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Amag: Bu c¢alisma, yliz merkezli merkezi kompozit
tasarim (FCCCD)’a dayal yanit yiizey yontemi (RSM)
ile Corylus colurna yaprak ekstrakti kullanilarak
mikrodalgada sentez edilen giimiis nanopartikiillerin
(AgNP’lerin) iiretimini optimize etmeyi, sentezlenen
nanopartikiilleri cesitli spektroskopik ve
mikroskobik yontemlerle karakterize etmeyi ve bazi
Phytophthora tiirleri tizerindeki antifungal etkilerini
degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Materyal ve Yontem: Calismada, yanit ylizey
yonteminin FCCCD’i, 350-420 nm spektral dalga
araliginda maksimum AgNP miktarini elde etmek i¢in
ti¢ farklh sentez degiskeni (AgNOs konsantrasyonu,
findik yaprak ekstrakti/AgNOs orani ve reaksiyon
sliresi)’nin  birlesik  etkisini arastirmak igin
kullanilmistir. Spektral egri altindaki tahmini alan
basit bir orta nokta kurali kullanilarak Microsoft
Office Excel programi yardimi ile hesaplanmistir.
Optimum kosullar altinda sentezlenen findik yaprak
ekstrakti-AgNP’leri karakterize etmek  icin
Ultraviyole Goriiniir (UV-Vis) Spektroskopisi, Fourier
Dontisimli  Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi ve
Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
kullanilmistir. AgNP’lerin antifungal etkinligi, alti
Phytophthora tiuri (P. cactorum, P. capsici, P.
cinnamomi, P. citrophthora, P. nicotianae ve P.
palmivora)’ne karsi in vitro kosullarda denenmis
olup, deneme 6 tekerrirlii olarak yuritilmistiir.

Arastirma Bulgulari: UV-Vis spektroskopisi, farkl
kosullar altinda sentezlenen AgNP’lerin tipik ylizey
plazmon rezonans degerlerinin 396 ile 411 nm dalga
boyu araliginda degistigini ortaya koymustur. AgNO3
konsantrasyonu, bitki yaprak ekstrakti/AgNOs orani

ve reaksiyon stiresi sirasiyla 5 mM, 0.1 ve 90 saniye
oldugunda, arastirilan aralikta optimum AgNP
iiretimi elde edilmistir. FT-IR spektrumu, AgNP’lerin
0-H, N-H, C=C, C-N ve C-0 gruplarin igerdigini ve
findik yaprak ekstraktindaki cesitli bilesiklerin
AgNP’lerin sentezinde o6nemli bir rol oynadigini
gostermistir.  TEM analiz sonuglari, AgNP’lerin
ortalama 17.48 nm (Gauss uyumu) biiytiklige sahip
kiiresel formda oldugunu ortaya koymustur. Yesil
sentezlenen AgNP’lerin P. cactorum, P. capsici, P.
cinnamomi, P. citrophthora, P. palmivora ve P.
nicotianae’'nin misel gelisimini sirasiyla %81.67,
%74.80, %73.54, %81.01, %74.50 ve %62.39’a kadar
azaltmistir. Ayrica AgNP’lerin ECso degerlerinin
118.58-292.56 pg ml! arasinda degistigi ve MIC
degerlerinin ise 340 pg ml'in tlizerinde oldugu
belirlenmistir.

Sonu¢: Bu c¢alisma, findik yaprak ekstrakti ile
sentezlenen AgNP’lerin, Phytophthora tiirlerinin
neden oldugu  hastaliklarin  miicadelesinde
kullanilmak iizere daha fazla arastirilmasi gerektigini
onermektedir.

Anahtar Kelimeler: Corylus

nanopartikill, yiz merkezli
tasarim, Phytophthora, toksisite

colurna,
merkezi

gumus
kompozit

Optimization and Antifungal Activity of Silver
Nanoparticles Synthesized Using the Leaf Extract
of Corylus colurna L. (Turkish hazelnut)

Abstract
Objective: This
production  of

study aims to optimize the
microwave-synthesized  silver

Gevrek, C,, Yigit, U. & Tiirkkan, M. (2023). Corylus colurna L. (Tiirk Findi1g1)'nin Yaprak Ekstrakti Kullanilarak Sentezlenen
Giimiis Nanopartikiillerin Optimizasyonu ve Antifungal Aktivitesi. Akademik Ziraat Dergisi, 12(0zel Say1), 159-172.


https://orcid.org/0000-0002-4490-7945
https://orcid.org/0000-0003-1692-397X
https://orcid.org/0000-0001-7779-9365

160

Gevrek, C., Yigit, U., Tiirkkan, M

nanoparticles (AgNPs) using Corylus colurna leaf
extracts with response surface methodology based on
the face-centered central composite design (FCCCD),
characterize the synthesized nanoparticles by various
spectroscopic and microscopic methods, and evaluate
their antifungal effects on some Phytophthora species.

Materials and Methods: In the study, the FCCCD of
the response surface methodology was used to
investigate the combined effect of three different
synthesis variables (AgNOs concentration, hazelnut
leaf extract/AgNOs ratio and reaction time) to achieve
the maximum amount of AgNP at the spectral
wavelength of 350-420 nm. The estimated area under
the spectral curve was calculated with the help of
Microsoft Office Excel program using a simple
midpoint rule. Ultraviolet Visible (UV-Vis)
Spectroscopy, Fourier Transform Infrared (FT-IR)
Spectroscopy, and Transmission Electron Microscope
(TEM) were used to characterize hazelnut leaf
extract-AgNPs  synthesized under  optimum
conditions. The antifungal activity of AgNPs was
tested against six Phytophthora species (P. cactorum,
P. capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora, P. nicotianae
and P. palmivora) under in vitro conditions, and the
experiment was carried out with 6 replications.

Results: UV-Vis spectroscopy revealed that typical
surface plasmon resonance values of AgNPs
synthesized under different conditions were in the
wavelength range of 396 to 411 nm. Optimal AgNP
production was achieved within the investigated
range when the AgNOs concentration, plant leaf
extract/AgNOs ratio, and reaction time were 5 mM,
0.1, and 90 seconds, respectively. FT-IR spectrum
showed that AgNPs contain O-H, N-H, C=C, C-N, and
C-0 groups, and various compounds in hazelnut leaf
extract play an important role in the synthesis of
AgNPs. TEM analysis results revealed that AgNPs
were in spherical form with an average size of 17.48
nm (Gaussian fit). Green synthesized AgNPs
decreased mycelial growth of P. cactorum, P. capsici,
P. cinnamomi, P. citrophthora, P. palmivora and P.
nicotianae by 81.67%, 74.80%, 73.54%, 81.01%,
74.50%, and 62.39%, respectively. In addition, it was
determined that the ECso values of AgNPs varied
between 118.58-292.56 pg ml, and the MIC values
were above 340 pg ml-1.

