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OZET

YESIL VE OLCEKLENEBILIR BIR YONTEM KULLANILARAK
KARRAGENAN KAPLI GUMUS NANOPARCACIKLARIN SENTEZI VE
KARAKTERIZASYONU

KARAYEL, Mine
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

Mayis 2020, 66 Sayfa

Bu tez ¢alismasinda, geleneksel yontemlere alternatif olarak yeni ve basit bir yontem
olan yesil sentez metodu kullanilarak giimiis nanopargacik sentezlenmesi
hedeflenmistir. Aym1 zamanda, kullanilan giimiis konsantrasyonunun reaksiyona,
elde edilen nanoparcacik biiyilikliigline ve dagilimina nasil etki ettigi ve sudaki
kararliligimi nasil degistirdigi incelenerek ileriki ¢alismalarda potansiyel kullanimi
degerlendirilmistir. Yesil bir yontem ile farkli konsantrasyonlarda giimiis cozeltisi
kullanilarak karragenan kapli giimiis nanoparcaciklar (KA-AgNPs) elde edilmistir.
Cozeltideki karragenan miktar1 sabit tutularak farkli derisimlerde glimiis ¢ozeltisi
iceren deney gruplart olusturulmustur. 300-700 nm dalga boyunda karakteristik
pikler gorilmiis, boylece elde edilen KA-AgNPs’lerin varligi oncelikle UV-Vis
spektroskopisi ile kanitlanmistir. X-Ray difraksiyon analizi (XRD) ile herhangi bir
safsizlik  olmaksizin  nanopargaciklara ait  kristalik  yapt  gosterilmistir.
Termogravimetrik analiz (TGA) ile KA-AgNPs’lerin sicakliga bagl kiitle degisimi

incelenmistir. Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) analizi analiziyle



AgNPs’lerin ile karragenan etkilesimi irdelenmistir. Taramali elektron mikroskobu
(SEM) analizi goriintiileri ile parg¢acik ve boyut dagilimi gézlemlenmis, artan giimiis
derisimiyle parcacik boyutu kiiciildiigii goriilmistiir. Nanopartikiillerin enerji
dagilimli X 1s1m1 spektroskopisi (EDS) ile elemental dagilimi agiklanmis ve giimiis
varlig1 gosterilmistir. Nanopargaciklarin tamaminin zeta potansiyeli negatif ¢ikmas,
ayn1 zamanda sudaki ve NaCl igeren ortamdaki kararliliklari incelenmistir. Elde
edilen KA-AgNPs’lerin antimikrobiyal aktivitesi sivi ve kat1 kiiltiir yontemleri ile
ayr1 ayr1 incelenmis ve her iki karakterizasyon testi ile kullanilan gram negatif
Escherichia coli ve gram pozitif Staphylococcus aureus bakterileri tiirleri igin

antibakyteriyel aktiviteye sahip oldugu gorilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Karragenan, giimiis nanopargacik, yesil yontem, antimikrobiyal

aktivite



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF CARRAGEENAN CAPPED
SILVER NANOPARTICLES USING A GREEN AND SCALABLE METHOD

KARAYEL, Mine
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

May 2020, 66 pages

In this study, it is aimed to synthesize silver nanoparticle using green synthesis
method which is a new and simple method as an alternative to traditional methods.
At the same time, potential use of silver nanoparticle were evaluated for future
studies by examining how the concentration of silver on sytnthesis reaction,
nanoparticle size and distribution and how it changes its stability in water.
Carrageenan capped silver nanoparticles (CA-AgNPs) were obtained using a green
sythesis method with different concentrations of silver solution. AgNPs were formed
by keeping the amount of carrageenan in the solution and experimental groups
containing different concentrations of silver solution. The characteristic peaks were
emerged at about 300-700 nm wavelengths, so the presence of the AgNPs obtained
was firstly proven by UV-Vis spectroscopy. The crystalline structure of the
nanoparticles were shown with X-Ray difraction analysis (XRD) without any
impurities. Temparature dependent mass change of CA-AgNPs was investigated with
thermogravimetric analysis (TGA). Interaction of carrageenan and AgNPs were
examined by fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR) analysis. Particle and

size distribution were observed with scanning electron microscopy (SEM) images,



and the particle size decreased with increasing silver concentration. The elemental
distribution is explained by energy dispersive spectroscopy (EDS) and the presence
of silver was shown. The zeta potential of all nanoparticles were negative, and their
stability in water and NaCl solution was investigated. The antimicrobial activity of
the nanoparticles were obtained with characterization tests for both liquid and solid
culture methods and it was found that they have antibacterial activity for gram

negative Escherichia coli and gram positive Staphylococcus aureus bacteria species.

Key Words: Carrageenan, silver nanoparticles, green method, antimicrobial activity
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, son yilizyilin en hizli gelisen bilimsel alanlarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Miihendislik alanindaki gelisimle birlikte biyosensorlerde, tipta tan1 ve
tedavide NPs kullanim1 yayginlasmistir. Burada ozellikle kimyasal, biyolojik ve
optik ozelliklerinden dolayr giimiis nanoparcaciklar dikkat ¢ekmektedir (Deshmukh
vd., 2019).

Karragenan; yapisinda ¢apraz baglanmaya uygun fonksiyonel gruplar bulunduran,
negatif yiizey yiikiine, yliksek biyouyumluluga sahip dogal, ucuz maliyetli ve gevre
dostu bir polimerdir. Ideal fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay: ilag saliminda,
nanotastyicilarda, doku yenilenmesinde ve gida endiistrisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Zia vd., 2017).

Kirmizi alglerden elde edilen karragenan, glimiis nanopargacilar ile etkilestirildiginde
hem indirgeyici hem de stabilize edici ajan olarak gorev almaktadir. Diger yandan,
son yillarda sentez sirasinda karragenan kullanilmasiyla verimli ve ¢evre dostu bir
yontem olan yesil yontemin 6nemine dikkat ¢ekilmektedir. Ayn1 zamanda bu yontem

ile biyouyumlu ve stabil AgNPs’ler elde edilmektedir.

1.1.  Nanoparcaciklar (NPs)

Malzemeler ¢ok eski zamanlardan beri insanlar i¢in biiyiik bir ilgi alanidir. Birkag
milyon yil 6nce, kayalarin ¢iplak elle kirilmasi imkansizken sekillendirme yollar
bulunmus ve ara¢ olarak kullanilmistir. Halen de mutfaklarda ve laboratuvarlarda
cesitli bi¢imlerde kullanilmaktadir (Berlatsky vd., 2014). 5000-6000 yil 6nce, bakir
iceren bir kayanin atese konularak eritilmesiyle metal cevherleri, kiliglardan siis
esyalaria kadar cesitli alanlarda kullanilmistir. Boylece tastan daha sert ve daha
uzun siire kullanilan yeni malzemeler Tiretilebilecegi goriilmiistiir. Teknolojinin

gelismesiyle metallerin ve metalurjinin gelismesi de paralel ilerlemistir (Murty vd.,
2013).



Nanoteknolojinin kesfiyle birlikte nanopargacilarin ¢esitli alanlarda uygulamalari
gelistirilmistir. Yeni teknolojiler, iistiin fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklere
sahip yeni malzemeler bulunmasina yol agmistir (Binns vd., 2010). Malzeme bilimi
ve miihendisligi bize ¢ok c¢esitli malzemelerin var oldugunu gostermistir. Bununla
birlikte termokimyasal-mekanik yontemler kullanilarak bilesimin degistirilmesi veya
mikro-yapmin degistirilmesi ile malzeme cesitleri genisletilmistir. Sonug olarak,
mikroyap1t miihendisligi ve c¢alisma yapi-6zellik korelasyonu c¢ok oOnemli hale
gelmistir (Ramsden vd., 2016). Atomik kuvvet mikroskobu ve elektron mikroskopisi
gibi yiiksek ¢oziinlirliikkli mikroskopi tekniklerinin de gelismesiyle yapilarin daha

kiigiik alt birimleri anlagilmis ve buna yon verilmistir (Kulkarni, 2015).

Nanoparcacik (NPs) kelimesi 100 nm’ye esit ya da daha kiigiik pargaciklarin
adlandirilmasinda kullanilmaktadir. NPS’ler biiyiik boyutlu materyallerden sertlik,
mukavemet, silineklik, elastik modiil, erime noktasi, yogunluk, termal iletkenlik,
termal genlesme katsayisi gibi noktalarda farklilik gostermektedir (Mahalik, 2006).
Ornegin; nanokristalin seramikler seramiklerle karsilastirildiginda daha sert ve

giiclidiir. Nano boyutlu metaller, akma dayanimlidir (Drexler vd., 1986).
1.1.1. NPs’lerin Uygulama Alanlar

Nanomalzemeler benzersiz kimyasal, fiziksel ve mekanik 06zelliklere sahip
oldugundan, dis macunundan uydulara kadar c¢ok ¢esitli uygulamalar i¢in
kullanilmaktadir. Nanoteknoloji bilimden miihendislige kadar neredeyse tiim
alanlarda uygulama bulmaktadir. Tiiketici diinyas1 “Nanoteknoloji ile gelistirilmis”
bir¢ok {iriin ile su altindaki canlilar hakkinda dahi bilgiye sahip olmaktadir (Murty
vd., 2013). Nanomalzemeler kozmetikte, tekstilde, saglik alanlarinda, doku
mihendisliginde, fonksiyonel kaplamalarda, tibbi teshis {iriinlerinde ve
terapotiklerde, sensorlerde, iletisim miihendisliginde, su aritimi ve hava kirliliginin
giderilmesi gibi bir¢ok alanda uygulama bulmaktadir (Murty vd., 2013). Bu

uygulamalardan bazilar asagida 6rneklendirilmis ve Sekil 1.1°de sematize edilmistir.



