna karsilik
gelen pik 1638 cm™’de gériintiilendi.

Arassu vd. (2018), P. graveolens esansiyel yagi kullanarak sentezledikleri glimiis
nanopartikiillerin FT-IR spektrumunda 3434,3 ve 1726,2 cm™’de N-H ve 1,056,5 cm™’de
C-O band1 saptamuslardir. 836,3, 742,1, 534.2 ve 436,9 cm™’de gdzlenen gerilmelerin ise
C-ClI, C-Br ve C-I gruplarina ait oldugunu belirlemislerdir.

Veisi vd. (2019), esansiyel yag kullanarak sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin

FT-IR spektrumunda 966, 1116 ve 1151 cm™’de C-O, 2850-3080 cm™’de C-H ve 3420
cm™’de O-H piki gozlenmistir. AgNP’nin FT-IR spektrumunda gozlenen 3400 cm™’deki
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yogunlugun ise nanopartikiillerin sentezlenmesiyle olusan hidroksil gruplarindan

kaynaklandig1 bildirilmistir.

4.3. Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:
4.3.1. Disk Difiizyon Analizi Bulgular:

Sentezlenen AgNP, A. baumannii (ATCC 19606) bakterisinde 13 mm inhibisyon
cap1 gosterirken standart antibiyotik penisilin 8 mm inhibisyon ¢ap1 gosterdi. P. aeruginosa
(ATCC 27853) bakteri susuna kars1 penisilinde 14 mm inhibisyon gozlenirken, AgNP’de 16
mm inhibisyon ¢ap1 gézlendi. S. aureus (ATCC 6538P) bakteri kiiltiiriine kars1 penisilin 13
mm inhibisyon gosterirken, AQNP 16 mm inhibisyon sergiledi. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
AgNP’nin gram negatif bakterilerden P. aeruginosa ve A. baumannii ile gram pozitif

S. aureus tizerinde daha etkili oldugu goriildii (Tablo 4).

Giimiis nanopartikiillerin en diisiik antibakteriyel etkisi 9 mm ile E. coli (NRRL B-
3704) bakteri kiiltiiriinde gozlendi. AgNP’de, S. haemolyticus (ATCC 43252), P. vulgaris
(ATCC 13315) ve B. subtilis (ATCC 6633) bakterilerine kars1 sirasi ile 13, 14 ve 12 mm zon
caplar1 gozlenmesine ragmen standart antibiyotik olan penisilin bu suslar iizerinde sirasi ile
16, 15 ve 16 mm zon ¢apt olusturdu (Tablo 4). Nanopartikiiliin olusturdugu zon ¢api
standarttan daha diisiik oldugundan dolay1 bu bakterilere kars1 antibakteriyel etkisinin diisiik

oldugu belirlendi.

Giimiis nitrat (AgNOs3), P. vulgaris (ATCC 13315)’e kars1 14 mm inhibisyon ¢ap1
olustururken, penisilin 16 mm zon ¢ap1 olusturdu. AgNOs, P. aeruginosa (ATCC 27853) ve
S. haemolyticus (ATCC 43252) bakterilerinde 9 mm inhibisyon sergilerken penisilin sirasi
ile 14 ve 16 mm zon c¢ap1 olusturdu. P. graveolens esansiyel yagi tiim suslara karsi
standartlardan daha diisiik inhibisyon gap1 sergiledi. Esansiyel yag, A. baumannii (ATCC
19606) bakterisinde 7 mm, S. haemolyticus (ATCC 43252) ve P. aeruginosa (ATCC 27853)
bakterilerine kargi 8 mm ve P. vulgaris (ATCC 13315)’e kars1 12 mm zon ¢ap1 olusturmasina
ragmen bu degerlerin AgQNOs ve glimiis nanopartikiillerin olusturdugu zon ¢aplarindan daha

diisiik oldugu gozlendi (Tablo 4).

Gilimiis nanopartikiiller bakteri yiizeyine yapisarak hiicre zarinin gegirgenligini

arttirmaktadir. Nanopartikiillerin indiiklemesiyle olusan ROT’lar solunum sistemine zarar
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vermektedir. Nanopartikiiller boylece hiicresel sistemleri zarar géren veya iiremeleri inhibe

olan mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal aktivite gosterirler (Danilczuk vd., 2006).

Tablo 4

Disk Difiizyon analizi zon ¢aplari (mm)

Inhibisyon zon ¢api (mm)

Mikroorganizma AgNOs3 EY* AgNP Penisilin
E. coli (NRRL B-3704) 12 12 9 12
Gram Negatif P- aeruginosa (ATCC 27853) 9 13 16 14
Bakteri  p_yulgaris (ATCC 13315) 14 9 14 16
A. baumanii (ATCC 19606) 12 11 13 8
~ B.subtilis (ATCC 6633) 10 10 12 15
GraBrgk'zgrzi'“f . aureus (ATCC 6538P) 0 11 16 13
S. haemolyticus (ATCC 43252) 9 12 13 16

*EY: Esansiyel yag, Penisilin: 10 pg/disk

Lis-Balchin vd. (1998), P. graveolens esansiyel yagmin antibakteriyel aktivitesini
gram pozitif ve gram negatif bakteriler kullanilarak degerlendirilmislerdir. Esansiyel yag,
S. aureus bakterisine karst 10 mm, P. vulgaris bakterisine kars1 11 mm, B. cereus ve
S. epidermidis bakterilerine kars1 ise 10 mm inhibisyon sergilemistir. Analiz sonucunda
yagin antibakteriyel kapasitesinin igerdigi citronellol, citral, citronellic acid, geraniol,
linalool ve a-pinene’den kaynaklandigi bildirilmistir. Bu ¢alismada ise clevenger cihazi ile
elde ettigimiz P. graveolens esansiyel yagi S. aureus bakterisine karst 11 mm, P. vulgaris

bakterisinde ise 12 mm zon ¢ap1 olusturdu.

