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Purpose: Herein a new “green” and simple gold nanoparticle (AuNP) synthesis method was presented as an
alternative to existing similar strategies. The effect of sericin concentration on synthesis reaction and on shape
and size distribution of AuNPs, as well as on the aqueous stability of AuNPs was investigated in order to assess
the potential ability of these AuNPs for future biomedical applications such as nanocarrier systems for
therapeutics and so on.

Theory and Methods:

Sericin was isolated from B. mori silkworm cocoon by simply boiling cocoon fragments in de-ionized H20
(0.01 M Na2COs3) for 30 min and then dialyzing the resulted sericin solution for 2 days. 10 mL of different
sericin solutions (0.25, 0.5, 1% w/v) were mixed with equal volumes of gold salt (1 mM HAuCls-3H20) to
obtain test groups (S-AuNP0.25, S-AuNP0.5, S-AuNP1) and exposed to UVC light for 1-day duration until a
red ruby-like color was formed (Citrate-AuNP control group was synthesized similarly). AuNP synthesis was
confirmed by spectral scans between 400-600 nm wavelength in UV-vis spectroscopy. Stability of AuNPs in
different ionic strength media was characterized with similar spectral scans and zeta potential measurements
were made as well. The size distribution and shape of AuNPs were examined with TEM micrographs.

Results:

Successful AuNP formation was clearly shown by UV-Vis spectral scans with surface plasmon resonance
(SPR) peaks emerging at about 520 nm wavelengths. Adding sericin increased the negative zeta potentials of
AuNPs and also suggested more stable nanoparticles in aqueous environment. S-AuNP1 and S-AuNP0.5 groups
were better than S-AuNP0.25 and Citrate-AuNP groups in terms of stability. By visual observation, the reaction
rate was slower in S-AuNP1 than S-AuNPO0.5. Sericin also decreased AuNP size (< 10 nm) significantly and
made the size distribution more homogenous.

Conclusion:

Sericin-capped gold nanoparticles (especially S-AuNPO0.5 group with its high stability in aqueous environment
and uniform size distribution) could be a promising candidate for future biomedical applications, such as
nanocarrier systems for therapeutics or being as a bioactive agent alone. In vitro biocompatibility and potential
biofunctions (such as antimicrobial, antioxidant features and so on) will further be assessed in the future for
testing the potential applicability of these nanoparticles.
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ONECIKANLAR

e Bombyx mori ipek bocegi kozasindan izole edilen ipek serisini ile altin nanoparcacik sentezlenmesi
e  Serisinin, sentez reaksiyonu i¢in hem indirgeyici hem de kaplayici ajan olarak gérev yapmasi
e  Serisin derisiminin altin nanopargacik 6zellikleri iistiindeki etkisi
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Bu ¢alismada, Bombyx mori ipek bocegi kozasindan elde edilen ipek serisini kullanilarak serisin kapli altin
nanoparcaciklar (S-AuNP) sentezlenmistir. Cozeltideki altin tuzu miktar1 (10 mL, 1 mM) sabit tutularak
buna farkli derisimlerde (%0,25, 0,5 ve 1) ve pH degerlerinde (8 ve 12) hazirlanmis 10 mL’lik serisin
¢ozeltilerinden eklenerek deney gruplari olusturulmustur (S-AuNP0,25, S-AuNPO0,5, S-AuNP1). Biitiin S-
AuNP gruplarindaki kirmizi renk degisimi ve 520-530 nm dalga boylarinda gézlemlenen belirgin yilizey
plazmon rezonans (SPR) tepeleri nanopargacik sentezlendiginin gostergesidir. Ancak, bu kirmizi renk
degisimi ve tepe noktalar: pH 12°de belirgin degildir. FTIR analizine gore, serisinde bulunan N-H, O-H ve
C=0 fonksiyonel gruplarinin indirgeme reaksiyonunda gorev aldiklar1 disiiniilmektedir. TEM
goriintiilerinde, artan serisin derisimiyle ortalama pargacik boyutu ve boyut dagilimi artmistir. Serisin
nanoparcaciklarin ylizey yiikiini negatif yapmustir ve S-AuNPO0,5 ve S-AuNP1 gruplarmin negatif zeta
potansiyelinin artmas: suda S-AuNP0,25 grubuna gore daha kararli olduklarini gostermektedir. Bu bulgu,
tuzda kararlilik deneyleriyle de teyit edilmistir. S-AuNP0,25, 1 giinliik inkiibasyon periyodu sonucunda
stvidaki kararliligini yitirmis ancak diger gruplar 7 giin boyunca kararli kalmustir. Biitiin sonuclar
degerlendirildiginde, en uygun grubun S-AuNPO0,5 oldugu kabul edilmistir. Bu sekilde {iretilen
nanopargcaciklarin biyomedikal sektdriinde nanoboyutta ilag tasiyict sistemler olma gibi potansiyel uygulama
alanlari olabilir.

