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Oz: Bu caligmada, altin cilek meyve ekstresi-bakir (IT) (Cu?*) iyonlar1 nanoflower (hNFs) (cigek
sekilli hibrit nanoyapilar) ve altin ¢ilek kabuk ekstresi-bakir (II) (Cu?") iyonlar1 nanoflower
(hNFs) sentezlendi. Ve bu sentezlerin gida kaynakli bakteriyel patojenler (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Aeromonas spp. ve Basillus cereus) lizerine antimikrobiyal etkisi ayrica
sentezlenen ¢igek sekilli hibrit nanoyapilarin morfolojileri incelendi. Altin ¢ilek kabugu
ekstresinin (ACKE) ve altin ¢ilek meyve ekstresinin (ACME) ana bilesikleri organik bilesenler
olarak ve bakir (II) (Cu? *) iyonlari inorganik bilesenler olarak sentezlendi. ACME-Cu?*
nanoflowerlari, ACKE-Cu?" nanoflower'lara kiyasla olduk¢a kompakt, gézenekli ve {iniformdur.
NF'lerin yapilarini gozlemlemek i¢in Fourier Doniisimii Kizildtesi spektrometresi (FT-IR),
*Sorumlu yazarm: Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimli X-151n1 (EDX) spektroskopisi
Ayse DEMIRBAS kullanildi. FT-IR'nin bulgulari, NF'deki Cu-O ve Cu-N baglarmi gosterir ve bu NF'lerin
Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Su gelisiminin bir gdstergesi olabilir. Bununla birlikte, ACME-hNF'lerin ve ACKE-hNF'lerin gida
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: ayse. demirbas@erdogan.edu.r patOJ.enlerl.ne kars} antlmlkrobl}{a.l etkileri dogrulandi. HNF lerin antlrnlklrobly'fll etkilerinin bitki

ozlerindeki negative veya pozitif yiikli molekiiller ile bagantili olabilecegi bununda NF'ler
arasindaki reaksiyonu artirabilecegi s6z konusu olabilir.

*12: https://oreid.org/0000-0002-7629-3263

Anahtar Kkelimeler: Altin cilek, antimikrobiyal, gida patojenleri, kabuk, meyve suyu,
nanoyapilar.

Comparison Study of Morphologic Structures of Synthesized Hybrid Nanoflowers
Using Goldenberry / Cape gooseberry (Physalis peruviana) and Their Antimicrobial
Activity on Food Pathogens

Abstract: In this work, we synthesized goldenberry peel extract-copper (II) (Cu?*) ions
nanoflower (NFs) and goldenberry fruit extract-copper (II) (Cu?*) ions nanoflower (NFs) examine
their antimicrobial properties on the food pathogen (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Aeromonas spp. and Basillus cereus). The main compounds of the goldenberry peel extract
(GBPE) and the goldenberry fruit extract (GBFE) were organic components, and the copper (1)
(Cu?*) ions were inorganic components. GBFE-Cu? * nanoflowers are quite compact, porous, and
uniform as compared to GBPE-Cu?* nanoflowers. Fourier Transform Infrared spectrometry (FT-
IR), Scanning Electron Microscopy (SEM), and Energy-Dispersive X-ray (EDX) spectroscopy
*Corresponding author’s: were used to observe the structures of the NFs. The findings of FT-IR show Cu-O and Cu—N
Ayse DEMIRBAS bonds in NFs, which may be an indicator of the development of NFs. Although the antimicrobial
Recep Tayyip Erdogan University, Faculty of actions of GBPE-hNFs and GBFE-hNFs against food pathogens have been confirmed. The
g}“z;‘::’ d‘::iii’bzzéggr’ dz‘;;ﬁez e prospective pathways of the antimicrobial impacts of hNFs can be negatively/positively charged
B o molecules in plant extracts, which could enhance the reaction between NFs.
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GIRiS

Son zamanlarda, “nanoflower (hNF'ler)” olarak
adlandirilan organik-inorganik ¢icek seklindeki hibrit
nanoyapilar, ilk olarak Zare ve arkadaglari tarafindan
kesfedilip inorganik bir kisim olarak Cu? * ve organik
bilesikler olarak protein / enzim kullanarak ve katalitik
aktivite ve stabiliteyi destekledigi tanimlanmistir (Ge vd.,
2012).