Zakeri vd. (2021), AgNO3 ¢ozeltisinin antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon
yontemi ile analiz etmislerdir. Analizde S. aureus bakterisinde 8,7 mm ve E. coli bakterisine
karsi ise 8,9 mm inhibisyon ¢ap1 6l¢iilmiistiir. Bu calismada ise 2 mM’lik AgNO3 ¢ozeltisi
E. coli bakterisinde 12 mm, S. aureus bakterisinde ise 10 mm zon ¢ap1 olusturdu. Ayrica
¢ozelti E. coli bakterisinde standart antibiyotik ile ayni inhibisyon degeri sergilemisken, S.

aureus bakterisine kars standarttan daha diisiik aktivite sergiledigi gozlendi.
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4.3.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Bulgular

Glimiis nanopartikiil, gram pozitif ve gram negatif bakteri kiiltiirlerinin tiimiine kars1
standarttan daha yiiksek MIK degeri sergiledi. Nanopartikiiliin, E. coli (NRRL B-3704)
bakteri kiiltiiriinde 15,63 pg/mL MIK degerine sahip oldugu belirlendi. Nanopartikiil
B. subtilis (ATCC 6633) bakterisinin tiremesini 31,25 pg/mL konsantrasyonda inhibe
ederken, S. aureus (ATCC 6538P), A. baumannii (ATCC 19606), P. aeruginosa (ATCC
27853), P. vulgaris (ATCC 13315) ve S. haemolyticus (ATCC 43252) bakteri kiiltiirlerinin
iiremesini 62,5 ng/mL konsantrasyonda inhibe ettigi goriildii. Giimiis nanopartikiiliin en
diisik MBK degeri E. coli (NRRL B-3704) susuna karsi 62,5 pg/mL olarak go6zlendi.
S. haemolyticus (ATCC 43252) bakterisine kars1 125 pg/mL’de MBK degeri saptanirken
P. vulgaris (ATCC 13315), P. aeruginosa (ATCC 27853), B. subtilis (ATCC 6633) ve
S. aureus (ATCC 6538P) bakterilerinde 250 pg/mL’de MBK degeri belirlendi. AgNP’ler
yalnizca A. baumannii (ATCC 19606) bakterisine kars1 500 pg/mL’de MBK degeri sergiledi
(Tablo 5).

AgNQOg, test edilen kiiltiirlerde yalnizca B. subtilis (ATCC 6633) bakteri kiiltiirtine
kars1 0,16 pg/mL inhibisyon sergilerken, diger tiim bakterilere kars1 0,08 ug/mL MIK degeri
gosterdi. AgNO3’lin, standart antibiyotik ile kiyaslandiginda tiim kiiltiirlere karsi standarttan
daha diisiik MIK degerine sahip oldugu goriildii. AQNOs, gram pozitif B. subtilis (ATCC
6633) ve gram negatif P. aeruginosa (ATCC 27853) bakterilerine karst 0,31 ug/mL ile en
diisiik MBK degerine sahiptir. AgQNOs3, A. baumannii (ATCC 19606), P. vulgaris (ATCC
13315), S. aureus (ATCC 6538P) ve S. haemolyticus (ATCC 43252) bakterilerine kars1 0,63
pg/mL MBK degeri sergiledi (Tablo 5).

P. graveolens esansiyel yagi, E. coli (NRRL B-3704), P. aeruginosa (ATCC 27853)
ve B. subtilis (ATCC 6633) bakterilerine kars1 62,50 pg/mL MIK degeri sergilerken, diger
kiiltiirlerin tiimiine kars1 250 pg/mL MIK degeri sergiledi. Esansiyel yag, P. aeruginosa
(ATCC 27853)’ya kars1 125 ug/mL ve B. subtilis (ATCC 6633)’¢ karst 250 pg/mL MBK
degeri sergilerken diger tiim suslarda 500 pg/mL MBK degerine sahip oldugu goriildi
(Tablo 5).
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Tablo 5
Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerleri (ng/mL)

AgNOs3 EY* AgNP Streptomisin
Mikroorganizma MiK MBK MIK MBK MiK MBK MiK
E. coli (NRRL B-3704) 0,08 1,25 0,63 125 1563 62,5 4
Gram Negatif P. aeruginosa (ATCC 27853) 0,08 0,31 063 125 6250 250 1
Bakteri P. vulgaris (ATCC 13315) 0,08 0,63 063 250 6250 250 4
A. baumanii (ATCC 19606) 0,08 0,63 063 250 6250 500 2
B. subtilis (ATCC 6633) 0,08 031 031 125 3125 250 4
Gram Pozitif
Bakteri S. aureus (ATCC 6538P) 0,16 0,63 0,63 1,25 6250 250 4
S. haemolyticus (ATCC 43252) 0,08 0,63 0,63 250 6250 125 5

“EY: Esansiyel yag, Streptomisin: 10 pg/disk

Sheikholeslami  vd. (2016), giimiis nanopartikiilin minimum inhibisyon
konsantrasyonunu belirlemek amaci ile S. aureus, S. epidermidis ve P. aeruginosa
bakterilerini kullanmiglardir. Analiz sonucunda nanopartikiil S. aureus bakterisine kars1 62,5
ng/mL MIK, 125 pg/mL MBK degeri, P. aeruginosa bakterisine kars: ise 15,625 pg/mL
MIK ve 31,25 pg/mL MBK degeri sergilemistir. Bu calismada ise giimiis nanopartikiil,
S. aureus ve P. aeruginosa bakterilerine kars1 62,5 png/mL MIK degerini sergilerken, MBK
degeri 250 ng/mL olarak belirlendi.

