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Abstract

Researchers are of great interest in the synthesis of nanostructures of biological origin due to their unique properties. The advantages
of the biological method are that it is environmentally friendly, fast and easy to synthesize. In this study, gold nanoparticles (AuNPs)
were synthesized using Hawthorn-Crataegus monogyna (CM) fruit extract. Characterization of AuNPs from fruit extract were
performed by Field Emission Scanning Electron Microscopy (FE-SEM), UV-visible Spectrophotometer (UV-vis.), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR), X-Ray Diffraction Diffractometry (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Zeta-size and
potential analysis. Antimicrobial activities of synthesized AuNPs were evaluated on gram positive and gram negative bacteria and
fungal strains using minimum inhibition technique. According to the findings of the study, it was determined that AuNPs synthesized
from the CM plant showed strong antimicrobial activity.

Keywords: Antimicrobial activity, AuNPs, FE-SEM, TEM, XRD.

Al¢ (Crataegus monogyna) Meyve Oziitiinden Altin
Nanopartikiillerin Sentezi ve Antimikrobiyal Aktivitelerinin
Degerlendirilmesi

Oz

Aragtirmacilar, essiz 6zelliklerinden dolayi biyolojik kaynakli nano yapilarin sentezine biiyiik ilgi duymaktadirlar. Biyolojik yontemin
avantajlart ¢evre dostu, hizli ve kolay bir sentez olmasidir. Bu galismada altin nanopargaciklar (AuNP'ler), Alig-Crataegus monogyna
(CM) meyve oziitiinden yararlanilarak sentezlenmistir. Meyve 6ziitiinden elde edilen AuNP'lerin karakterizasyonu, Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM), UV-goriiniir Spektrofotometre (UV-vis.), Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi
(FT-IR), X- Istnim1 Kirtnimi Difraktrometresi (XRD), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Zeta-boyut ve potansiyeli analizleri ile
yapilmistir. Sentezlenen altin nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteleri gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile mantar susu
iizerinde minimum inhibisyon teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Calismanin bulgularina gére CM bitkisinden sentezlenen
AuNP'lerin giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, AuNP’ler, FE-SEM, TEM, XRD.
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1. Giris

Nanoteknoloji, malzeme uygulamalarimi ifade etmektedir.
Nanomalzemeler elektronik, optik, biyonanoteknoloji, tip,
farmakoloji ve miihendislik gibi alanlarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir ~ (Talebpour ~ ve  Ghahghaei, 2020).
Nanopartikiiller, farkli uygulama asamalarinda karaliliklari,
ylizey adsorpsiyon kapasiteleri ve biyolojik uygulamalar1 gibi
ozelliklerinden dolay1r dnem tasimaktadirlar (Aktepe ve Baran,
2021a). Metal nanopartikiiller kimyasal ve biyolojik olmak iizere
genellikle iki yolla sentezlenmektedirler. Fazla enerji
kullaniminin olmamasi, diisiik maliyetli ve ¢abuk olmasindan
dolay1 biyolojik yontem arastirmacilar tarafindan daha ¢ok tercih
edilmektedir (Baran ve ark., 2021; Aktepe, 2021; Aktepe ve
Baran, 2021b; Hatipoglu, 2021a). Nanopartikiil sentezinde engok
kullanilan metaller; altin, giimiis, ¢inko, paladyum, titanyum,
demir ve bakirdir (Baran, 2018).

AuNP’ler ile glimiis nanopartikiillerin hem anti-mikrobiyal
hem de anti-kanser ajan olarak kullanilabildigi bircok arastirma
sonucunda ortaya konulmustur. Ayrica biyolojik yollarla elde
edilen AuNP’lerin  biyouyumlu bir yap1 sergiledigi
goriilmektedir (Aktepe ve ark., 2021).

Bu ¢alismada Alig-Crataegus monogyna (CM) meyvesinden
disik maliyetli, ¢cevre dostu ve kolay bir sekilde AuNP’ler
sentezlenmis, karakterize edilmis ve antibakteriyel aktiviteleri
ortaya konulmustur.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM)
JOEL 1010, Perkin Elmer One UV-visible Spektrofotometre
(UV-Vis.), Perkin Elmer Spektrum One Fourier Transform
Infrared Spektroskopisi (FT-IR), RadB-DMAX II bilgisayar
kontrolli Enerji Dagilimli X-Isin1 Diftraktometresi (XRD), EVO
40 LEQ Taramal1 Elektron Mikroskobu ve Elektron Dagilimli X
isinlart (SEM-EDX), Malvern marka zeta sizer ve zeta boyut
cihazlar1 kullanilarak elde edilen AuNP’lerin yapisi ortaya
konulmustur. Sentezlenen altin nanopartikiilleri ¢oktiirmek igin
6000 devirli OHAUS FC 5706 model santrifiij cihazi
kullanilmustir.