Synthesis and characterization of sericin-capped gold nanoparticles

HIGHLIGHTS

e  Synthesis of gold nanoparticles with silk sericin isolated from Bombyx mori silkworm cocoon
e  The role of sericin as a reducing and capping agent for the synthesis reaction
e  Effect of sericin concentration on gold nanoparticle properties
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In this study, sericin-capped gold nanoparticles (S-AuNP) were synthesized by using the silk sericin isolated
from Bombyx mori silkworm cocoon. Sericin solutions having different concentrations (0.25%, 0.5 ve 1) and
pH values (8 and 12) were added to fixed amount of gold salt (1 mM) to obtain experimental groups (S-
AuNPO0.25, S-AuNP0.5, S-AuNP1). Red color shift and distinct surface plasmon resonance (SPR) peaks
observed at 520-530 nm wavelenghts in all groups were indicative of nanoparticle synthesis. However, these
red color shift and peaks were not clear in pH 12. According to FTIR analyses, N-H, O-H and C=0 functional
groups of sericin might have played a role in reduction reaction. In TEM images, both the average particle
size and distribution of S-AuNPs increased with increasing sericin concentration. Sericin rendered the
surface charge of nanoparticles negative and the increase in negative zeta potential of S-AuNPO0.5 and S-
AuNP1 showed that they were more stable in water than S-AuNPO0.25. This result was confirmed with
stability in salt experiments. S-AuNP0.25 lost its stability in salt after 1 day incubation, but the other groups
remained stable as long as 7 days. As a whole, the most convenient group was assumed to be S-AuNPO0,5.
Such nanoparticles sythesized in this manner could have potential applications in biomedical sector such as
nanosized drug delivery systems and so on.
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1. GIRIS INTRODUCTION)

Gilinliimiizde, altin nanoparcaciklar (AuNP’ler) genellikle
islak-kimyasal sentez diye adlandirilan yontemlerle
iretilmektedir. Islak-kimyasal sentez hem indirgeyici hem
de biiylimeyi kontrol eden ajan olarak g¢evreye zararli
malzemeler kullanilabilen birgok basamak icerebilmekte ve
bu basamaklardaki reaksiyonlar ¢ok uzun siirede
tamamlanmaktadir. AuNP sentezi i¢in kullanilan Turkevich-
Frens ve Brust-Schriffrin geleneksel yontemlerinin, sodyum
sitrat ya da sodyum borohidrat gibi kimyasal madde
kullannmindan dolay1 6zellikle biyolojik ve medikal
uygulamalarda baz1 risklere ve biyolojik vasat iginde kisith
kararlilik gibi sorunlara neden oldugu bilinmektedir [1]. Son
zamanlarda, jelatin [2], kollajen [3], ipek fibroini [4], kitosan
oligosakkarit [5] gibi dogal proteinlerin hem indirgeyici ajan
hem de stabilizor olarak kullanilmasiyla da biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilecek AuNP’ler sentezlenmeye
baslanmistir. Bircok biyoreaktantin, metalik iyonlar1 iyice
tammmlanmis sekilde ve boyutta nanopargaciklar haline
getirebildigi ve sonrasinda olusan nanopargaciklari kapladigt
ve korudugu disliniilmektedir [6]. Bu sekilde olusan
biyoreaktant-AuNP nanokompozitler igin ayrica bir
stabilizor ajan kullanilmasina gerek duyulmadigi gibi su
icinde daha kararlidirlar ve daha biyouyumludurlar. Ayrica,
bu nanokompozitlerin hazirlanmasinda kullanilan ydntem
(yesil sentezleme yoOntemi) g¢evresel bir toksisite veya
biyolojik bir tehlikeye neden olmadigindan basit ve gevre
dostudur [7]. AuNP’ler, kontrast ajan1 [8], radyoterapi ajani
[9], biyoisaretleyiciler [10] ve biyosensorler [11] gibi birgok
biyomedikal uygulama alaninda kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, altin nanoyiizeylere antibadiler (antikorlar) [12],
biliyiime faktorleri [13], hiicre yapisma molekiilleri ve
peptitler [14] kolaylikla eklenilebilmektedir. Son yillarda,
AuNP’lerin biyouyumlulugu gelistirdigi [15], antioksidan
[16] ve antimikrobiyal etkilerinin [17] oldugu yoniinde de
caligmalar  bulunmaktadir. Ayrica, organik-inorganik
karigimlarla elde edilen nanokompozit yapilarin daha {istiin
ozelliklerde oldugu yapilan caligsmalarla gdsterilmektedir
[18]. Bu c¢aligmada, literatiirde bulunan yesil sentezleme
yontemlerine benzer sekilde serisin kapli AuNP’ler
sentezlenmis,  bunlarin  kimyasal  yapilar1  FTIR
spektroskopisi ile, sudaki kararliliklar ise zeta potansiyel
Olciimleri  ile incelenmis ve  sentezlenen  altin
nanopargaciklarin boyut ve sekillleri ise TEM ile
gozlemlenmistir. Bununla birlikte degisik tuz derisimlerinde
nanopargaciklarin kararliligi spektrofotometrik dlciimlerle
gosterilmistir. Bu calismada sentezlenen serisin kapli
AuNP’ler, sahip olacaklari muhtemel biyofonksiyonel
ozellikler (antioksidanlik, antimikrobiyallik, biyouyumluluk
vb.) sayesinde biyomedikal uygulamalarda kullanmak i¢in
de muhtemel adaylardir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHOD)
2.1. Malzemeler (Materials)
Serisin elde etmek igin kullanilan ipek bocegi kozalari

