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Oz: Bu galismanin amact, fistik (Pistacia vera L.) bitki ekstrakt: kullanilarak, yesil sentez yontemi ile giimiis nanopartikiil
(AgNP)’lerini sentezlemektir. Yesil sentez; ¢evre dostu ve maliyet agisindan ucuz olmasi, kimyasal ve fiziksel yontemlerden
daha cok tercih edilen nanopartikiillerin kolay bir sekilde elde edilmesi ile bilinen biyolojik bir yontemdir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen AgNP’ler, UV goriiniir spektrofotometre (UV-vis), fourier-doniistiiriilmiis kizilotesi spektroskopisi
(FTIR), X-Isin1 kirmimi (XRD), termogravimetrik ve diferansiyel termal analizi (TGA-DTA), taramali elektron mikroskobu
ve enerji yayillimlt X-1gm1 cihazi (SEM-EDX) kullanilarak karakterize edilmistir. Giimiis nanopartikiillerin 460.67 nm’de
maksimum absorbansa sahip oldugu goriilmiistiir. AgNP’lerin indirgenmesinde rol olan fitokimyasallari analiz etmek i¢in
FTIR analizi yapilmistir. Debye-Scherrer’s denkleminden yararlanarak sentezlenen nanopargaciklarin kristal boyutunun 16.7
nm oldugu hesaplanmistir. AgNP’lerin kiiresel goriinimde oldugu transmisyon elektron mikroskobu ile tespit edilmistir.
Sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal etkisi gram pozitif ve gram negatif bakterileri ve fungus (maya) tizerinde minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIC) metodu ile test edilmistir. Sonu¢ olarak, sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, AgNP, yesil sentez, Pistacia vera L.

Synthesis, Characterization and Investigation of Antimicrobial
Activity of Silver Nanoparticles (AgNP) from
Pistachio (Pistacia vera L.) Leaf

Abstract: The aim of this study is to synthesize silver nanoparticles (AgNPs) by green synthesis methods using pistachio
(Pistacia vera L.) plant extract. Green synthesis is a biological method in which nanoparticles are easily obtained; as well as
being environmentally friendly and inexpensive in terms of cost, and being more preferred than chemical and physical
methods. AgNPs obtained by the reaction were chacarterized with UV visible spectrophotometer (UV-vis), fourier-
transformed infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), thermogravimetric and differential thermal analysis
(TGA-DTA), scanning electron microscopy and energy dispersive X-ray device (SEM-EDX). Silver nanoparticles were
found to have a maximum absorbance at 460.67 nm. FTIR analysis was performed to analyze the phytochemicals involved
in the reduction of AgNPs. Using the Debye-Scherrer's equation, the crystal size of the synthesized nanoparticles was
calculated as 16.7 nm. AgNPs spherical appearance were detected by transmission electron microscopy. The antimicrobial
effect of synthesized AgNPs were tested on gram-positive and gram-negative bacteria, and by the minimum inhibitory
concentration (MIC) method on fungi (yeast). As a result, it was determined that the synthesized silver nanoparticles had
antimicrobial effect.

Keywords: Antimicrobial activity, AgNP, green synthesis, Pistacia vera L.
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1. Giris

Nanopartikiiller 1-100 nm arasinda degisen
boyutlara sahip malzemelerdir (Ahmed ve ark.,
2016). Nano pargaciklar, bio-medikal, Kkataliz,
gida, giyim, kozmetik endiistrisinde ve elektronik
gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir (Gopinath ve
ark., 2016; Saravanakumar ve ark., 2018;
Selvakumar ve ark., 2018). Gimis (Ag),
bakterilere ve diger mikroorganizmalara karst
gosterdigi aktivite nedeniyle uzun yillardir bir ¢ok
alanda antibakteriyel uygulamalarda kullanilmakta
(Yang ve ark., 2012); glimiis nanopartikiil
(AgNP)’lerin, gliclii bir antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu baz1 arastirmacilar tarafindan
bildirilmektedir (Xu ve ark., 2011; Kung ve ark.,
2018);