Zakeri vd. (2021), Ricinus communis (hint yag1) bitkisinin yaprak, sogan ve petal
kisimlarindan elde ettikleri esansiyel yag ile glimiis nanopartikiil sentezlemislerdir.
Sentezledikleri nanopartikiiliin antimikrobiyal aktivitesini ise gram negatif ve gram pozitif
bakterilere karst MIK yontemi ile arastirmislardir. Calismada S. aureus bakterisine karsi
yaprak esansiyel yag1 ile sentezlenen AgNP 3,12 pg/mL, petal ve sogan esansiyel yag ile
sentezlenen AgNP’ler ise 6,25 pg/mL MIK degeri sergilemistir. E. coli bakterisine kars1 ise
yaprak esansiyel yagi ile sentezlenen AgNP 0,8 pg/mL, petal ve sogan esansiyel yagi ile
sentezlenen AgNP’ler ise 1,16 ng/mL MIK degeri sergilemistir. Giimiis nanopartikiillerin S.
aureus bakterisine kars1 sergiledikleri MBK degeri ise yaprak esansiyel yag ile sentezlenen
AgNP’de 6,25 pg/mL, petal ve sogan esansiyel yagi ile sentezlenen AgNP’ler ise 12,5
pg/mL olarak bulunmustur. E. coli’ye karst hesaplanan MBK degeri ise yaprak esansiyel
yagi ile sentezlenen AgNP’de 1,6 ng/mL, petal ve sogan esansiyel yagi ile sentezlenen

AgNP’de ise 3,12 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu ¢caligmada P. graveolens esansiyel yagi
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ile sentezlenen giimiis nanopartikiil E. coli’ye kars1 62,50 pg/mL MIK, 500 pg/mL MBK
degeri sergilerken, S. aureus’a kars1 ise 250 pg/mL MIK degeri, 500 pg/mL MBK degeri

sergiledigi bulundu.

4.4. Antibiyofilm Aktivite Tayini

Nanopartikiillerin biyofilm aktivitesi incelendiginde gram pozitif bakterilere karsi
daha yiiksek inhibisyon sergiledikleri goriildii. Giimiis nanopartikiiller en diisiik antibiyofilm
aktivitesini gram negatif bakteri A. baumannii (ATCC 19606)’ye kars1 %16,02+0,10 ile
sergilerken en yiiksek aktiviteyi gram pozitif bakteri olan S. haemolyticus (ATCC 43252)’a
kars1 %78,55+1,20 ile gosterdi (Tablo 6).

Giimiis nitrat (AgNO3), en yliksek biyofilm aktivitesini A. baumannii (ATCC 19606)
bakterisine kars1t %57,12+0,12 ile sergilerken, en diisiik aktivite %34,23+0,58 ile S. aureus
(ATCC 6538P) bakterisine karsi saptandi. Nanopartikiiliin aksine AgNO3s gram negatif
bakterilere kars1 daha yiiksek antibiyofilm aktivite gosterdi (Tablo 6).

Esansiyel yag, E. coli (NRRL B-3704)’ye kars1 %5,02+0,10 inhibisyon gosterirken,
en yiiksek inhibisyonu %70,2+0,10 ile P. aeruginosa (ATCC 27853)’a kars1 sergiledi.
Analiz sonucunda esansiyel yagin gram Negatif bakterilere kars1 daha yiiksek inhibisyona
sahip oldugu belirlendi (Tablo 6).

Analiz sonucunda gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi antibiyofilm
aktivitesi kiyaslandiginda giimiis nanopartikiiliin gram pozitif bakterilere karsi daha
etkiliyken, esansiyel yag ve AgNOz’iin gram negatif bakterilere karsi daha etkili oldugu
belirlendi. Gram negatif bakteri olan P. aeruginosa biyofilm olusturma kapasitesi en yliksek
bakterilerden biridir (Ramalingam vd., 2014). Zaman igerisinde antibiyotiklere karsi direng
gelistiren biyofilm iireten bakteriler ile miicadele i¢in yeni antibiyofilm ajanlar gereklidir.
Bu calismada ise glimiis nanopartikiilin gram negatif bakteriler arasinda en yiiksek

antibiyofilm aktiviteyi P. aeruginosa’ya karsi gosterdigi belirlendi.

Hamed vd. (2020), yesil sentez yontemi ile sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin

antibiyofilm aktivitesini ¢esitli suslar kullanarak incelemislerdir. Antibiyofilm analizi
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sonucunda P. aeruginosa’ya kars1 %65, S. aureus’a karst %50, E. coli’ye kars1 %68 ve
B. subtilis’e kars1 ise %60 aktivite gozlenmistir. Bu ¢alismada ise glimiis nanopartikiiller
P. aeruginosa bakterisinde %76,25+0,18, S. aureus bakterisine kars1 %64,23+0,18 ve E. coli

bakterisine kars1 ise %51,64+0,61 inhibisyon sergiledi.