NF'ler, enzim saflastirma siiregleri, ila¢ dagitimi,
as1 calismalar1 ve ¢evre koruma i¢in olasi uygulamalar gibi
endiistriyel alanlar i¢cin de o6nemlidir (Lee vd., 2015;
Shaalan vd., 2016; Shende vd., 2018; Dar vd., 2020).
Altinkaynak ve digerleri (2016), laktoperoksidazdan
tiiretilen hNF'lerin serbest laktoperoksidazdan daha verimli
katalitik aktivite gosterdigini ve reaksiyon bitmeden once
hNF'lerin yeniden kullanilabilirligini gozlemlemistir.
NF'nin kesfinden bu yana yaban turpu peroksidaz (Ocsoy
vd., 2015), peroksidaz (Altinkaynak vd., 2016 gibi ¢oklu
enzimler yeni NF'lerin iretimi i¢in organik bilesenleri
olusturmustur. Bunlarin yani sira bitki 6ziitleride ¢ok
kullanilan organik bilesikler arasindadir (Wu vd., 2016;
Baldemir vd., 2017; Shende vd., 2018; Yilmaz vd., 2016;
Kong vd., 2019; Dadi vd., 2020; Koca vd., 2020).

Bu calismada ilk kez ACKE ve ACME (organik)
ve Cu?" (inorganik) bilesenlerinin etkilesimi ile Cu-
hNF'lerin biyolojik sentezi yapilmis ve antimikrobiyal
ozellikleri gida  kaynakli  bekteriyel patojenlere
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aeromonas spp.
ve Basillus cereus) kars test edilmistir. Literatiirde varilen
aragtirma sonuglarma gore gida patojenleri diinya
genelinde insanlarda zehirlenmelere, kalici ve geri
doniigiimii olmayan hasarlara ve hatta dliimlere sebebiyet
vermektedir. Bu nedenle biz de bu ¢alismamizda gida
patojenlerini ele alarak antimikrobiyal etkisini arastirmay1
hedefledik. Elde edilen Cu-hNF’lerin karakterizasyonu ise
enerji dagilimli X-151n1 spektroskopisi, Fourier doniistimii
kizil6tesi spektrometresi (FT-IR) ve elektron mikroskobu
(SEM) tarama gorintiileri ile analiz edilmistir.

MATERYAL VE METOT

Hibrit Nanoflower'in Hazirlanmasi: Hibrit
nanoflower (hNF) sentezi, Somturk (2015) siirecine dnemli
Olgiide  gilincellenen  bir  yaklagim
gerceklestirildi. Ikinci olarak, ultra saf su icinde 120 mM
CuSOy4 stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan, 0.2 mL sulu
bitki oziitli (kabuklar1 ve meyve) igeren 9 mL 10 mM PBS
¢ozeltisine (pH 7.4) 60 uL. CuS0; stok ¢ozeltisi ilave edildi.
Bu nihai karigim, kuvvetli bir sekilde ¢alkaland1 ve sonra
oda sicakliginda 72 saat (RT = 20 °C) inkiibasyon i¢in
dokunulmadan birakildi. Inkiibasyondan sonra, HNF
biiylime islemi tamamlandi ve karisim, mavi renkli bir
cokelti olusturmak i¢in santrifiijlendi. Elde edilen ¢okelti

kullanilarak
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en az 3 kez deiyonize su ile yikandi ve reaksiyona
girmemis materyalleri uzaklagtirmak i¢in 12000 rpm'de 10
dakika santrifiijlendi. hNF ¢okeltisi karakterizasyon islemi
i¢in oda sicakliginda kapali bir alanda kurutuldu.