Kirman Iplik sirketinden (Bursa) temin edilmistir. Lityum
bromiir (ReagentPlus®, > %99), sodyum karbonat (susuz,

toz halinde, %99,999), diyaliz seliiloz membrani (14 kDa,
ortalama genisligi 25 mm) ve trisodyum sitrat dihidrat
(Na3CsHs507.2H>) Sigma-Aldrich’den (Almanya)
almmistir. Hidrojen tetrakloraaurat (III) (HAuCls-3H,0)
Applichem’den (Almanya) alinmigtir. BD Falcon™ hiicre
ayiricl filtre sistemi (100 pm, naylon) Fisher Scientific’den
(ABD) temin edilmistir. Millex-HV siringa filtre birimi (0,45
pm, PVDF) Merck Millipore’dan (Almanya) alinmistir.

2.2. Ipek Bécegi Kozalarindan Serisin Oziitii Eldesi

(Extraction of Sericin from Silkworm Cocoons)

Ipek serisin eldesi igin; dncelikle ipek bocegi kozalari kiigiik
parcalar halinde kesilmis ve kaynamakta olan 0,02 M
sodyum karbonatli (Na,CO3) suya atilarak ipek serisini
kozalardan c¢ikartilmistir. Serisinden arindirilmis olan
kozalar ortamdan uzaklastirilarak serisin igeren ¢ozelti
kaynatilmaya devam edilmis ve yogunlagtirilmistir.
Yogunlasan ¢ozelti seliloz membranlara aktarilarak de-
iyonize suda 2 giin boyunca giinde iki kez suyu degistirilerek
diyaliz edilmis ve sonug olarak %0,35 (w/v) derisiminde bir
serisin ¢ozeltisi elde edilmistir. Serisinin derisimi; diyaliz
edilen ¢ozeltiden belirli bir hacimde 6rnek alindiktan sonra
firrnda tamamen kurutulup agirliginin hassas terazide
Olciilmesi yoluyla bulunmustur. Diyaliz sonucu elde edilen
serisinin pH degeri 7,5-8 civarindadir. Hazirlanan NaOH
(0,1 M) ¢ozeltisi ile serisinin pH degeri 8§ ve 12 olarak
deneylerde kullanilmak tizere ayarlanmistir. Elde edilen ipek
serisinin molekiiler agirlik dagilimi sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) comassie
boyama tayini ile ODTU Merkezi Laboratuvar: Molekiiler
Biyoloji ve Biyoteknoloji AR-GE Merkezi’nde 100-260 kDa
civarinda bulunmustur.

2.3. Serisin Kapl Altin Nanopar¢acik Sentezi ve

Karakterizasyonu
(Synthesis and Characterization of Sericin-Capped Gold Nanoparticles)

1 g altin tuzu (Altin(IIT) kloriir trihidrat, HAuCl4-3H,O) de-
iyonize suda ¢ozilerek 1 mM’hk altin ¢dzeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ézeltiden alinan 10 mL, 50
mL’lik bir erlene aktarilip manyetik karigtiricilt 1siticiya
yerlestirilmistir. Kaynama noktasinda, yiiksek hizda (800
rpm) karistirilan altin ¢dzeltisine pH 8 veya pH 12’de
¢Oziinerek hazirlanmig  farkli  derisimlerdeki serisin
cozeltileri (%0,25, 0,5 ve 1 w/v, 10 mL) eklenmistir. Farkli
derisimlerde serisin  ¢Ozeltisi eklenip 1sitilan altin
¢ozeltilerinde gozlemlenen saridan kirmizi-mor arasindaki
renklere doniistimler, Au(IIl) iyonunun Au(0)’a indirgenmis
oldugunu gostermektedir. Bu renk degisimleri gozlemlenene
kadar ¢ozeltiler kaynama noktasinda yiiksek hizda
karistirtlmistir. Sonrasinda elde edilen serisin kapli AuNP
igeren ¢ozeltiler (S-AuNPO0,25, S-AuNPO0,5, S-AuNP1),
sirastyla 100 pL’lik ve 0,45 pL’lik filtrelerden gegirilerek
deneyler sirasinda olusabilen safsizliklardan (deney
ortamindan gelen kirlilik, deney sirasinda olusan kristal
yapilar, agregalar vb) armdirilmistir (Sekil 1). Ayrica, serisin
yerine sitrat kullanilarak benzer sentez yontemiyle [19] zeta
potansiyel 6l¢iim ve tuzlu suda kararlilik deneyleri igin
kontrol grubu (Sitrat-AuNP) hazirlanmistir.

