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Nanoteknoloji gtintimiizde bir¢ok alanda etkili olarak kullaniimaktadir.
Giimiis  nanopartikiillerin ~ de  antibakteriyel ve  antiseptik
uygulamalarda  sikhikla  kullamildigi  gériilmektedir.  Giimiis
nanopartikiillerin biyosentezi (yesil sentez), fiziksel ve kimyasal
sentezlere alternatif olarak kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada,
Alkanna tinctoria (havaciva) rizomlarinin sulu ekstreleri giimiis
nanopartikiil ~ biyosentezinde  kullanilmistir.  Kolloidal — giimiis
nanopartikiil ¢ézeltisi, Pyracantha coccinea (ates dikeni) bitkisinin
govde eksplantlarinin yiizey sterilizasyonunda kullanilmis ve in vitro
kosullardaki sterilizasyon basarisi incelenmistir. Elde edilen bulgulara
gore, yiizeysel sterilizasyon basarisinda %10’luk NaOCl ve kolloidal
gtimiis nanopartikiil ¢ozeltisi uygulamalarinda istatistiksel olarak fark
gortilmemistir. 20 dk. Ik sterilan uygulamasinda ise giimiis
nanopartikiiller NaOCl ile ayni yiizeysel sterilizasyon etkinligini
(%53.70) gdstermistir.

Anahtar Kkelimeler: Yesil sentez, Giimiis nanopartikiiller, Bitki
eksplantlarinin yiizeysel sterilizasyonu

Abstract

Nanotechnology is being used effectively in many areas contemporarily.
Silver nanoparticles are one of the most used materials in antibacterial
and antiseptic practices. Biosynthesis of silver nanoparticles
(green synthesis) is an alternative way to physical and chemical
synthesis. In this study, water extracts of Alkanna tinctoria (alkanet)
rhizomes were used for silver nanoparticle biosynthesis. Obtained
colloidal silver nanoparticle solution was applied to Pyracantha
coccinea (scarlet firethorn) stem explants for surface strerilization and
the sterilization ratios in in vitro conditions were inspected. With
respect to data, difference between 10% NaOCI and colloidal silver
nanoparticle solution applications for surface sterilization of the stems
were not found statistically significant. Moreover, in the application of
sterilants for 20 minutes, silver nanoparticles showed the same surface
sterilization activity (53.70%) as NaOCl.

Keywords: Green synthesis, Silver nanoparticles, Surface
sterilization of plant explants

1 Giris

Boyutu 100 nanometrenin altinda olan nanopartikiiller,
hacimsel yapili malzemelerden ¢ok daha farkli ve {istiin olarak
kabul edilen 6zellikler sergilemelerinden dolayi, glinlimiizde
tip, biyoteknoloji, biyomedikal, kozmetoloji ve kimya sektorleri
basta olmak lizere Dbircok alanda etkili olarak
kullanilmaktadirlar. Glimiisiin antibakteriyel 6zelligine sahip
oldugu yiizlerce senedir bilinmektedir. Yaklasik 650 farkl
hastaliga neden olan mikroorganizmalarin giimiis ve glimiis
nanopartikiiller (AgNP) ile etkisiz hale getirilebildigi
bildirilmistir [1].

Giimis iyonlari, literatiirde bilinen tiim mikroorganizma
cesitleri iizerine en genis oranda etkili olan antimikrobiyal ve
antibakteriyel maddelerdir. Mikroorganizmalara kars: istiin
etkilerinin yani sira, insan viicuduna zararh etkileri yoktur ve
cevre dostudurlar. AgNP’ler kozmetik ve deterjan sektoriinde
de yer almaktadir. Giimiis iyonu iceren cilt triinleri hem cildi
tazelemekte hem de cilt yiizeyinde antimikrobiyal bir yiizey
olusturmaktadir. Ayrica deterjanlarda da glimiis iyonlar:
kullanilarak  hijyen =~ konusunda  alternatif  iriinler
gelistirilmektedir [2]. Nanopartikiillerin biyosentezi
(vesil sentez), fiziksel ve kimyasal senteze alternatif olarak
nanopartikil eldesinde kullanilan ve nanoteknoloji ile
biyoteknolojiyi birbirine baglayan bir yaklasimdir [3]. Bu
konuda yapilan ¢aligsmalarla ilgili makalelere son yillarda
siklikla rastlanmaktadir.