hNF'lerin karakterizasyonu: Taramali elektron
mikroskobu (SEM), ZEISS EVO LS10 cihazinda
(Oberkochen,  Almanya)  nanoflower
karakterize etmek igin kullanilmistir. Enerji dagitict X-1s1n1
(EDX-ZEISS EVO LS10) cihazi, nanoflowerlarm
elemental analiz etmek i¢in kullanilmistir. Nanoflower
kristal yapisi, X-15mn1 kirinim analizi (XRD-BRUKER
AXS DS) (Karlsruhe, Almanya) ile tanimlanmistir. Fourier
Doniisimii = Kizildtesi  Spektroskopisinin -~ (FT-IR)
nanoflower spektrumlarinin, FTIR Spektrometresi (Perkin
Elmer 400 Spotlight 400 Goriintiileme Sistemi, Waltham,
ABD) caligtirilarak kimyasal bilesimini test ettigi
gdzlenmistir.

Antibakteriyel aktivite: Daha o6nce belirtildigi
gibi, hNF'lerin antibakteriyel islevini degerlendirmek i¢in
agar disk difiizyon yaklagimi kullanilmistir (Koca vd.,
2020; Baldemir vd., 2017). Kisaca, 0.5 ug/mL hNF'ler,
gida kaynakli bakteriyel patojenlerin gelisimini inhibe
etmek i¢in kullanilir. 1.0x10% CFU/mL konsantrasyondaki
bakteri kolonileri, ayn1 hNFs konsantrasyonlar1 ile
belirlenmistir. Kiiltiir plakalarinin 37 °C'de 24 saat inkiibe
edilmesinden sonra, bakteriyel biiylimenin inhibisyon alan1
milimetre olarak 6l¢iildii (Shrivastava vd., 2007). Her
bakteri susu i¢in ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

goriintiileri

BULGULAR

hNF'lerin sentezi ve karakterizasyonu: Bu
caligmada, ACKE ve ACME ilk olarak c¢icek benzeri
yapilar olusturmak ig¢in organik bir bilesen olarak
kullanmilmustir. Literatiirde bulunan c¢esitli ¢aligmalar ile
sunulan ¢aligmanin organik-inorganik hibrit nanoyapilarin
olusum mekanizmast da yapilan analiz sonuglariyla
benzerlik gosterdigi kanitlanmistir. (Koca vd. 2020; Ge vd.
2012; Altinkaynak vd., 2016b; Ariza-Avidad vd., 2016;
Thawari vd., 2016; Sun vd., 2014). Altin ¢ilek kabugu ve
meyve (Sekil. 1) ekstresinin Cu-hNF biyosentezi bu
calismada gerceklestirilmis ve antimikrobiyal aktiviteleri
degerlendirilmistir. SEM tarafindan yapilan gozlemler,
Cu-hNF'lerin ¢igege benzer yapilar oldugu dogrulanmistir
(Sekil 2A, B, C, D, ve Sekil 3A, B, C, D). Petal benzeri
yapilar, asagida gorildiigii gibi ¢icek yapilarinin
gelisiminde rol oynamustir.

Ayrica ayni bitkilerin Cu-hNFs kabugu ve meyve
suyu bazli Cu-hNF'ler ile dis ve i¢ bilesenlerinin etkisi
incelenmis ve AKME ekstraktlart kullanilarak Cu-
hNF'lerin mitkemmel sekilde olustugu gorilmiistiir (Sekil
2). Cicek seklindeki ACME-hNF'ler, AKME-hNF’lere
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gore daha giiglii  siki  petaller  olusturduklar

gozlemlenmistir (Sekil 3A, B, C, D) ACKE kullanilarak
sentezlenen Cu-hNF'lerde ¢icek seklindeki yapilarin
onemli dl¢iide dagildigi da gozlenmistir (Sekil 3A, B, C,
D).

