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Abstract

In this study, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized using Prunus spinosa (PS) fruit extract in an easy, low-cost and
environmentally friendly way. According to the Ultraviolet (UV)-visible Spectrophotometer analysis data, the nanocrystals showed a
characteristic peak at 438.3 nm. Field Emission Scanning Electron Microscopy (FE-SEM), Transmission Electron Microscopy
(TEM), and Atomic Force Microscopy (AFM) analyzes revealed that the morphological structures of the biosynthesized AgNPs were
spherical. According to the results of XRD analysis, it was determined that the crystal structures of AgNPs were cubic. The size of the
nanoparticles was calculated as 29,34 nm by the Debye-Scherrer equation. The zeta size of the synthesized nanomaterial was
measured as 117.4 nm. Inhibitory effects of AgNPs on food pathogens Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC25922 and Candida albicans were revealed by the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) method.

Keywords: AFM, Food pathogens, FT-IR, TEM, XRD.

Prunus spinosa Meyvesinden Sentezlenen Giuimiis Nanopartikiillerin
Karakterizasyonu ve Baz1 Gida Patojenleri Uzerindeki

Antimikrobiyal Etkilerinin Belirlenmesi

Oz

Bu ¢alismada, giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler) Prunus spinosa (PS) meyve oziitii kullanilarak kolay, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu
bir sekilde sentezlendi. Ultraviyole (UV)-goriiniir Spektrofotometre analiz verilerine gore, nanokristaller 438.3 nm'de karakteristik bir
tepe noktas1 gosterdi. Alan Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM), Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Atomik
Gti¢ Mikroskopisi (AFM) analizleri, biyosentezlenen AgNP'lerin morfolojik yapilarinin kiiresel oldugunu ortaya koydu. XRD analizi
sonuglarina gére AgNP'lerin kristal yapilarinin kiibik oldugu belirlendi. Nanopartikiillerin boyutu, Debye-Scherrer denklemi ile 29,34
nm olarak hesaplandi. Sentezlenen nanomalzemenin zeta boyutu 117.4 nm olarak Ol¢lilmiistiir. AgNP’lerin gida patojenleri olan

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC25922 ve Candida albicans
iizerindeki inhibisyon etkileri Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) yéntemiyle ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: AFM, Gida patojenleri, FT-IR, TEM, XRD.
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1. Giris

Nanoteknolojideki gelismelere paralel bir sekilde metal
nanopartikiillere olan ilgi son yillarda oldukca artmustir
(Jamkhande ve ark., 2019; Aktepe ve Baran, 2021a; Saravanan
ve ark., 2021). Metal nanopartikiiller gidalarda antimikrobiyal
ajan olarak degerlendirilirken, teshis, biyobelirteg, hiicre
etiketleme, kanser tedavisi, ilag dagitim1 ve su aritma
uygulamalarinda da degerlendirilmeye baslanmistir (Baran ve
ark., 2021; Mousavi ve ark. 2018; Kumari ve ark., 2019;
Akintelu ve Folorunso 2020; Kowsalya ve ark., 2021).

Nanopartikiiller ~kimyasal indirgeme, elektrokimyasal
indirgeme, fizikokimyasal indirgeme, fotokimyasal indirgeme
gibi farkli fiziksel ve kimyasal yontemlerle {iretilebilmektedir
(Iravani ve ark., 2014; Yadi ve ark., 2018). Ancak bu yontemler,
toksik kimyasallar veya biyolojik olarak parcalanamayan
ajanlarin kullanilmasini zorunlu kilmaktadir (Jayaprakash ve
ark., 2017; Banderia ve ark., 2020).

Bu nedenle geleneksel iiretim yontemlerinden kaynaklanan
dezavantajlart ortadan kaldirmak i¢in ¢evreyi kirletmeyen, hizli,
diisiik maliyetli “yesil sentez” prosediirleri ile nanopartikiillerin
tiretilmesi daha ¢ok tercih edilmektedir (Badeggi ve ark., 2020;
Bandeira ve ark., 2020). Bu baglamda, s6z konusu
nanomalzemelerin bakteriler (Javaid ve ark., 2017), mantarlar
(Molnar ve ark., 2018), algler (Parial ve ark., 2012), bitkiler
(Aktepe ve ark., 2021; Aktepe ve Baran, 2021b), deniz yosunlari
(Chellamuthu ve ark. 2019) ve viriisler (Mohmed ve ark., 2017)
gibi dogal kaynaklardan sentezlenmesine yonelik bilimsel
caligmalar yogunlagmustir.