Ote yandan, tarim alanlarinda ¢ok fazla
kullanilan ve kiiresel bir tehlike olusturmaya
baslayan herbisit ve pestisitlere alternatif ¢oziimler
aragtirilmaktadir. Bu ilaglar yerine antimikrobiyal
ajanlar olarak AgNP’lerin kullanimiin daha
ekonomik ve etkili oldugu yapilan arastirmalarda
goriilmektedir (Kim ve ark., 2012; Stevanovi¢ ve
ark., 2012).

Glimiis nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler
icerisinde biyolojik yontem, diger (fiziksel ve
kimyasal) yontemlere gore c¢evre dostu ve
ekonomik olmasindan dolay1r daha c¢ok tercih
edilmektedir (Chen ve ark., 2003; Francis ve ark.,
2017). Gimils nanopartikiillerin  sentezinde,
bitkisel kaynaklarin kullanimi, daha ekonomik ve
uygulama prosesleri daha kolay oldugundan son
zamanlarda daha fazla ilgi gérmektedir (Song ve
Kim, 2009; Pallela ve ark., 2018). Yesil sentez ile
elde edilen AgNP’lerin biouyumlu olmasi 6zelligi
ile de canli uygulamalar i¢in 6nemli bir nitelik
tasimaktadir (Rajan ve ark., 2015; Dadashpour ve
ark., 2018).

Bu arastirmada, fistik (Pistacia vera L.) bitkisi
yapraklarindan elde edilen bitki ekstrakti (6ziitii)
ile sentezlenen AgNP’lerin karakterize edildikten
sonra anti-mikrobiyal etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirmada, Tirkiye’nin Gilineydogu Anadolu
Bolgesi Mardin ili sinirlarinda toplanan yesil fistik
(Pistacia vera L.) yapraklart ¢alismanin ana
materyalini (AgNP’lerin sentezi ig¢in 0ziit ham
maddesini) olusturmaktadir. Calismada kullanilan
diger materyaller, sentez asamasinda kullanilan
MERC marka kati glimiis nitrat (AgNOs, saflik
% 99.8) ile antimikrobiyal uygulamalarda
kullanilmak {izere ticari olarak temin edilen

antibiyotikler (vankomisin, frukozanol ve colistin)
olusturmaktadir.

2.1. Bitki o6ziitiiniin hazirlanmasi

Toplanan yesil fistik yapraklari dnce g¢esme
suyu ile daha sonra saf suyla yikanmis; oda
kosullarinda kurutulduktan sonra, ogitiilmiistiir.
Ogiitiilen 6rneklerden 25 g almip 250 mL saf su ile
70-80 °C’de kaynamaya tabi tutulmus, 0ziit
olusumu (renk) gozlemlendikten sonra oda
sicakligina (25 °C) kadar sogumaya birakilmistir.
Daha sonra, Whatmann No: 1 filtre kagidi
kullanilarak filtrasyon yapilmis ve elde edilen
ekstrakt 4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2. AgNP’lerin sentezi

AgNP’lerin olusum ve varligmin incelenmesi
zamana bagli olarak UV-vis spektrofotometre ile
yapilan 6lgtimlerle ortaya konmaktadir.
AgNP’lerin sentezi i¢in dnceden hazirlanan 1 mM
500 ml AgNO; sulu ¢ozeltisi ile 125 ml fistik

bitkisi yaprak oziiti 1000 ml’lik bir erlen
icerisinde oda sicakliginda sabit kosullarda
reaksiyona  birakilmistir.  Glimils  iyonlarinin

indirgenmesi ile seffaf renkli c¢ozeltinin koyu
kahverengiye dogru renk degisimi 30 dakika i¢inde
gbzlenmistir. Koyu kahverengiye dogru olan renk
degisimi AgNP’lerin olusumu esnasinda plazma
ylizeyindeki titresimler meydana getirmesi ile
gozlenmektedir (Gupta ve ark., 2017). Sentezlenen
AgNP’ler UV-vis spektroskopisinde 30 dakika
sonunda 460.67 nm dalga boyunda maksimum
absorbans degeri olarak belirlenmistir.