Tablo 6

Orneklerin antibiyofilm aktivitesi (% inhibisyon)

% Inhibisyon
Mikroorganizma AgNOs3 EY* AgNP
E. coli (NRRL B-3704) 56,12+0,55 5,02+0,10 51,64+0,61
Gram Negatif P.aeruginosa (ATCC 27853)  47,32+0,82 70,2+0,10 76,25+0,18
Bakteri P. vulgaris (ATCC 13315) 45,01+0,02 53,22+0,48 25,03+0,20
A. baumanii (ATCC 19606) 57,12+0,12 6,12+0,11 16,02+0,10
~ B. subtilis (ATCC 6633) 53,3£0,41 64,13+£0,28 54,23+0,18
GraBrngt)grzi'“f S. aureus (ATCC 6538P) 34234058 5,03£020 64.23+0.18

S. haemolyticus (ATCC 43252) 50,64+0,60 60,28+12,60 78,55+1,20
“EY: Esansiyel yag

4.5. Antioksidan Analizler
4.5.1. DPPH?* Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulari

Sentezlenen giimils nanopartikiil, 10 pg/mL konsantrasyonda %16,49 inhibisyona
sahipken, standart BHT ayni konsantrasyonda %11,39 inhibisyon gosterdi. Nanopartikiil 20-
40-80-160 pg/mL konsantrasyonlarda sirasi ile %?26,52-29,61-33,35-36,85 inhibisyon
sergiledi. Giimiis nanopartikiilin DPPH*® serbest radikalini giderme aktivitesi esansiyel yag
ile karsilastirildiginda, nanopartikiil test edilen tiim konsantrasyonlarinda esansiyel yagdan

daha diisiik inhibisyon degerleri gosterdi (Sekil 13).

P. graveolens esansiyel yagi, 10 pg/mL konsantrasyonda %23,30, 20 pg/mL
konsantrasyonda %48,17 inhibisyona sahipken, BHT 10 pg/mL’de %11,39, 20 pg/mL’de
ise %32,25 inhibisyon sergiledi. Esansiyel yagin 40, 80 ve 160 pg/mL konsantrasyonlarda
standart BHT den daha diisiik inhibisyona sahip oldugu belirlendi.
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Sekil 13. DPPH?* serbest radikal giderme aktivitesi.

ICso degeri, ortamda bulunan DPPH® radikalinin %50’sinin giderilmesi i¢in gerekli
antioksidan konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bu deger radikal giderme aktivitesi ile ters
orantihidir (Isbilir, 2008). Giimiis nanopartikiil, esansiyel yag ve BHT nin ICso degerleri
sirast ile 261,98 ug/mL, 59,28 ug/mL ve 44,6 ug/mL olarak bulundu (Tablo 7).

Tablo 7
DPPH?* analizi sonucu hesaplanan 1Cso degerleri
ICso (ng/mL)
AgNP EY BHT
261,98 59,28 44,6

Giimiis nanopartikiillerin, DPPH® radikali ile reaksiyonu sonucu hidrojen kaybedip
radikali kararli hale doniistiirdiikleri bilinmektedir (Biswal ve Misra, 2020). Bu yiizden
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi esansiyel yag ile kiyaslandiginda daha diisiik
olmaktadir. P. graveolens esansiyel yaginin antioksidan kapasitesinin yiiksek olmasi, ana
bileseni olan citronellol ve iceriginde bulunan timol, 6jenol, kavrakrole atfedilmektedir

(Veiga, vd., 2019).

Vilas vd. (2016), Coleus aromaticus (kiiba kekigi) bitkisinin yapraklarindan elde
ettikleri esansiyel yag ile iki farkli konsantrasyonda (10 ve 20 mL) yag igeren glimiis

nanopartikiill sentezlemislerdir. Nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi farkli yontemler ile
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incelenmis olup DPPH® sonuglar1 standart askorbik asit ile karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda 10 mL yag kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiiller 7,61 ICso degerine
sahipken 20 mL yag kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin 9,28 uL ICso degerine
sahip oldugu goriilmiistiir. Standart askorbik asitin ICso degeri ise 5,98 uL olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore diisiik yag konsantrasyonuna sahip

nanopartikiillerin standarttan daha iyi antioksidan aktivitesi gosterdigi bulunmustur.

Keerthiga vd. (2019), Cuminum cyminum (kimyon) esansiyel yag: ile sentezledikleri
glimiis nanopartikiilin DPPH® giderme aktivitesini degerlendirmislerdir. Calismada
nanopartikiiliin giderme aktivitesinin standarttan daha diisiik oldugu fakat konsantrasyona
bagl olarak arttig1 ve en yliksek giderme aktivitesinin en yiiksek konsantrasyon olan 100
pL’de goriildigi belirlenmistir. Bu ¢aligmada ise P. graveolens esansiyel yagi kullanilarak
sentezlenen giimiis nanopartikiiller standart BHT den diisiik giderme aktivite gdstermesine

ragmen DPPH?* radikalini giderme aktivitesinin konsantrasyona bagli olarak arttig1 gézlendi.

4.5.2. ABTS*" Radikal Katyon Giderme Aktivitesi Bulgulari

Orneklerin ABTS®" radikalini giderme kapasiteleri yiiksekten diisiik aktiviteye
olacak sekilde sirasi ile BHT, esansiyel yag ve AgNP seklindedir (Sekil 14). Gilimiis
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi esansiyel yag ve BHT yle kiyaslandiginda test edilen
tiim konsantrasyonlarinda en diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Giimiis
nanopartikiil 10 pg/mL konsantrasyonda %S5 inhibisyon sergilerken, ayni konsantrasyonda
esansiyel yag %18, BHT ise %11,39 deger sergiledi. Nanopartikiil 160 ug/mL
konsantrasyonda en yiiksek inhibisyona sahipken, ayni konsantrasyonda BHT %80,

esansiyel yag ise %43,58 inhibisyon sergiledi.

P. graveolens esansiyel yagi, giimiis nanopartikiilden yiiksek, BHT den ise diisiik
inhibisyon sergiledi. Esansiyel yag 10 ug/mL konsantrasyonda %18 inhibisyona sahipken
BHT ayni1 konsantrasyonda %11,39 inhibisyon sergiledi. Esansiyel yagin, 40, 80, 160 pg/mL
konsantrasyonlarda siras1 ile %20,73-26,43-29,95 ve 43,58 inhibisyon degerlerine sahip
oldugu belirlendi.
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Sekil 14. ABTS*" radikal katyon giderme aktivitesi.