677



Aktiirk ve ark. / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 33:2 (2018) 675-684

Y

pHS
Altm tuzu Serisin cozeltisi /

(HAuCIy)

pH 12

)
\l i E Filtrasyon yoluyla

Kirmizi renk degisimi

saflastirma
Serisin kaph altm nanoparcacik

S-AuNP0,25

Sekil 1. Serisin kapli altin nanopargacik sentezlenmesinin sematik temsili resmi ve farkli deney gruplarinin (S-AuNPO0,25,
S-AuNPO,5, S-AuNP1) sentez baslangicindaki ve sentez bittigindeki fotografi (Schematic representation of sericin-capped gold
nanoparticle synthesis and photo of different experimental groups (S-AuNP0,25, S-AuNPO0,5, S-AuNP1) at the beginning and at the end of synthesis)

Isitilarak sentezlenen S-AuNP gruplariin 400 ile 600 nm
arasindaki absorbans spektrumu UV-Vis spektroskopisi
(PowerWave XS2 Microplate Spectrophotometer, BioTek,
ABD) ile Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirmalar Uygulama ve Arastrma Merkezi’'nde
(KUBTUAM) 6lciilmiistiir. Kullanilan dalga boyu araliginda
gbzlemlenen yiizey plazmon rezonans (SPR) tepe noktalart
(520-540 nm) ile AuNP olusumu tespit edilmistir. Farkli
derisimlerde serisin ¢dzeltisi eklenip 1sitilarak hazirlanan
AuNP gruplarimin boyut, sekil ve boyut dagilimlar1 yiiksek
kontrastli gecirimli elektron mikroskobu (CTEM, 120 kV,
Tecnai™ G? Spirit Biotwin, FEI) ile ODTU Merkezi
Laboratuvari AR-GE Egitim ve Olgme Merkezi’nde
incelenmistir. Analizden o©Once AuNP’ler sonikatorde
tutularak ve vortekslenerek sudaki kararliliklar1 yeterli
Olciide saglanmistir. Daha sonra karbon kapli bakir gritler
iistiine bir miktar dokiilerek tamamen kurutulmus ve CTEM
ile incelenmistir. Gritlerde 3 ayr1 bolgede, her bir bolge igin
en az 100 pargacigin boyutu 6lgiilerek AuNP’lerin ortalama
boyutlari ve boyut dagilimlari belirlenmis (7 > 300) ve Image
J programi (NIH, ABD) yardimiyla AuNP’lerin boyut
dagilim analizi yapilmistir. Elde edilen nanopargacik boyut
dagilimlar1  esit araliklarla ¢izilmis histogramlarda
gosterilmigtir.  Ayrica, AuNP’lere ait kiimiilatif yiizde
egrileri de bu histogramlarda verilmistir. AuNP’lerin
parcacik boyu dagilim genislik degerleri (SPAN degerleri),
bu kiimiilatif yiizde egrilerinden Es. 1 kullanilarak
hesaplanmustir [20, 21].

SPAN = (d[0,9] - d[0,1])/ d[0,5] (1)
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Bu esitlikte, d[0,9], d[0,5] ve d[0,1] degerleri kiimiilatif
yiizde egrilerindeki sirasiyla 90., 50. ve 10. yiizdeliklerdeki
ortalama nanopargacik boyutlarini gostermektedir. S-AuNP
gruplarinin ve sentezlerde kullanilan ipek kozasindan izole
edilmis serisinin kimyasal yapist Fourier doniisimlii
kizilotesi spektroskopisi (FTIR, Vertex 70 V, Bruker) ile
KBr peleti hazirlama teknigi kullanilarak KUBTUAM da
belirlenmistir. Her bir spektrum transmitans modu i¢inde 4
cm' netligi ve 4000400 cm™' spektral aralikta 256
taramanin toplamiyla elde edilmistir.

S-AuNP gruplarinin zeta potansiyeli Malvern ZetaSizer
Nano ZS aleti (Malvern Instruments, Malvern, UK) ile
KUBTUAM’da élgiilerek sudaki kararliliklar1 bulunmustur.
S-AuNP’lerin farkli tuz derisimlerindeki (%10, 5, 2,5, 1,25,
0,625 w/v) kararliligi, UV-Vis spektroskopisi kullanilarak
400 ile 600 nm araligindaki 6l¢timlerle incelenmistir. Ayrica
ayn1 tuz derisimlerindeki S-AuNP kararliliklarina, S-
AuNP’ler bu tuz ¢ozeltilerinde farkli zaman periyotlarinda
(1,4 ve 7 glin sonra) inkiibe edildikten sonra (37°C, 200 rpm)
benzer spektral tarama ile bakilmustir.