Olusan koyu renkli soliisyon 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek st sivi faz uzaklastirilmis
ve kalan kati1 kisim birka¢ kez saf su ile yikama
islemine tabi tutulmustur. Elde edilen kati kisim
(AgNP) etiivde 65 °C’de 48 saat kurumaya
birakilmistir. Karakterizasyon islemlerinde
kullanilmak tizere saklanmuistir.

2.3. AgNP’lerin karakterizasyon teknikleri

Sentezlenmis AgNP’lerin UV-vis spektrumlari,
UV-1601 220V Shimadzu spektrofotometresinde
300-800 nm dalga boyu araliginda belirlenmistir.
Glimiis nanopargaciklarinin kristal yapilart RadB-
DMAX II  bilgisayar  kontrolli ~ X-151m1
diftraktometresi ile 3° < 20 > 80° araliginda analiz
edilmistir. Giimiis nanopartikiillerin kristal boyutu,

Debye-Scherrer’s  esitligi ~ (Esitlik  1)’nden
yararlanilarak ~ hesaplanmistir ~ (Ambika  ve
Sundrarajan, 2015).

D = KM/(B cos0) )

Esitlikte D, pargacigin kristal ¢ap1 (nm); K, sabit
say1y1 (0.90); A, dalga boyu X-ray’1 (1.5406 A°); B,
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maksimum pikin yar1 yiikseklikteki genisligi
(rad.); 0, Bragg ac1s1 (derece)’n1 ifade etmektedir.

Glimiis nanopartikiillerin boyut ve morfolojisi
taramali elektron mikroskobu (SEM) EVO 40
LEQ kullanilarak tespit edilmistir. SEM-enerji
dagilimli  X-151mm1  (SEM-EDX) spektroskopisi
element kompozisyonunda AgNP’lerin saf giimiis
veya glimiis oksit pargaciklarinin olugumunu
dogrulamak i¢in kullanilmigtir. Perkin Elmer
Spektrum One markali FTIR Cihazi ile 4000-400
cm’! araliginda yapilan analizle bitki oziitiiniin
yapisindaki mevcut fonksiyonel gruplarn varligini
ve reaksiyon sonunda indirgemede rol alan
fonksiyonel gruplarin degisimi incelenmistir.
Shimadzu TGA-50 cihazi ile termal gravimetrik
analizler (DTA-TGA) sabit 1sitma hizinda N,
atmosferi altinda 25 °C dak' (30-900 °C)
sentezlenen giimiis nanoparcaciklarin bozunma
sicakliklart belirlenmistir.

2.4. AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitesi

Glimiis  nanopartikiillerin ~ antimikrobiyal
aktiviteleri, minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIC) metodu ile belirlenmistir (Wang ve ark.,
2017). Bu amagla sentezlenen AgNP’lerin
antimikrobiyal aktiviteleri i¢in gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 29213) ve gram
negatif (Escherichia coli ATCC 25922) bakteriler
ile mantar (Candida albicans) suslart bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Mikrodiliisyon yontemi
icin 96’1 mikro plaka kuyucuklar1 kullanilmistir.
Mikrodiliisyon yontemi ile yuriitiilen
uygulamalarda 96’1 mikro plaka kuyucuklarina
bakteriler i¢cin muller hinton fungus i¢in ise RPMI

[FlAGHPS MO 17 .08.2018

(hiicre kiiltiriinde kullanilan biiyiime ortami)
besiyeri eklenmistir. Giimiis nanopartikiilleri
ayarlanmis konsantrasyonlarindan bir seri diliisyon
hazirlanmasimin ardindan AgNP c¢ozeltileri mikro
plakalara eklenmis ve dilusyon yapilmistir. Daha
sonra 0.5 McFarland’a gore hazirlanan ve
ayarlanan mikroorganizma ¢dzeltilerinden belirli
miktarda mikroplakalara ilave edilerek 37 °C de
bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda  idremenin olmadigi en  disik
konsantrasyon MIC degeri olarak belirlenmistir
(Elshikh ve ark., 2016).