Conclusion: This study suggests that AgNPs
synthesized by hazelnut leaf extract should be further
investigated for use in combating diseases caused by
Phytophthora species.

Keywords: Corylus colurna, silver nanoparticles,
face-centered central composite design,
Phytophthora, toxicity

Giris

Findik, Fagales takimi Betulaceae familyas1 Corylaea
alt familyasi Corylus cinsi igerisinde yer alan ¢ali veya
agac formundaki bitkiler olup, dogal olarak Anadolu,
Balkanlar ve  Kafkasya bdlgesinde  yayilis
gostermektedir (Molnar, 2011; Botta ve ark,, 2019).
Filogenetik olarak 4 gruba ayrilmis olan findigin 15
farkl tiirii (C. tibetica, C. ferox 1. Grup; C. colurna ve C.
chinensis 11. Grup; C. avellana, C. maxima, C. americana
ve C. heterophylla 111. Grup; C. cornuta ve C. sieboldiana
IV. Grup) ve alt tir (C. avellana var. contorta, C.
avellana var. pendula, C. avellana var. quercifolia, C.
avellana var. aurea ve C. avellana var. purpurea)’ii
vardir. Giinlimiizde meyvecilik bakimindan 6nemli ve
ekonomik olarak en yaygin tiirti C. avellana L. (Avrupa
findig1)'dir (Islam ve ark., 2021).

C. colurna L. ise Tiirk ya da Bolu findig1 olarak
bilinmekte ve 800-1700 m rakim arasinda dogal
olarak yetismektedir. Tek dal olmasi ile diger findik
tiirlerinden kolayca ayirt edilebilmektedir. Hem dikey
hem de yatay olarak gelisen kuvvetli kazik kok
yapisina sahiptir (Tosun, 2012). Nem istegi yiiksek
olan bu yabani tiir tilkemizde 6zellikle Bat1 Karadeniz,
Orta Karadeniz ve i¢ Anadolu’'nun kuzey kesimlerinde
dogal olarak yetismektedir (Korkut ve ark. 2008;
Polat ve Gliney 2015; Ayan ve ark., 2016).

Tiirk findig1 tilkemizde yogun olarak yetistirilen C.
avellana’ya anag¢ olarak kullanilmasinin yani sira,
odun dokusunun kirmizimtirak olmasi sebebiyle
mobilyacilikta ve peyzajda siis bitkisi olarak da
kullanilmaktadir (Molnar, 2011). Ayrica bu findigin
meyveleri yabani hayat i¢in besin kaynagi olurken,
kendisi de biyo-gesitlilige katki saglamaktadir
(Arslan, 2005).

Bitkiler, insan ve hayvan hastalik ve zararhlarinin
yani sira cesitli bitki hastalik ve zararhlarini kontrol
etmek icin de kullanilan bir¢ok farkli biyo-aktif bilesik
iceren degerli kaynaklardir (Lin ve ark., 2000; Alamri
ve Moustafa, 2012). C. colurna yapraklarn icerdigi
kuersetin, mirisetin, 1-kafeoilkinik asit, 1,3-
dikaffeoilkinik asit, katesin ve kaempferol gibi
antioksidan ve flavonoidler nedeniyle halk
hekimliginde egzama, kizarklik, sislik, flebit, varis ve
hemoroid tedavisinde kullanilmaktadir (Benov ve
Georgiev, 1994; Riethmiiller ve ark., 2016). Ayrica
Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi da



Corylus colurna L. (Tiirk Findig1)’'nin Yaprak Ekstrakti Kullanilarak Sentezlenen Giimiis Nanopartikiillerin... 161

antibakteriyel etkinlik gostermektedir (Ceylan ve
ark., 2013).

Nanoteknoloji, nano boyutta (1-100 nm) sentezi,
nano malzemeleri ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik
sistemlerin tek tek atomlardan veya molekiillerden
mikron alti boyutlara kadar degisen o6lceklerde

uygulanmasini  ve ayrica ortaya ¢ilkan nano
malzemelerin daha biiytik sistemlere
entegrasyonunu kapsayan disiplinleraras1  bir

arastirma alanidir (Bhushan, 2017). Nano boyut
araligl icerisinde, malzemelerin ozellikleri
makroskopik oOlcekten tamamen farkli olup, nano
Olcege yaklastikca malzemelerin bir¢ok yeni ve
yararl 6zellikleri ortaya ¢ikmaktadir (Luther, 2006).
Nanopartikil (NP)'ler fiziksel ve kimyasal yontemler
ile sentez edilebilmektedir (Henglein, 1989;
Rodriguez-Sanchez, 2000; Bhushan, 2017). Ancak bu
sekilde elde edilen sentezler toksik kimyasallarin
kullanilmasi ve ¢evreye olan olumsuz etkileri
nedeniyle alternatif yoéntemlerin gelistirilmesini
gerekli kilmistir (Lee ve ark. 2007; Iravani ve ark,,
2014). Yesil sentez (biyolojik yontem) ile, NP'lerin
eldesinde, kimyasal indirgeyici etkenlerin yerine
bitki, fungus, bakteri ve liken gibi ¢esitli canli varliklar
kullanilmaktadir (Thakkar ve ark., 2010; Rai ve
Yadav, 2013; Poulose ve ark. 2014; Siddiqi ve ark.,
2018). Biyolojik yontem basit, hizli, giivenilir,
toksisite icermemesi ve ¢evre dostu olmasi nedeniyle
NP sentezinde tercih edilmektedir (Bhushan, 2017).
Gilintimiizde farkli bitkilerin ekstraktlar1 indirgeyici
ve kaplayici ajan olarak kullanilarak metalik NP’ler
sentez edilmis (Siddigi ve ark., 2018) ve bunlarin
cesitli bitki hastalik etmenlerine karsi toksik aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Mishra ve Singh, 2015).
Diger taraftan NP’lerin sentez siireci iizerine etki
eden cesitli faktorlerin arastirilmasi zaman alic1 ve
olduk¢a maliyetli olup, bu degiskenlerin optimize
edilmesi NP sentezi icin oldukca Kkritik bir éneme
sahiptir (Pourmortazavi ve ark, 2015). Mevcut
calismada mikrodalga araciligiyla C. colurna yaprak
ekstraktlarindan yesil olarak elde edilen AgNP’lerin
sentez siireci lizerine etki eden faktdrlerin
incelenmesinde, Yamit Yiizey Yontemi (Response
Surface Methodology, RSM)'nin Yiiz Merkezli Merkezi
Kompozit Tasarim (Face-Centered Central Composite
Design, FCCCD) modeli kullanilmistir.