2.4. Istatistik Analizi

Elde edilen sonuglar, Excel paket programi kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki
anlamli farkin saptanmasinda Kruskal Wallis testi
kullanilmis ve farklar p < 0,05 i¢in anlamli kabul edilmistir.
Veriler ortalama + standart hata seklinde ifade edilmistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

3.1. Serisin Kapli Altin Nanopar¢acik Sentezi
(Synthesis of Sericin-Capped Gold Nanoparticles)

AuNP olusumunun tespiti, farkli pH degerleri (pH 8 ve 12)
ve serisin derisimleri kullanilarak hazirlanan gruplarin UV-
Vis  spektrumlarinda SPR tepe dalga boylarmin
gozlemlenmesi ile yapilmistir. Hazirlanan AuNP gruplarinin
UV-Vis spektrumlar1 Sekil 2°de verilmistir. pH 8 degerinde
serisin ¢ozeltileri ile hazirlanan gruplarda, sentez sirasinda
kullanilan serisin konsantrasyonu 0,25’den 1’e arttikca SPR
tepe dalga boyu degerleri 530 nm’den 520 nm’ye kaymistir
(Sekil 2 (A)). S-AuNPO,5 ve S-AuNP1 SPR tepe
dalgaboylar1 arasinda ise fark yoktur. Dalga boyundaki
kirmizizya kayma (520 nm’den 530 nm’ye kayma)
nanoparg¢acik boyutunun ve/veya nanoparcacik topaklanma
egiliminin biiyiidiigiine isaret edebilir [22, 23]. Dalga boyu
analizi sonuclarindan beklenildigi gibi S-AuNPO0,25 grubu
cozeltilerinde topaklanma egilimi gozle goriilmiistiir. Sentez
reaksiyonu sirasinda AuNP olusumuna isaret eden
cozeltilerdeki kirmizi-pembe renk doniisimii en erken
AuNP-S0,25 grubunda daha sonra ise sirastyla AuNP-S0,5
ve AuNP-S1 gruplarinda baglamistir. Yiiksek serisin miktari,
AuNP’lerin sudaki kararliligin1 arttirsa da sentez reaksiyonu
sirasinda yarattiklar1 sterik engelleme yiiziinden sentez
reaksiyon hizini 6nemli 6l¢iide diisiirmiigtiir. Aramwit ve
ark., ¢alismalarinda buna benzer bir sonugla karsilagsmis ve
yiiksek serisin ¢ozeltilerinde giimiis nanopargaciklarin
olusumunun yavasladigini gézlemlemislerdir [24]. Ayrica,
AuNP olusumunu gosteren SPR tepelerinin pH 12°de yok
olmaya baglamasi bu gruplarda nanopargacik sentez
reaksiyon hizinin diigmesi ve ayni siirede pH 8 gruplarina
gore oldukca az nanoparcacik olusmasi ile agiklanabilir.
(Sekil 2 (B)). Bu sebeple bu gruplar diger deneylerde
kullanilmamastir.

3.2. Serisin Kapli Altin Nanopar¢aciklarin Boyut ve
Morfoloji Analizi
(Size and Morphology Analysis of Sericin-Capped Gold Nanoparticles)

Farklt S-AuNP gruplarinin temsili TEM goriintiileri,
parcacik boyut dagilimlarini gésteren histogramlar ve SPAN
degerleri Sekil 3’de verilmektedir. Biitiin gruplardaki

parcacik sekilleri agirlikli olarak kiiresel ve sekil dagilimi

bakimindan oldukca homojendir. Farkli sekillerde
AuNP’lere (altigen, Ttg¢gen, c¢ubuk vb. AuNP’lere)
rastlanmamigtir.  S-AuNP0,5 ve S-AuNPl gruplarinda

kaplayict ajan olarak kullanilan serisin miktar1 S-AuNP0,25
grubuna gore fazla oldugu i¢in, yiiksek miktardaki serisin
TEM goriintiillerinde arka planda karanlik bdlgelerin
olusmasina neden olmustur. Bu sebeple, bu gruplarda S-
AuNP siispansiyonlar1 seyreltilip TEM analizi yapilmuistir.
Yapilan seyreltme islemi, bu gruplarin TEM gériintiilerinde
parcaciklara daha seyrek sayida rastlanmasina neden
olmustur. TEM goriintillerinden Image J programi
kullanilarak hesaplanan ortalama parcacik boyutlart
karsilagtirildiginda gruplar arasinda belirgin farkliliklar
goriilmiistiir.  Ortalama pargacik boyutunun  serisin
derisiminin artmasiyla birlikte belirgin olarak arttig1
gozlemlenmistir. AuNP  gruplarmin  SPAN  degerleri
karsilastirildiginda, S-AuNPO0,5 grubu diger gruplara goére
daha diisitk SPAN degerine sahiptir. SPAN degerinin kii¢iik
olmasi daha dar (homojen) bir boyut dagilimm
gostermektedir [20, 21].

