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Abstract

Although nanoparticles synthesized by chemical reactions show a wide range of toxicities in various vertebrates
and invertebrates, they are produced in large quantities to take advantage of their antifungal activities. Due to the
remarkable disadvantages of conventional chemical methods, the green synthesis of metallic nanoparticles has acquire
great attention in recent years. This method is proposed as an alternative to classical chemical methods with its low cost,
environmentally friendly and simple approaches. Our aim in this study is to determine the suitability of Tilia rubra DC.
extract in the extracellular synthesis of silver nanoparticles and characterize the material obtained. T. rubra extract has
been studied for the first time for the biosynthesis of silver nanoparticles, forming surface plasmon resonance at 427 nm
in UV-Vis spectrophotometer. Also, transmission electron microscope (TEM) images showed that nanoparticles have
spherical morphology. According to TEM images, nanoparticles were found to be between 5-15 nm in size. X-ray
diffraction (XRD) analysis, on the other hand, determined that the particles were crystalline with a face centered cubic
geometry. Fourier transform infrared (FTIR) analysis was performed to identify possible biomolecules responsible for
bio-reduction of silver ions. The antifungal effect of the biosynthesis silver nanoparticles on Candida albicans, a
pathogenic yeast, was examined by the agar diffusion method, and as a result, the synthesized silver nanoparticles showed
a significant inhibitory effect on C. albicans. Our results support the potential for future use of biosynthesized silver
nanoparticles for industrial and biomedical applications, thanks to the environmentally friendly synthesis procedure.
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_ Tiliarubra DC. ekstrakt1 kullamlarak giimiis nanopartikiiliin hiicre dis1 biyosentezi ve antifungal aktivitesi
Ozet

Kimyasal reaksiyonlarla sentezlenen nanopartikiiller cesitli omurgali ve omurgasizlarda genis bir toksisite
yelpazesi sergileseler de, antifungal aktivitelerinden yararlanmak iizere biiyiik miktarlarda iretilmektedir. Klasik
kimyasal yontemlerin dikkat ¢ekici dezavantajlar1 nedeniyle, metalik nanopartikiillerin yesil sentezi son yillarda biiyiik
ilgi gdrmeye baslamistir. Bu yontem diisiik maliyetli, gevre dostu ve basit yaklasimlari ile klasik kimyasal yontemlere bir
alternatif olarak 6nerilmektedir. Bu ¢aligmada amacimiz, giimiis nanopartikiillerin hiicre dig1 sentezinde Tilia rubra DC.
ekstraktinin uygunlugunu belirlemek ve elde edilen materyali karakterize etmektir. Bunun yanisira biyosentezlenmis
giimils nanopartikiillerinin antifungal etkisi degerlendirilmistir. T. rubra ekstrakti, giimiis nanopartikiillerin biyosentezi
icin ilk kez calisilmig olup UV-Vis spektrofotometresinde 427 nm'de yiizey plazmon rezonansi olusturmustur. Ayrica
gecirimli elektron mikroskop (TEM) goriintiileri nanopartikiillerin kiiresel morfolojiye sahip oldugunu gostermistir. TEM
goriintiilerine gore nanopartikiillerin boyutlarmin 5-15 nm arasinda oldugu bulunmustur. X-1gin1 kirmimi (XRD) analizi
ise partikiillerin yiiz merkezli kiibik geometriye sahip kristal yapida oldugunu belirlemistir. Giimiis iyonlarmnm biyo-
indirgenmesinden sorumlu olas1 biyomolekiilleri tanimlamak i¢in Fourier doniisimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR)
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analizi yapilmistir. Biyosentezlenmis giimils nanopartikiillerin patojen bir maya olan Candida albicans iizerindeki
antifungal etkisi agar diflizyon metodu ile incelenmis ve sonug olarak sentezlenen giimils nanopartikiilleri, C. albicans
iizerinde 6nemli inhibe edici etki gostermistir. Sonuglarimiz, biyosentezlenmis giimiis nanopartikiillerin gevre dostu
sentez prosediirii sayesinde, gelecekte endiistriyel ve biyomedikal uygulamalar i¢in kullanim potansiyeli oldugunu
desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: yesil sentez, Tilia rubra, giimiis nanopartikiil, karakterizasyon, antifungal aktivite
1. Giris