Tarimsal {liretimi sinirlayan en dnemli faktorlerden
biri toprak kokenli fungal hastalik etmenleridir
(Agrios, 2005). Bu etmenlerden Phytophthora sp.,
Straminipila (Chromista) alemi icerisinde yer
almaktadir. Phytophthora cinsi tarim, orman, yem ve

siis Dbitkilerini enfekte eden yiizden fazla tir
icermektedir (Kroon ve ark., 2012). Diinya ¢apinda
Phytophthora sp.nin olusturdugu hastaliklardan
kaynaklanan {riin kayiplarinin milyarlarca dolar
oldugu tahmin edilmektedir (Wawra ve ark., 2012).
Phytophthora hastaliklar1 ile miicadelede genelde
kiltirel onlem olarak ekim noébeti, bitki artiklarinin
toplanmasi ve imhasi, kullanilan alet ve ekipmanlarin
diizenli olarak temizlenmesi ve dayanikli c¢esit
kullanimi tavsiye edilmekte ve kimyasal miicadelede
ise fungisitler kullanilmaktadir (Agrios, 2005). Ancak
bu hastaliklarla miicadele, toprakta uzun yillar
canlhliklarim1 koruyabildikleri dayanikli yapilarinin
olmasi (klamidospor, oospor vd.), hepsine karsi etkili
fungisitlerin olmamasi, fungisitlere karsi hizli bir
sekilde diren¢ kazanmalari ve kullanilan fungisitlerin
maliyetlerinin ylksek olmasi nedeniyle olduk¢a
zordur (Dobrowolski ve ark., 2008; Hu ve ark., 2008;
Meng ve ark, 2011; Childers ve ark., 2015). Bu
nedenle, glinlimiizde Phytophthora’larin neden
oldugu hastaliklarin miicadelesinde alternatif
miicadele yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alismada, C. colurna yaprak ekstrakti kullanilarak
mikrodalga firin aracilifiyla AgNP’ler elde edilmistir.
AgNP’lerin sentez stlirecine etki eden bagimsiz
degiskenleri  optimize etmek i¢cin = FCCCD
kullanilmistir. Sentez edilen AgNP’lerin 350-420 nm
araligindaki spektral alanmi basit bir orta nokta kural
kullanilarak Microsoft Office Excel programi ile
hesaplanmistir. Optimum kosullarda sentez edilen
AgNP’lerin karakterizasyonu UV-Vis, FT-IR ve TEM
analizleri ile yapilmistir. Ayrica optimum kosullarda
sentez edilen AgNP’lerin antifungal etkinlikleri 6
farkli1 Phytophthora tiiri tizerinde in vitro kosullarda
arastirilmistir.

Materyal ve Yontem
Bitki materyali ve fungal kiiltiir

Calismada bitki materyali olarak kullanilan Corylus
colurna (Turk findig1)'nin yaprak érnekleri Ordu ili
Giilyali ilgesinden toplanmistir.

Phytophthora (P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P.
citrophthora, P. nicotianae ve P. palmivora) tiirlerine
ait izolatlar Dr. ilker KURBETLI (Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii, BATEM)’'den temin
edilmistir.

Findik yaprak ekstraktinin hazirlanmasi

Araziden toplanan findik yapraklar {zerindeki
kirliligi azaltmak i¢in 6nce musluk suyu ardindan saf
su ile yikandiktan sonra etiiv (Ecocell LSIS-
B2V/EC111, MMM Group, Almanya)’de 60°C’de
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kurutmaya birakilmistir. 250 ml’lik beherlerin
icerisine kurutulmus yaprak drneginden 5 gr tartilip
tizerine 100 ml saf su eklendikten sonra manyetik
karistiricili bir 1sitict (MTOPS Ms300 Hsin Chu,
Tayvan)’'da 80°C'de 30 dk boyunca kaynatilmistir.
Oda sicakliginda sogutulan ekstraktlar Whatman No.
1 (Merck KGaA, Almanya) filtre kagidindan
gecirildikten sonra santrifiij (Hettich Mikro 220,
Hetttich EBA 200, Merck KGaA, Almanya) edilmis ve
kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmistir.

AgNP’lerin optimizasyonu ve sentezi

AgNP’lerin optimizasyonu Design Expert (versiyon
13, Stat-Ease, Inc.,, USA) programi kullanilarak Yiiz
Merkezli Merkezi Kompozit Tasarim (FCCCD) ile
gerceklestirilmistir. Calismada AgNOs3
konsantrasyonu, bitki yaprak ekstrakti/AgNOs
konsantrasyonuna orani ve reaksiyon siiresi olmak
lizere ¢ bagimsiz degisken optimize edilmistir
(Cizelge 1). FCCCD i¢in her bir bagimsiz degiskenin 3
farkl seviyesi kullanilarak 6’s1 merkezde olmak iizere
toplam 20 deneme gerceklestirilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 1. Glimis nanopartikiillerin yesil sentezi i¢in belirlenen bagimsiz degiskenlerin sinir degerleri

Seviye

Kod Bagimsiz degiskenler  Birim Min. Max. Diisik Viksek Ortalama Std. Hata
A AgNOskonsantrasyonu mM 1.0 5.0 110 15.0 3.0 1.45
B Ekstrakt/AgNOs orani - 0.1 0.5 101 105 0.3 14.51
C Reaksiyon siiresi sn 10.0 90.0 1+ 10.0 1+90.0 50.0 29.02

Cizelge 2. FCCCD kullanilarak findik yaprak ekstrakti ile sentezlenmis AgNP’lerin optimizasyonu i¢in
gerceklestirilen deneme calismalarini gosteren tasarim matrisi