Nanopartikiillerin biyosentezi yapilirken en sik kullanilan
metaller ¢inko (Selim ve ark., 2020), altin (Keskin ve ark., 2021;
Baran ve ark., 2020; Hatipoglu, 2021a; Hatipoglu, 2021b),
giimiis (Atalar ve ark., 2021; Baran, 2019a; Baran, 2019b; Umaz
ve ark., 2019; Hatipoglu, 2021c;), nikel (Ezhilarasi ve ark.,
2020), demir (Katata-Seru ve ark., 2018), platin (Naseer ve ark.
2020), selenyum (Abu- Elghait ve ark., 2021), titanyum (Baran
ve ark., 2019) ve palladyumdur (Xiong ve ark., 2020).

Ozellikle AgNP'ler, kiiciik boyutlar1 nedeniyle hiicre zari
proteinlerine baglanip bakteri hiicrelerinde reaktif oksijen
tirlerinin olugumunu katalize etmektedirler. Boylece oksidatif
stres nedeniyle hiicre 6liimiine neden olmaktadirlar (Hoseinnejad
ve ark. 2017; Alkhalaf ve ark. 2020). Diger taraftan bitki
ekstraktinda bulunan bir¢cok bilesik (6rnegin, plolifoller,
askorbik asitler, flavonoidler, terpenoidler ve proteinler) de
dogal antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir (Garibo ve ark., 2020).

Bu ¢alismada giivem Prunus spinosa (PS) meyvesinden
giimiis nanopartikiiller sentezlendi. Giivem, Tiirkiye'nin ¢esitli
bolgelerinde (6zellikle akdeniz, kuzey, batt ve kuzeybati
Anadolu'da) yetisen yabani bir meyvedir (Demir ve ark., 2002).
Caligmada AgNO; sulu ¢ozeltisi PS meyve oziiti ile
indirgenerek AgNP'lerin biyosentezi ve stabilizasyonu saglandi.
Sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu yapilarak gida
patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri ortaya konuldu.

2. Materyal ve Metot

2.1. Meyve, Kimyasallar ve Mikroorganizmalar

Calismada kullamilan PS meyveleri Ekim ayinda
Balikesir’in Gomeg ilgesinden temin edildi. AgNOs3 (%99.8
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saflik), vankomisin, flukonazol ve kolistin Sigma Aldrich'ten
satin alindi. AgNP'lerin antimikrobiyal aktiviteleri igin
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Candida
albicans kullanildi.

2.2. Meyve Oziitiiniin Elde Edilmesi

Prunus spinosa (PS) meyveleri distile su ile iyice yikandi
ve oda kosullarinda kurutuldu. 50 g kurutulmus yaprak ile 300
ml distile su karigtirilarak kaynatildi. Oziit oda sicakligina kadar
sogutuldu. Daha sonra Whatman 1 No.’lu filtre kagidi ile
stiziildii ve AgNP'lerin sentezi i¢in +4 °C’deki buzdolabinda
muhafaza edildi.

2.3. Nanopartikiillerin Sentezi

AgNP'lerin sentezi i¢in katt AgNO; ile 5 mM AgNOs sulu
cozeltisi hazirland1. Oziit ve AgNOs bir cam kap igerisinde 5:3
oraninda oda sicaklifinda reaksiyona birakildi. AgNP'lerin
olusumu, renk degisimine bagli olarak farkli zaman araliklarinda
(5, 10 ve 15 dakika) UV-vis spektroskopi dalga boyu taramasi
ile belirlendi (Pugazhendhi ve ark. 2018). Reaksiyondan sonra
koyu renkli ¢ozelti santrifiijlendi (6000 rpm, 5 dakika).
Santrifiijleme sonunda elde edilen kati fraksiyon, birkag kez
damitilmis su ile yikandi ve nihai tortu (AgNP'ler), 72 saat
boyunca 60 °C'de bir firinda kurutuldu. Daha sonra kuru kisim
bir havan ve tokmak kullanilarak toz haline getirildi.