Nanoelektronik

Savunma
Teknolojileri " - Nanosensidrler
Enerji Nanokatalistler
Nanoparcaciklann
| Kullamm Alanlar —
) ‘_ﬁ__ Nanoelektromekanik
Tekstil i
S 5‘\'_\. \
. Guda
Nanomedikal \ Endilstrisi
S Kozmetik ve T
Otomotiv '_ILﬁketi-:i
Urinleri

Sekil 1.1. NPs’lerin kullanim alanlari
1.1.2. NPs’lerin Sentez Yontemleri

NPs sentezlemek maksadiyla bir¢ok yontem ortaya koyulmustur. Bu yontemleri
temel olarak ii¢ kategoriye ayirmak miimkiindiir. Bunlar Sekil 1.2’de belirtildigi gibi;
fiziksel sentez yontemi, kimyasal sentez yontemi ve biyolojik sentez yontemidir.
Bunlarin yani sira, son zamanlarda c¢evresel bilincin gelismesiyle birlikte “Yesil
yontem” adinda bir yaklasim da ortaya ¢ikmistir. Diger bir yaklasim ise, “Top-down”

ve “Bottom-up” yontemidir (Daniel ve Astruc 2004; Swihart 2003).
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Sekil 1.2. NPs Sentez Yontemleri

1.1.2.1. Kimyasal Yontem

Kimyasal indirgeme, su ya da organik ¢oziiciiler kullanilarak NPs sentezlenmesinde
en sik uygulanan yontemdir. Kendi icerisinde krisokimyasal sentez, lazer ablasyon,
litografi, elektrokimyasal indirgeme, lazer 1511, sono ayrisma, termal ayrigma ve
kimyasal indirgeme seklinde siralanabilmektedir. Cogunlukla indirgeyici olarak
borohidrid, sitrat, askorbat, elementer hidrojen, tio-gliserol ve 2-merkaptoetanol
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda indirgeyici olarak borohidrit gibi giiclii
indirgeyiciler kullanildiginda kiiglik pargaciklar elde edildigi, sitrat gibi daha zayif
bir indirgeyicinin kullanildiginda ise, boyut dagiliminin farkli sekillerde oldugu
bildirilmistir (Ahmad vd., 2003). Genel olarak kimyasal yontemler, yiiksek hacimli
caligmalar i¢in diisiik maliyetlidir ancak Onciil kimyasallarin kullanilmasi nedeniyle
kirlenmeye, tehlikeli yan iiriinlerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bunlarin yani
sira, Uretilen partikiillerin ylizeylerinde kimyasallar tortulastirildig: i¢in safliklar1 da

diisiiktiir (Thakkar vd., 2010).



1.1.2.2. Fiziksel Yontem

Fiziksel yontemlerde, kimyasal yontemlerin aksine c¢evreye zarar veren toksik
kimyasallar yerine buhar kondenzasyonu, yliksek enerjili bilyeli 6glitme ve tavlama
yontemi, ark desarj yontemi, magnetron sactirma yontemi kullanilmaktadir (Kholoud
vd., 2010). Fiziksel yontemlerde NPs’ler atmosfer basincinda bir tiip firin
kullanilarak buharlastirma-yogunlastirma ile sentezlenmektedir. NPS sentezinde
konvansiyonel kivilcim desarji, asindirma ve piroliz gibi fiziksel yoOntemler
kullanilabilmektedir (Tien vd., 2008). Buna ek olarak, makro olgekli veya mikro
Olcekli pargaciklarin boyutlarmi kiiciiltmek i¢in 6glitme de yapilabilmektedir.
Fiziksel yontemlerin avantajlart hizli olmasi, indirgeyici ajan olarak radyasyon
kullanilmasi, elde edilen parcacik boyutlarinin birbirine yakin dagilimli olmasi ve
tehlikeli kimyasallar icermemesidir. Ancak diisiik verim ve yiiksek enerji tiiketimi,
solvent kontaminasyonu, parcaciklarin igeriginde yiiksek enerji barindirmasi gibi
olumsuz yanlar1 vardir. Ayrica bu yontemler maliyet ve enerji kullanimi fazla olan

yontemlerdir (Asanithi vd., 2012).

1.1.2.3. Biyolojik Yontem

Son yillarda, NPs’lerin iiretiminde ¢evre dostu siiregleri gelistirmek amaciyla toksik
kimyasallar kullanmayan sentez yontemleri gelistirilmektedir. Burada kimyasal ve
fiziksel yoOntemlere alternatif proteinler, karbonhidratlar, antioksidan maddeler,
mikroorganizma, bitki veya bitki 6ziitii kullanarak NPs sentezlenen yontemler olan
biyolojik yontemler dikkat ¢ekmektedir (Nair ve Pradeep, 2002). Diger alternatif
materyaller ise Aloe vera, deniz yosunlari, ¢ay, lotus ¢igegi gibi bitkisel kaynakli
sistemlerdir. Biyolojik yontemlerde temel mekanizma enzimatik ve enzimatik
olmayan indirgeme seklindedir. Bu yontemde, oOzellikle bitkisel sistemlerin
kullanilmast en ¢evre dostu yontem olarak kabul edilmektedir. Diger siireglerle
karsilastirildiginda, ozellikle g¢evresel acidan yarar saglamaktadir (Shankar vd.,
2004).



1.1.2.4. Yesil Yontem Yaklasimi

Kimyasal yontemlerin eksikliklerini gidermek icin bir bagka segenek olan biyolojik
yontemler olarak ortaya c¢ikmistir. Son zamanlarda, nanopartikiillerin biyolojik
aracilarla sentezinin uygun maliyetli, glivenilir ve ¢evre dostu ve basit bir yontem
oldugu goriilmiistiir. Bakteri, mantar, bitki 6zleri, vitaminler ve amino asitler gibi
kiictik biyomolekiiller dahil ¢esitli biyolojik sistemler kullanilarak uygun biiyiikliikte
NPs’lerin eldesinde kimyasal yontemlere alternatif bir yontem olarak biyolojik
yontemlerin kullanilabilecegi gosterilmistir. Birkag calismada, yesil yontemle
tiretilen NPs’lerin, maliyeti diislik, toksik kimyasallar kullanilmayan etkili ve
biyouyumlu oldugu bildirilmistir. Yesil kimya yaklasiminda, Pseudomonas stutzeri
AG259, Lactobacillus suglari, Bacillus licheniformis, E. coli, Brevibacterium casei
gibi bakteriler, Fusarium oxysporum, Ganoderma neo-japonicum gibi mantarlar,
Allophylus cobbe, Artemisia princeps ve Typha angustifolia gibi bitki oziitleri
kullanilabilmektedir. Buna ek olarak biyopolimerler, nisasta, fibrinolitik enzim ve
amino asitler gibi ¢esitli biyomolekiiller de kullanilabilmektedir. Nanopartikiillerin
biyolojik sentezi, asagidakileri igeren li¢ faktore baghdir: (a) ¢oziicii; (b) indirgeyici
ajan ve (c) toksik olmayan malzemelerdir. Biyolojik yoOntemlerin en biiyiik
avantajlart sentezde amino asitlerin, proteinlerin veya ikincil metabolitlerin
kullanilmasi, partikiil agregasyonunun onlenmesi i¢in gerekli ekstra adimin ortadan
kaldirilmas1 ve ¢evre dostu, kirlilik icermeyen biyolojik molekiillerin kullanimidir.
Biyolojik yontemlerle iretilen NPs’lerde partikiil boyutu ve sekli kontrol
edilebilmektedir. Bu sebeple bu yontemle iiretilen NPs’ler cesitli biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Indirgeyici ajan olarak bakteriyel protein veya
bitki 6ziitleri kullanmak NPs’lerin seklini, boyutunu ve monodispersitesini kontrol
etmeye de yardimci olmaktadir. Biyolojik yontemlerin diger avantajlar ¢ok ¢esitli
biyolojik kaynaklarin mevcudiyeti, zamandan tasarruf, yiiksek yogunluk, stabilite ve

hazirlanan NPs’lerin suda ¢oziiniirliigidiir (Murty vd., 2013).

1.1.2.5. Top-Down Yaklasimi

Bu teknikte mikro ve nano boyutta oyma yapilmaktadir. Burada, biiyilk boyutlu

materyaller ¢esitli yollarla oyularak, kazilarak ya da ogitiilerek nano boyuta



getirilmektedir. Boyle materyaller nano boyuta getirildik¢e farkli 6zellikleri ortaya
cikarilarak kuantum mekanigi ve fiziksel 6zellikleri modifiye edilmektedir (He vd.,

2017).

1.1.2.6. Bottom-up ya da Molekiiler Nanoteknoloji Yaklasimi

Bu teknikte organik ya da inorganik yapilar atom-atom ya da molekiil-molekiil
sekline getirilmektedir. Bu yapilar i¢in siklikla “’Kendi kendine birlesen’’ yapilar
terimi kullanilmaktadir. Kendi kendine birlesebilen yapilara 6rnek olarak biyolojik
sistemlerden DNA molekiilii, karbon nanotiipler verilebilir. Ayrica bu yontem, top-

down yaklagimina gére daha ucuz maliyetli bir yontemdir (He vd., 2017).

Top down ve bottom up yaklasimlar1 sematik olarak Sekil 1.3’te gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Top down ve bottom up yaklagimi
1.1.3. NPs’lerin Toksik Etkileri

NPs’ler, hastaliklarin teshisinde, tedavisinde, medikal goriintiilemede, ilag saliminda,
gen terapide ve bir¢ok endiistriyel uygulamada yer bulmasina karsin insan ve hayvan
saglig1 tizerinde bazi olumsuz etkilere sahiptirler. Fakat toksik etkileri heniiz kesin
olarak anlasilmamistir. Bu etkilerin 6niline gegcmek ve ¢evresel etkileri azaltmak i¢in

gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir (Kim vd., 2008).

Toksik etkinin anlagilmasi maksadiyla ¢alismalar yapilsa da bu calismalar klinik

seviyede yetersiz oldugundan kesin bilgiler bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalardan



yola ¢ikildiginda, katyonik NPs’lerin kii¢iik parcacik boyutundan dolay1 dokularda
ve hiicrelerde penetre olmasina ragmen, hizla biyodegrede oldugu bildirilmistir (Nel

vd., 2006).

Katyonik NPs’lerin toksik etkisi az anlagilmasina ragmen diger NPS ¢esitleriyle
kullanildiginda toksik etkisinin nasil olacagi bilinmemektedir. Diger yandan
insanlarda NPs kullanimina iliskin toksik etkiler de heniiz kesfedilmemistir. Bazi
NPs ¢esitleri i¢in yiikksek pulmoner enflamatuvar cevaba sebep oldugu ¢alismalarla
gosterilmigtir. Dahasi, birgok NPs oksidatif strese sebep olmakta ve ylizey
alani/pargacik orani arttigindan hiicresel makromolekiillerle etkilesime girmektedir.
NPs’lerin biiyiliklik ve yilizey oOzellikleri gibi diger biyofiziksel O6zellikleri de
dagilimi, birikimi, etki ettigi hiicresel ve organ fonksiyonlar1 iizerinde etki

gostermektedir (Nel vd., 2006; Skebo vd., 2007; Wallace vd., 2007).