A k =l C = =
Sekil 1. Altin ¢ilek meyvesi (A), Altin gilek kabugu (B).
Figure 1. Goldenberry fruit (A), peel of goldenberry (B).
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Sekil 2. ACME-hNFs ‘larin SEM goriintiileri.
Figure 2. SEM images of GBFE-hNFs.
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Sekil 3. ACKE-hNFs ‘larin SEM goriintiileri.
Figure 3. SEM Images of GBPE-hNFs.

FT-IR (Sekil 4. ve 5) ve EDX (Sekil 6),
incelemesi Cu-hNF'lerin kurucu yapilarin1 degerlendirmek
icin kullanilir. Cu-hNF sentezinde yer alan fonksiyonel
gruplarin  varligmi  belirlemek i¢cin, NF'ler FT-IR
spektroskopisi (400 - 4000 cm™' arasinda) ile karakterize

159

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:6, No:2, (157-161), 2021

edilir. ACME ve ACKE ile sentezlenen Cu-hNF'lerin
antimikrobiyal etkileri, gida patojenlerine kars1 kapsamli
bir sekilde kontrol edilmigtir. Cu-hNF'lerin DISC igerigi,
Olglilen tiim mikroorganizmalar igin 10 lg/mL'lik bir
konsantrasyonda tahmin edilmistir (Sekil. 7).
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Sekil 4. FT-IR ACME-hNFs larin sonuglari.
Figure 4. FT-IR results of GBFE-hNFs.
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Sekil 5. FT-IR ACKE-hNFs larin sonuglari.
Figure 5. FT-IR results of GBPE-hNFs.
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Sekil 6. FT-IR ACKE (A) ve ACME (B) lerin sonuglar1
Figure 6. FT-IR results of GBPE (A) and GBFE (B)

Sekil 7. ACKE-hNFs (A) ve ACME-hNFs (B) lerin EDX
sonuglari.
Figure 7. EDX results of GBFE-hNFs (A) and GBPE-hNFs (B).
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Sekil 8. ACME-hNFs, ACKE-hNFs lerin antimikrobiyel etkisi
(inhibasyon (mm)) degerleri (S.A.: Staphylococcus aureus, E.C.:
Escherichia coli, A.S.: Aeromonas spp. ve B.C.: Basillus cereus)
Figure 8. Antimicrobial effects of GBFE-hNFs and GBPE-hNFs
(Inhibtion value (mm)) (S.A.: Staphylococcus aureus, E.C.:
Escherichia coli, A.S.: Aeromonas spp. ve B.C.: Basillus cereus)

TARTISMA VE SONUC

Koca ve ekibinin yapmis oldugu caliymada da
benzer sekilde Onceki deneylerde Cu-hNFs sentezinde
organik ve inorganik bilesiklerin konsantrasyonunun veya
cesitliliginin, sirasindaki  pH
reaksiyon siiresinin énemli rol oynadig: tespit edilmistir
(Koca vd., 2020). Baldemir vd. (2017), Cu iyonlari ve amin
gruplarmin  fosfat tamponlama  (niikleasyon) ile
baglanmasmi ilk adim olarak tanimlayip; Cu iyon bitki
ekstraktindaki amin gruplarmin reaksiyonu sonucu olusan
Cu-hNF'lerin olusum mekanizmasini belirledigini ortaya
koymustur.  Daha sonra ki siiregte, Cu-proteininin
gelisiminin (bliylime) tagyapraklar tarafindan iretildigi
ikinci adim ve son adim olarak da anizotropik biiylimenin
ve ¢igcek olusumunun tamamlandigi (tamamlanma) ii¢lincii
asama ile sonuglandigini belirtmistir. HNF'lerin olugum
mekanizmasina gore amin gruplarinin metale baglanma
kabiliyeti ortam pH'ma bagli oldugu rapor edilmistir
(Nhung vd., 2013).