2.4. Karakterizasyon

Sentezlenen AgNP'lerin UV-vis spektrumlari, 300-800 nm dalga
boyu araliginda bir spektrofotometrede (Agilent CARY 60)
tanimlandi. AgNP'lerin boyut, morfoloji, kristal yapi, yiizey
dagilim ve zeta boyutu degerleri FE-SEM (Quanta FEG240),
TEM (JOEL 1010), XRD (Rad B-DMAX II), EDX (Quanta
FEG 240) AFM go6zlemi, Tarama Probu Mikroskobu PARK 10
sistemi ve Zetasizer (Malvern Ins.Ltd.) ile ortaya konuldu.
AgNP'lerin kristal boyutu Debye-Scherrer denklemine (D =
KM(B cosB) (Baran ve ark., 2018; Baran A., 2021) gore
hesaplandi.

Bitki ekstraktinda bulunan fonksiyonel gruplar ile reaksiyon

sonundaki  indirgemeden sorumlu fonksiyonel gruplar
belirlemek igin FT-IR (Agilent Cary 630) kullanildi.
2.5. Antimikrobiyal Aktivite

AgNP'lerin gram negatif (Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli ATCC 25922) ve gram pozitif (Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Bacillus subtilis) bakteriler ile Candida
albicans tzerindeki MIC'leri, bir 96 kuyucuklu mikrotitre
plakast kullanilarak mikrodiliisyon yontemiyle belirlendi.
Kuyucuklara bakteri igin Mueller Hinton Broth ve maya i¢in
RPMI (Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Biiyiime Ortami) eklendi.
Besiyeri ve mikroorganizmalari igeren  mikroplakalara
AgNP’lerin soliisyonu eklendi. Bu kuyucuklardan her seferinde
100 pL alinarak bir sonraki kuyucuga aktarildi. Daha sonra 0.5
McFarland'a gore hazirlanan ve ayarlanan mikroorganizma
soliisyonlarindan belirli bir miktar mikroplakalara ilave edildi.
37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iireme
olmayan en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlendi
(Elshikh ve ark. 2016). Ayrica, AgNP'lerin S. aureus, B. subtilis,
P. Aeruginosa, E. coli ve C. albicans iizerindeki antimikrobiyal
etkilerini karsilastirmak icin ticari antibiyotiklerden vankomisin,
kolistin ve flukonazol ile 5 mM AgNOs ¢ozeltisi kullanildi.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1. UV-goriiniir Spektroskopik Analiz

UV-vis. spektroskopisinde 300-800 nm dalga boyu
taramalar1 yapildi. AgNP'lerin UV-vis spektrumlarinin yesilden
mora dogru degistigi goriilmektedir (Sekil ). S6z konusu
spektrumlara gore, AgNP'lerin yaklasik 438.3 nm de maksimum
absorbans vermistir. Farkli bitkilerle yapilan arastirmalarda
AgNP'lerin absorpsiyon spektrumunun yiizey plazmon rezonansi
nedeniyle 417 ile 462 nm arasinda oldugunu bildirmistir
(Swamy ve ark. 2015; Paosen ve ark., 2017; Eren ve Baran

2019; Aktepe, 2021; Hatipoglu, 2021c¢).
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Sekil 1. Biyosentezi yapilan AgNP ’lerin UV-vis absorpsiyon
spektrumlari

Figure 1. UV-vis absorption spectra of biosynthesized AgNPs

3.2. FE-SEM ve TEM Analizleri

FE-SEM ve TEM goriintiilerinin sonuglari, AgNP'lerin
¢ogunlukla kiiresel morfolojiye sahip oldugunu gostermektedir
(Sekil 2-3). AgNP'lerle ilgili ¢alisma yapan farkli arastirmacilar
da s6z konusu nanopartikiillerin bilyiik oranda kiiresel formda
oldugu bildirmislerdir (Pallela ve ark. 2018; Baran, 2019b;
Maity ve ark., 2020).