NPs’ler mide, enjeksiyon, solunum ve deri ile etkilesime girebilmekte ve ¢ogu
kimyasal gibi farkli miktarda maruziyete baglh olarak farkli organlar {izerinde toksik

etki gostermektedir. Sekil 1.4°te olasi toksik etkiler gosterilmistir (Wided vd., 2012).
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NPs’lerin farkli hedef organlarda potansiyel toksik etkileri farkli mekanizmalarla
aciklanmaktadir. Sekil 1.5°te NPs’lerin etkilesime girdigi hedef organlar
gosterilmistir. Bu mekanizmalardan bazilar1 oksidatif stres, reaktif oksijen cesitleri
(ROS), DNA hasari, protein yapilarin degisimi, parcalanmasi, bozulmasi ve

membran yapisindaki degisimlerdir (Asharani vd., 2009).

Sekil 1.5. Nanopargaciklarin etkilesime girdigi organlar (Goebel ve Muller, 1973)

NPs’lerin toksik etkisi dozuna, yapisina, boyut, yiizey alani ve yiizey yiikii gibi
fizikokimyasal ozelliklerine baglidir. Fizikokimyasal o&zelliklerdeki degisimler
NPs’lerin protein ve diger hedefler ile etkilesimine etki etmekte ve bu da NPs’lerin
organ sistemlerindeki yeri ve dagilimini degistirmektedir. Buradan yola ¢ikildiginda
NPs kiiciik boyutlu oldugundan dokuda daha fazla yayilimi olmakta ve ayni
bilesenlerle {iretilen biiyiik boyutlu pargaciklarla karsilastirildiginda daha ciddi toksik
etkiye sebep olmaktadir (Asharani vd., 2009; Foldbjerg vd., 2009; Liu vd., 2010).

1.2. AgNPs

Elementel AgNPs varligi eski zamanlardan beri bilinmektedir. Ornegin; Ag*

iyonlarmin bakterisidal etkisi Isvigreli botanik¢i K. Nigeli tarafindan 19. yiizyilda



bulunmustur. Bununla birlikte, 20. yiizyilin ikinci yarisinda giimiisiin antibakteriyel

aktivitesi hakkinda daha ayrintili calismalar yapilmistir (Barber ve ark. 1990).

Teknolojideki gelismelerle birlikte AgNPs’lerin antibakteriyel aktivite mekanizmasi
incelenmis, bu 6zelligin bakteri hiicrelerindeki morfolojik ve yapisal degisiklikler
nedeniyle oldugu bildirilmistir. Ayrica, bu etkinin derecesinin, AgNPs’lerin
boyutuna ve sekline onemli 6l¢iide bagh oldugu da belirlenmistir. Diger yandan, son
on yilda bir¢ok c¢alismada, giimiis dahil olmak tizere elemental metal NPs’lerin
etkisinin boyutu, morfolojisi, stabilitesi ve hem kimyasal hem de fiziksel 6zellikleri
gibi parametrelere bagli oldugu da anlagilmigtir. Bu parametreler ise, dogrudan
NPs’lerin spesifikasyonlar1 ile ilgilidir. Bunlari da metal iyonlarmin indirgeyici
ajanlarla etkilesimi, stabilize edici ajanlarla reaksiyonlar1 etkilemektedir. Genel
olarak, elde edilen AgNPs’nin sekli, boyutu ve dagiliminin kontroli, sentez yontemi
ile alakalidir. AgNPs sentezi i¢in kosullart degistirerek, renk, erime noktasi,
manyetik Ozellikler, redoks potansiyeli de oldukca genis bir aralikta degistirilip
kontrol edilebilmektedir (Kora vd., 2012).

1.2.1. AgNPs’lerin Kullanim Alanlar:

1.2.1.1. Medikal Uygulamalar

Nano glimiisiin tani, tedavi, ilag salim1 gibi birgok tibbi uygulamasi vardir. Bunlarin
yani sira cerrahi, anesteziyoloji, kardiyoloji ve iiroloji alanlarinda kullanilan tibbi
ara¢ ve malzemelerin kaplanmasinda da kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda yara
ortiileri, doku iskeleleri, hastanelerde sterilizasyon malzemeleri, tibbi tekstiller ve
tibbi kateterler de buna dahildir. AgNPs dis hekimliginde yapay dislerde, kontakt
lenslerin bakiminda kullanilmaktadir. Giimiis, kanser tedavisinde de olasi

uygulamalara sahiptir (Murty, 2013).
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1.2.1.2. Kataliz

Glimiis nano materyaller bliylik yiizey alani/hacim oranindan dolay1 yliksek yiizey
enerjisi saglamaktadir. Bu da CO-oksidasyonu, p-nitrofenoliin p-aminofenole
indirgenmesi gibi endiistriyel islemlerde giimiis nano malzemelerinin ve glimiis nano

kompozitlerin kullanilmasina 6nciiliikk etmektedir (Murty, 2013).

1.2.1.3. Elektronik

Nano giimiisiin yiiksek elektriksel ve termal iletkenligi ile gelismis optik Ozellikleri
elektronikteki c¢esitli uygulamalarda dikkat ¢ekmektedir. Nano gilimiis, glimiis
nanotellerde, nano-elektronik cihazlarin tasarlanmasinda, elektronik ekipmanlarda,
nano konnektorlerde ve nano elektrotlarin imalatinda kullanilir. Diger uygulamalari
arasinda veri depolama cihazlari, dogrusal olmayan optikler, entegre devreler (IC),

entegre kapasitorler ve optoelektronikler bulunmaktadir (Murty, 2013).

1.2.1.4. Tiiketici Uriinleri

AgNPs’ler, spreyler, ¢oraplar, yastiklar, terlikler, yliz maskeleri, 1slak mendiller,
deterjan, sabun, sampuan, dis macunu, plastik iirlinler, hava filtreleri, buzdolab1
kaplamalari, elektrik siipiirgeleri, ¢amasir makineleri, gida depolama kaplari, cep
telefonlar1 gibi bircok alanda dikkat c¢ekmektedir. Bugiine kadar, nano giimiis
teknolojileri ¢esitli liretim siireglerinde ve son triinlerde yaygin olarak kullanilmigtir.
Nano gilimiis, kolloid (kaplama ve sprey) gibi siv1 bir formda kullanilabilir veya bir
sampuan (sivi1) iginde de yer alabilir. Ayrica polimer sabunu gibi bir katiya gémiili
olarak da goriinebilmektedir. Nano glimiis, tekstil endiistrisinde lif i¢ine (blikiilmiis)
dahil edilerek veya su aritma sistemlerinin filtrasyon ~membranlarinda
kullanilabilmektedir (Murty, 2013). Sekil 1.6’da AgNPs kullanim alanlar1 sematize

edilmistir.
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Sekil 1.6. AgNPs kullanim alanlari

1.2.2. AgNPs’lerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Glimiisiin bakteriler lizerinde toksik etkiye sahip oldugu bilinmekte ve tipta yaygin
olarak kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte optik, biyoloji ve
kimyasal 6zelliklerinin daha iyi olmasindan dolay1 bunun yerini AgNPs’ler almistir
(Yuan vd., 2017). AgNPs’lerin tipta kullaniminda ise 6zellikle bakteriler tizerindeki
etkisi onem arz etmektedir. AgNPs’ler bakteriyel membran ile etkilesime girdiginde
membran hasar1 gibi bazi fiziksel degisimler meydana gelmekte, bdylece hiicre
duvarindan bakteri igerisine pargacik gecisi olmaktadir. NPs’ler genis ylizey alanina
sahip oldugundan, hiicre igerisinde rahatlikla ilerleyebilmekte ve sitoplazmaya
ulasabilmektedir. Burada NPs’ler protein, lipit ve DNA gibi biyomolekiillerle penetre
olmaktadir (Van Der Wal vd., 1997). AgNPs’lerin ribozom ile etkilesmesi sonucu
protein sentezi durmakta, biyomolekiillerin hasar gormesiyle bakteri temel
fonksiyonlarmi yerine getirememekte ve olmektedir (Abbaszadegan vd., 2015;
Mandal vd., 2016).
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Tetrasiklin ve streptomisin gibi geleneksel antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlar
inhibe etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu antibakteriyel
ajanlar ilaca direngli tiirleri inhibe etme konusunda yetersizdir. Bunun nedeni, bu tiir
bakterilerin antibiyotik molekiillerinin biyosidal etkisine karsi daha direngli hale
gelmesidir. Bu nedenle, ilaca direngli bakterileri hedefleyen biyomalzemeler
gelistirmek gerekmektedir. Bu baglamda, genis yiizey alanlarina sahip AgNPs’lerin
kullanim1 bakterilerle etkilesim i¢in daha iyi bir temas saglayabilmektedir. Ayrica
AgNP’lerin hem gram negatif hem de gram pozitif bakteri suslarin1 yok etmekte
etkili oldugu bildirilmistir (Nowack vd., 2011). Bununla birlikte, AgNPs’ler gram
negatif bakteri suslarinin yok edilmesinde daha etkilidir. Bunun sebebi gram-pozitif
bakterilerin bir sitoplazmik membrani ve birka¢ peptitoglikan katmanindan (20-80
nm) olusan kalin hiicre duvarina sahip olmasidir. Gram negatif bakteriler ise, harici
bir lipopolisakkarit (LPS) tabakasina, ince bir peptitoglikan tabakasina ve en icte
plazma zarina sahiptir. AgNPS’ler ayrica bakterilerin savunma mekanizmalarina
miidahale ederek ¢oklu ila¢ direncini (MDR) ortadan kaldirabilmektedir. AgNPs’ler
tek basina veya antibiyotiklerle birlikte kullanilabilirler: Gurunathan vd. (2018)
sentezledikleri AgNPs’leri MDR bakterileri Prevotella melaninogenica ve
Arcanobacterium pyogenes’in oldiiriilmesinde kullanmistir. Katva vd. (2018)
AgNPs’lerin gentamisin ve kloramfenikol ile birlikte kullanildiginda bir¢ok
antibiyotige kars1 direngli bir MDR bakterisi olan Enterococcus faecalis’e kars1 iki
antibiyotigin tek basina kullannomina gore daha c¢ok etki ettigini bildirmislerdir.
AgNPs’lerin antibakteriyel aktivitesinin sekil, boyut, yiikk ve doza bagl oldugu da
bildirilmigtir. Xia vd. (2012) bunu gostermek amaciyla, farkli tuz kombinasyonlari
kullanilarak kontrollii sekillerde ve boyutlarda bir dizi Ag nanokristali
sentezlemislerdir. Son ¢alismalarda, Hosseinidoust vd. (2016) toksik kimyasallar
kullanmadan ti¢gen, altigen ve dendritik sekillere sahip kolloidal olarak kararh

AgNPs’lerin sentezlendigi tek potlu yesil bir sentez yontemi bildirmislerdir.