Nanomalzemeler gelismekte olan bir teknoloji olarak giinliik hayatimizin tiim yonlerini etkilemektedir. Cilinkii
nanopartikiillerin (NP’lerin) benzersiz optoelektronik ve fizikokimyasal Ozellikleri ile gok ¢esitli kullanim alanlar
bulunmaktadir. Tip, tarim ve gida endiistrileri, elektronik ve kozmetik bu alanlarin baginda gelmektedir [1; -2] Bunun
yanisira agir metal gibi gevresel kirleticilerin temizlenmesi i¢in de nanoteknoloji tabanli iyilestirme konulari iizerinde ¢ok
sayida arastirma yapilmaktadir [3]. Tek bir nanopartikiil bile ¢esitli sekillerde birgok farkli sentez yontemi kullanilarak
iiretilebilmis ve bunun sonuglar1 ve canlilar iizerindeki etkileri toksikolojik calismalar ile arastirilnustir [4-6]. Ozellikle
glimiis nanopartikiiller (AgNP’ler), entegre devreler, sensorler, biyo-etiketleme, filtreler, hiicre elektrotlar1 ve kozmetik
saglik gibi alanlarda yaygin uygulamalar1 nedeniyle arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Ayrica cesitli tibbi
uygulamalarda ticari kullanimi1 nedeniyle, AgNP {iretimindeki yillik artisin diinya ¢apinda yiizlerce ton oldugu tahmin
edilmektedir. Giimiisiin de i¢inde bulundugu metal NP’ler, termal ayrisma, elektrokimyasal, mikrodalga destekli iglem
ve kimyasal yontemler gibi ¢esitli yaklasimlarla sentezlenir [7]. NP’lerin sentezinde igin tehlikeli kimyasallarin sik
kullanimi, maliyetinin yiiksek olmasi, asir1 sicaklik ve toksik madde acgiga ¢ikmasi gibi dezavantajlar bulunmaktadir.
Ormnegin kimyasal sentez asamalarinda sik¢a kullanilan Sodyum borhidriir (NaBH4) hem maliyeti yiiksek bir iiriin hem de
indirgeyici olarak kullanildiktan sonra giderilemeyen yan iriinler olusturabilmektedir. Olusan yan iriinler 6zellikle
iiretilen nanomalzemelerin uygulama olasiliklarini ve biyouyumluluklarini ciddi sekilde siirlayabilir. Bu yiizden metalik
NP’lerin sentez agamasinda yiiksek verimli, diisiik maliyetli, toksik olmayan ve ¢evresel olarak iyi huylu prosediirler
gelistirmeye ihtiyag vardir. Bu nedenle, NP’lerin sentezi igin biyolojik yaklasim (biyosentez) 6nem kazanmaktadir. Yesil
kimya ya da yesil sentez olarak bilinen bu yontemde bitki ve bitki {iriinleri, algler, mantarlar, maya, bakteriler ve viriisler
dahil olmak tizere dogada bulunan ¢ok cesitli biyolojik kaynaklar kullanilabilir [8, 9] Yesil sentezde kullanilan bu
organizmalarm, hiicre i¢i veya hiicre dig1 inorganik nanomateryaller iirettigi bilinmektedir [1]. Bu tiir biyoprosesler, ¢evre
kirliliginin azaltilmasinda ve metallerin atiklardan geri kazanilmasinda da etkili bir gekilde kullanilmistir [10].