v ma; W
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Sekil 2. CA-AgNP lerin FE-SEM goriintiisii
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Figure 2. FE-SEM image of PS-AgNPs

Sekil 3. PS-AgNP ’lerin TEM goriintiisii
Figure 3. TEM image of CA-AgNPs

3.3. XRD Analizi

Biyosentezi yapilan AgNP'lerinn XRD spektrum modeline
gore, 20'da sirasiyla 38.018, 44.20, 64.43 ve 77.572 ile ¢akisan
111°, 200°, 220° ve 311° pikleri giimiisiin kiiresel kristal yapisini
temsil eden keskin piklerdir (Sekil 4). Pikler AgNP’lerin kiibik
yapida olduklarimi gostermektedir (Singh ve ark., 2017; Huang
ve ark., 2019). En yiiksek pik olan 38.018 tepe agis1 olarak alindi
ve Debye-Scherrer denklemi (Baran ve ark., 2018; Baran, A.,
2021) yardimiyla nanomalzemelerin boyutu 29,34 nm olarak
hesaplandi.
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Sekil 4. Sentezlenen AgNP'lerin XRD desenleri
Figure 4. XRD patterns of synthesized AgNPs

3.4. FT-IR Analizi

FT-IR spektroskopisi ile indirgemede rol alan fonksiyonel
gruplar belirlenebilmektedir. Sekil 5 sulu PS meyve 0ziitiine,
Sekil 6 ise sentezlenmis AgNP'lere ait FT-IR spektrumlarim
gostermektedir.
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Sekil 5. PS meyve oziitiiniin FT-IR spektrumu

Figure 5. FT-IR spectrum of PS fruit extract
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Sekil 6. Sentezlenmis PS-AgNP'lerin FT-IR spektrumu
Figure 6. FT-IR spectrum of synthesized PS-AgNPs

AgNP'lerin olugumu sirasinda indirgemeden sorumlu olan
biyomolekiiller incelendiginde (Sekil 6), 1635 cm!'deki
absorpsiyon zirvesi, karbonil (C=0) gerilme titresimleri
nedeniyle ortaya ¢ikan amid I olarak tanimlanabilir (Aromal ve
ark. 2012). 3324 cm™'deki absorpsiyon zirvesinin O-H ve N-H
gerilmesine, 2122 cm™'deki absorpsiyon zirvesinin ise C-C
gruplarina ait oldugu sdylenebilir.

3.5. AFM Analizi

AgNP’lerin {i¢ boyutlu topografik goriintiileri atomik kuvvet
mikroskopisi yardimiyla elde edildi. Nanomalzemelerin sekil ve
boyut dagilimi yar1 temas modunda hat analizi 6l¢iimii ve 3D
metodu ile yapisinin dagilimi gézlemlendi (Sekil 7). Partikiillerin
¢ogunun 50 nm boyutlarinda ve sekillerinin kiiresel oldugu
tespit edilmistir.

e-ISSN: 2148-2683
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Sekil 7. CA-AgNP'lerin AFM gériintiisii

Figure 7. AFM image of PS-AgNPs

3.6. EDX ve Zeta Boyut Analizi

Giivem Prunus spinosa (PS) meyvesinden sentezlenen
AgNP'lerin EDX analizinde saf glimiigiin varlig1 ortaya konuldu
(Sekil 8).
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Sekil 8. EDX analizi ile AgNP lerin elemental bilesimi
Figure 8. Elemental composition of AgNPs by EDX analysis

Elde edilen glimiigiin elemental bilesiminin yiiksek oldugu
gorilmektedir. Yilizey plazmon rezonanst nedeniyle, glimiis
nanopartikiiller, yaklagsik 2,89 KeV'de tipik bir optik absorpsiyon
zirvesi sergilemistir. Akintelu ve ark. (2019) ile Fatema ve ark.
(2019) da kendi calismalarinda EDX giimiis piklerini ortaya
koymuglardir. EDX profilindeki karbon, silisyum, klor ve
oksijen gibi zayif sinyallerin, nanopartikiillerin ylizeyinde
bulunan  fitokimyasallardan  kaynaklandig1 silisyumun
kaynagmin ise oglitme isleminden kaynaklandigi sdylenebilir.
Diger taraftan zeta boyut analizi ile (Sekil 9), AgNP'lerin
parcacik boyutunun 117.4 nm oldugu goriilmiistiir ( Sekil 9).
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Size Di tribufion by Inters iy