1.2.3. AgNPs’lerin Kullaniminin Avantajlari

AgNPs’ler bir¢ok uygulama alaninda kullanilmaktadir, ¢iinkii makro 6lg¢ekli

benzerlerine kiyasla benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri sahiptir.
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AgNPs’ler, yiiksek elektriksel ve termal iletkenlik, yiizey zenginlestirilmis Raman
sacilmasi, kimyasal kararlilik, katalitik aktivite ve optik davramig gibi ayirt edici
fizikokimyasal Ozelliklere sahiptir. Ayni1 zamanda nanometre Ol¢eginde giimiis,
bliyiik yiizey alani/ hacim oranina sahip oldugundan yiiksek antimikrobiyal 6zelligi
sahiptir. Bu sebeple, nano giimiisiin en gii¢lii kullanimlarindan biri bakteri, mantar ve
virtisler igin toksik olan antimikrobiyal ajan olarak kullanimidir. Genis ylizey alani,
ayni kimyasal bilesimin daha biiylik parcaciklarina kiyasla tipik olarak daha biiyiik
biyolojik aktivite, kimyasal reaktivite ve katalitik davranis anlamina gelmektedir

(Sharma vd., 2012).

Gecgmis yillara bakildiginda nano giimiis aslinda yeni bir kesif degildir; 100 yil1 askin
bir siliredir bilinmektedir ve o yillarda genellikle nano giimiis siispansiyonlar
kolloidal giimiis olarak adlandirilmaktadir. Penisilin icadindan 6nce, yani 1928°li
yillarda, bircok enfeksiyon ve hastaligi tedavi etmek i¢in kolloidal giimiis
kullanilmistir. Daha sonra dékme giimiisiin, nano boyutta giimiise doniistiiriilerek
bakterileri ve virlisleri kontrol etme etkinligi ¢alisilmis, sonucta yiizey/hacim oram
artmig, bdylece bakteri ve mantarlarla temas alam1 da arttirilmis oldugundan
etkinliginin arttig1 da gorilmiistir (Turkevich vd., 1951). Turkevich vd. (1951)
glimiis iyonu kaynagi olarak giimiis nitrat ve ilk kez indirgeyici ajan olarak sodyum-

sitrat kullanarak nano giimiis sentezlemek i¢in 1slak bir kimya teknigi rapor etmistir.

1.2.4. AgNPs’lerin Kullaniminin Dezavantajlari

AgNPs’ler tekstil, gida, paketleme, ¢amasir makineleri, elektronik, plastik, vb. gibi
cesitli tiiketici triinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Frattini vd., 2005; Lorenz
vd., 2011; Walser vd., 2011; Blaser vd., 2008). Bilim ve teknoloji gelisip ilerledikgce,
cevre ve ekolojik sistemlerde dogal dengede sapma meydana geldigi i¢in biiyiik risk
faktorleri vardir. Bazi nano-liretim yontemleri toksik hammaddeler kullanilmakta
veya toksik yan iriinler c¢ikmaktadir. Bu noktada miihendislik iirlini nano
malzemelerin ne kadar zarar verebileceginin, etki g¢esitlerinin aragtirilmasi

gerekmektedir. Nanoteknolojinin giivenli kullanimi i¢in kullanilan malzemelerin risk
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degerlendirmesi yapilmali, giivenlik simirlar1 degerlendirilmelidir (Gaillet ve

Rouanet, 2014).

AgNPs’ler, sentez sirasinda, endiistriyel iiretimde, tirtinlerinin kullaniminda ¢evreye
zarar verebilme olasiligma sahiptir. Insan viicuduna ise; bitkiler, hayvanlar, baliklar
atik sular ve gidalar yardim ile niifuz etmesi miimkiindiir. Ozellikle gida
paketlemesinde kullanimi yiiksek risk igermektedir (Simon vd., 2008). Pargaciklarin
blyiik olcekli iiretimi ve kullaniminda 6nemli bir kismiin atik sulara karisma
olasiligr vardir. Bu noktada AgNPs’lerin dogal ¢evreye katilmasini 6nlemek igin su
aritimi sirasinda ayrilmasi ve bunun nasil yapilmasi gerektigi iizerinde durulmalidir.
Aksi takdirde sularin tarim arazilerinde uygulanmasi sirasinda bazi tehlikeler
meydana gelebilmektedir. Bu gibi bir durumun engellenmemesi sonucu pargaciklarin

ylizey sularia salinma olasilig1 mevcuttur (Griffitt vd., 2009).

Sentetik NPs’lerin artan kullanimi nedeniyle, bu tiir pargaciklarin konsantrasyonunun
cevre ortaminda, yani toprak, su ve havada gelecekte artmasi beklenmektedir. Benzer
sekilde dogal olarak olusan NPs’lerinde da sekilsel, bilesimsel ve biiyiikliik olarak
degismesi s6z konusudur. Ayrica kasten olumsuz oOzelliklere sahip NPs’lerin

tiretilmesi de olasidir (Karn vd., 2009; Gao vd., 2009).

1.3. Karragenan

Algler, fotosentez yetenegine sahip organizmalardir. Iki temel g¢esit alg
bulunmaktadir. Bunlar; mikroalgler ve makro alglerdir (deniz yosunlari).
Mikroalgler, kii¢lik boyutlu, plankton gibi deniz kiyilarinda ve diplerinde bulunan
alg c¢esitleridir (M.R. Hasan vd., 2009). Deniz yosunlari ise, ¢ok hiicreli fotosentetik
mikroorganizmalardir ve biyokimyasal {riinler ya da biyoyakit iiretimi i¢in
kullanilan, tamamiyla iiriine doniisebilen ya da fretilen tirlinlin bir kisminda
kullanilan biyokiitle kaynaklaridir (Jung vd., 2013). Algal biyokiitle, yiiksek
miktarda karbonhidrat, diislik miktarda lignin icermesi, karbondioksit fiksasyonu i¢in

potansiyel olusturma, yiiksek fotosentetik iiretkenlik, yiiksek biliylime hizi gibi
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ozelliklerinden dolayr miikemmel bir yenilenebilir enerji kaynagi adayidir (Drosg
vd., 2015; Matsumoto vd., 2003).

Deniz yosunu algler, hiicre duvarinda, depolarinda yiiksek miktarda polisakkarite ve
mikopolisakkarite sahiptir (Murata vd., 2001). Algal polisakkaritler, diger
organizmalarda bulunmayan kimyasal bilesimlerin fazla miktarda bulundurmasi ve
stirdiiriilebilirligi acisindan dikkat ¢ekmektedir. Bu polisakkaritler, karragenan gibi
kirmizi, aljinat gibi kahverengi, ulvan gibi yesil deniz yosunlarindan olusan genis bir

yelpazeye sahiptir (Kraan vd., 2012).

Karragenan ¢esitleri, Rhodophyta tiirleri olan; Gigartina, Chondrus crispus,
Eucheuma ve Hypnea’dan elde edilmektedir. Bu ¢esitler Sekil 1.7°de gosterilmistir.
Farkli kaynaklardan elde edilen karragenan polimerleri alti temel forma
ayrilmaktadir. Bunlar; iota (1), kappa (k), lambda (A), mu (u), nu () ve the-ta (0)
karragenandir. Bu gruplar kimyasal siniflandirmalarina ve tiretimlerine gore

isimlendirilmektedir (Stanley,1987).

Sekil 1.7. a) Eucheuma denticulatum- (spinosum-) -KA. b) Kappaphycus alvarezii-
(cottonii-) x-KA. c) Gigartina rodula-k-/A-KA. d)Chondrus crispus-k-/A-KA
(Stanley vd., 1987; Anderson vd., 1969).

k-karragenan, Kappaphycus alvazerii adli tropikal deniz yosunundan elde
edilmektedir ve Sekil 1.8’de gosterilmistir (Rudolph, 2000). Eucheuma denticulatum

ise 1-karragenan elde etmek i¢in kullanilan temel kaynaktir. k ve 1-karragenan formu,
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deniz yosunlarmin genellikle yiliksek sicaklikta alkali ile muamelesinden edilerek
biyolojik prekiirsorler olan p ve n-karragnenan formunun doniistiiriilmesiyle elde
edilmektedir. A -karragenan ise, Gigartina ve Chondrus’un farkli tiirlerinden elde
edilmektedir. Ayrica deniz yosunlarinin sporofit bitkileri A -karragenan {iretirken,
gametofit bitkileri a, «/1-hibrit karragenan ¢esidini tiretmektedir. «/1-hibrit karragenan
cesidi, kappa 2—karragenan ya da k ve 1 tinitelerini igeren “zayif jellesme 6zelligine

sahip karragenan” olarak bilinmektedir (Mccandless vd., 1982).

Sekil 1.8. k-karragenanin fiziksel goriiniimii

1.3.1. Karragenanin Ozellikleri

1.3.1.1. Kimyasal Yapisi ve Karakteristigi

Karragenanlar, hidrofilik dogrusal siilfatlanmis galaktanlar grubunda bulunan bir
polisakkarittir. Genellikle 3-B-D galaktopiranoz (G iinitesi) ve 4-X-D galaktopiranoz
(D {initesi) ya da 4-baglantili 3,6 anhidro-o-D-galaktopiranozdan (DA iinitesi)
olugmakta ve tekrar eden disakkarit karragenan tiniteleri igermektedir (Knutsen vd.,
1994). Siilfatlanmis galaktanlar, 3,6-anhidro-kopriisii iizerindeki 4-baglantili galaktoz
rezidiileri, stilfat gruplarinin  pozisyonu ve bu gruplarin sayismma gore
siiflandirilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan karragenanlar, genellikle 100-1000

kDa arasinda kiitleye sahiptir. Galaktoz ve siilfatin yani sira, ksiloz, glikoz ve tironik
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asit gibi diger karbonhidrat rezidiileri de karragenan tiretiminde kullanilabilmektedir

(Van de Velde vd., 2002).