Standard A:AgNOs B:Ekstrakt/AgNOs oram C:Re? ksnyon Spektral alan
order Run konsantrasyonu siiresi (350-420 nm)
mM - sn
19 1 3 0.3 50 39.0243
20 2 3 0.3 50 37.5378
16 3 3 0.3 50 37.6153
4 4 5 0.5 10 34.3898
2 5 5 0.1 10 63.1126
9 6 1 0.3 50 12.6959
11 7 3 0.1 50 48.3042
3 8 1 0.5 10 8.94065
15 9 3 0.3 50 39.8173
8 10 5 0.5 90 64.2034
18 11 3 0.3 50 38.8073
5 12 1 0.1 90 21.8492
17 13 3 0.3 50 36.4928
13 14 3 0.3 10 29.1441
6 15 5 0.1 90 115.243
7 16 1 0.5 90 16.2441
12 17 3 0.5 50 26.6554
10 18 5 0.3 50 68.3551
14 19 3 0.3 90 54.4729
1 20 1 0.1 10 13.3628
Regresyon anallzlerlnde dereceden  kullanilarak Microsoft Office Excel programi
yardimiyla hesaplanmistir (Chowdhury ve ark,
y=p0+ Z BiX; + Z BuX? + Z ZB”X Xj+e 2016). Formiilde y, spektral alan’i; a, absorbans
i=1 j= degerini ve dalga boyunu ifade etmektedir.

polinomial esitligi kullanilmistir. Esitlikte y, spektral
alani; x bagimsiz degiskenleri ve [ ise regresyon
katsayilarini ifade etmektedir.

AgNP’lerin yaklasik 5-50 nm boyutlarinda kantitatif
varligini temsil eden 350-420 nm araligindaki
spektral egrinin tahmini alani bir orta nokta kural
formiilii y = Xit1(a;+0ai41)/2 * (di+disq)

Veriler FCCCD'de yerine konduktan sonra elde edilen
sonuglarin  degerlendirilmesi icin matematiksel
modelleme olusturulmustur. Programin yamt igin
onerdigi quadratik model belirlenirken R2 degerleri
degerlendirilmistir. Sonra Onerilen fonksiyonlarin
hangisinin daha iyi bir deneysel tasarim modelledigi
ANOVA tablosu kullanilarak belirlenmistir. Ayrica en
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iyi modelleme yapan fonksiyon belirlenirken; model
(6nemli), lack of fit (uyum eksikligi) (6nemsiz), model
terimleri [(Prob>F) <0.05], RZ%(~1), ayarlanmis
R2(~1), dngoriilen RZ(~1), ayarlanmis R2 ~ dngoriilen
R?, varyasyon katsayisi (coefficient of variation C.V,
%; minimum) Kkriterlerinin tamamini en iyi sekilde
karsilayacak fonksiyon secilmistir. Deneysel tasarimi
modelleyen en iyi fonksiyon belirlendikten sonra,
program tarafindan RSM iki boyutlu ve ti¢ boyutlu
grafikleri olusturulmustur.

AgNP’lerin eldesi i¢in, AgNOs (1, 3 ve 5 mM)
¢Ozeltisine bitki yaprak ekstrakti/AgNOs3
konsantrasyonu farkli oranlarda (0.1, 0.3 ve 0.5)
eklendikten sonra soliisyonun nihai pH1 0.1 M NaOH
ile 10’a ayarlanmistir. Takiben 800 watt giicteki
mikrodalga firinda 10, 50 ve 90 saniye sliresince
AgNP sentez islemi gergeklestirilmistir. Ag*!
iyonlarinin indirgenme siireci, reaksiyon kosullarina
bagh olarak rengin a¢ik saridan koyu kahverengiye
degismesiyle go6zlenmistir. Sentezlenen AgNP’ler
10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra saf
su ile y1ikanip, kurutulmus ve 4°C’de saklanmistur.

AgNP’lerin

Optimum  kosullarda iiretilen

karakterizasyonu

Findik yaprak ekstrakti ile sentez edilen AgNP’lerin
absorbans spektrumlar1 200-1100 nm dalga boyu
araliginda tarama (1 nm) yapan UV-Vis
spektrofotometre (PerkinElmer Lambda 35, ABD) ile
belirlenmistir. AgNP  soliisyonlar1  mikropipet
yardimiyla quartz kiivetlere alinip, saf su ile
seyreltildikten sonra, 200-700 nm araligindaki
spektrumlar1 kaydedilmistir.

Findik yaprak ekstrakti ve optimize edilmis
AgNP’lerin yapilarindaki farkli fonksiyonel gruplar
hakkinda bilgi edinmek i¢in FT-IR spektroskopisi
(PerkinElmer Spektrum 65, ABD) kullanilmistir.
Analiz i¢in, bitki yaprak ekstraktinin ve AgNP’lerin 1
mg'leri 200 mg KBr ile karistirildiktan sonra bir pelet
halinde preslenerek érneklerin FT-IR spektrumlari
gecirgenlik modunda 4000-400 cm! dalga boyu
araliginda tespit edilmistir.

Optimize edilmis AgNP’lerin morfolojik 6zellikleri
TEM (Hitachi HT7700, Hitachi Ltd., Japonya) ile
ortaya konmustur. Elde edilen NP’lerin goriintiileri
Image] (versiyon 1.53i, National Institutes of Health,
USA) programu ile islendikten sonra ortalama partikiil
bliytikligii OriginPro (2019b versiyon 9.6.5.169,
OriginLab Corporation, USA) programinin Gauss
fonksiyonu kullanilarak belirlenmistir.

AgNP’lerin etkinliklerinin

belirlenmesi

antifungal

Optimize edilmis AgNP’lerin antifungal aktivitesi 6
Phytophthora (P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P.
citrophthora, P. nicotianae ve P. palmivora) tiirline ait
izolatlara kars1 in vitro kosullarda Tiirkkan (2013)’a
gore belirlenmistir.