Dogal iiriinler, biyomedikal aragtirmacilar tarafindan yillardir ¢aligilmaktadir. Biyolojik materyallerin igerigi
¢esitli rahatsizliklarin tedavisi i¢in bir¢ok sentetik veya yari sentetik dogal analogun sentezine ilham vermistir. Bitkilerin
ticari uygulama i¢in kullanilmasi, biinyesinde ¢ok ¢esitli biyomolekiilleri bulundurmasi yoniinden ve elde edilmesi kolay
oldugu i¢in nanomalzeme tiretiminde umut verici bir aragtirma alanidir [11]. Bu nedenle, bu ¢alismada, Tilia rubra DC.
(Ihlamur) ekstrakti kullanilarak AgNP sentezi gergeklestirilmistir. T. rubra, Malvaceae familyasimnda yer almaktadir.
Ozellikle dogal olarak yetistigi gibi iilkemizin gesitli yerlerinde kiiltiire de edilmektedir. T. rubra’nmn yatistiricilar,
sakinlestiriciler, diiiretikler ve balgam soktiiriiciiler gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Ayrica geleneksel tipta gribal
enfeksiyonu tedavi etme amaci i¢in kullanilan ve tiim diinya ¢capinda taninan bir bitkisel iiriindiir [12]. T. rubra’nin Akyuz
vd., 2014 raporlarma gore 17 farkli fenolik bilesik oldugunu ve bunlardan 14 tanesi tanimlanip giiglii bir antioksidan
oldugu belirlenmistir [13]. Frezza vd., 2020 raporlarina gére ise thlamurda esas olarak flavonoidler, ardindan organik
asitler ve pentasiklik triterpenler tarafindan olustugu bildirilmistir [14].

Bu ¢aligmada amacimiz T. rubra’nin yapisinda bulunan 6zellikle fenolik bilesiklerin gesitliligi AgNP’lerinin
sentezi i¢in umut verici bir kaynak olarak goriilmiis ve biyosentezlenen nanopartikiiller UV-Vis, TEM, XRD, FTIR ile
karakterize edilmistir. Ayrica giimiisiin (Ag*) bitki ekstrakt kaynakl1 indirgenmesini (Ag®) kullanarak firsatc1 bir patojen
olan C. ablicans tiiriine kars1 antifungal aktivitesi de degerlendirilmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Bitki Ekstraktimin Hazirlanmast

T. rubra ekstraktinin hazirlanmasi i¢in Tippayawat vd., (2016) kullandig1 yontem revize edilerek hazirlanmigtir
[9]. Oncelikle T. rubra yapraklar1 deiyonize su ile 3 kez yikanip ve kurutulduktan sonra toz haline getirilen yapraklardan
5 g kullanilarak hazirlanmistir. Bu yapraklardan bitki ekstraktini hazirlamak i¢in 50 ml deiyonize su i¢inde kaynatilmis
ve sogumaya brrakilmistir. Sogutulan ekstrakt Whatman No 1 filtre kagit1 kullanilarak siiziilmiis ve 4 °C'de bir

buzdolabinda saklanmustir.

2.2. Biyosentezlenmis Giimiis Nanopartikiillerin (T-AgNP) Sentezi ve Karakterizasyonu
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T-AgNP numunelerinin hazirlanmasi i¢in AgNOsz (Sigma Aldrich) stok c¢dzeltisinden 0.1 mM olarak
seyreltilmis ve 1:1 oraninda bitki ekstrakt1 ile oda sicakliginda kuvvetli bir sekilde 24 saat boyunca manyetik karistiricida
karigtirilmigtir. Kahverengi-siyahimsi bir renk olusturan karigim giimiis iyonlarinin indirgenmesi sonucunda olugmus ve
8000 rpm’de santrifiij edilerek elde edilen pellet 3 kez deiyonize su ile yikandi. Nanopartikiilleri toz haline getirebilmek
icin dondurarak kurutma islemi bir liyofilizatér ile gergeklestirilmistic. Toz haline getirilen nanopartikiiller
karakterizasyona kadar -20 °C’de saklanmistur.

AgNP'lerin morfolojik 6zellikleri, 100 kV hizlanma voltajinda bir JEOL JEM-1220 mikroskop kullanilarak
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmistir. Kristal yapilar, X-15in1 toz kirmimi Panalytical Empyrean marka
XRD ile analiz edilmistir. Taramalar Cu Ka tiipii kullanilarak bir 45 kV voltaj ve 40 mA akim analiz kosullarinda 5°- 80°
arasinda 20 agisinda yapilmig ve T-AgNP’lerin optik dzellikleri spektral analiz ile incelenmistir. T-AgNP’lerin absorbans
spektrumlari, bir UV-Vis (AE-S90-2D Spectrophotometer, Cin) cihazi ile kaydedildi. Spektrumlari belirlemek igin
6letimler maksimum absorbans dalga boyunda kaydedilmis ve taramalar 190-1100 nm dalga boyunda yapilmistir. Fourier
doniisimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) calismalar1 bir Perkin Elmer Spectrum Two spektrofotometre kullanilarak
gercgeklestirilmistir.