Altin nanopartikiil sentezi igin Sigma Aldrich markali
Hidrojen tetrakloroaurikasit kati bilesik formu, antimikrobiyal
aktivite i¢in ise ticari olarak temin edilen vankomisin, kolistin ve
flukonazol antibiyotikleri kullanilmistir.

2.2. Bitki Oziitii ve Cozelti Hazirlama

Mardin Artuklu Universitesi kampiis alanindan toplanan CM
meyveleri ¢alisma i¢in kullanilmistir. Yikanan meyveler oda
kosullarinda kurutulmustur. Kurutulmus olan meyvelerden 500 g
tartilip lizerine1000 mL saf su eklenmis ve bir beher icerisinde
kaynatilmigtir. Kaynama basladigi andan itibaren yaklagik 10
dakika kadar beklenmis ve sogumaya birakilmistir. Once kaba
siizge¢ kagidi, ardindan Whattman 0.1 mm silizge¢ kagidi ile
siizme islemine tabi tutulmustur. Elde edilen 06ziit sentez
asamasinda kullanilmak iizere + 4 °C’ de buzdolabinda
muhafaza edilmistir.
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HAuCl4.3H,O kati bilesik formundan 10 mM (milimolar)
konsantrasyonunda altin ¢ozeltisi hazirlanmistir.

2.3. AuNP’lerin Sentezi ve Karakterizasyonu

50 mL CM meyve Oziiti alinip ilizerine 10 mM 50 mL
HAuCl4.3H,0 ¢ozeltisi 250 mL cam erlen mayer i¢inde 30 °C’
de bir manyetik 1siticih karistirict  yardimiyla reaksiyona
birakilmigtir. 100 devirde 5 dakika sonra renk degisimi
gozlenmistir. Renk degisimine bagli olarak numune alinip
AuNP’lerin  olugumunu tespit etmek icin UV  goriiniir
spektroskopisinde dalga boyu dlgiimleri yapilmistir.

Renk degisiminde meyve Oziitiinde bulunan
fitokimyasallarin altin1 indirgemesiyle olustugu goriilmistiir.
Indirgemeye katilan biyoaktif bilesenlerin fonksiyonel gruplari
icin FT-IR cihazinda hem meyve 6ziitiiniin hem de reaksiyon
sonrasinda olusan koyu renkli ¢ozeltinin FT-IR desenleri
kargilagtirlmis  ve indirgemeden sorumlu grubun tespiti
yaptlmigtir. Sentezlenen AuNP’leri ¢oktiirmek ig¢in yiiksek
devirli santrifiij cihaz1 kullanilmigstir. Coktiirme isleminden sonra
altta kalan kat1 kisim 48 saat ve 60 °C’de kurutulmustur. Daha
sonra Ogiitiilerek karakterizasyon isleminde kullanilmusgtir.
Swrasiyla FE-SEM, SEM, ZETA, XRD ve EDX analizleri
yapilarak yapisi ortaya konulmustur.

2.4. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK)
Metodu ile AulNP’lerin Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Staphylococcus  aureus (S. aureus) ATCC 29213,
Escherichia coli (E. coli) ATCC25922 suslart ve Candida
albicans (C. albicans) Bacillus subtilis (B. subtilis),
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC27833 suslart
Inonii  Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan temin edilmistir.

Gram (+) (S. aureus ve B. subtilis) ile Gram (-)
(Paeruginosa ve E. coli) bakterilerin niitrient agar besiyerine
ekimleri yapilmistir. Maya C. albicans da Sabouraud Dextrose
Agar besiyerine ekilerek 36 °C sicaklikta 24 saat etiivde liremeye
birakilmigtir. Ekimi yapilan suslarin  ireme kontroliiniin
ardindan, her mikroorganizmadan steril kosullarda kat1 formdaki
plaklardan iiremis mikroorganizmalarin Mc Farland standardi
0.5 (Eren ve Baran, 2019) ile siispansiyonlar1 (1.5x10% unitede
bulunan koloni (cfu) mL™") hazirlanmistir.