SEM fotograflari, kiigiik boyut araliginda kiiresel
morfolojiler oldugunu  goéstermektedir. ACME-Cu-
NF'lerin ¢ap1 da SEM goriintiileriyle 15-18 pm'de 6l¢iildii.
ACKE ekstresi ile sentezlenen Cu-NF'lerin ortalamasi ise
20 pm olarak Olglilmiistiir ve Onceki arastirmalari
dogrulamaktadir (Koca vd., 2020; Baldemir vd., 2017).
FT-IR analizi ile belirlenen ACME-hNF'lerin karakteristik
kirinim noktalar1 3673.9 cm™, 2987.3 -2904.1cm!, 1393.8
cm!, 1250.0 cm!, 1046.8cm’!, sirastyla (CH), amin tuzlari
(NH), alken (C = C), fenol (OH), alkilhalid (CF) ve alkol
(CO) bant titresimleri (Sekil 4) (Koca vd., 2020; Baldemir
vd., 2017). Spektrumda gozlenen diger ACME-hNF
kirmimlar: 985 cm™!, 887 cm™!, 624 cm’!, 557 cm’' fosfat
gruplarmin titresimine karsilik gelir PO4)*(Koca vd., 2020;
Cho vd., 2008). FT-IR analizi ile belirlenen ACKE-
hNF'lerin karakteristik kirtim zirveleri ise 3673 cm’,
2987-2906 cm, 1622.3 cm, 1393.8 ecm!, 1250.0 cm™,
1136.7 cm™, (CH), amini tuzlarm isaret ediyor (NH),
alken (C = C), fenol (OH), alkilhalid (CF) ve alkol (CO)

sentez seviyesinin ve
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bant titresimleri sirasiyla (Sekil 5) (Koca vd., 2020;
Baldemir vd., 2017). 984,59 cm, 615.49 cm™!, 556.04 cm
! spektrumunda bulunan diger ACKE-hNF zirveleri fosfat
grubu titresimine (PO43-) karsilik gelir (Koca vd., 2020;
Cho vd., 2008). Sekil 6 da verildigi gibi sadece bitki
ektstraklarmin ~ FT-IR  sonuglar1  verilmistir. FT-IR
calismasi, ACME ve ACKE'ye dayali Cu-hNF'lerin PBS
tamponunda sentezlendigi sonucuna varmistir. Cu-
NF'lerin kimyasal bilesimi bir EDX analizi kullanilarak
hesaplanmistir. EDX spektrumunun hNF iskeletinde Cu
varlig1 dogrulanmistir (Sekil 7). ACME bazli Cu-hNF'ler
kiiresel bir yapiya sahiptir ve karakterizasyon bulgularina
gore PBS tamponunda 15 um c¢ap basarihi bir sekilde
sentezlenmistir. Staphylococcus aureus; i¢in ACME ve
ACKE bazli hNF'lerin olusturdugu inhibisyon bolgelerinin
sirastyla 15.66 ve 18 mm oldugu, Escherichia coli igin; 16
mm ve 15 mm, Aeromonas spp. i¢in; 10 mm ve 12 mm,
Basillus cereus igin; 35 mm ve 34 mm olarak 6l¢iilmiistiir
(Sekil 8). HNF'lerdeki Cu? * iyonlari, Cu' * hidrojen
radikallerine neden olan HO, varliginda Cu! * iyonlari
icerir. Bu radikallerin bakteri zarina zarar verdigi ve
bakteri hiicrelerini tahrip ettigi  diistinilmektedir.
(Baldemir vd., 2017).

Sonug olarak; ACME den elde edilen hNF'ler iyi
dagilmus, tek tip ve kiiresel olarak gézlemlenmistir. Hem
ACME-Cu?" hNF'ler hem de ACKE-Cu?" hNF'ler, gida
kaynakli bakteriyel patojenlere (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Aeromonas spp. ve Basillus cereus) karsi
yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bununla
birlikte, hem ACME-Cu?" hNF'ler hem de ACKE-Cu?"
hNF'ler gida sektorii uygulamalari i¢in diistiniilebilir veya
patojenik mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkileri
nedeniyle gida paketleme materyallerinde kullanimi
arastirilip gelistirilebilir.
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