Kk-1- ve A-karragenan dimerleri bir, iki ve ii¢ siilfat ester grubuna sahiptir ve sirayla
%20, %33 ve %41 (w/w) siilfat igermektedir. Benzer olarak k-karragenan %322
(w/w), tkarragenan %32(w/w), A-karragenan %38(w/w) siilfat icermektedir.
Sonugcta, her dogal karragenan kompleks galaktoz temelli bir polisakkarittir ve farkl
miktarlarda siilfat ester icermekle birlikte, farkli miktarlarda, dagilimlarda,
pozisyonlarda tekrar eden disakkarit tinitelerinden olugmaktadir (Van de Velde vd.,
2002; Rochas vd., 1986; Knutsen vd., 2002). Bazi karragenan cesitleri ek gruplar
icermektedir. Bunlardan en yaygini, D initesinin 6. Pozisyonunda bulunan 0-metil
grubudur ve Kappaphycus alvarezii’den elde edilen k-karragenanda bulunmaktadir.
Cok diisiik miktarlarda terminal ksiloz da vardir fakat yeri heniiz kesin olarak

belirlenememistir (Chiovitti vd., 1998).

Biitiin karragenan ¢esitleri suda ¢6ziiniir, inorganik ¢oziiciilerde, yaglarda ¢ézlinmez
formdadir. Suda coziintirliige etkiyen faktor siilfat gruplarinin varligi ve {izerinde
bagli olan katyonlardir. Karragenanda bulunan temel katyonlar; sodyum, potasyum,
kalsiyum ve magnezyumdur. Fakat diisiik miktarlarda da olsa diger iyonlar da
bulunmaktadir. Siilfat fraksiyonlar1 ve sulu ¢ozeltilerde dengede bulunan katyonlar,
¢Ozeltinin viskozitesi, jellesme kuvveti, gida ve farmasotik alanda jellestirici,
kalinlastiric1 ve stabilize edici olarak kullanilabilmesine iligkin bilgi vermektedir

(Pardonche, 1985).
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Sekil 1.9. Karragenan gesitlerinin kimyasal yapis1 (Barbeyron vd., 2000).

k-karragenan genellikle %25-30 oraninda ester siilfat gruplari icermekle birlikte
%28-35 aras1 D-galaktoz ve 3,6-anhidro-galaktoz(3,6-AG) gruplarinin a-1,3 ve B-
1,4-glikozidik baglarina katilmasindan olugmaktadir. Bu gruplarin = varligi
karragenana giiclii jellesme o6zelligi vermektedir. Lambda karragenan ise, %32-39

arasi ester grubu icermekle birlikte 3,6-AG grubu icermemektedir.
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Cizelge 1.1. Karragenanin genel yapisi

Kimyasal Yapisi

Kaynaklan

Molekiil Agirhig:

Coziiniirlik

Jellesme Ozelligi

Metabolizmasi

Viskozitesi

Bashca Kullanim
Alanlan

a-D-1,3 ve B-D-1,4 galaktoz rezidiileri siilfat bagi ile
baglanmis ve kolloidal bir yapi olusturmustur. Bu yapi,
normal pH (Tuz ¢ozeltisi) sartlarinda negatif yiike sahiptir.

Kirmizi deniz yosunu gesitleri olan, Gigartina, Chondrus
crispus, Eucheuma ve Kappaphycus alvarezii’den elde
edilmektedir.

Genellikle 100-1000 kDa arasindadir.

A-karragenan sicak ya da soguk ¢ozeltilerde ¢oziiniir.
K-karragenan yalnizca sicak ¢ozeltilerde ¢oziiniir.

A-karragenan jel 6zellik gostermez.
k-karragenan KCl ¢6zeltisi jellesme 6zelligini arttirir.
-karragenan Ca*? ¢ozeltisi jellesme 6zelligini arttirir.

Diisiik pH kosullarinda (Ozellikle <3.0) yapisinda bulunan
glikozidik baglar hidrolize ugrar. Ayn1 zamanda siilfat
baglar1 da bozulur.

Cozelti konsantrasyonu arttik¢a viskozite logaritmik olarak
artar.

Siit irtinleri, islenmis et ve et iriinleri, diyet gidalar,
yenidogan gidalari, dis macunu, kozmetik, pestisitler,
laktasifler.

1.3.1.2. Karragenanin Biyolojik Aktivitesi

Deniz alglerinden elde edilen stilfatlanmis polisakkaritler immiinomodiilatér,

antikoagiilant, antitrombotik, antiviral ve antitiimdr ajan olarak kullanilmaktadir

(Morris Christopher,2003).

Biitiin karragenan ¢esitlerinin timor hiicreleri lizerindeki aktivitesi de bilinmektedir.
Lambda karragenan yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir. Ayni zamanda anti
oksidan aktivite ile stilfat baglar1 arasinda dogrudan iliski vardir. Yapilan

caligmalarda karragenanin kolesterol iizerinde de olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir.
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Kandaki kolesterol ve lipit seviyesini diisiirdiigii gozlemlenmistir. Karragenanlar
enflamasyon ve enflamasyonun sebep oldugu agrilar iizerinde yapilan deneysel
calismalarda da kullanilmaktadir. Antikoagiilant aktivite, antihiperlipidemik aktivite,
antitimor aktivite gibi ¢esitli farmasotik 6zellikleri de bulunmaktadir. Birkag in-vitro
calismada ise herpes ve hepatit A viriisiine karst antiviral aktivitesi oldugu da

bildirilmistir (Caceres vd., 2000).

Karragenanin, seksiiel olarak tasman insan papillomaviriisii gibi hastaliklarda da
gicli bir inhibitér oldugu gozlemlenmistir. Diger yandan, yine insan
papillomaviriisiiniin transmisyonunu engellemek maksadiyla karragenan temelli

jeller de kullanilmaktadir (Carlucci vd., 1999).

Tobacman ve digerlerinin yaptigi son ¢alismada, viicuda karragenan alindiktan sonra,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda insan intestinal epitelyal hiicrelerinde hiicre
6limt, hiicre proliferasyonunda azalma ve hiicre siklusunda blok meydana geldigi
goriilmiistiir. Bu verilere gore, karragenanin gida katki maddesi olarak genis caplh

kullanimi g6z 6niine alinmalidir (Tobacman vd., (2001).

K, 1 ve A karragenanin antioksidan aktivesi oldugu da yapilan calismalarla
gosterilmigtir. A-karragenanin serbest radikalleri yok ettigi ve yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi, bu ozelligin de siilfat gruplariyla alakali oldugu bildirilmistir.
Baz1 karragenan ¢esitlerinin maktofa; aktivasyonuna etki ettigi de yapilan
caligmalarla kanitlanmistir. Gidalara karragenan katilmasiyla kanda kolesterol ve yag

seviyesinde disiis gozlemlenmistir (JECFA, 2007).

Karragenanin gida katki maddesi olarak kullanimi1 57. JECFA-Avrupa Ulkeleri Ortak
Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya Saglik Orgiiti Gida Katki Maddesi Uzman
Komitesi Toplantisinda goriisiilmiistiir. JECFA’ya gore, yalmizca indirgenmis
karragenanlar olumsuz etki yaratmakta ve gida katki maddesi olarak kullanilmamasi

onerilmektedir (JECFA, 2007).
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1.3.2. Karragenan Kaynaklar

Karragenan ismi, M.S. 400 yillarinda Irlanda’da dogmustur. Ilk karragenan gesidi
medikal amagla kullanilan Irish moss deniz yosunundan elde edilmistir. II. Diinya
Savas1 sirasinda Ozellikle gida endiistrisinde Chondus crispus ve Gigartina deniz
yosunlar1 dogal besin kaynagi olmustur. Chondus crispus c¢esidi, dogal olarak
Kanada, Irlanda, Fransa, Ispanya ve Portekiz’de yetismekte, Gigartina yataklar1 ise
Giliney Afrika ve Giiney Avrupa’da bulunmaktadir (Valderrama vd., 2013).
1940’larda 6zellikle Kanada’da bulunan karrganenan yataklar1 iilkeyi diinyanin en
biiylik karragenan fireticisi konumuna getirmis ve bu yaklasik 30 yil stirmiistiir
(Loureiro vd., 2017; Loureiro vd., 2017). Fakat, Eucheuma tiirleri gibi alternatif
karragenan ¢esitlerinin Filipinler’de bulunmasiyla birlikte yiiksek miktarda {iretim
maksadiyla ¢iftlikler kurulmus ve en biiyiik {iretici linvani Filipinler’e ge¢mistir. 20
yil sonra, Kappaphycus ve Eucheuma deniz yosunlarindan karragenan elde eden
Endonezya Filipinler’in yerini almigtir. (Hurtado vd., 2015; Valderrama vd., 2013).
Su an, diinyada karragenan iiretiminin neredeyse %90’1 bu ¢esitlerden elde edilmekte
ve bunlar ozellikle Dogu-Giiney Asya, Pasifik Adalari, Dogu Afrika, Giiney
Amerika’da iretilmektedir. Diinyada karragenan iiretiminin git gide artmasiyla
birlikte gelecek acgisindan siirdiiriilebilir endiistriyel tiretim desteklenmektedir

(Hayashi vd., 2017; Kim vd., 2017).