Yilizey sterilizasyonu doku kiiltiirlerindeki en o6nemli
konulardan biridir. Yiizeysel sterilizasyon asamasinda basari
elde edilmeden, ilerleyen asamalara ge¢mek miimkiin
olmamaktadir. Bu sebeple, bitkilerden alinan pargalarin
(eksplant) ytizey sterilizasyonu kiiltiir basarisini etkileyen en
onemli faktordiir. Eksplantlarin yilizey sterilizasyonunda
sodyum hipoklorit, etanol, kalsiyum hipoklorit, hidrojen
peroksit, civa klorit, ¢esitli surfaktanlar (6rnegin Tween 20) ve
bitki koruyucu karigimlar gibi sterilanlar  siklikla
kullanilmaktadir. Bu sterilanlar genelde toksik etkilidirler;
in vitro kosullardaki biiylime ve gelismeyi engellerler ve
kararmalara sebep olmaktadirlar [4]-[6].

Bu calismada, AgNP’ler bitkisel 6ziit (Alkanna tinctoria rizomu
sulu ekstresi) kullanilarak biyolojik olarak sentezlenmis ve elde
edilen kolloidal ¢o6zelti Pyracantha coccinea (ates dikeni)
bitkisinin govde eksplantlarinin yiizeysel sterilizasyonunda
kullanilmistir.

2 Materyal ve metod

2.1 Havaciva sulu ekstresinin hazirlanmasi

Alkanna tinctoria L. (havaciva) bitkisinin kurutulmus rizomlar1
(Sekil 1) cesme suyu ile iyice yikandiktan sonra filtre kagidi ile
kurulanmistir. Kiigiik parcalara ayrilan rizomlar havanda
doviilerek toz haline getirilmistir. Elde edilen bitkisel tozun
5 g 100 ml distile su igerisine karistirllmistir ve 80 °C’de su
banyosunda bir sa. bekletilerek ekstraksiyon uygulanmistir.
Elde edilen havaciva sulu ekstresi (Sekil 2) kaba filtre
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kagidindan siiziilerek stok olarak kullanilmak tizere koyu renkli
cam sise icerisinde buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir.

Sekil 1: Alkanna tinctoria (havaciva) bitkisinin kurutulmus
rizomlari.
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Sekil 2: Pyracantha coccinea (ates dikeni) bitkisi.

2.2  Giimiis nanopartikiillerin sentezlenmesi

95 ml 1 mM giimiis nitrat ¢oézeltisine 5 ml havaciva ekstresi
ilave edilmis ve erlen igerisinde karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 24 sa. bekletilerek nanopartikiil olusumunun bir
gostergesi olan renk degisimi takip edilmistir.

2.3 UV-vis spektrofotometrik analiz

24 sa. sonunda kolloidal giimiis nanopartikiil ¢ozeltisinden
alinan 5 ml'lik 6rnek 320-500 nm araligindaki dalga boylarinda
UV-visible spektrofotometrede incelenmistir.

2.4 pH analizi

Gilimiis nanopartikiillerin olusumu sirasinda ¢ozelti icerisinde
pH degisimi gozlenmektedir. Bu sebeple, havaciva sulu ekstresi
ile glimiis nitrat ¢ozeltisi karisimimnin pH degerleri dijital
pH-metre kullanilarak ilk karisim aninda ve 24 sa. sonra
kaydedilmistir.

2.5 Yiizeysel sterilizasyon uygulamalari

Yiizeysel sterilizasyon uygulamasi icin Pyracantha coccinea
(ates dikeni) (Sekil 2) bitkisinin govde eksplantlari
kullanilmistir. Eksplantlar tozlarindan arindirilmak i¢in ¢esme
suyu altinda 10 dk. yikandiktan sonra, yiizey sterilizasyonu i¢in
3 farkli yéntem kullanilmigtir. Ik yéntemde havaciva sulu
ekstresi, ikinci yontemde %10’luk NaOCl ¢ozeltisi, lgiincii
yontemde ise AgNP kolloidal cozeltisi kullanilmigtir. Ug
yontemde de govde eksplantlar1 20 dk. ve 40 dk. siireyle
sterilizasyona maruz birakilmis, akabinde ti¢ kez steril distile
su ile y1ikanarak %3 sukroz ve %0.7 agar iceren MS [7] besin
ortamina 0.5-1 cm boyunda kesilerek aktarilmislardir.