Mikro plakalara bakteriler i¢in 96’lik Muller Hinton sivi
besiyeri, maya i¢cin RPMI (Roswell Park Memorial Institute) sivi
besiyeri ve 10 pg/mL! konsantrasyona sahip Biyo-uyumlu
AuNP’lerin ¢ozeltisi eklenmistir. Birinci kuyucuk ve takibindeki
diger kuyucuklara bir seri mikro-dilusyon islemi yapilmigtir.
Sonrasinda mikroorganizmalarin her biri i¢in hazirlanan
siispansiyondan dilusyon yapilan her bir kuyucuga eklenmistir.

Biyo-uyumlu AuNP’lerin etkilerini kiyaslamak i¢in Gram
pozitif suslar i¢in vankomisin, Gram negatifler i¢in kolistin ve
son olarak C. albicans igin de flukanozol standart antibiyotikleri
kullanilmistir. Ayn1 Mikro plakalar 37 °C’ de 24 saat iiremeye
birakilmistir. Siire sonunda iiremenin basladig1 kuyucuktan bir
onceki kuyucugun konsantrasyonu Minimum inhibisyon
Konsantrasyonu olarak tespit edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma
3.1. UV-goriiniir Spektroskopik Analiz

CM meyve Oziitinden 10 mL, sentezlenmis olan
AuNP’lerden (HAuCl4.3H,O ¢dzeltisi) 10 mM karistirildiktan 5
dakika sonra saridan koyu mor renge doniisiimii gézlenmistir.
UV goriiniir spektroskopisinde alinan absorbans degerinin 540
nm civarinda oldugu tespit edilmistir (Sekil ). Bagka diger
calismalarda da benzer absorbans degerleri bildirilmistir (Usman
ve ark., 2019; Velmurugan ve ark., 2014).
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Sekil 1. Crataegus monogyna meyve oziitii ile eldilen altin
nanopartikiillerin UV-Vis spektroskopi diyagrami

Figure 1. UV-Vis spectroscopy diagram of gold nanoparticles
obtained with Crataegus monogyna fruit extract

3.2. FT-IR Analizi

CM meyve oziitii FT-IR sonuclart ve altin tuzu ile
reaksiyona birakildiktan sonra, alinan FT-IR diyagrami
incelendiginde indirgemede rol alan fonksiyonel gruplarin
frekans kaymalar1 3347 cm’, 1634 cm™ ve 2110 ¢m’! olarak
ortaya ¢ikmistir. Bu frekanslarda meydana gelen kaymalar sirasi
ile “OH(hidroksil) gruplarinin (Aktepe ve Baran, 2021a) N-H
(amin) gruplarinin (Atalar ve ark., 2021) ve C=C (alkin)
gruplarinin indirgemede rol alan fonksiyonel gruplar oldugu
fikrini vermektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. Crataegus monogyna meyve éziitii ile eldilen altin
nanopartikiillerin FT-IR spektroskopi diyagrami

Figure 2. FT-IR spectroscopy diagram of gold nanoparticles
obtained with Crataegus monogyna fruit extract

3.3. FESEM, TEM ve EDX Analizi

Biyouyumlu AuNP’lerin morfolojik yapilar1 ve element
kompozisyonlarinin belirlenmesinde FE-SEM ve SEM-EDX
analizleri  yapildi.  Sentezlenen = AuNP’lerin  FE-SEM
goriintiilerinde kiiresel morfolojide olduklari, EDX profilinde ise
biliyilk oranda (% 73.29) giiglii altin varlig1 tespit edilmistir.
(Francis ve ark., 2017; Jafarizad ve ark., 2019) (Sekil 3).
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Sekil 3. Crataegus monogyna meyve oziitii ile eldilen altin
nanopartikiillerin FE-SEM, TEM, EDX spektroskopi diyagrami
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Figure 3. FE-SEM, TEM, EDX spectroscopy diagram of gold
nanoparticles obtained with Crataegus monogyna fruit extract

3.4. XRD Analizi
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Sekil 4. Crataegus monogyna meyve oziitiinden sentezlenen altin
nanopartikiillerin XRD spektroskopi diyagrami

Figure 4. XRD spectroscopy diagram of gold nanoparticles
synthesized from Crataegus monogyna fruit extract

20’ da XRD sonuglarinda 111°, 200°, 220° ve 311°° ye ait
pikler ile altin kristal yapisinin kiiresel oldugu goriilmiistiir
(Zayadi ve Bakar, 2020). Siras1 ile 38.11, 46.48, 64.47 ve 77.592
degerlerine karsilik gelen pikler altinin karakteristik pikleridir.
Debye-Scherrer denklemine goére hesaplanan partikiill boyutu
19.31 olarak hesaplanmistir (Sekil/ 4). Farkli arastirmacilarin
yaptigr altin nanopartikiill ¢aligmalarinda benzer sonuglar
goriilmektedir (Pandiyan ve ark., 2019; Rautray ve Rajananthini,
2020).