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. X-ray kirinimh XRD analizi

Giimiis nanopartikiillerin kiiresel yapilarmin
caplar1 (111), (200), (220) ve (311) tabakalarindaki
yansimalart sirasi ile 38.10°, 44.05°, 64.52° ve
77.46° degerlerinin kiibik kristal yapida oldugu
tespit edilmistir  (Sekil 1). Debye-Scherrer’s
denklemi (Esitlik 1) ile 16.7 nm kristal ¢apa sahip
oldugu hesaplanmustir.

Calotropis procera ¢icek ekstrakti kullanilarak
yapilan sentez ¢aligmasinda (111), (200), (220) ve
(311) tabakalarinda bulunan yansimalar ve sirasi
ile 38°, 44°, 64° ve 77°°deki degerleri AgNP’lerin
kiibik kristal yapisina ait oldugu belirtilmistir
(Babu ve Prabu, 2011). Tinospora cordifolia bitki
ekstrakti ile yapilan benzer bir c¢alismada ise
AgNP’lerin sentezinde (111), (200), (220), (311)
yansimalarimin ise 38.1°, 44.3°, 64.4° ve 74.3°
degerleri AgNP’lerin kristal yapiya sahip oldugu
bildirilmistir (Selvam ve ark., 2017).
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Sekil 1. Sentezlenmis AgNP’lerin XRD sonuglari
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3.2. UV-vis spektroskopi analizi

UV-vis  spektroskopisi  analizinde farkli
zamanlarda 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakikalarda
alman Orneklerde glimiis nanopargaciklarmin

olusumu gozlemlenmistir. Sekil 2’de gorildigi
iizere oda sicakliginda 1 saat karigtirmadan belli

maksimum 460.67 nm’de belirgin plazmon
rezonansi belirlenmistir. Alsammarraie ve ark.
(2018), =zerdecal (Curcuma longa) bitki 0ziiti
kullanilarak UV-vis analiz sonucunda 435 nm
maksimum deger bulduklarin1 belirtmislerdir. Bir
diger calismada misir yapraklarinin bitki 6ziitii ile
AgNP’lerin  sentezinde 461 nm maksimum

zaman arabiklar1 ile alman  numunelerin : A
absorbsiyon  spektrum  degerleri  dlgiilerek absorbans olarak belirlenmistir (Eren ve Baran,
2019).
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Sekil 2. a) UV goriiniir spektrokopisinde AgNP’lerin zamana bagl olarak olusumu,
b) UV spektrofotometresinde sentezlen AgNP’in maksimum absorbans degeri
3.3. FTIR spektroskopi analizi arakterizasyonunda sentezledikleri ~AgNP’lerin

FTIR spektrumunun, fisttk yaprak oziiti ve
sentezlenen AgNP’ler karsilastirilarak reaksiyonun
hangi fonksiyonel gruplar iizerinde gergeklestigi
hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 3). Fistik yaprak
Oziiti yiizeyinde bulunan —OH fonksiyonel
grubuna ait 3336.64-3334.57 cm’' deki kuvvetli
asimetrik esneme bandi, Oziit ile Ag metali
arasindaki etkilesim sonucu kayma gostermistir.
3326.99 civarindaki piklerde yaklasik 2 cm™! arasi
bir frekans kaymasi meydana gelmistir. Amid I
bandia ait C-C ve C-N fonksiyonel gruplarina ait
1636.82-1636.48 cm’! bandinda fazla bir kaymanin
olmadig1 ve baglanmanin bu iki fonksiyonel grup
iizerinde gerceklestigi diisiiniilmektedir. Lakshman
Kumar ve ark. (2016), tarafindan Echinochloa
colona bitkisi ile AgNP’lerin yesil sentezi ve

verileri arastirmamizi desteklemektedir.