3.3. Serisin Kapli Altin Nanopargaciklarin FTIR Analizi
(FTIR Analysis of Sericin-Capped Gold Nanoparticles)

Farkli serisin derigsimleri kullanilarak sentezlenen S-AuNP
gruplarinin ve AuNP sentezlerinde kullanilan serisinin FTIR
spektrumlar1  Sekil 4’te  gosterilmistir. Ipek bocegi
kozalarindan elde edilen serisin, hidroksil, karboksil ve
amino gruplar gibi giiglii polar yan zincirlere sahip hidrofilik
bir proteindir [24]. ipek bocegi kozalarindan elde edilen
serisinin FTIR spektrumunda protein yapisinda bulunan bu
gruplara ait karakteristik pikler goriilmektedir. 3500-3000
cm’! araligidaki N-H (Amit A bandi) ve 3600-3200 cm’!
araligindaki O-H gerilme titresimlerine ait bantlar {stiiste
cakigmis haldedir. Amit I grubuna ait C=0 gerilme titresim
piki 1626 cm’de keskin bir pik halinde goriilmektedir.
Proteinlerin ikincil yapisi, Amit I pik pozisyonundan
belirlenebilmektedir. Tkincil yapidaki a-heliks, B-yaprak ve
gelisiglizel kivrilmalara ait pikler sirast ile 1655, 1630 ve
1645 cm’!' civarinda goriilmektedir [25, 26]. S-AuNP
sentezinde kullanilan serisinin 1626 ¢m™’de amit I pikine
sahip olmasi1 ikincil yapisinda B-yaprak varligini
gostermektedir. Dogal serisinin ikincil yapisi, %35 B-yaprak
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Sekil 2. Farkli pH degerlerinde (A) pH: 8’de ve B) pH:12’de) sentezlenmis S-AuNP gruplarinin UV-Vis spektrumlari ve
S-AuNP ¢ozeltilerindeki renk degisimleri
(UV-Vis spectra of S-AuNP groups synthesized at different pH values ((A) at pH 8 and (B) at pH 12) and the color changes in S-AuNP solutions)
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Sekil 3. Farkli S-AuNP gruplarinin ((A1, A2) S-AuNPO0,25, (B1, B2) S-AuNPO0,5 ve (C1, C2) S-AuNP1) temsili TEM
goriintiileri ve parcacik boyut dagilim histogramlari (Representative TEM images of different S-AuNP groups ((Al, A2) S-AuNP0,25, (B1,
B2) S-AuNPO0,5 and (C1, C2) S-AuNP1) and particle size distribution histograms)

ve %63 gelisigiizel kivrilmalari igerirken, o-heliks yapisina
sahip degildir [27]. Ipek kozasindan serisin elde edilmesi
sirasinda uygulanan isitma isleminin serisinin yapisindaki
geligigiizel kivrilmalarin daha kararli olan B-yaprak yapisina
doniismesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Komatsu ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada da, 1s1 uygulamasi sirasinda
tekrarlanan nemin absorpsiyonu ve de-absorpsiyonu
nedeniyle serisin ikinci yapisinda gelisigiizel kivrilmalarin,
B-yaprak yapisina doniistiigii gézlemlenmistir [28]. Farkli
yontemlerle sentezlenen S-AuNP gruplarinin  FTIR
spektrumlarinda da, serisin spektrumunda gdzlemlenen
karakteristik pikler goriilmektedir. Biitin gruplarda 3500-
3000 cm!' araligindaki N-H (Amit A bandi) ve 3600-3200
cm’!' araligindaki O-H gerilme titresimlerine ait bantlar
istiiste ¢akismig haldedir. Fakat, S-AuNP gruplarina ait
spektrumlar ve serisine ait spektrumlar karsilastirildiginda,
680

N-H ve O-H gerilmeleri ve titresimlerinin neden oldugu bant
bolgeleri birebir aymi degildir. Bantlar1 olusturan pik
degerlerinde kaymalar veya pik siddetlerinde azalmalar
goriilmiigtir. Bu COO" ve NH," gruplarimin AuNP
olusumundaki etkisini gostermektedir. Kitosan oligosakkarit
kullanilarak yapilan AuNP sentezi calismasinda da, N-H ve
O-H gerilmeleri titresimlerine ait pik ve bantlarda goriilen
kaymalarin bu gruplarin AuNP sentezinde yer almasindan
dolay1 gozlemlendigi belirtilmistir [5]. S-AuNPO0,25 ve S-
AuNPO,5 gruplarinin FTIR spektrumlarinda, serisin
spektrumunda gdzlemlenen C=0O gerilme titresim pik
siddetinde azalma veya bu pikin yaninda yeni bir pik
olusumu goriilmiistiir. Bu gruplarda, ortamda daha az serisin
oldugu i¢in AuNP olusumu sonucu bu pikte gergeklesen
degisimler kolaylikla ayirt edilebilmekte ve ikinci pik
olusumu nedeniyle serisinin yapisindaki C=0O fonksiyonel
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Sekil 4. S-AuNP gruplarinin ((A) S-AuNP0,25, (B) S-AuNPO0,5, (C) S-AuNP1) ve (D) AuNP sentezlerinde kullanilan
serisinin FTIR spektrumlar1
(FTIR spectra of different S-AuNP groups ((A) S-AuNPO0,25, (B) S-AuNP0,5, (C) S-AuNP1) and (D) serisin used in AuNP synthesis)