2.3. Antifungal Aktivite

Sentezlenen maddenin antifungal etkinligini belirlemek i¢in T-AgNP, Klinik ve Laboratuvar Standartlar:
Enstitiisii (CLSI) tarafindan Onerilen kriterlere gore hazirlanmistir [15]. Sentezlenen nanopartikiillerin antifungal
duyarliliklar1 agar difiizyon testi ile degerlendirilmistir. C. albicans (ATCC 14053), ESOGU-ARUM’da bulunan stok
kiiltirden saglanmistir. Caligma Oncesi maya hiicrelerinin ekim ve bilyiime ortamu i¢in maya ekstrakti-pepton-D-glikoz
(YPD) kullanilmistir. Ayn1 zamanda AgNP’lerin antifungal aktivitesinin arastirilabilmesi igin yapilan disk difiizyon
yonteminde de YPD agar besiyeri kullanilmigtir [16]. Aktive edilmis mikroorganizmalar1 McFarland 0.5 degerine
ayarlanmis ve besi ortamina inokulasyonu sonrasi 10, 20, 30 ve 40 ul olacak sekilde T-AgNP’lerle hazirlanmig diskler,
besi ortamina yerlestirilmistir. 37° °C de inkiibasyona birakilarak ve 24 saat sonunda olusan zonlar 6lgiildii. Bu zonlar,
standart antifungal bir antibiyotik olan amfoterisin B’nin zonlari ile kiyaslanmis ve deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

2.4. Inhibisyon Zon Capi Tayini
Disk difiizyon tahlilleri ile bdlge ¢aplari, biiyiimede belirgin bir azalma olan noktadan ve gozle goriiliir bir
biiylime olan noktaya milimetrik bir dlgek kullanarak 6l¢iilmiistiir. Bu dlgtimler Wayne (2004) tarafindan raporlandigi
gibi 24 saat sonunda degerlendirilmistir [17].
3. Bulgular
3.1. T-AgNP lerin Karakterizasyonu
Biyosentezlenmis T-AgNP'lerin ilk goriiniir isareti, AgNOs ile T. rubra ekstrakt karigimlarinin rengi agik saridan

koyu kahve bir renge degismesidir (Sekil 1). Bu renk degisimi, Ag*'nin Ag”a indirgenmesi saptamak i¢in morfolojik bir
gostergedir [18].

Sekil 1. AgNOs eklendikten sonra bitki ekstraktindaki renk degisikligi A. Tilia rubra ekstrakti1 B. Biyosentezlenmis T-
AgNP

Gilimiis nanopartikiillerinin olusturmus oldugu renk, etkilesen bir elektromanyetik alanin neden oldugu serbest
iletim elektronlarinin kolektif salinimindan dolay1 ortaya ¢ikan yiizey plazmon rezonansina (SPR) baglhidir [19]. SPR
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bandinin olugtugunu gbérmek ig¢in T. rubra igeren reaksiyon karigimmm UV-Vis spektroskopisi ile O6lgimil

gerceklestirilmis, hatta nanopartikiillerin stabilitesini kontrol etmek amaci ile ikinci bir spektrum (300. giin) tekrar
almmustir (Sekil 2).

24 saat

300 gun

Absorbance(Abs)
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Sekil 2. T-AgNP’lerin UV-Vis absorpsiyon spektrumlari

Dalga boyundaki bir degisiklik, pargacik boyutu, sekli ve par¢aciklar arasindaki 6zelliklerin bir dl¢iisiidiir [20].
Bu sonuglara gore giimiis nitrat ile iglenmig T. rubra ekstraksiyonu ile biyosentezlenmis AgNP'ler 24 saatin sonunda 427
nm araliginda 1.933 absorbans olarak bir pik gostermistir (Sekil 2). Daha dnce yapilan ¢alismalara gére SPR bandmin
350-450 nm arahigmma karsilik geldigi bildirilmistir [21]. Boylece T-AgNP’lerin yiiksek bir SPR bandi olusturdugu
goriilmiistiir. 300. Giin (6 ay) sonunda yapilan 6lgiimde yine 427 nm araliginda en yiiksek piki verirken sadece absorbans
degeri diigmiistiir. Bu sonuca gore nanopartikiillerin 6 ay boyunca stabilitesini korudugu goriilmiistiir.