Sentezlenmis AgNP’lerin farkli konsantrasyonlari
(42.5, 85, 127.5, 212.5, 255, 297.5 ve 340 pg ml1)
otoklavda sterilize edilmis ve 50°C’ye sogutulmus 60
ml'lik V8 agar ortamina eklenmistir. AgNP’ler
manyetik karistiric1 ile karistirilarak homojen bir
sekilde tiim besin ortamina karismasi saglandiktan
sonra 6 cm capindaki petri kaplarina 10 ml olacak
sekilde paylastirllmistir. Bu petriler, daha énceden
besin ortamlarinda gelistirilmis olan 7 glinlik fungus
kiiltiirlerinden mantar delici ile alinan 5 mm ¢aph
misel diskler ile inokule edilmistir. Ayn1 kosullarda
inkiibe edilen kontrol grubu (sadece V8 agar)
petrilerdeki funguslarin gelismeleri giinlik olarak
izlenerek petriyi kaplamaya yakin oldugunda, kontrol
ve AgNP’lerin farkli dozlarini iceren petrilerdeki
funguslarin gelisimleri ortagonal olarak dijital
kumpas (TorQ 150 mm Digital Caliper, Cin) ile
Olclilmiistiir. Miselyal gelismenin engellenmesi
asagidaki formiil kullanilarak % engelleme olarak
hesaplanmistir. Deneme her AgNP konsantrasyonu
icin 6 tekerriirlii olarak yiiriitilmustiir.

Miselyal gelismenin engellemesi (%) = [(kontrol
petrilerindeki  fungal gelisme-AgNP eklenmis
petrilerdeki fungal gelisme) / kontrol petrilerindeki
fungal gelisme ]*100

Funguslarin miselyal gelisimlerini %50 oraninda
azaltan konsantrasyon (ECso=etkili konsantrasyon)’u
hesaplamak icin probit analizi (IBM SPSS istatistik
Programi, versiyon 2019, New York, ABD)
kullanilmistir. Misel biliyliimesini tamamen engelleyen
minimum engelleyici konsantrasyon (MIC) degeri ise
paralel denemelerle belirlenmistir (Tiirkkan, 2013).

Bulgular ve Tartisma

Findik yaprak ekstrakti ile AgNP’lerin mikrodalga
firin araciligi ile yesil sentezi

Mevcut c¢alismada, AgNOs ¢oOzeltisindeki Ag*!
iyonlarinin Ag?® iyonlarina indirgenmesine aracililik
ederek yesil olarak AgNP eldesinde C. colurna yaprak
ekstrakti kullanilmistir. Tiirk findik yapraklarinin
biyolojik olarak aktif cok sayida bilesik icerdigi bazi
arastiricilar tarafindan daha 6nce rapor edilmistir
(Benov ve Georgiev, 1994; Riethmiiller ve ark., 2016).
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AgNP’lerin optimizasyonu

Deney tasariminda, RSM kullanilarak findik yaprak
ekstrakti ile sentez edilen AgNP’lerin 5-50 nm
boyutlarindaki tretiminin maksimize edilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla bir RSM modeli FCCCD ile
bagimsiz degisken olarak belirlenen parametreler
(AgNOs3 konsantrasyonu, findik yaprak
ekstrakti/AgNOs konsantrasyon orani, reaksiyon
stiresi)’in bagimli degisken yani 350-420 nm spektral
bolgesi altinda kalan alan etkileri
degerlendirmek tizere 20 deneme ylritilmigstir.
AgNP sentezinin optimal {iretim degerlerinin
belirlenmesinde bagimsiz degiskenler ile yanit
arasindaki iliskiyi ifade eden quadratik model esitlik
1’de verilmistir.
Y=+1.92882+1.60255A+1.73947B-0.000917C-1.09
161AB+0.004500AC-0.009701BC-0.067423A2-3.21
525B2+0.000128C2 (D

Calismada, yanitlar icerisindeki maksimum (115.243)
ve minimum (8.94065) orani 12.89 olup, bu deger

Cizelge 3. FCCCD modeline ait ANOVA verileri

uzerine

10’dan biiyiik oldugu icin verilerin doéniisimii
gerekmektedir. Bu nedenle, istatistiksel analizden
once, kare kok transformasyonu kullanilarak yanitlar
normal dagilima uyacak sekilde doniistirilmiistiir.

Cizelge 3’te verilen quadratik modele ait F degerinin
yiiksek ve p degerinin ise P<0.0001’den kii¢lik olmasi
modelin tahmin etme yeteneginin gii¢cli oldugunu
gostermektedir. Model terimlerinden A (AgNOs), B
(ekstrakt/AgNOs  konsantrasyonu  orani), C
(reaksiyon siiresi), AB, AC ve A% ve C%nin 6nemli
oldugu goriilmektedir (P<0.05). Ayrica uyum eksikligi
degeri 0.0978 olup, onemsizdir. Bu degerler bize
modelin tahminleme giicliniin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Calismamizda regresyon degeri (R2 =
0.9967) hem gozlenen hem de tahmin edilen verilerin
%99.67'sinin bu model kullanilarak aciklanabilecegi
anlamina gelmektedir (Sekil 1a). Ayrica modele ait
hem ayarlanmis R? degeri (0.9937) hem de
tahminlenen R2 degeri (0.9659) oldukga yliksektir.

Kareler Toplam1 df Kareler Ortalamasi F-degeri p-degeri
Model 65.3 9 7.26 334.58 <0.0001 6nemli
A-AgNOs konsantrasyonu (mM) 48.01 1 48.01 2213.89 <0.0001
B-Ekstrakt/AgNOs orani 6.24 1 6.24 287.74 <0.0001
C-Reaksiyon siiresi (sn.) 8.06 1 8.06 371.9 <0.0001
AB 1.53 1 1.53 70.34 <0.0001
AC 1.04 1 1.04 47.82 <0.0001
BC 0.0482 1 0.0482 2.22 0.1669
A? 0.2 1 0.2 9.22 0.0125
B? 0.0455 1 0.0455 2.1 0.1781
c? 0.1149 1 0.1149 5.3 0.0441
Residual 0.2168 10 0.0217
Lack of Fit 0.1686 5 0.0337 3.5 0.0978 o6nemsiz
Pure Error 0.0482 5 0.0096
Cor Total 65.51 19
R? 0.9967
Ayarlanmig R* 0.9937
Tahminlenen R* 0.9659

2 Sqrt(Spektral alan (350-420))

Tahmini veri

Sekil 1.