ABTS* " radikalinin %50’sinin giderilmesini ifade eden ICso degeri AgNP i¢in 385,27
pg/mL, P. graveolens esansiyel yagi i¢in 203,49 pg/mL, BHT i¢in ise 72,8 ug/mL olarak
hesapland: (Tablo 8).

Tablo 8
ABTS*" analizi sonucu hesaplanan ICso degerleri
ICso (ng/mL)
AgNP EY BHT
385,27 203,49 72,8

Maciel vd. (2020), Syzygium aromaticum (karanfil) esansiyel yagi ve bu esansiyel
yagin ana maddesi olan 6jenolii kullanarak yesil sentez yontemi ile giimiis nanopartikiil
sentezlemislerdir. Esansiyel yag ve 6jenoliin antioksidan kapasitesini ise ABTS®" metodu ile
incelemislerdir. Analiz sonucunda karanfil esansiyel yaginin ICso degeri 2,7+1,5 pg/mL,

ojenoliin ICsp degeri ise 29,8+0,2 ug/mL olarak belirlenmistir.
Gilimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin, yapisinda bulunan glimiis

atomlarindan ve sentezlendigi maddenin igerisinde bulunan fonksiyonel gruplardan

kaynaklandig: bildirilmistir (Zengin vd., 2014).
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4.5.3. H202 Radikal Giderme Aktivitesi Bulgular:

AgNP, esansiyel yag ve BHT nin inhibisyon aktivitelerinin konsantrasyon ile dogru
orantili olacak sekilde arttig1 gozlendi. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin 1,25 pug/mL
konsantrasyonda %15,11, 2,5 ug/mL konsantrasyonda %24,24, 5 ug/mL konsantrasyonda
%33,33, 10 pug/mL konsantrasyonda %45,67, 20 ug/mL konsantrasyonda %61,11 pg/mL,
40 ug/mL konsantrasyonda ise %96,66 inhibisyon degerine sahip oldugu gozlendi.

P. graveolens esansiyel yaginin inhibisyonu 1,25 pug/mL konsantrasyonda %10,
2,5 ug/mL konsantrasyonda %25,55, 5 ug/mL konsantrasyonda %28,88, 10 pg/mL
konsantrasyonda %41,11, 20 ug/mL konsantrasyonda %48,88, 40 ng/mL konsantrasyonda
ise %71,11 olarak belirlendi. H20- radikaline kars1 giimiis nanopartikiillerin esansiyel yaga
kiyasla daha iyi aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. H20: serbest radikal giderme aktivitesi.

Giimiis nanopartikiiller H202 radikali ile reaksiyona girdiginde hidrojen iyonlarini
radikale vererek antioksidan aktivite gostermektedir (Xiao vd., 2017). Esansiyel yag
kullananilarak sentezlenen nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin yiliksek olmasinin
sebebinin yagin igeriginde bulunan bilesiklerden ve bu bilesiklerin sahip oldugu hidrojen

atomlarindan kaynaklandig: bildirilmistir (Mittal vd., 2014).
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Vilas vd. (2014), Myristica fragrans (hint cevizi) bitkisinin yapraklarindan elde
ettikleri esansiyel yagdan sentezledikleri glimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivitesini
hidrojen peroksit (H202) giderme metodu ile incelemislerdir. Analiz sonucunda 2 mL yag
kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiiliin antioksidan aktivitesinin konsantrasyon ile
dogru orantili olarak arttig1 goézlenmistir. 5 mL yag kullanilarak sentezlenen giimiis
nanopartikiiller ise 12,5-50 upL arasinda artan antioksidan aktivite sergilerken 100 pL

konsantrasyonda aktivite azalmig, ardindan 200 pL’de tekrar arttig1 gézlenmistir.

Vilas vd. (2016), Coleus aromaticus (kiiba kekigi) bitkisinin hem esansiyel yagini
hem de bu yag ile sentezledikleri giimiis nanopartikiillerin antioksidan kapasitesini hidrojen
peroksit (H202) metodu ile incelemislerdir. Analiz sonucunda giimiis nanopartikiillerin

antioksidan aktivitesinin konsantrasyon ile dogru orantili olarak arttig1 gézlenmistir.

4.5.4. Kuprik Iyon Giderme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Bulgular

Glimiis nanopartikiil, esansiyel yag ve BHT ile kiyaslandiginda en diisiik antioksidan
aktiviteyi gosterdi. AgNP, 10 pg/mL konsantrasyonda 0,35 absorbans degerine sahipken
BHT 0,30, esansiyel yag ise 0,13 absorbans degeri sergiledi. Nanopartikiiliin 20, 40, 80 ve
160 pg/mL konsantrasyonlarda sirasiyla 0,37, 0,39, 0,43 ve 0,48 absorbans degerlerine sahip
oldugu goriildii (Sekil 16).

P. graveolens esansiyel yagmimn kuprik iyonlarini giderme antioksidan kapasitesi
konsantrasyon ile birlikte artis gosterdi. Esansiyel yagin absorbans degerleri sirasi ile 0,13,
0,23, 0,40, 0,70 ve 0,98 olarak belirlendi.
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Sekil 16. Kuprik iyon giderme antioksidan kapasitesi.

Esansiyel yagin kuprik iyonlarini giderme antioksidan kapasitesinin konsantrasyon
ile orantili olarak artip, giimiis nanopartikiillerin absorbans degerinden yiiksek olmasinin
nedeninin yagin konsantrasyonu arttik¢a igerisinde bulunan bilesenlerin miktarmin da ayni

oranda artmasi oldugu bildirilmistir (Dzul-Erosa vd., 2018).