AgNP’lerin diger bir karakterizasyonu i¢in XRD metodu kullanildi ve bu metodla saf kristal halde bulunan
giimiis nanopartikiillerin patterni belirlenmistir. Sekil 3 de goriildiigi gibi elde edilen kirmim sonuglar1 39.02, 44.138,
64.747, 74.983 ve 82.220 acilarinda bantlar gdstermistir. Bu sonug, swrasiyla 111, 200, 220, 311 ve 222 Bragg
diizlemlerine karsilik gelen giimiis kristal olusumunu ortaya koymaktadir. Boylece, giimiis kristalitlerin yiiz merkezli
kiibik (fcc) yapisini dogrulayan bir spektrum elde edilmistir. (referans kod: 04-014-6889). Ayn1 zamanda spektrumda
goriilen diger bantlar ise sekilsiz organik fazlarla iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3. T. rubra ile biyosentezlenen kurutulmus T-AgNP’lerin X 1gin1 kirmim profili

T-AgNP'lerin morfolojileri hakkinda bilgi almak i¢in TEM kullanilmis ve kiiresel morfolojide olduklar tespit
edilmigtir. TEM verilerine gore, nanopartikiillerin T. rubra ekstraktmin matrisinde tutundugu gériilmekle beraber, detayli
incelemede monodispers olduklar1 ve pargaciklarin birbirinden iyi ayrildigi gorilmiistiir (Sekil 4). Goriintii analizine
dayanarak, parcaciklarin ortalama boyutunun 5-15 nm oldugunu kanitlanmstir.
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Sekil 4. Biyosentezlenmis T-AgNP'lerin A (100 nm olgegl) ve B' de (20 nm ok;egl) T rubra ekstrakti ile elde edilen TEM
elektron mikrograflar1.

Biyosentezlenmis T-AgNP sulu bitki ekstraktina ait FTIR spektrumlar1 Sekil 5'te sunulmustur. Ag iyonlarim
azaltilmasidan sorumlu metabolitler FTIR spektrumu kullanilarak tespit edilmistir. Serbest OH grubuna sahip fenollerin
ve alkollerin varliginda 3426.12 ve 3421.17 cm™deki genis bantlar: ile ortaya ¢cikmistir. 2930,12 ve 2926,56 cmY'deki
bantlar, lipitlerdeki alkanlarin varh@mi temsil eder [22]. 2344.67 cm™ bolgesi, sadece biyosentezlenmis ¢ozeltide
COO™'nin simetrik olarak gerilme varhgini gosterir. 2240.63 ve 2242.14 cm™deki bantlar C=C grubuna atanir. 1629.45
ve 1631.01 cm™'deki absorpsiyon bantlari, aromatik bilesiklerde ve amid I'de (diizlem disinda NH) C = C'ye karsilik gelir
[23]. 1408.23 ve 1407.54 cm™'deki bantlar S = O (siilfat ester) grubunu gosterir. 1398 cm™'deki bantlar COO- gruplarm
C-O bandi ve proteinlerin CHz ve CH, bandima karsilik gelmektedir [24]. 1123 ve 1150.67 cm™'deki bantlar karboksilik
asit grubunun varhigmi dogruladi. 819.43 cm™, 672.17 ve 670.58 cm™'deki bantlar, bitki 6ziindeki aromatik bilesiklerde
ve T-AgNP'lerde = CH varligini temsil eder [25]. Bu sonuglara gore proteinlerde goriilen serbest karboksilat gruplar
metal nanopargaciklarma baglanabilir ve onlar1 stabil hale getirebilir. Bitki ekstraktmm FTIR spektrumu ile
biyosentezlenmis T-AgNP'leri arasindaki absorpsiyon bantlarmin pozisyonunda degisiklikler goriilmiis ve bu durum
piklerin kaymasiyla teyit edilmistir. Bu durum, degisikliklerin sebebinin biyosentezlenme sirasinda etkili olan bolgeler
oldugunu diistindiirmiistiir.
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Sekil 5. T. rubra ekstrakti ve T. rubra ekstrakti tarafindan biyosentezlenmis T-AgNP'lerinin FTIR spektrumu
3.2. T-AgNP lerin Antifungal Aktivitesi