grubunun AuNP olusumda rol aldigini disiiniilmektedir.
Fakat; S-AuNP1 grubunda serisin miktart diger iki gruba
gore daha fazla oldugu igin bu gruba ait spektrumda AuNP
olusumunda gorev almamis serisine ait C=0O fonksiyonel
grubuna ait pikler ve AuNP olusumda gorev alan C=O
fonksiyonel grubuna ait piklerin ortiistiigii diisiiniilmektedir.
Bu nedenle, S-AuNP1 grubunun spektrumunda serisin
spektrumunda bu boélgede gozlenen bant seklinin aynisi
gozlemlenmistir

3.4. Serisin Kapli Altin Nanopar¢aciklarin Sudaki

Kararhiliklar
(Aqueous Stability of Sericin-Capped Gold Nanoparticles)

Sentezlenen biitiin S-AuNP gruplarinin zeta potansiyeli
negatif c¢ikmistir. Bu ¢aligmada, serisinin izoelektrik
noktasinin (IP = 3,7) [29] istiindeki pH degerinde (pH 8)
calisildig1 icin serisinin ylizey yiikiiniin negatif olmasi zaten
beklenilmektedir. S-AuNP0,25 grubunda zeta potansiyeli
stfira yakin bulunmustur. Bu sonug, altinin indirgenmesi igin
kullanilan serisin derigiminin (%0,25) reaksiyon i¢in tam
olarak yeterli miktarda oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle, sentez reaksiyonu bu grupta diger gruplara kiyasla
daha hizli gergeklesmistir. Ancak; AuNPO0,25 grubunda zeta
potansiyeli (-0,8 mV) sudaki iyonik degisimlere karsi ¢ok
hassas oldugu bilinen sitrat-AuNP grubundan (-5,7 mV) bile
daha disiik ¢ikmistir. Bu sebeple, bu grup diger iki S-AuNP
grubuna gore suda daha az kararlidir ve sentez
reaksiyonunda 5 dakika i¢inde topaklanmalar ve ¢okeltiler
olugsmaktadir. S-AuNP0,5 ve S-AuNP1 gruplar1 ise sahip
olduklar yiiksek zeta potansiyeli sayesinde (sirasiyla, -31,4
ve -23,6 mV) S-AuNP0,25 grubuna gore suda daha
kararhidir. Ayrica; S-AuNP1 grubunda zeta potansiyelinin S-
AuNPO0,5 grubuna goére bir miktar diismesi, AuNP
sentezlerinde kullanilan serisinin biiyiik oranda [-yaprak
konformasyonuna sahip olmast nedeniyle sudaki
¢Oziinlirligiiniin az olmasi ve yiiksek serisin derigimlerinde
cokelti olugsma egilimi ile agiklanabilir. Biiyiik oranda -
yaprak konformasyonuna sahip serisin tiirlerinin alkali
ortamlarda daha iyi ¢oziindiigli Onceki caligmalarda
gosterilmistir [30]. AuNP’lerin sudaki kararliligi, yiizey
yiikii ve yiizeyinin kapli oldugu madde gibi yiizey