1.3.3. Karragenan Eldesi

Temel ii¢ karragenan cesidinin elde edilmesinde benzer prosesler kullanilmaktadir.
Proses, safsizliklarin giderilmesi, karragenan ve diger materyallerin sulu ortamdan
ayrilmas1 ve kurutulmasi asamalarindan olusmaktadir. Karragenan elde edilmesi
asamalar1 Sekil 1.10°da verilmistir. k-karragenan elde etmek igin, Eucheuma,
Chondrus, Hypnea, Iridaea ve Furcellaria gesitleri kullanilmaktadir (McHugh, 2003;
Prajapati vd., 2014). Bu c¢esitler kullanildiginda, kurutulmus deniz yosunu
istenmeyen materyallerin ayrilmasi i¢in kurutulmakta ve diger biitiin partikiillerin
ayrilmasi icin KOH, NaOH gibi soliisyonlar kullanilarak sicak alkali ile muamele
edilmektedir. Ayn1 zamanda bu islem ile 3,6-AG miktar1 arttirilmakta, boylece

jellesme 6zelligi de arttirilmaktadir. Karragenan sulu formdan bulamag haline gelene
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kadar kaynatilmakta, soguyup jellesmeden Once evaporasyon ile hacmi
azaltilmaktadir. Daha sonra jellesen karragenan kurutulmakta ve toz haline
getirilmektedir. Eucheuma ve Furcellaria gesitleri i¢in de ayn1 basamaklar
tekrarlanmakta fakat presipitasyon i¢in KCl kullanilmaktadir (Stanley, 1987).
Sonrasinda sicak su ekstraksiyonu, bulamag¢ presleme ve jel formunu almasi igin
soguk KCI ¢ozeltisi bulunan kaba aktarilmasi, dehidre edilmesi, kurutma ve toz
haline getirme asamalar1 bulunmaktadir. A-karragenan eldesi i¢in, Gigartina ve
Chondrus ¢esitleri kullanilmakta, A-karragenan jellesme Ozelligine sahip olmadigi
icin dehidratasyon prosesi propanol ya da etanol gibi bir alkol kullanilarak

yapilmaktadir (Prajapati vd., 2014).

Yosunlarin
Yikanmasi ve
Temizlenmesi

Ekstraksiyon

Filtrasyon (x2)

Toplama
Alkolile Muamele KCl ile Muamele
Kurutma Jellestirme
Kurutma
Ogiitme

Karistirma

Uriin Eldesi

Sekil 1.10. Karragenan eldesi.
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1.3.4. Karragenamin Kullamm Alanlar

Karragenan, gida ve diger birgok endiistride kullanilmaktadir. Bu alanlardan bazilar
Sekil 1.11°de verilmistir. Gida endiistrisinde, fiziksel ve fonksiyonel niteliklerinden
dolay1 stabilizator, jellestirici ve kalinlagtirici olarak; sekerlerde, tatlilarda ve
peynirde iriin kalitesini arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Et iiretiminde oksijen
bariyeri, diisiik kalorili sandvi¢ tretimi, borek ve soslarda baglayici olarak yer
almaktadir. Bunlarin yani sira, sulu gidalarda, evcil hayvan {riinlerinde, gida

takviyelerinde ve bebek mamalarinda da kullanilmaktadir.

Karragenan cesitleri, yangin sondiiriicii kopiiklerde, hava tazeleyici spreylerde,
ayakkabi parlaticilarda kullamilmaktadir. Insanlarda karotenle etkilestigi igin viicut
sampuanlarinda daha yumusak saclar icin; losyonlarda, dis macunlarinda stabilizator,
yara Ortli materyallerinde viicut sivilarini absorbe edici olarak kullanilmaktadir
(Bhardwaj vd., 2000). Saglamligindan, biyouyumlulugundan ve viskoelastik
ozelliginden dolay1 stirdiiriilebilir salim tabletlerinde kullanilmaktadir. Son yiizyilda,
karragenanin farkli faarmasotik amaglarla biyomateryal olarak kullanimi da soz
konusudur. Yakin zamanda, kontrollii salim sistemlerinde gerek antioksidan olarak,
erekse coziinme Ozelligi diisiik Orneklerin ¢6ziinmesinde Onemli rol oynadigi

calismalar mevcuttur (Zhang vd., 2004; Hoffman vd., 2002; Dai vd., 2007).

Farmasitik

. i Guda
Biyomateryaller Endiistrisi

Karragenanin
Kullanim Alanlar

Tip Kozmetik

Sekil 1.11. Karragenanin kullanim alanlari.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyaller

MHB (Miiller Hinton Broth) besiyeri, giimiis nitrat (AgNO3) MERCK-Almanya, k-
karragenan, LB (Luria Broth) besiyeri ve agar agar Sigma-Amerika’dan temin
edilmistir. Staphylococcus aureus (ATCC 29213) ve Escherichia coli (ATCC 25922)
Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden (KUBTUAM) temin edilmistir. Biitiin s1v1 soliisyonlar ¢ift distile su

ile hazirlanmustir.

2.2.  Kullanilan Cihazlar

Otoklav: Niive OT 4060 (Ttirkiye)

Inkiibatér: Bakteri izolasyonu ve ¢ogalmasi ¢alismalarinda Hood TH 15 (Edmund

Biihler GmbH, Almanya) inkiibator kullanilmastir.

UV/Vis Spektrofotometre: Libra S70 UV/Vis Spektrofotometrisi (Biochrom,
Ingiltere)

Calkalamal Su Banyosu: BS-21 (JeioTech, Kore)

Manyetik Karnistirici: PC-420 (Corning, Amerika)

Analitik Terazi: XB 220A (Precisa, Amerika)

Ultrasonik Sonikatér: Sonorex Digital 10 P (BANDELIN Electronic GmbH&Co.
KG, Almanya)
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2.3.  Yontem

2.3.1. Karragenan Cozeltisinin Hazirlanmasi

Karragenan c¢ozeltisi hazirlamak icin kappa-karragenan kullanildi. 1lk olarak
%0,35’lik (agirlik/hacim) 100 mL karragenan ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,35 ¢
karragenan tartilarak 100 mL distile suya eklendi. Homojen bir ¢ozelti elde etmek

maksadiyla manyetik karistirici kullanilirken bir miktar 1s1 verildi.

2.3.2. Giimiis Nitrat (AgNQO3) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Glimiis nitrat derisiminin etkisini gozlemlemek amaciyla 1 mM, 5mM ve 10 mM
olmak tizere Ui¢ farkli derisimde ¢6zelti hazirlandi. 10 mM stok ¢ozelti hazirlamak
icin yaklasik 0,17 g giimiis nitrat tartilarak 100 mL suya eklendi ve manyetik
karistiricida bir siire homojenize edildi. Hazirlanan stok ¢ozeltiden diliisyon ile 1

mM ve 5 mM ‘lik ¢ozeltiler elde edildi.

2.3.3. KA-AgNPs’lerin Sentezlenmesi

AgNPs’leri karragenan ile kaplamak icin her grupta 1:1 (hacim:hacim) oranda
karragenan ve glimiis ¢6zeltisi kullanildi. Hazirlanan karragenan ¢ozeltisinden 30 mL
alinarak 100 mL’lik erlene aktarilip, karregenan karisimi manyetik karistiricilt bir
isiticida yaklasik 100 °C sicaklikta karistirilmaya baslandi. Cozelti kaynamaya
basladiginda, daha 6nceden hazirlanmis farkli konsantrasyonlarda (1 mM, 5 mM, 10
mM) gilimiis nitrat ¢ozeltileri yliksek hizda (800 rpm) karistirilan karragenan
¢ozeltilerine kontrollii olarak eklendi. Bu ¢ozeltilerin rengi seffaf renkten turuncu-
kahverengi arasindaki renklere doniistiigli anda Ag" iyonu Ag (0)’a indirgenerek
KA-AgNPs’lerin olustugu gozlemlendi. Bu renk degisimi gozlemlenene ve renk
sabitlenene kadar (120 dakika) cozeltileri yiiksek hizda karistirildi. Ornekler
saklamadan once 0,45 pm’lik filtreden gecirildi. KA-AgNPs’lerin homojen
dagilmasini saglamak i¢in sonikasyon uygulandi. KA-AgNPs hazirlanmas: Sekil

2.1’de sematik olarak gosterilmistir.
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30 mL % 0,35°lik KA ¢ozeltisi 30 mL AgNO, ¢ozeltisi (1 mM, S mM, 10 mM)
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1 mM KA-AgNPs 5 mM KA-AgNPs 10 mM KA-AgNPs

Sekil 2.1. KA-AgNPs hazirlanmasi
2.4. KA-AgNPs’lerin Karakterizazyonu
2.4.1. KA-AgNPs Olusumunun Makroskopik Olarak Gozlemlenmesi

NPs olusumunun disaridan fark edilebilen en belirgin gostergesi, reaksiyon
ortaminda meydana gelen gozle goriiliir renk degisimidir. Bu sebeple, KA-AgNPs

olusumu Oncelikle bu sekilde gézlemlenmistir.
2.4.2. UV/IVis Spektrofotometre Analizi

KA-AgNPs gruplarmin 300 ile 700 nm arasindaki absorbans spektrasi UV-Vis
spektrofotometre (Libra S70 UV/Vis Spektrophotometer, Biochrom, Ingiltere) ile
KUBTUAM’da olgiilmiistiir. Kullanilan dalga boyu araliginda gozlemlenen

karakteristik tepe noktalart AgNPs olusumunun gostergesi olmustur.
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2.4.3. XRD Analizi

Yalnizca karragenan ve KA-AgNPs’lerin molekiiler ve kristal yapilarini belirlemek
amactyla XRD analizi yapilmistir. Bu analiz, Orta Dogu Teknik Universitesi
(ODTU) Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda bulunan Rigaku Ultima-1V marka

cihaz kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
2.4.4. SEM Analizi

Sentezlenen KA-AgNPs’lerin pargacik biiytikliiklerinin, boyut dagilimlarinin, yiizey
morfolojisinin ¢dziimlenmesi amaciyla SEM analizi yapilmistir. Bu analiz, ODTU
Merkezi Aragtirma Laboratuvari’nda bulunan QUANTA 400 F Field Emission
marka SEM cihazi ile gerceklestirilmistir.

2.45. FTIR Analizi

Sentezlenen KA-AgNPs’lerin kimyasal yapis1 FTIR analizleri ile KUBTUAM da
analiz edilmistir. Her bir spektrum, ZnSe ATR kristal hiicresi iistiinde yapilan
dlciimlerle 4 cm™ ¢oziiniirlik ve 16 tarama sayis1 kullanilarak 4000—400 cm™

spektral aralikta % transmitans’a kars1 dalga sayis1 (cm™) olarak ¢izilmistir.
2.4.6. Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Sentezlenen KA-AgNPs’lerin ortalama hidrodinamik g¢aplari (Zort) Ve zeta potansiyel
(ZP) degerleri KUBTUAM’da bulunan Malvern ZetaSizer Nano ZS aleti (Malvern

Instruments, Malvern-UK) marka zetasizer cihazi kullanilarak belirlenmistir.