4.5.5. Nitrik Oksit (NO) Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulari

Test edilen tiim Orneklerin antioksidan aktivitesinin konsantrasyon ile dogru orantili
olarak arttigi gozlendi. Gliimiis nanopartikiil standarttan diisiik, esansiyel yagdan yiiksek
antioksidan aktivite sergiledi. Giimiis nanopartikiil en diisiik konsantrasyonda %6,78
inhibisyona sahipken, en yiiksek konsantrasyonda %50,01 inhibisyon sergiledi.
P. graveolens esansiyel yaginin test edilen 6rnekler arasinda en diisiik antioksidan aktiviteye
sahip oldugu goriildii. Yag en diisiik %6,34, en yiiksek ise %41,59 inhibisyon sergiledi
(Sekil 17).
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Sekil 17. Nitrik oksit radikal giderme aktivitesi.

Nanopartikiill ve esansiyel yagm antioksidan aktivitesinin sentezde kullanilan
P. graveolens esansiyel yaginin i¢erisinde bulunan fitokimyasal bilesenlerden kaynaklandig:
bildirilmistir (da Silva vd., 2013). Bunun yani sira giimiis nanopartikiillerin antioksidan
aktivitesinin esansiyel yagdan daha yiiksek olmasinin sebebi nanopartikiiliin boyutuna ve
icerdigi giimiis konsantrasyonuna bagli olmakla birlikte sentez maddesinden kaynaklandigi

bildirilmistir (Seralathan vd., 2014).

4.6. Mutajenite ve Antimutajenite Analizi
4.6.1. AMES/Salmonella Bulgular:

Caligmada test edilen orneklerin mutajenik aktivitesini belirleyebilmek i¢in deney
gruplar1 negatif kontrolle karsilagtirildi. Mutajenik etkiden bahsedebilmek icin uygulanan
konsantrasyonlar sonucu geri donen bakteri kolonilerinin (his+ revertant), negatif kontrolde

elde edilen koloni sayisinin iki kat1 olmas1 gerekmektedir.

Giimiis nanopartikiil ve P. graveolens esansiyel yagi ile S. typhimurium bakterisinin
TA98 ve TA100 suslar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarda, test edilen herhangi bir dozunun
mutajenik aktivite gostermedigi belirlendi. Giimiis nanopartikiil TA98 susuna kars1 0,25 ve
0,50 pg/mL konsantrasyonlarda sirast ile 12,6743,06 ve 5,33+0,58 aktivite sergilerken diger
konsantrasyonlarda etki gozlenmedi. Nanopartikiil TA100 susuna kars1 0,25-1 pg/mL
konsantrasyonlarda 5,67+0,58 ile 32,00+3,61 araliginda deger sergilerken 2 pg/mL
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konsantrasyonda etki gézlenmedi. Esansiyel yag, TA98 susunda 37,00+4,00 ile 46,00+2,05
araliginda mutajenik aktivite sergiledi. Esansiyel yag, TA100 susuna kars1 10,00+£2,00 ile
46,67+4,04 deger araliginda aktivite gosterirken 2 pg/mL konsantrasyonda etki gézlenmedi
(Tablo 9).

Tablo 9

P. graveolens esansiyel yagi ve giimiis nanopartikiillerin mutajenik etkileri

Koloni Sayisi/Plak

Konsantrasyon
Uygulama (ug/ml_)y TA98** TA100
Ort£SS Ort£SS
0,25 37,00::4,00 46,67+4,04
0,50 40,00+2,00 11,33+£2,08
h 1 39,67+1,51 10,00+2,00
2 46,00+2,05 7
0,25 12,67+3,06 32,00+3,61
0,50 5,33+0,58 12,33+3,51
AGNP 1 - 5,67+0,58
2 _ _
Spontan Kontrol 28.33+2,31 85,33+11,37
Negatif Kontrol 44,00+6,24 109,33+13,32

Pozitif Kontrol” 800,00+17,35 1232,67+62,07

“TA98 susu icin NPD [10 pg/plak], TA100 susu igin SA [1 pg/plak]
“* Ortalama+Standart Sapma
. Ureme gozlenmemistir

Mumtaz vd. (2019), Mimosa pudic (kiistim otu) ile sentezledikleri giimiis
nanopartikiiliin mutajenik aktivitesini AMES/Salmonella metodu ile TA98 ve TA100
suslarini kullanarak incelemislerdir. Analiz sonucunda glimiis nanopartikiiliin her iki susa

kars1 da mutajenik etkiye sahip olmadig1 gézlenmistir.

Antimutajenite c¢aligmalar1 sonucunda P. graveolens esansiyel yagi ve gilimiis
nanopartikiillerin test edilen tiim konsantrasyonlarinin gii¢lii antimutajenik etkiye sahip
oldugu belirlendi. P. graveolens esansiyel yagi ve giimiis nanopartikiill TA98 ve TA100

suslarina kars1 farkli inhibisyon degerleri sergiledi. P. graveolens esansiyel yaginin en
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yiiksek antimutajenik etkisi TA98 susunda 0,50 pg/mL konsantrasyonda %87,26+1,76,
TA100 susunda ise 0,25 pg/mL konsantrasyonda %78,27+0,66 olarak belirlendi. Giimiis
nanopartikiillerin TA98 susu ile yapilan antimutajenite calismasinda %61,17+1,74 ile
98,08+1,11 araliginda aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Giimiis nanopartikiiller TA98
susuna kars1 en yiiksek antimutajenik etkiyi 2 ng/mL konsantrasyonda sergiledi. Sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin TA100 susuna kars1 %47,33+1,73 ile 84,78+1,09 oranlari arasinda
aktivite sergiledigi ve antimutajenik etkisinin en fazla 2 ug/mL konsantrasyonunda oldugu
belirlendi (Tablo 10).