ozelliklerine baglidir ve AuNP yiizeylerindeki elektrostatik
itme ve/veya sterik engellemenin artmast AuNP’lerin sudaki
kararliliklarini arttirabilmektedir [4]. S-AuNPO0,25 ve sitrat-
AuNP gruplarmin sudaki kararliliklarinin elektrostatik itme
sonucu korundugu, diger gruplarin sudaki kararliliginin ise
yiiksek serisin derigsimi sonucu olusan sterik engellemeyle
korundugu sdylenebilir. Sekil 5’te farkli derisimlerdeki tuz
cozeltilerinin S-AuNP gruplarmin kararliliklar tstiindeki
etkilerinin incelendigi UV-Vis spektrumlar1 verilmistir. S-
AuNP gruplarmin higbirinde (%10’luk NaCl ¢ozeltisinde
bile) absorpsiyon ozelliklerinde bir degisim
gozlemlenmemistir (Sekil 5 (A-C)). Bunun aksine, kontrol
grubunun (sitrat-AuNP), suyun iyonik kuvvetindeki
degisime karsi ¢ok hassas oldugu ve NaCl tuzu eklenir
eklenmez topaklandigr goriilmiistiir (Sekil 5 (D)). Diisiik
NaCl oranlarina sahip (%1,25°lik) tuz g¢ozeltilerinde bile
sitrat-AuNP’lerin topaklandig1 gozlemlenmistir. Artan NaCl
miktart ile birlikte S-AuNP gruplarmin  UV-Vis
spektrumlarinda gozlemlenen SPR tepelerinde kirmiziya
kaymalar ve absorpsiyon bantlarinda genislemeler
gozlemlenmistir. 1 giinliik inkiibasyon sonuglarina gore;
sitrat-AuNP gruplar1 tuz igermeyen suda bile kararliligini
yitirmigtir (Sekil 6 (D)). Ayrica; 1 giliniin sonunda S-
AuNPO0,25 grubu tiim tuz igeren ¢ozeltilerde kararliligini
yitirmis ve topaklanmalar gorilmiistiir (Sekil 6 (A)). Diger
gruplar (S-AuNPO0,5 S-AuNP1) ise 1. giiniin sonunda tiim tuz
¢ozeltilerinde kararliliklarini korumustur. Bunun yaninda,
bu iki grubun tiim tuz ¢ozeltilerinde 4 ya da 7 giinliik
inkiibasyon siireleri sonunda bile absorbans spektrumlarinda
belirgin bir degisim olmamistir (Data gosterilmemistir).
FTIR analizlerine gore, serisinin yapisindaki hidroksil
gruplarinin AuNP olusumda yer alabilecegi diigiiniimektedir.
Bu nedenle, serisindeki hidroksil gruplarinin altin iyonlart ile
etkilesmesi sonucu S-AuNP’lerin su ve tuz ¢ozeltilerinde
topaklanma ve ¢okme egiliminin azaldigi ve yiiksek serisin
derisimlerinde tamamen engellendigi disiiniilmektedir.
Benzer sekilde, serisin kapli glimiis nanopargaciklarin
sentezlendigi bir ¢alismada da serisinde bulunan yiiksek
miktardaki hidroksil gruplarmin giimils iyonlart ile
kompleksleserek topaklanma ve c¢okmeyi engelledigi
gozlemlenmisgtir [24].
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Sekil 5. Farkli derisimlerde NaCl i¢inde bulunan (A) S-AuNPO0,25, (B) S-AuNP0,5, (C) S-AuNP1 ve (D) Sitrat-AuNP

gruplarinin inkiibasyon dncesi UV-Vis spektumlart
(UV-Vis spectra of (A) S-AuNPO0,25, (B) S-AuNPO0,5, (C) S-AuNP1 and (D) Citrate-AuNP groups in different concentrations of NaCl before incubation)
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Sekil 6. Farkli derisimlerde NaCl i¢inde bulunan (A) S-AuNPO0,25, (B) S-AuNP0,5, (C) S-AuNP1 ve (D) Sitrat-AuNP

gruplarinin 1 giinliik inkiibasyon (37 °C ve 200 rpm) siiresi sonucundaki UV-Vis spektrumlari
(UV-Vis spectra of (A) S-AuNP0,25, (B) S-AuNPO0,5, (C) S-AuNP1 and (D) Citrate-AuNP groups in different concentrations of NaCl after
1 day incubation (37 °C and 200 rpm) period)
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4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Ipek kozasindan izole edilen serisin proteini hem indirgeyici
hem de kaplayici ajan olarak kullanilarak yesil bir sentez
metoduyla serisin kapli altin nanoparcaciklar basarili bir
sekilde sentezlenmistir. S-AuNPO0,25 grubu, diger gruplara
(S-AuNP0,5 ve S-AuNP1) gore daha disiik zeta
potansiyeline sahiptir ve tuzlu suda oldukga kararsizdir. S-
AuNP1 grubunda ise diger gruplara gore sentez reaksiyonu
¢ok yavagtir. Biitin sonuglar degerlendirildiginde, S-
AuNPO0,5 grubu hizli sentezlenmesi, sudaki yiiksek
kararliligi, homojen boyut dagilimi ile AuNP sentezi i¢in en
uygun gruptur. Bu sekilde sentezlenen serisin kapli altin
nanoparcaciklar, sudaki ve yiiksek tuzlu ortamlardaki
kararliklar1 ve potansiyel biyofonksiyonlart (antioksidanlik,
antimikrobiyallik, biyoyumluluk, ila¢ vb. biyoektin
maddeler i¢in nanotasiyici sistem olma) ile biyomedikal
uygulamalar i¢in 6nemli adaylar olabilir.

5. SIMGELER (SYMBOLS)

5.1. Kisaltmalar (Abbreviations)

AuNP : Altin nanopargacik

CTEM : Yiiksek Kontrastli Gegirimli Elektron
Mikroskobu

FTIR : Fourier Doniistimlii Kiz1lotesi
Spektroskopisi

IP : Izoelektrik noktas1

S-AuNP : Serisin kapl altin nanopargacik
SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid

Jel Elektroforezi

Sitrat-AuNP : Sitrat kapl altin nanopargacik

SPAN : Dagilim genisligi

SPR : Yiizey plazmon rezonanst
TEM : Gegirimli Elektron Mikroskobu
UV-Vis : Mordtesi-Goriiniir 191k
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