Spektral alan (350-420)

2,990 10,735

y = 0,9959x+ 0,0242
R* = 0,9967

Deneysel veri

FCCCD kullanilarak sentez edilmis findik yaprak ekstrakti-AgNP’lerin tanimlayici grafikleri: (a) tahmini

Normal % olasikk

.| Spektral alan(350-420) 2,990 [ 10.735

3B 8

Spektral alan(350-420) 2,990 [ 10.735

o
Igsel studentlegtinilmis aiklar

Igsel studentlestiriimis artiklar

Tahmini veri

ve deneysel verilerin dagilimi (R2 denklemi), (b) Normallik, (c) artiklarin dagilim
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Onceki bir calismada R2 degerinin 1’e yakin olmasinin
istatistiksel modelin uygun oldugunun bir gostergesi
oldugunu rapor etmistir (Reddy ve ark., 2008). Tiim
bu sonuglar bize deneysel ve tahmini sonuglar
arasindaki uyumun olduk¢a iyi oldugunu
gostermektedir. Gelistirilen modelde artiklar, tahmin
edilen ve gercek degerler arasinda rastgele bir
dagilima sahip olup, bu durum tiim artik degerlerin
biiyiilk sapmalar olmaksizin diiz bir ¢izgi boyunca
dagildigini gosterir ve hata dagiliminin normalligini
dogrulamaktadir (Sekil 1b). Ayrica, Sekil 1c'de
artiklarin sifir ¢izgisinin her iki tarafinda rastgele
dagildigini ve kabul edilebilir sinirlar icinde oldugunu
gosterilmektedir. Mondal ve Purkait (2017) tahmin
edilen ve gercek degerler arasindaki artiklarin +%3

Spektral alan (350.420)
Design Paints:

@ Above surtace

© Below Surface

8,940 I 115,243

X1= A:AgNO3
X2 = B: Ekstrak/AGNO3

Spektral alan (350-420)

Actual Factor
C:Reaksiyon siresi =50

b

Spektral alan (350 420)
Design Points:

@ Above Surface

© Below Surface

8,94065 (I 115243

X1= A:AgNO3
X2 = C: Reaksiyon suresi

Actual Factor
B Ekstraki/AgNO3 = 0.3

c

Spektral alan (350-420)
Design Points:

@ Above surface

© Below Surface

8,94005 [ 115243

X1= B Ekstrakt/AGNO3
X2 = C: Reaksiyon suresi

Spektral atan (350-420)

Actual Factor
A AQNO3 =3

C: Reaksiyon sdresi (saniye)

araliginda olmas1 gerektigini belirterek kurulan
modelin yeterli oldugunu gostermektedir.

Calismada AgNP iretimi {izerine etki eden
degiskenler ve onlarin karsilikli etkileri arasindaki
iliskiyi gostermek icin 3D ve 2D kontur grafikleri
kullanilmistir. AgNOs konsantrasyonu ve findik
yaprak  ekstrakt/AgNOs konsantrasyon orani
arasindaki iliski Sekil 2’de verilmistir. Bu grafige gore
AgNOs3 konsantrasyonu arttikca sentez edilen AgNP
dretiminin (350-420 nm araliginda) alani da
artmaktadir (Sekil 2a). Halbuki ekstrakt/AgNOs3
konsantrasyon miktarinin artist  bu  durum
paralelinde ger¢ceklesmemektedir. Dolayisiyla AgNOs3
konsantrasyonu 5 mM ve ekstrakt/AgNOs3
konsantrasyon orani 0.1 oldugunda AgNP {iretim
alani maksimum olmaktadir.

B: Ekstrakt/AGNO3

3
A: AGNO3 (mM)

siresi (saniye)

€ Reaksiyon

3
A: AGNO3 (mM)

C: Reaksiyon siesi (saniye)

B: Ekstrakt/AgNO3 0 ] 03 0 o3

B: Ekstrakt/AgNO3

Sekil 2. AgNP’lerin sentezini etkileyen bagimsiz degiskenlerin birlesik etkilerini gosteren 3D ve 2D kontur
grafikler: (a) AgNOs konsantrasyonu ve findik yaprak ekstrakti/AgNOs konsantrasyonu orani, (b)
AgNOs3 konsantrasyonu ve reaksiyon stiresi ve (c) findik yaprak ekstrakti/AgNOs konsantrasyonu

orani ve reaksiyon siiresi
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Diger taraftan AgNOs konsantrasyonuna paralel
olarak reaksiyon siiresi de arttik¢a spektral alan yani
AgNP iiretim miktar1 biiyiimektedir (Sekil 2b). Aksine
reaksiyon siiresine paralel olarak ekstrakt/AgNOs3
konsantrasyon orani arttikca AgNP iretimi
artmamakta, tersine azalis gostermektedir (Sekil 2c).
Bu bulgular Cai ve ark. (2017)'1n sonuglari ile uyumlu
olup, mikrodalga firin gilic ve sentez siiresini
ayarlayarak 700-850 watt/dk 100 ml'lik soliisyonda
yiksek kalitede AgNP iiretiminin gerceklestigi
belirlenmistir. Dahasi daha dusiik gli¢ durumlarinda
glmiis iyonlarinin tamamen indirgenemeyecegini ve
bununda daha diisiik AgNP {iretimi ile sonuglandigini
belirtmislerdir. Saleeb ve ark. (2020) AgNOs
konsantrasyonunun ve sentez stresinin SPR
tizerindeki etkilerinin benzer oldugunu ve her
ikisinin de artisina paralel olarak AgNP kalitesinin
arttigini tespit etmislerdir. Diger taraftan Eshghi ve
ark. (2021), 800 watt giic ve 180 sn reaksiyon
stiresine ayarlanmis mikrodalga firin araciligr ile
AgNP sentezi i¢in, 0.9 ml C. avellana yaprak ekstrakti
ve 1 mM AgNOs ¢ozeltisini iceren 25 ml soliisyonun
optimum oldugunu ortaya koymuslardir.

Optimum noktanin belirlenmesi ve gecerliligi

Optimizasyon c¢alismasi sonucunda istenilirlik
derecesi 1 olan tek bir kosul belirlenmistir. Bu kosul
5 mM AgNOs konsantrasyonu, findik yaprak
ekstrakti/AgNOs konsantrasyon orant 0.1 ve 90
saniye reaksiyon siiresi olarak belirlenmistir.
Optimum kosullarda 5 tekrarh sentez

gerceklestirilmis olup, sentezler sonucunda model
115.417 spektral alan degeri tahminlerken, deneysel
ortalama spektral alan sadece %3.1639 bir hata
degeri ile 115.899 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla
bu hata degeri Design Expert yaziliminin standart
degeri (%20)'nden ¢ok daha diisiik oldugu i¢in model

parametre optimizasyonu i¢in yeterli oldugu
gosterilmistir.