3.4. AgNP’lerin TGA-DTA analizi

Yesil sentezle hazirlanan nanopartikiillerin 30-
900 °C arasmnda TGA ve DTA verileri 10 °C dak’!
1sitma hiziyla N; (g) atmosferinde 20 mL dak™' akis
hiziyla analizi yapilmistir. TGA egrisi, termal
bozunmalarindan dolayr numune kiitle kaybi
gosterir ve  DTA egrisi ise bozunmanin her
asamasinda  maksimum ayrisma  sicakligini
belirtmektedir (Baran, 2017).

Elde edilen AgNP’lerin 30-200 °C’de kiitle
kaybmin nemden kaynaklandigi, 201-900 °C de
seliilozik materyallerden kaynaklanan kiitle kaybi
oldugu ve ayrica c¢aligmada  sentezlenen
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Sekil 3. a) Bitki 6ziitiiniin FTIR spektrumu, b) Sentezlenen AgNP'lerin FTIR spektrumu

AgNP’lerin 900 °C’de % 45’nin bozundugu Sekil
4’te  goriilmektedir. Benzer bir c¢alismada
AgNP'lerin TGA grafigi, 925 °C’ye kadar ki
sicaklik araliginda maddenin % 55’nin bozundugu
Kumar ve ark. (2017) tarafindan belirtilmistir.

3.5. AgNP’lerin SEM ve EDX analizi

Fistitk  yaprak  oziitinden elde edilen
AgNP’lerin  morfolojik  6zellikleri  elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir.

Glimiis nanopartikiillerin kiiresel yapida oldugu
belirlenmistir (Sekil 5). Singh ve ark. (2015), bitki
ekstraktlar1 ile UV, XRD, SEM ve EDX
analizleriyle AgNP’lerin karakterizasyonu ve
biyosentezinde, EDX spektrumu kullanarak glimiis
metal nano pargaciklarin varligini; kiiresel, altigen,
diizensiz sekillerde ve 10 ile 90 nm boyutlar
arasinda degistigini belirtmistirler. Dehvari ve
Ghahghaei (2018), Pulicaria undulata 6ziiti
kullanilarak sentez ¢alismasinda AgNP’lerin
kiiresel goriinlimde olduklarini; Pallela ve ark.
(2018) tarafindan yapilan arastirmada da, Sida
cordifolia bitki 6zitiinden elde edilen ve SEM-
EDX sonuglarina gore, AgNP’lerin kiiresel
goriinimde oldugunu, EDX sonuglarinda da biiyiik
oranda element igeriginin gilimiise ait oldugunu
bildirmiglerdir.

Elde edilen AgNP’lerin enerji dagilimh
spektrumlart SEM-EDX analiz sonuglar1 giimiis
parcaciklarinin 100 nm’den kiigiik oldugu ve EDX
analizinde de element kompozisyonunun biiyiik
oranda giimiise ait oldugu goriilmektedir (Sekil 6).

3.6. Sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal
uygulamalar

Glimiis nanopartikiiller, 1 mM giimiis nitrat ve
ticari antibiyotiklerin MIC (mikroorganizmanin
iremesinin engellendigi en diisiik konsantrasyon)
degerlerine  bakilmis  ve  karsilagtinnlmustir.
AgNP’lerin S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC
25922 bakterileri ve C. albicans maya iizerinde
sirastyla  0.041, 0.662 ve 0.165 ug mL"!
konsantrasyonlarda etkili oldugu
degerlendirilmistir (Sekil 7). Elde edilen sonuglar
AgNP’lerin 1 mM glimiis nitrattan hazirlanan
sollisyon ile ticari antibiyotikler karsisinda daha

diistik konsantrasyonlarda belirgin bir
antibakteriyel aktivite ortaya koydugu
belirlenmistir.  Bitki  kaynakli  sentezlenen