2.4.7. Termal Analizler

Karragenanin ve KA-AgNPs’lerin sicakliga bagl olarak kiitlesinde meydana gelen
degisimin izlenmesi amaciyla KUBTUAM’da bulunan Q500 (HITACHI-Japonya)

termogravimetrik analiz cihazi kullanilarak TGA analizi yapilmustir.
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2.4.8. EDS Analizi

Ornek igeriginde bulunan elementlerin kalitatif mikroanalizi EDS analizi ile tespit
edilmistir. Bu analiz, ODTU Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda bulunan
QUANTA 400 F Field Emission marka SEM cihazi ile gergeklestirilmistir.

2.4.9. Stabilite Testi

KA-AgNPs’lerin farkli tuz derisimlerindeki (%10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 0
agirlik/hacim) kararliligina, bir giin siire ile inkiibe edildikten sonra (37°C, 200 rpm)
UV-Vis spektroskopisi kullanilarak 300 ile 700 nm araligindaki spektrum

Ol¢iimleriyle incelenmistir.

2.5.  Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri
2.5.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Testi

Elde edilen orneklerin antimikrobiyal etkisinin gozlemlenmesi amaciyla agar
kuyucuk diflizyon testi uygulanmis ve inhibisyon gaplari (zone) belirlenmistir. Test
mikroorganizmasi olarak gram pozitif S. aureus (ATCC 29213) ve gram negatif E.
coli (ATCC 25922) bakterisi kullanilmistir. Bakteriler 20°ser mL LB besiyeri
kullanilarak 37 °C’de, 24 saat boyunca ¢alkalamali su banyosunda inkiibe edilmistir.
Bu test i¢in her bakteri ¢esidinde Mcfarland Standardinin saglanmasi gerekmektedir.
Dolayistyla yogunluk 0,5 (108 mikroorganizma/mL) olacak sekilde ayarlanmis ve

istenilen bulaniklik olusturulmustur.

Agar lizerine yapilacak analiz isleminde standart prosediir izlenmistir. Her bakteri
grubu icin 4’er tane olmak {izere toplam 8 petri kabinda c¢alisilmistir. Bunun igin 160
mL Muller Hinton Agar kullanilarak ¢ozelti hazirlanmis ve petri kaplarina esit
miktarda paylastirillmistir. Agarlar istenilen yogunluga geldikten sonra bakteri
cozeltisinden 100 pL almarak petrilere ekiivyon c¢ubugu ile yayilmistir. Agar
tizerinde Sekil 2.2°de belirtilen sekilde 7°ser mm c¢apinda kuyucuklar agilmstir.
Olusturulan kuyucuklara 100’er uL 6rnek eklenmis. Agar kuyucuk testinde, negatif

kontrol olarak sreil su, pozitif kontrol olarak Streptomisin (1 mg/mL), 6rnek olarak
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karragenen ¢ozeltisi ve KA-AgNPs ¢ozeltileri kullanilmistir. Petri kaplar1 34 °C’de
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda zone ¢aplar1 6l¢iilerek inhibisyon
degerleri kaydedilmistir (CLSI, 2006). Yapilan agar kuyucuk diflizyon testinin

sematik goriiniimii Sekil 2.2°de verilmistir.

Sekil 2.2. Agar kuyucuk diflizyon testinin sematik goriiniimii

2.5.2. Siv1 Kiiltiir Testi

Swv1 kiiltiir testi ile sentezlenen KA-AgNPs’lerin antimikrobiyal o6zellikleri sivi
besiyerinde test edilmistir. Bu test i¢in de negatif kontrol olarak besiyerine steril su,
pozitif kontrol olarak Streptomisin ¢ozeltisi ve Ornek olarak karragenan ve KA-
AgNPs ¢ozeltileri eklenmistir. Deneyler falkon tiiplerde yapilmis ve her falkon i¢in 4
mL LB, 0,5 mL steril su, antibiyotik, karragenan ya da KA-AgNPs 6rnegi ve 0,5 mL
108 hiicre/mL mikroorganizma ¢ozeltisi eklenmistir. Ornekler calkalamali su
banyosunda 37 °C’de 125 rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda, her 6rnek i¢cin 600 nm’de optik yogunluk 6l¢timii yapilmistir. Bunun
yani sira, s1vi kiiltiir ortamlarindan alinan 6rnek 10 seyreltilerek kati ortama ekilmis
ve bir giinliik inkiibasyon sonunda, kat1 ortamda {ireyen koloniler gézlemlenmistir

(CLSI, 2006). Yapilan antimikrobiyal testi Sekil 2.3’te sematize edilmistir.
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Sekil 2.3. Sivi kiiltiir testi
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.  Makroskopik Gozlem

AgNPs’ler kahverengi tonlu renkli ¢6zeltilerdir. Buradan yola ¢ikarak soliisyon
renginde meydana gelen degisimler ile KA-AgNPs’lerin olustugu makroskobik
olarak gozlemlenmistir. Farkli derisimlerde sentezlenen KA-AgNPs’ler Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Yapilan ¢calismada 1 mM’lik grupta renk degisimi ¢ok az oldugu igin,

bu derisimde AgNPs olusumunun diisiik oldugu goriilmiistiir.

ag l cg

Sekil 3.1. KA-AgNPs olusumunun makroskopik gézlenmesi ((a) 1 mM, (b) 5 mM,
()10 mM)

3.2.  UV-Vis Spektroskopisi Analizi

UV-Vis spektrofotometrisi, AGNPs olusumunu dogrulamak i¢in kullanilan yaygin
yontemlerden bir tanesidir. KA-AgNPs olusumunun tespiti, farkli Ag derisimleri
kullanilarak hazirlanan gruplarin  UV-Vis spektrumlarinda Kkarakteristik tepe
noktalarinin goézlemlenmesi ile yapilmistir ve elde edilen bulgular Sekil 3.2°de
gosterilmigtir. Olusan AgNPs’ler ylizey plazmon rezonansindan dolayr goriiniir
bolgedeki 15181 absorbe etmektedir. Mie’nin Teorisine gore NPs’ler kiiresel ya da yar1

kiiresel formda oldugundan tek bir pik noktasi vermektedir (Heath vd., 1989). Ayni
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zamanda tek bir pik noktas1 kiiciik ve monodispers yapida NPs elde edildigini
gostermektedir. KA-AgNPs 1 mM grubunda spektral tarama ile tespit edilebilir
diizeyde AgNPs sentezlenmemistir. Diger gruplarda (5 mM ve 10 mM) islem
sonunda NPs elde edildigi gorsel olarak da goriilmistiir. 5 mM’lik AgNPs grubu,
420 nm dalga boyunda NPs olusumunu isaret eden karakteristik tepe noktasi
vermistir. 10 mM’lik AgNPs grubu ise, 417 nm dalga boyunda NPS olusumunu isaret
eden Kkarakteristik tepe noktasi goriilmektedir. 5 mM ve 10 mM gruplarn
karsilastirildiginda, 10 mM grubuna ait pik daha belirgindir. Bu daha yogun NPs
olusumunu isaret etmektedir. Remita vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada da 402

ve 420 nm dalga boyunda tepe noktasi goriilmesiyle NPs olusumunun dogrulandigi

goriilmiistiir.
14
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Sekil 3.2. Farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin UV-Vis spektrumlari

3.3.  XRD Sonuglari

Yalnizca karragenana ait ve KA-AgNPs’lere ait XRD sonuglar1 Sekil 3.3. a’da
verilmistir. Yalnizca karragenana ait 20 agisinda XRD piki 22,17°"dir. Buradaki
genis tepecik seklindeki pik, karragenanin semikristalin yapida oldugunu
gostermektedir (Liew vd., 2017). KA-AgNPs’lerde ise 20 agisinda XRD pikleri
(111), (200), (220) ve (311) kristalografik diizlemlerine karsiik 27,79°, 32,37°,
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46,58° ve 54,90°°dedir. XRD ile sentezlenen KA-AgNPs’lerin yiizey merkezli kiibik
kristal yapida oldugu gorilmustiir (Elsupikhe vd., 2015). Shameli vd. (2012)

tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3.3. (a) Yalnizca KA ve (b) KA AgNPs’ye ait XRD verileri
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3.4. SEM Analizi

SEM goriintiilemeleri ile farkli konsantrasyonlarda AgNOs igeren soliisyonlara
karragenan eklenerek elde edilen NPs’ler incelenmis ve KA-AgNPs’lerin SEM
goriintilleri  Sekil 3.4. ve 3.5’te verilmistir. SEM goriintiileri incelendiginde
sentezlenen AgNPs’lerin homojen biiyiikliikte dagildigi goriilmektedir. AgNPs’ler
cogunlukla kiire seklindedir. 20000 biiyiitme goriintiileri incelendiginde; Ag derisimi
arttikca pargacik boyutunun azaldigi goriilmektedir. Ayni zaman da yine Ag derisimi
arttikca pargacik sayist da artmistir. Elsupikhe ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada
da benzer sonuglar elde edilmistir (Elsupikhe vd., 2015).

Sekil 3.4. KA ve farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin SEM goriintiileri
(x5000 biyiitme); (a) KA, (b) 1 mM KA-AgNPs, (c) 5 mM KA-AgNPs, (d) 10 mM
KA-AgNPs
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Sekil 3.5. KA ve farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin SEM goriintiiler
(x20000 biiyiitme); (a) KA, (b) 1 mM KA-AgNPs, (c) 5 mM KA-AgNPs, (d) 10 mM
KA-AgNPs

3.5. EDS Analizi

KA-AgNPs’lerde bulunan belirli elenmentler EDS analizleri ile belirlenmis ve
sonuclar Sekil 3.6’da verilmistir. NPs’lere ait EDS spektrumlar1 Ag ve beklenen
biitiin elementlerin varligini gdstermistir. Ozellikle giiglii sinyaller incelendiginde
bunlar Ag atomlarina ait oldugu ve metal AgNPs elde edildiginin tipik gostergesidir
(Apte vd., 2013). Ayrica AgNPs’lerin herhangi bir yabanci madde igermedigi de
gosterilmistir. C, O ve S pikleri ise, AgNPsS sentezi sirasinda KA kullanildiginin
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kanitidir. Roy ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sonuclar elde edilmistir

(Roy vd., 2019).
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Sekil 3.6. Farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin ((a) 1 mM, (b) 5 mM, (c)
10 mM) EDS analiz sonuglar1
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3.6. FTIR Analizi

KA ve KA-AgNPs’lere ait FTIR spektrumlart Sekil 3.7 ‘de gosterilmistir. KA’nin
FTIR spektrumunda gozlemlenen 3385,16 cm ’deki pik OH gerilimine yani
hidroksil grubuna aittir. Sirasiyla, 2897,26 cm™’deki pik C-H gruplarina, 1636,12
cm’deki pik suya, 1459,75 cm’ deki pik siilfat grubuna, 1230,51 cm ™Y’ deki pik
ester siilfat grubuna, 1036,54 cm™’deki pik glikozidik baga, 867,26 cm™’deki pik
3,6-anhidro-D-galaktoza, 841,42 cm™’deki pik C-O-S C-4-galaktoz iizerinde bulunan
sekonder siilfata aittir (Pereira vd., 2009; Pourjavadi vd., 2004). 1500-800 cm™

araliginda KA’ya ait karakteristik bantlagma mevcuttur.