Tablo 10

P. graveolens esansiyel yagi ve glimiis nanopartikiillerin antimutajenik etkileri

Koloni Sayisi/Plak

Konsantrasyon
HE Ort£SS™ Inhibisyon Ort+£SS Inhibisyon
0,25 167,33+23,59 81,99+3,06 327,33+7,64 78,27+0,66
0,50 126,67+13,58 87,26+1,76 467,33+22,37 69,34+1,93
EY
1 155,67+21,20 83,50+2,75 422,67+£23,63  69,45+2,04
2 133,33+10,79 86,39+1,40 460,00+18,52 66,80+1,60
0,25 234,67+1,74 61,17+1,74 589,67+1,30 47,33+1,73
0,50 281,00+£2,05 62,94+2,05 574,00+3,44 51,60+3,04
AgNP
9 1 194,33+3,50 76,16+3,33 464,00+6,24 67,00+0,54
2 120,33+1,16  98,08+1,11 260,00+12,53 84,78+1,09
Spontan 28334231 85.33411,37
Kontrol
Negatif 44.004+6,24 109,33+13,32
Kontrol
POZItIf* 800,00+17,35 1232,67+62,07
Kontrol

“ TA98 susu i¢in NPD [10 pg/plak], TA100 susu icin SA [1 pg/plak]
“* Ortalama+Standart Sapma

Shah vd. (2016), Daphne mucronata (yabani defne) araciligi ile sentezledikleri

glimils nanopartikiillerin mutajenite analizini AMES/Salmonella testi ile Salmonella
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typhimurium bakterisinin TA98 ve TA100 suslarin1 kullanarak incelemislerdir. Calismada

nanopartikiiliin suslara karsi mutajenik etki gostermedigi belirlenmistir.

Guerrini vd. (2011), Pelargonium capitatum esansiyel yaginin mutajenik aktivitesini
S. typhimurium bakterisinin TA98 ve TA 100 suslarini1 kullanarak AMES/Salmonella testi ile
hem S9 enzimi varliginda hem de yoklugunda incelemislerdir. Analiz sonucunda esansiyel
yagin mutajenik olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alismada da ayni cinse ait P. graveolens
esansiyel yaglt ve bu esansiyel yagdan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin mutajenik
kapasitesi S. typhimurium bakterisinin TA98 ve TA100 suslar1 kullanilarak incelendi.
Calisma sonucunda esansiyel yag ve glimiis nanopartikiiliin mutajenik olmadigi bunun yan1
sira yliksek oranda her iki 6rnegin de antimutajenik kapasiteye sahip oldugu belirlendi.
Abaor (2014), aktivitenin yagin igeriginde bulunan bilesenlerin mutajenler ile etkilesime

girmesinden ve giimiis metalinden kaynaklandigini bildirmistir.

4.7. DNA Kesme Aktivitesi Bulgular:

Sentezlenen giimiis nanopartikiiller ve esansiyel yag 50-800 pg/mL araligindaki
konsantrasyonlarda hidrolitik ve oksidatif kesme 6zellikleri igin pPBR322 DNA kullanilarak
agaroz jel elektroforez ile analiz edildi. Plazmid DNA’nin siiper sarmal formu (Form I) hasar
aldiginda agilir ve agik dairesel form (Form II)’a dontisiir. DNA’daki hasar miktari arttiginda

ise dogrusal form (Form 111)’a donlismektedir.

Giimiis nanopartikiillerin test edilen tiim konsantrasyonlarinin DNA’y1 hidrolitik
olarak kesmedigi belirlendi (Sekil 18). Giimiis nanopartikiiller, negatif yiiklii DNA ile
etkilesime girerek baglanmaktadir. Bu etkilesimin sonucu DNA jelde ilerlemeden Form |
halde siipersarmal olarak kalmaktadir (Kim vd., 2009; Raju vd., 2014). Bu sebeple

nanopartikiiliin hidrolitik olarak kesilmedigi goriildii.

H20: varliginda ise nanopartikiillerin DNA’y1 kestigi, Form II DNA’nin olustugu
gorildii (Sekil 19). Esansiyel yagin DNA’y1 yalnizca 50 pg/mL konsantrasyonda hidrolitik
olarak kesmedigi gorildi (Sekil 18). Esansiyel yagin oksidatif kesme aktivitesi
incelendiginde, tiim konsantrasyonlarda DNA’y1 kestigi ve Form IT DNA olustugu gozlendi
(Sekil 19).
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Coskungay vd. (2017), Aesculus hippocastanum (beyaz c¢igekli at kestanesi) ile
sentezledikleri glimiis nanopartikiillerin DNA ile etkilesimini agaroz jel elektroforezi
yontemi ile incelemislerdir. Calismada, nanopartikiillerin 6,25-100 pg/mL konsantrasyonlari
pBR322 plazmid DNA’st kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda giimiis
nanopartikiillerin DNA’y1 kesmedigi gorilmiistiir. Bu ¢alismada P. graveolens esansiyel

yag1 kullanarak sentezledigimiz giimiis nanopartikiillerin plazmid DNA’y1 hidrolitik olarak

kesmedigi gortildii.

Sekil 18. Esansiyel yag (a) ve AgNP (b)’nin hidrolitik kesme aktivitesi.
M: Marker, 1.DNA, 2.DNA+50 pg/mL, 3.DNA+100 pg/mL, 4.DNA+200 pg/mL,
5. DNA+400 png/mL, 6.DNA+800 pg/mL.