UV-Vis spektrum analizi

Sentez sonras1 AgNP varligt UV-Vis spektrum

Olgtimleri ile tespit edilmistir. Findik yaprak ekstrakti
kullanilarak AgNP sentez islemi tamamlandiginda,
NP’ler agik ve koyu kahverengi renk degisimi ile
makroskobik olarak sentezlenen urinde
gozlemlenmis ve bunlara ait tipik yiizey plazmon
rezonans (SPR) degerlerinin 396-411 nm araliginda
oldugu belirlenmistir. AgNP sentezinin gostergesi icin
spektral zirve araliginin 400-480 nm (Sreeram ve
ark,, 2008) arasinda oldugu ve 350-420 nm araliginda
AgNP biyikliigiiniin yaklasik 5-50 nm biytiklikte
oldugu bildirilmistir (Gurunathan ve ark, 2009;
Noroozi ve ark., 2012). Calismada, farkli AgNOs (1, 3
ve 5mM) konsantrasyonlar1 ve bitki yaprak
ekstraktinin farkl oranlar1 (%0.1, 0.3 ve 0.5) ile 10,
50 ve 90 sn reaksiyon siirelerinde 800 watt giicte
sentez edilen 20 farkli denemenin UV-Vis spektralari
ve bunlara iliskin olarak 350-420 nm dalga boyu
araligindaki spektral alanlarina ait trapezoidal
hesaplamalar gosterilmistir (Sekil 3a, b).

uuuuu
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Sekil 3. FCCCD kullanilarak findik yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP'lerin UV-Vis spektrasi: (a) NP'lerin
225-700 nm araligindaki UV-Vis spektrasi ve (b) NP'lerin 350-420 nm araligindaki spektral alanlari
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iletimli elektron mikroskop (TEM) analizi

TEM analizi, optimum kosullarda sentez edilen findik
yaprak ekstrakti-AgNP’lerin kiiresel formda ve
ortalama biyiikliigiiniin 17.48 nm (partikiil boyutu
dagilmimin  Gauss uyumu) (11-41 nm, n=60)
oldugunu gostermistir (Sekil 4a, b). Onceki
calismalarin sonuglar1 ¢alismamiz paralelinde olup,
farkl bitkilerin ekstraktlari kullanilarak sentez edilen
AgNP’lerin boyutlarinin kii¢tlik ve sekillerinin kiiresel
oldugu rapor edilmistir. Ornegin yalanci tesbih agac
(Azadirachta indica) bitkisinin indirgeyici ajan olarak
kullanildig1 bir ¢alismada, sentez oda sicakliginda
gerceklestirilmis ve TEM sonuclarina gore elde edilen

= [&)]

Partikll frekansi (%)
w

x4 1R-1 105.0kV 2022/12/19 13:48.37
Hit om 200n0m

iirtinlin seklinin yuvarlak ve partikiil ¢apinin 34 nm
oldugu belirlenmistir (Ahmed ve ark., 2016). Diger
taraftan dag dagim otu (Aderva lanata) bitkisinin
yaprak ekstrakti kullanilarak mikro dalga araciligiyla
sentez edilen altin (Au) gimiis (Ag)
nanopartikiillerin sirasiyla 18.62 nm ve 17.97 nm
boyutlarinda oldugu tespit edilmistir (Joseph ve
Mathew, 2015). Baska bir calismada ise, Ali ve ark.
(2015) mikrodalga firin araciligiyla sentez ettikleri
okaliptus (Eucalyptus globulus)-AgNP’lerin olusum
hizlarm1 ve boyutlarini geleneksel 1sitma ile
kiyaslandiklarinda, mikrodalga firinin reaksiyon
hizin1 20 kat arttirdigl ve NP boyutunu da yaklasik
2.5-6 kat kiigtlttiigiinii belirlemislerdir.
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Sekil 4. Findik yaprak ekstrakti-AgNP’lerin TEM goériintiisii (a) ve partikiil boyutu dagilim histogrami (b)

Fourier doniigiimlii kizilotesi

spektroskopisi

(FT-IR)

Findik yaprak ekstrakti ile optimum kosullarda
sentez edilen AgNP’lerin fonksiyonel gruplari1 FT-IR
analizleri ile belirlenmistir. Sentez edilen AgNP’lerin
sentez ve stabilizasyonunda rol oynayan bitki
ekstraktinin sahip oldugu cesitli fitokimyasallarin
rolii degerlendirilmistir. Findik yaprak ektsrakti ve
AgNP’lerin FT-IR spektrumu Sekil 5'te verilmistir.
Bitki yaprak ekstraktinin FT-IR spektrumunda 10
major pik belirlenmis olup, bunlar 3741 ve 3309 cm'!
0-H, alkol ve fenol gruplari, 2908 cm-! (C-H VE CHz;
alifatik hidrokarbonlar), 2360 cm! (O=C=0 gerilimi),
2183 cm? (C=C gerilimi, alkin), 1597 cm? (C=(),
1519 cm (N-0), 1315 cm 1 (C-O ester grup), 1041 cm-
1(0-H deformasyonu) ve 648 cm-! (C-C)’dir (Sekil 5a)
FT-IR spektrokopisinde findik yaprak ekstraktinda

yer alan fonksiyonel gruplarin alkol, fenol, amin,
karbonil ve ester gibi karakteristik 6zelliklerin
absorbsiyon bantlarini goéstermektedir (Wactawek ve
ark., 2018; Doganyigit ve ark., 2019; Yigit ve Tiirkkan,
2023). Flavonoid ve fenolik bilesikler muhtemelen -
elektron etkilesimi vasitasiyla AgNP’lerin ylizeyine
absorbe edebilir (Konvickova ve ark, 2018).
Dolayisiyla findik yaprak ekstraktindaki karbonil ve
hidroksil gruplarinin giimiis iyonlarinin indirgenerek
AgNP sentezinde rol oynayabilirler. Sentez edilen
AgNP’lerin FT-IR spektrumunda 3734-671 cm'!
araliginda O-H, N-H, C=C, C-N ve C-O gruplarindan
kaynaklanan farkhi pikler goézlenmistir (Sekil 5b).
Calismamiza benzer olarak Eshghi ve ark. (2021)
AgNP sentezi ic¢in kullandiklarn C. avellana
ekstraktinda indirgeyici aktiviteye sahip iki hidroksil
ve karboksilik asit fonksiyonel grubunun mevcut
oldugunu FT-IR analizleri ile ortaya koymuslardir.