Kiiresel T-AgNP'lerin antifungal &zellikleri de C. albicans patojenine karsi incelenmis ve Sekil 6'da
gosterilmistir. T-AgNP'lerin C. albicans patojenine kars1 iyi antifungal aktivite gosterdigi amfoterisin B ile karsilastirma
sonucunda goriildi. Biyosentezlenmis T-AgNP’ler igeren her disk tizerine (10-40 pul arasinda degisen oranlarda) T-AgNP
yiiklenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. T. rubra ekstraktinin (T) ve T. rubra ekstraktindan farkli miktardaki biyosentezlenmis T-AgNP'lerin (10, 20, 30
ve 40 ul) C.albicans’a kars1 antifungal aktivitesi, A, amfoterisin B

10 pl etken madde ile muamele edilen C. albicans hiicrelerinin olusturdugu disk zonu, Amfoterisin B ile elde
edilen zon ¢apina benzerlik gostermistir. Doz miktar1 20 pl olarak uygulandiginda ise amfoterisin B muamelesinde elde
edilene gore daha biiyiik bir zon olugsmustur (Tablo 1). Etken madde miktar1 30 ve 40 ul olacak sekilde uygulanan
disklerde ise elde edilen sonug, 20 pl uygulanan doz sonuglar1 ile ¢ok benzerlik gostermistir. Bu sonuglar, uygulanan
nanopartikiil miktarinmn 20 pl den fazla olmasi durumunda etkinin artmayacagini gostermistir (Sekil 6).

Tablo 1. Biyosentezlenmis T-AgNP’lerin ve bitki ekstraktinin CLSI M44-A disk yontemine gore karsilagtirilmasi

Sus Etken madde Zon ¢ap1
(mm)

Amfoterisin B? 92-97
Tilia rubra ekstrakti 0

Candida albicans Biyosentezlenmig T-AgNP (10 ul) 82-90

(ATCC 14053) Biyosentezlenmis T-AgNP (20 pl) 100-105
Biyosentezlenmis T-AgNP (30 pl) 98-102
Biyosentezlenmis T-AgNP (40 pl) 98-105

& CLSI, Amfoterisin B 10 ug
4. Sonuglar ve tartisma

Gliniimiizde nanopartikiilleri sentezlemek i¢in kullanilan kimyasal ve fiziksel iglemlerin ¢ogunda toksik
kimyasal ve yiiksek enerjili bilesikler kullanilmasi, insan saghgi ve ¢evre i¢in ciddi riskler olusturmaktadir. Bu yiizden
arastirmacilar farkli yontem arayisi igerisindedirler. Biyolojik kaynaklar1 kullanan yesil sentez yontemleri zararh
kimyasal yontemlerin yerini alabilir [26]. Yesil sentez, AgNP'lerin sentezlenmesi siirecinde kimyasal ve enerji
bilesiklerinin kullanimini azaltir. Dolayisiyla sentez agamasi ve sonrasi i¢in, ucuz, basit, kimyasal bilesiklerin kullanim1
icin azaltilmig gereksinimler ve en dnemlisi, insan ve ¢evre sagligi i¢in risklerin azaltilmasi yesil sentezi 6ne ¢ikaran
avantajlaridir [8]. Caligmamizda T. rubra (Thlamur), giimils nanopartikiillerinin sentezi i¢in kullanilmigtir. Bu ¢aligmada,
thlamur yapraginin sulu ekstrakt: ile hazirlanan ve Once agik sarimsi renkte olan ekstrakt, AgNO3 c¢ozeltisi ile
karistirildiktan sonra koyu kahverengi renkte bir siispansiyon olusturmustur. Ortaya ¢ikan renk degisimi UV-Vis ile
incelendikten sonra elde edilen emilim spektrumu SPR bandi ile ortaya konulmus ve bu durum Ag* iyonlarmin, Ag°
nanopartikiillerine indirgendigini géstermistir [27].