B

Form Il Form 1l

Form | Form |

Sekil 19. Esansiyel yag (a) ve AgNP (b)’nin oksidatif kesme aktivitesi.
1.DNA, 2.DNA+50 pg/mL+ H202, 3.DNA+100 ng/mL+ H202, 4. DNA+200 pg/mL+ H20o,
5.DNA+400 pg/mL+ H202, 6.DNA+800 pg/mL+ H2Ox.
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BESINCi BOLUM BOLUM
SONUC VE ONERILER

Calismada P. graveolens bitkisinden clevenger cihazi ile elde edilen esansiyel yag
kullanilarak yesil sentez yontemiyle giimiis nanopartikiilleri sentezlendi. Sentezlenen
nanopartikiiller ¢esitli yontemler ile karakterize edildikten sonra antibakteriyel, antibiyofilm,
antioksidan, mutajenik-antimutajenik aktivitesi ve DNA ile etkilesimi incelendi. GC-MS
analiz sonuglarinda yagin %°93,63’linli olusturan 48 bilesen tanimlandi. P. graveolens
esansiyel yaginin aroma ve koku kaynagi olan citronellol major bilesen (%33,76) olarak
belirlenmis olup, diger ana bilesenler geraniol (%16,6), linalool (%6,4), 2-ethyl-1-hexanol
(%5,51), PB-caryophyllene (%4,41), menthone (%3,84), viridflorene (%3,16), 1,4-
benzenedicarboxylic acid, dimethyl ester (%1,38), nerol (%]1,34), B-bourbonene (%1,22),
cis-muurola-3,5-diene (%1,2), d-cadinene (%1,2), geranyl tiglate (%1,17) ve a-humulene
(%]1,15) olarak saptandi. Sentezlenen giimiis nanopartikiiller, UV-Vis, FT-IR, SEM, EDS,
TEM ve Zeta Potansiyeli metodlari ile karakterize edildi. UV-Vis ve FT-IR spektrumlari
literatiirdeki veriler ile karsilastirildiginda giimiis nanopartikiillerin basari ile sentezlendigi
belirlendi. SEM, EDS, TEM ve zeta potansiyel analizleri ile giimiis nanopartikiillerin
ortalama 72 nm boyutlarda, kiiresel sekilde ve homojen olarak olustuklar goriildii.
Calismada orneklerin antibakteriyel kapasitesi disk difiizyon ve Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) analizleri ile belirlendi. Disk difiizyon analizinde giimiis nanopartikiil,
enfeksiyon ve viriilans kapasitesi yiiksek olan gram negatif P. aeruginosa (ATCC 27853) ve
gram pozitif S. aureus (ATCC 6538P) bakterilerine karsi standarttan daha iyi zon gap1
sergiledi. Gliimiis nanopartikiil, bu bakterilere kars1 16 mm zon ¢ap1 olustururken standart
penisilin P. aeruginosa (ATCC 27853)’ya kars1 14 mm, S. aureus (ATCC 6538P)’a karst ise
13 mm zon ¢ap1 olusturdu. Antibiyofilm analizi sonucunda nanopartikiillerin en yiiksek
inhibisyonu gram pozitif S. haemolyticus (ATCC 43252) bakterisine karsi sergiledigi
gortildii. Bu sonuglar giimiis nanopartikiillerin hastaliklara kars1 potansiyel bir antibakteriyel
kapasiteye sahip oldugunu gosterdi. Giimiis nanopartikiiliin antioksidan aktivitesi DPPH?®,
ABTS*", H202, NO ve CUPRAC yontemleri ile analiz edildi. Antioksidan analizler sonucu
nanopartikiiliin ¢aligmada kullanilan reaktife bagli olarak farkli oranlarda antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriildii. Nanopartikiillerde konsantrasyona bagli olarak antioksidan
aktivitesinde artis goézlenirken en yiiksek antioksidan aktivite H2O» radikal giderme

metodunda gozlendi. Gimiis nanopartikill ve esansiyel yagin mutajenik aktivitesi
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incelendiginde S. typhimurium bakterisinin TA98 ve TA100 suslarina karsi mutajenik
olmadig1 goriildii. Antimutajenik aktivite incelendiginde ise hem esansiyel yagin hem de
glimiis nanopartikiillerin giicli antimutajenik kapasiteye sahip oldugu goriildi. Esansiyel
yagin antimutajenik aktivitesi konsantrasyona bagli degilken, giimiis nanopartikiiller hem
TA98 hem de TA100 susuna kars1 konsantrasyon ile artan antimutajenik aktivite sergiledi.
DNA kesme analizi sonucunda P. graveolens esansiyel yagi ve giimiis nanopartikiiliin test
edilen tim konsantrasyonlarda (50, 100, 200, 400 ve 800 ug/mL) DNA’y1 hidrolitik olarak
kestigi belirlendi. Oksidatif kesme aktivitesinde ise hem nanopartikiil hem de esansiyel yagin
DNA’y1 kestigi goriildii.

Calismamiz, P. graveolens esansiyel yagindan sentezlenen nanopartikiiller ve bu
nanopartikiillerin antibakteriyel, antibiyofilm, antioksidan, mutajenik aktivitesi ve DNA ile
etkilesiminin incelendigi ilk calisma Ozelligini tasimaktadir. Sonuclarimiz glimiig
nanopartikiillerin antibakteriyel, antioksidan ve antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu
gosterdi. Bu verilerden yola ¢ikarak yesil sentez ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
diger biyolojik aktiviteleri in-vivo caligmalarla aydinlatilarak ileride yapilacak ¢alismalarda

temel olusturmasi planlanmaktadir.
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