Hazirlanan kiltiirler giin 15181 6zellikli florasan lambalar ile
aydinlatilan raf sistemine yerlestirilmis ve ti¢ hafta boyunca
16 sa. aydinlik/8 sa. karanlik kosullarda 20+2 °C’de kiiltive
edilmistir. U¢ hafta sonunda Kkiiltirlerde  gozlenen
kontaminasyon oranlari belirlenmistir.

2.6 Istatistiksel degerlendirme

Denemeler ti¢ tekerriirlii olarak kurulmus ve her denemede 18
eksplant kullanilmistir. Veriler tek yonlii ANOVA testi ile
degerlendirilmis ve ortalamalarin karsilastirilmasi LSD testi ile
yapilmistir.

3 Sonuglar ve tartisma

Havaciva sulu ekstresinin glimiis nitrat c¢ozeltisi ile
karistirillmasindan hemen sonra renk agik saridan acgik
kahverengiye dogru koyulasan bir degisim gdstermistir ve
cozelti kolloidal bir yap1 kazanmistir. Yirmidort sa. siiresince
izlenen renk degisimi Sekil 3’te verilmistir.

—

Sekil 3: (a): Havaciva sulu ekstresi, (b): Giimiis nitrat ¢ozeltisi
ile havaciva ekstresi ilk karistirildiginda goézlenen acik sar1
renkli ¢ozelti, (c): 24 sa. sonra AgNP’lerin olusumu ile elde

edilen a¢ik kahverenkli kolloidal ¢ozelti.

Gozlenen renk degisimi glimiis nanopartikiillerinin
olustugunun bir gostergesidir ve nanopartikiillerin yiizeysel
plazmon vibrasyonlarindan kaynaklandig1 bilinmektedir. Bu
sebeple, gliimis iyonlarinin indirgenerek  gilimiis
nanopartikillerinin olusmasi, renk degisimi takibi ve UV-Vis
spektroskopi ile belirlenebilmektedir. 320-500 nm araligindaki
dalga boylarinda yapilan o6l¢imlerde, karisim 429 nm’de
0.368 absorbans ile pik degeri gostermistir (Sekil 4). Bitki
ekstreleri kullanarak elde edilen giimiis nanopartikiil iceren
kolloidal ¢6zeltilerin maksimum absorbanslarinin 425-439 nm
araliginda degistigi ve bu degerlerin UV-vis spektrumda

metalik glimiisiin karakteristikleriyle ortiistiigiini
belirtmektedir [8],[9].
e T T = T -
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Sekil 4: Glimiis nanopartikiillerin UV-Visible absorbsiyon
spektrumu.

Gimis nanopartikilleri olusumu sirasinda karisimin pH
degerlerinde de degisiklikler goriilmektedir. Havaciva sulu
ekstresinin ve glimiis nitrat ¢6zeltisinin pH degerleri sirasiyla
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7.05 ve 6.34 olarak belirlenmistir. Iki ¢ozelti karistirildiktan
sonra ilk anda 6l¢iilen pH degeri 6.50 iken, 24 sa. sonundaki pH
degeri diisiis gostererek 6.11'e inmistir. PuiSo ve dig.
(2014)nin  bitki  ekstrelerinden giimiis nanopartikiil
biyosentezinin gergeklestirildigi calismada da, benzer sekilde,
gimls iyonlarmin  indirgenmesinden sonra  glmiis
nanopartikillerinin  kolloidal ¢6zeltilerinin olustugu ve
indirgenme sirasinda c¢ozeltilerin pH degerlerinde disis
gozlendigi bildirilmistir [10].