168

Gevrek, C., Yigit, U., Tiirkkan, M

 —
1004 Y™\
%T ]
98—

3141

96

2908—(

3300— |

s
92
90
88

4000 3750 3800 3250 3000 7750 2500
90—
%T :
85—
80
754
703
65
60

55

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500

2360—

2250 2000 1750 1500

2250 2000 1750 1500

2183—{
1519— ,

19— <"
1365—

1041

1250

Sekil 5. Findik yaprak ekstrakti (a) ve findik yaprak ekstrakti-AgNP’lerin (b) FT-IR spektrumlari

Antifungal aktivite

Findik yaprak ekstrakti kullanilarak yesil sentez
yoluyla optimum kosullarda elde edilen AgNP’lerin
antimikrobiyal aktiviteleri 6 farkli Phytophthora
tirtine karst denenmistir. Calismada kullanilan en
yliksek konsantrasyonda (340 pg ml1) AgNP’ler P.
cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora, P.
nicotianae ve P. palmivora’nin misel gelisimini
sirasiyla %81.67, %74.80, %73.54, %81.01, %62.39

ve %74.50 oraninda engellemistir. Tim Phytophthora
tirleri icin AgNP’lerin ECso degerleri 118.58-292.56
pg ml! arasinda degismistir (Cizelge 4). Calismada
hicbir Phytophthora tiirti igin denemede test edilen en
yuksek konsantrasyonda tam engelleme
gerceklesmedigi icin MIC degeri >340 pg ml-! olarak
tespit edilmistir. Daha 6nceki bazi ¢calismalarda, farkh
bitki ekstraktlari ile sentez edilen AgNP’lerin ¢esitli
fitopatojenik funguslara karsi giliclii antifungal
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Cizelge 4. Findik yaprak ekstrakti-AgNP’lerin baz1 Phytophthora tiirlerine karsi toksisiteleri

Fungi ECs0? (ng ml1) MICP (ug ml-1)

P. cactorum 124.97 (115.77-134.12) >340

P. capsici 215.01 (194.04-240.78) >340

P. cinnamomi 118.58 (104.97-131.94) >340

P. citrophthora 135.77 (123.55-148.21) >340

P. nicotianae 118.68 (107.58-129.59) >340

P. palmivora 292.56 (280.36-307.62) >340
aEtkili konsantrasyon (%50)
bMinimum engelleyici konsantrasyon
Krishnaraj ve ark. (2012), Botrytis cinereq, arasinda degistigini belirlemiglerdir. Pelin otu
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani ve (Artemisia —absinthium) Kullanilarak sentezlenen
Sclerotinia  sclerotiorum  gibi  bazi  sklerotlu AgNP’lerin ise P. capsici, P. cinnamomi, P. infestans, P.
funguslarin misel biiyiimesinin, 1500 pg ml-1 katsurae, P. palmivora, P. parasitica ve P. tropicalis

konsantrasyonundaki A. indica-AgNP’ler tarafindan
biiyiik 6l¢lide engellendigini bildirmistir. Al-Zahrani
ve Al-Garni (2019), pirasa (Allium ampeloprasum)
kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin MIC degerlerinin
farkl Aspergillus tiirleri igin 652 ile 2500 pg ml!

gibi farkli Phytophthora tiirlerine kars1 100 pg ml-
Yden ¢ok daha diisiik MIC degerine sahip oldugu
gozlenmistir (Ali ve ark., 2015). Ancak bu farkliliklar,
AgNP’lerin sentezine araciik eden bitkilerin
biyokimyasal iceriklerinden ve hedef
organizmalardaki farkliliktan kaynaklanmis olabilir.
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AgNP’lerin toksisitesinin ¢ok kiiciik yapilari, sekilleri
ve formlar ile ilgili oldugu ve AgNP’lerin mikrobiyal
hiicreye girdikten sonra hiicre organellerinin normal
fonksiyonlarini bozarak etki ettigi varsayilmaktadir
(Buzea ve ark., 2007).

Sonuglar

Yapmis oldugumuz ¢alisma kapsaminda mikrodalga
firln vasitasiyla C. colurna yaprak ekstrakti ile
mikrodalga firinda 90 sn gibi kisa bir siirede Ag*
iyonlarinin Ag® iyonlarina indirgenmesi saglanarak
nano boyutta giimiis sentezi gerceklestirilmistir.
AgNP sentezi icin belirlenen bagimsiz degiskenler
(AgNOs konsantrasyonu, findik yaprak
ekstrakti/AgNOs konsantrasyon orani, reaksiyon
stiresi) optimize edilmis olup, optimum kosullarda
sentez gerceklestirilerek elde edilen C. colurna yaprak
ekstrakti-AgNP’lerin karakterizasyonu UV-Vis, FT-IR
ve TEM analizleri kullanarak yapilmistir. Karakterize
edilmis AgNP’lerin antifungal aktivitesi incelenmis ve
P. cactorum, P. capsici, P. cinnamomi, P. citrophthora,
P. palmivora ve P. nicotianae tiirlerine karsi toksik
aktivite sergiledigi belirlenmistir. Tim Phytophthora
tiirleri icin AgNP’lerin ECso degerleri 118.58-292.56
pg ml-! arasinda degismektedir. Ayrica MIC degerinin
ise >340 ug ml-Vin tizerinde oldugu bulunmustur.

Cikar catismasi

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.

Yazarlarin katki beyani

CG: Denemelerin kurulmasi ve yiiritiilmesi,
laboratuvar analizlerinin yapilmasi ve makalenin
yazilmasinda katkida bulunmustur.

UY: Denemelerin kurulmasi ve yiriitiilmesi,
laboratuvar analizlerinin yapilmasi ve makalenin
yazilmasinda katkida bulunmustur.

MT: Arastirmanin  planlanmasi, denemelerin
kurulmasi ve yiriitiilmesi, analizlerin yapilmasi,

verilerin  istatistiksel-grafiksel = yorumlarn  ve
makalenin yazimi asamalarinda katkida
bulunmustur.
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