T. rubra yapragi ekstrakti kullanilarak T-AgNP'lerin olusumu, XRD analizinde gézlenen karakteristik
desenlerle uyumludur ve fce simetrisi ile giimiisle eslestigi tespit edilmistir. Ayrica, elde edilen XRD paternimiz 6nceki
calismalarla benzerlik gostermektedir [28,29]

FTIR analizi, Ag" iyonlarmin azaltilmasindan ve T-AgNP'lerin stabilizasyonundan sorumlu olan T. rubra
yaprak ekstraktinda bulunan fonksiyonel gruplari tanimlamak i¢in yapilmistir. FTIR sonuglaria gore, T. rubra yapragi
ekstraktinda bulunan aminin COO", -OH ve CHj3 gibi fonksiyonel gruplarinin muhtemelen Ag* iyonlarmin metalik
giimiise (Ag?) doniistiiriilmesinden sorumlu faktérler oldugunu gdstermektedir. Bu duruma gére alkoloidler, proteinler ve
aromatik bilesiklerin nanopartikiiliin sekillenmesinde rol aldig1 soylenebilir [30].

Sentezlenmis AgNP'lerin TEM goriintiileri 5-15 nm biiyiikliktedir ve partikiiller yiizey ilizerinde yigilma
yapmaksizin, esit bir dagilimla olugsmus kiiresel bir sekildedir. AgNP'lerin homojen bir sekilde dagilmasi T. rubra
ekstraktinin kalin bir biyomolekiil tabakas ile kapsiillenmesine baglanabilir.
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C. albicans, maya mantar1 {izerinde agar difiizyon testi ile test edilmis ve kontrol ilaci olarak gii¢lii bir antifungal
olan Amfoterisin B kullanilmistir. Biyosentezlenmig T-AgNP'lerin C. albicans lizerinde Amfoterisin B’den daha kuvvetli
bir zon ¢ap1 olusturdugu gorilmiistiir. Ekstraktin ise hi¢ etkisinin olmadigi gériilmiistiir. Biyosentezlenen AgNP’lerin
Jaidev ve Narasimha’nin (2010) raporuna gore AgNP'lerin fungisidal 6zelliginin, fungal hiicre duvarindaki siilfhidril
gruplarinim etkisiz hale getirilmesi ile, ¢6ziinmeyen bilesiklerin olusumuna ve hiicre lizisine yol agan ve bununla birlikte
hiicre zarmna bagli enzimlerin ve lipitlerin varyasyonuna neden oldugunu ileri siiriilmiistiir [31]. Ghojavand ve ark. (2019)
raporuna gore serbest radikallerin olusumu, membran hasari ve hiicre duvari ve zar1 yilizeyinde ¢ukur olusumu antifungal
etkiye yol agmis olabilir.

Dabhasi, serbest radikallerin iiretimi, DNA ve proteinlerin kimyasal yapisina ciddi zararlar verebilir [32].
Antibiyotige direngli enfeksiyonlarin sayisinin artmasi giiniimiizdeki en dnemli problemler arasinda yer almaktadir. C.
albicans, enfeksiyonla iligkili en 6nemli biyofilm iireten mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Bu nedenle,
alternatif stratejiler tizerinde ayrintili ¢aligmalara ihtiyag vardir ve T-AgNP’ler antifungal etki bakimindan umut verici
sonuglar gostermistir.

Sonug olarak T. rubra yaprak ekstrakti kullanilarak T-AgNP'lerin yesil sentezi ile endiistriyel diizeyde iiriin elde
edilebilecegi gibi, ¢cevre dostu, basit, giivenilir ve temiz bir yontem rapor edilmistir. XRD profilindeki spektrumlar T-
AgNP’lerin kristal yapisinin yiiz merkezli kiibik oldugunu dogrular. Aromatik bilesikler ve protein igerigi muhtemelen
T-AgNP’lerin olusumu i¢in baslica rol oynamistir. Boylece FTIR spektrumu ile elde edilen veriler T. rubra ekstrakti
icerisinde yer alan biyomolekiiller, AgNP'lerinin sentezinden ve nanopartikiillerin son seklinin verilmesinden (capping
ajan), sorumlu oldugunu dogruladi. TEM 6l¢timlerinden, T-AgNP’lerin boyutunun 5-15 nm oldugu goériilmiistiir. UV-Vis
ile 6 ay sonrasinda bile ayni dalga boyunda SPR olusturulmustur. Ayrica, biyosentezlenmis T-AgNP’lerin C. albicans’a
kars1 iyi antifungal aktivite gosterdigi ve biyolojik uygulamalarda daha detayl arastrmalar sonucunda potansiyel
kullanim1 olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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