AgNP’lerin S. aureus ATCC 29213 ve E. coli
ATCC 25922’ye karst giiclii bir antibakteriyel
aktivite sergilendigi Khan ve ark. (2018), ayrica
Bryaskova ve ark. (2011) polivinil pirolidon
(PVP) ile stabilize edilmis  AgNP’lerin
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antimikrobiyal aktivitesi test edilen bakteriyel ve  konsantrasyonun gram pozitif ve gram negatif
fungal suslara kars1 giiclii bir antimikrobiyal etki  bakteriler icin minimum inhibisyon
gosterdigini bildirmislerdir. Carica papaya yaprak  konsantrasyonuna sahip oldugunu bildirilmistir
oziitii ile elde edilen AgNP’lerin 25 pgmL! (Banala ve ark., 2015).

File Name: Fi Ag NPs TGA.tad
Detector: DTG-60H
Acquisition Date 18/07/30
. Acquisition Tme 1_2:50:42(+0200)
TGA — FiAgNPs TGAtad TGA Sample Name: - FiAg NPs ToA
% Annotation:
120.00-
100.00- ,x¥\\200.860
Start 201.00C
Start 30.82C
End 201.00C End. 900.00C
80.00- Weight Loss 0.137mg Weight Loss :5021'5"02
-1.544%
60.00-
40.00-
20.00= . . . I . . . I . . . I . . . I .
-0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp [C]
Fi Ag NPs TGA.tad DTA
TGA Fi Ag NPs TGA.tad TGA DTA
% uV
120.00-
-1 20.00
100.00-
80.00- 10-00
60.00-
-4 -20.00
40.00-
20.0 -1 -40.00
'7-0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp [C]

Sekil 4. Sentezlenen AgNP’lerin TGA ve DTA analiz sonucu
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Mag = 10.00 K X EHT = 20.00 kv

Aum
- Mag = 20.00 K X EHT = 20.00 kv Signal A = SE1 WD= 9mm IBTAM

Sekil 5. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin SEM analizlerinin goriintiileri

cpsleV

1pm
|"—| Mag= 80.00KX EHT=20.00kv SignalA=SE1 WD= 9mm |IBTAM keV

Sekil 6. AgNP’lerin EDX spektrumu

1,2 WS, qurens ATOC 2021 3
1,000
1 B albicans
WE. coli ATCC25022
0,8
0,6

0,500 0,500

AgNP  GumiigNitrat Antibiyotik

Sekil 7. AgNP’lerin minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) degerleri (ug mL™)
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4. Sonuc ve Oneriler

Nanopartikiillerin elde edilmesinde kullanilan yesil
sentez yontemine olan ilgi her gegen giin
artmaktadir. Yapilan caligmada, fisttk bitki
yapraklarindan elde edilen o6ziit ile AgNP’leri
sentezlenerek karakterize edildikten sonra 460.67
nm maksimum absorbansa sahip  kiiresel
goriinimde ve 16.7 nm kristal boyuta sahip
olduklar1 belirlendi. Bu pargaciklarin ticari
antibiyotikler karsisinda daha disiik
konsantrasyonlarda etkili oldugu, yesil yontemle
sentezlenen AgNP’lerin iyi bir antibakteriyel
etkiye  sahip  oldugu  tespit  edilmistir.
Nanoteknolojik arastirmalarin artmasiyla beraber,
sentezlenmis AgNP’ler, farmasotik iirlinlerin
iretilmesinde, ila¢ sanayinde, biyomedikal ve
endistriyel tirtinlerin daha faydali hale gelebilmesi
adina yeni bir alan agacaktir.
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