Sekil 9. AgNP'lerin zeta boyut analizi

Figure 9. Zeta size analysis of AgGNPs

3.7. Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Escherichia  coli, Bacillus  subtillis,  Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Candida albicans gida
kaynakli  hastaliklarda  siklikla ~ karsilasilan  patojen
mikroorganizmalardir (Hitosugi ve ark. 2015; Monente ve ark.
2015; Yang ve ark. 2017; Mostafa ve ark. 2018). AgNO; ve
antibiyotiklerle karsilagtirildiginda, biyosentezlenen AgNP'lerin

diisik konsantrasyonlarda bile bu mikroorganizmalarin
bliylimesini 6nemli Olgiide engelledigi gozlemlendi (Zablo I).
AgNP'lerin diger mikroorganizmalara oranla Staphylococcus
aureus ve Candida albicans't daha fazla baskiladig1 tespit edildi.

Glimiis, bakteri hiicre duvarinda bulunan fosfor ve kiikiirt
atomu ile etkilesime girme konusunda gii¢lii bir egilime sahip
oldugundan, bakteri hiicre zarindaki tiyol ve fosfor gruplar ile
etkileserek bakteride solunum siirecini bozar. Bu durum
bakterilerin 6liimiine neden olur (Hamouda ve Baker, 2000).

Diger taraftan gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari, gram-
negatif bakterilerde bulunmayan sert bir polisakkarit tabakasina
sahip oldugu icin gram pozitif bakteri duvarina gecisler daha zor
gerceklesmektedir. Bu nedenle AgNP'lerin inhibitdr aktivitesi
gram negatif bakterilere gore gram pozitif bakterilerde daha
giiclidiir (Tamboli ve Lee, 2013). AgNP’lerin gram pozitif ve
gram negatif bakteriler ile mayalar tizerindeki inhibe edici
etkileri farkli aragtirmacilarin ¢alismalarinda da gosterilmistir
(Ghaedi ve ark., 2015; Niknejad ve ark., 2015; Hemmati ve ark.,
2018; Aygiin ve ark., 2020).

Tablo 1. AgNP ler, AgNOs ve antibiyotiklerin gida patojenleri MIK degerleri (mg/mL)

Table 1. Food pathogen MIC values of AgNPs, AgNO3 and antibiotics (mg/mL)

Patojenler AgNP’ler AgNO;3 Antibiyotik
Staphylococcus aureus ATCC 29213

0.0312 2.65 2
Bacillus subtilis 0.1250 1.32 1
Escherichia coli ATCC25922

0.500 0.66 2
Pseudomanas aurogenesa 0.250 1.32 4
Candida albicans

0,0156 0.66 2

Macromolecules, 175, 294-303.

4. Sonuc ve Oneriler

Bu c¢alismada, Prunus spinosa (PS) meyve O6ziiti
kullanilarak hizli, diigiik maliyetli ve ¢evre dostu bir sekilde
AgNP'lerin sentezi gergeklestirildi. Calisma sirasinda higbir
toksik veya tehlikeli madde kullanilmadi. UV-vis absorpsiyon,
XRD ve EDX analizleri AgNP'lerin sentezini dogruladi. FE-
SEM, TEM, Zeta potansiyeli ve AFM goriintiileri, AgNP'lerin
¢ogunlukla kiiresel oldugunu ortaya koydu. Sentezlenen
AgNP'lerin  ¢ok disiik konsantrasyonlarda bile giiglii
antibakteriyel ve antikandidal aktiviteye sahip oldugu goriildii.
S6z konusu giiclii antimikrobiyal etkileri nedeniyle gida
sanayiinde, ozellikle ambalajlarda nanopartikiillerin
kullanilmasinin uygun bir tercih olabilecegi diistinilmektedir.
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