428 nm’de pik veren ve pH degeri 6.11 olan kolloidal AgNP
cozeltisi ates bitkisi govde eksplantlarina direkt olarak
uygulanmistir ve elde edilen sonuglar Tablo 1’de verilmistir.
Havaciva sulu ekstresi uygulamasi ile yapilan yiizeysel
sterilizasyonda, govde eksplantlarinin hepsinde {igiincii
giinden itibaren kontaminasyon gozlenmistir. Bu sebeple,
1 numarall uygulama istatistiksel degerlendirmeye
katilmamustir.

Tablo 1: Sterilizasyon uygulamalari sonucunda elde edilen
steril eksplant yiizdeleri.

Uygulama Uygulama Siiresi (dk.) Ort. * Std. hata*
20 dk. 53.70+£3.70 b
2 (NaOCl)
40 dk. 81.48+10.32a
20 dk. 53.70£4.90 b
3 (AgNP)
40 dk. 62.96+6.68 a

* Yaninda ayni kiigiik harf ile isaretlenmis olan ortalamalar istatistiksel olarak
ayni grupta yer almaktadirlar. p<0.05; F= 7.273; LSD = 15.842.

NaOCl ve AgNP ile yapilan yiizeysel sterilizasyonlarda
istatistiksel olarak bir fark goriilmemektedir. Ancak,
beklenildigi tizere, 20 ve 40 dk.’lik uygulamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamhdir. Her iki sterilanda da 40 dk.’lik
uygulama stiresi (%72.22) kontaminasyonun engellenmesinde
20 dk.” ik uygulamaya (%53.70) gore daha etkili bulunmustur.
20 dk’lik wuygulamada AgNP'nin sterilizasyon etkinligi
(%53.70) %10’luk NaOCl'ye esit bulunmustur. NaOCl ile steril
edilen eksplantlarda 3 giin sonra tiim eksplantlarda kararma
gozlenirken, AgNP calismasinda sadece eksplantlarin bisturi ile
kesilen kisminda kararma gozlenmistir. Bu durum AgNP
uygulamasinin  bitkisel dokuya  zarar  vermedigini
gostermektedir. Biberiye goévde eksplantlarinin AgNP’lerle
ylizey sterilizasyonunun yapildig1 daha 6nceki ¢alismada [6],
15,30 ve 60 dk. slireyle yapilan li¢ sterilizasyon uygulamasinda
en iyi sonug¢ 60 dk. ik uygulamada (%83.33) elde edilmistir ve
steril olan tiim eksplantlarin yesil kaldig1 ve hepsinde kallus
olusumu gozlendigi bildirilmistir.

AgNP’ler tip, ziraat, kozmetik, kisisel bakim {iriinlerinden
nanokablo tiretimine kadar bir¢ok farkh alanda kullanilan ve
basarili olarak etkinlik gésteren malzemelerdir [11]-[13]. Bu
calismada, havaciva sulu ekstresi kullanilarak giimiis iyonlar:
indirgenmis ve spektrofotometrik ve pH analizleri yapildiktan
sonra ates dikeni govdesinin ylizey sterilizasyonunda
kullanilmiglardir. Elde edilen veriler, bitki biyoteknolojisinde
onemli bir sorun teskil eden bitkisel materyalin yiizeysel
sterilizasyonu ve eksplant kararmasi problemlerine yeni bir
bakis acis1 getirmektedir ve nanoteknolojinin  bitki
biyoteknolojisi ~ alaninda da  kullanilabildiginin  bir
gostergesidir. Bu sayede, toksik 6zellikteki sodyum hipoklorit,
etanol, kalsiyum hipoklorit, hidrojen peroksit, civa klorit ve
surfaktanlarin kullanimi en aza indirgenerek cevre kirliligi ve
insan saghgr acisindan daha ekolojik biyoteknolojik
uygulamalar gerceklestirilebilecektir. Bu ¢alisma,
nanoteknoloji ve biyoteknolojiyi bagdastiracak bagska

calismalarin yapilmasini tesvik edecek sonuglar sunmaktadir;
tasiyicist  su olan, antibakteriyel etki gosteren, kolay
uygulanabilen, maliyeti diisiik ve ¢evre dostu yeni nesil bir
kolloidal ytizey sterilaninin bitki biyoteknolojisi alaninda
kullanilabilirligini gosteren 6nciil bir calismadir.
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