3.5. Zeta Potansiyeli

Biyouyumlu AuNP’lerin yiizey yiiklerinin belirlenmesi igin
yapilan zeta potansiyeli analizlerinde AuNP’lerin yiikiiniin
belirlenmesinde kullanilan analiz teknigidir (Baran A., 2021;
Baran A. ve ark., 2021). Sekil 5’te gorildigii gibi elde edilen
AuNP’lerin zeta potansiyelleri -27.9 mV olarak OSl¢iilmiistiir.

AuNP’ler pozitif ve negatif ylike sahip olduklarinda kiimelenme
ve topaklanma gostermektedir (Aktepe ve ark., 2021; Hatipoglu,
2021b); Hatipoglu, 2021c). Elde edilen -27.9 mV degeri
AuNP’lerin sadece negatif yiike sahip olduklarini ve kararli bir
yapt sergilediklerini gostermektedir. S6z konusu negatif yiike
sahip olmasi nanopartikiillerde kiimelenmenin ve topaklanmanin
olmadigini ortaya koymaktadir (Patil ve ark., 2018).

Zeta Folential D Fibution

Apparent Zets Fotentisl (i)

Sekil 5. Crataegus monogyna meyve oziitii ile eldilen altin
nanopartikiillerin Zeta Potansiyeli spektroskopi diyagrami

Figure 5. Zeta Potential spectroscopy diagram of gold
nanoparticles obtained with Crataegus monogyna fruit extract

3.7. Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Biyouyumlu AuNP’lerin aktivitelerini gida patojenleri
iizerinde degerlendirdigimizde gram pozitif S. aureus ve
B.subtilis bakterileri iizerinde siras1 ile 0.056 ve 0.025 pg/mL
konsantrasyonlarinin etkili oldugu Tablo 1’ de goriilmektedir.
Gram negatif bakterilerden olan P aeruginosa ve E. coli
tizerinde ise sirast ile 0.50 ve 0.25ug/mL konsantrasyonun etkili
oldugu goriilmektedir. AuNP’lerin etkili olduklari en diisik
konsantrasyonun 0.112 pg/mL ile C. albicans izerinde
gerceklestigi  gorilmiistir.  Altin  tuzunun  ¢ozeltisi  ve
antibiyotikler ile elde edilen biyouyumlu AuNP’lerin etkilerini
karsilastirdigimizda bu gruplarin daha diisiik konsantrasyonlarda
etkili olduklar1 sonucuna  varilmigtir (Tablo 1).

Tablo 1. Crataegus monogyna meyve oziitii ile eldilen altin nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteleri (mg/mlL)

Table 1. Antimicrobial activities of gold nanoparticles obtained with Crataegus monogyna fruit (mg/mlL)

Patojenler AuNP’ler AuCl4+.3H:0 Antibiyotikler
Staphylococcus aureus ATCC 29213

0.056 0.25 2
Bacillus subtilis ATCC11774 0.025 0.50 1
Escherichia coli ATCC25922

0.500 1.00 2
Pseudomanas aeruginasa ATCC2785 0.250 5.00 1
Candida albicans

0.112 0.125 2

4. Sonuc ve Oneriler

Bilindigi gibi Diinya genelinde antibiyotik direngliligi ciddi
bir sorundur. Ozellikle gida patojenlerine yénelik antimikrobiyal
ajan arayisinda metalik nanopartikiillerin yesil sentezinin mevcut

e-ISSN: 2148-2683

soruna onemli 6lgiide katki saglayacagi umut edilmektedir. Bu
baglamda s6z konusu ¢alismada, meyve atiklarimin
degerlendirilmesi amaciyla alic meyvesinin atik olarak goriilen
kabuklarindaki biyoaktif bilesenlerden kolay, ekonomik ve ¢evre
dostu yontemle AuNP’lerin sentezi gerceklestirilmistir.
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Sentezlenen AuNP’lerin kiiresel morfolojide ve giicli
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir.
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