KA-AgNPs’lerin FTIR spektrumlart ile yalnizca KA’ya ait FTIR spektrumlari
karsilastirildiginda, spektrumlarin  benzer oldugu goriilmektedir. Karragenan
polimerinde bulunan karbonhidrat radikallerinin oksidasyonu ile karbonil gruplar
olusmustur (Shameli vd., 2012). 100-500 cm™ arasinda gériilen absorpsiyon pikleri
ise karragenan zincirinin hidroksil grubunda bulunan oksijen ile AgNPs arasindaki
etkilesim sonucu meydana gelmistir. AgNO3’iin eklenmesiyle 1369,83 cm™’de yeni
bir absorpsiyon piki ortaya ¢ikmistir. Bu etkilesim pozitif yiiklii AgNPs’ler ile
negatif yiiklii karragenan arasindaki Van Der Waals baglari ile olusmustur (Shameli
vd., 2012; Li vd., 2015; Luo vd., 2015). KA’ya ait -SO2 ve -COO" ‘ye ait piklerin
AgNPs yapisinda da goriilmesinin polimerden kaynaklandigi barizdir. Fakat bu
piklerin ayni yogunlukta olmamasinin sebebi polimerin Ag" ile etkilesmesi ve
KA’nin oksidasyona ugramasidir. Pereira vd. (2009) tarafindan yapilan galigmada da

benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3.7. Farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin ve yalnizca KA’nin FTIR

spektrumlari

3.7.  Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenen KA-AgNPs gruplarinin zeta potansiyeli Sekil 3.8’de verilmistir. Buna
gore biitliin gruplarin zeta potansiyelinin negatif oldugu anlagilmistir. Bu da
nanoparg¢aciklarin yiiksek negatif yilizey yiikiine sahip olduklarini gdostermektedir.
Ayn1 zamanda negatif yiizey yiikii pargaciklarin homodispers dagilmasini da
saglamaktadir (Haider vd., 2014). Bunun yani sira, pargaciklar birbirini ittigi i¢in

s1v1 bir soliisyon igersinde de yiiksek stabiliteye sahiptir (Farhadi vd., 2017).
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Zeta Potansiyel Dagilum
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Sekil 3.8. Farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin zeta-potansiyel dagilimlari
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Zeta boyut dagilimi sonuglart Sekil 3.9’de gosterilmistir. Hidrodinamik caplar
incelendiginde, Ag derisimi arttik¢a hidrodinamik ¢apin azaldigi goriilmistiir. Yani,

Ag derisimi arttikca NPS boyutu azalmis, dolayisiyla agregasyon da azalmistir.
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Sekil 3.9. Farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin zeta-boyut dagilimlari
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Zeta potansiyel ve zeta boyut dagilimina ait veriler Cizelge 3.1°de verilmistir. Zeta
potansiyelinin negatif olmasi kaplama materyalinin stabilizator etkisinin olumlu
oldugunu gostermektedir. Negatif ylizey yiikii her bir polimer zincirinin birbirini
ittigini ve parcacilarin homodispers yapida oldugunu gostermektedir. Bundan dolayz,
NPs’ler homojen dagilim saglamis ve sivi ¢ozelti icerisinde topaklanma yapmamustir.
Ayn1 zamanda negatif yiizey yiikii dogrudan antibakteriyel aktivitenin de var

oldugunu ifade etmektedir (Halder vd., 2014; Farhadi vd., 2017; Salvioni vd., 2017).

Cizelge 3.1. KA-AgNPs’lerin zeta potansiyel ve zeta boyut dagilimlari

Ornekler Zeta Potansiyel Zeta Boyutu
(mV) (nm)

1 mM KA-AgNPs -52.1 1012

5 mM KA-AgNPs -53 713

10 mM KA-AgNPs -40 284.7

3.8. TGA Analizi

KA ve KA-AgNPs’lere ait termogramlar termal dekompozisyon sirasinda kaybedilen
kiitleyi gostermektedir ve Sekil 3.10’da verilmistir. Her termal dekompozisyon
molekiilde bulunan suyun evoporasyonu ve polimer matriksinin bozulmasindan
kaynaklanmaktadir. KA ve AgNPs’lere ait termogramlar incelendiginde, ¢ok asamali
bir dekompozisyon oldugu goriilmektedir. Yalnizca KA’ya ait termogram
incelendiginde, ilk kiitle kayb1 38 °C civarinda yapida bulunan nemin evoporasyonu
sonucu olmus ve bu da kiitlenin yaklasik %3’iiniin kaybedildigini gostermektedir.
Termal dekompozisyonun ikinci asamasi 227 °C civarinda olmustur ve bu asamada
polimer yapisinda bulunan siilfiirdioksitler bozunmus ve polimer matriks degrade
oldugundan KA dekompozisyona ugramistir. AgNOsz eklenmesiyle yapida bulunan
nemin buharlasmast 40 °C civarinda olmus ve termal dekompozisyonun ikinci
asamasi 262 °C’de basglamistir. Bu sonuglardan hareketle, polimere AgNO3

eklenmesiyle KA’nin termal stabilitesinde degigmeler olmustur. Bunun yani sira
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yapida bulunan Ag’den dolayi, 900 °C’nin sonunda artan kalintt miktarinda artig da
olmustur. Liew ve ark. tarafindan yapilan calismada da benzer sonuglar elde

edilmistir (Liew vd., 2017).
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Sekil 3.10. (a) KA ve (b) KA-AgNPs’lerin TGA analiz sonuglari
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3.9. Stabilite Testi

KA-AgNPs’ler farkli tuz derisimli ortamlarda inkiibe edilmis ve bir giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda, KA-AgNPs’lerin kararligi yapilan UV-Vis
spektrofotometre Ol¢limleri ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.11°de
verilmistir. 1 mM’lik grupta sadece tuz icermeyen grupta pik olusmus, diger biitiin
tuz derisimlerinde pik derinligi tamamen yok olmustur. inkiibasyon siiresince, 5
mM’lik NPs grubunun absorpsiyon profillerinde sadece %10’luk NaCl ¢dzeltisinde
400 nm’den 450 nm’ye bir kayma olmustur. %0,625’1ik NaCl ¢ozelti derisiminde
kayma bir sekilde azalmis, genisleyerek basiklasmistir. Bunun aksine, %10 NaCl
derisiminde belirgin bir diisiis gozlemlenmistir. Bu degisimler, bu gruptaki
nanoparacik stabilitesinin iyonik kuvvet degisimlerine karsit ¢cok hassas oldugunun
gostergesidir. 10 mM’lik gruba ait absorpsiyon pikleri incelendiginde, tuz igermeyen
grupta belirgin bir pik olusmus, diger gruplarda goézlemlenmemistir. Biitiin tuz
derigimlerinde pik derinligi neredeyse tamamen yok olmustur. Bu ¢alismanin
sonucuna gore, tuzlu ortamda en kararli olan grup 5 mM KA-AgNPs’nin oldugu

goriilmiistiir.

AgNPs’lerin tuzlu ortamda stabilitesi biiyiik dl¢lide nanopartikiilleri stabilize etmek
i¢in kullanilan polimerik ajana ve sterik etkiye gore degismektedir. Bu sebeple daha
kiiglik hacimli AgNPs’ler daha fazla tuz stabilitesi gostermektedir. Aragao vd. (2016)

tarafindan yapilan bir ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3.11. Farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin farkli derisimlerde NaClI

icerisindeki stabilite sonuglari
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3.10. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

3.10.1. Agar Difiizyon Testi

Sentezlenen KA-AgNPs’lerin antimikrobiyal etkinligi agar kuyucuk difiizyon test ile
incelenmistir. Agar difiizyon testi gorlntiileri Sekil 3.12°de verilmistir. Yalnizca
karragenana ait inhibisyon caplar1 incelendiginde her iki bakteri g¢esidinde de
herhangi inhibisyon zonu olmadig1 goriilmektedir. Bunun sebebi, saf karragenanin
antimikrobiyal etkiye sahip olmamasidir. Her iki bakteri ¢esidi i¢in de 1 mM, 5 mM
ve 10 mM gruplarina ait inhibisyon caplar1 Cizelge 3.2°de verilmistir. Caplar
incelendiginde, 1 mM’lik grubun her iki bakteri ¢esidi i¢in de antimikrobiyal etki
gostermedigi goriilmektedir. 5 mM ve 10 mM’lik gruplar ise her iki bakteri ¢esidi
icin de antimikrobiyal aktivite gdstermistir. 1ki grup kendi arasinda
karsilastirildiginda ise, AgNPs’lerin gram pozitif olan grupta, yani S. aureus
bakterisinde daha etkili oldugu goriilmektedir. Ayni1 zamanda maksimum inhibisyon
capt da S. aureus bakterisine ait 10 mM grubuna aittir. Buradan yola ¢ikildiginda,
sentezlenen KA-AgNPs’lerin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Zepon ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir (Zepon
vd., 2018).
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Sekil 3.12. Farkli derisimlerde hazirlanan KA-AgNPs’lerin S.aureus ve E.coli

bakterisi kullanilarak yapilan agar diflizyon testi sonuglar1 (KA: karragenan, SU:
Steril su, A: Antibiyotik, 1 mM: 1 mM KA-AgNPs; 5 mM: 5 mM KA-AgNPs, 10
mM: 10 mM KA-AgNPs)

Genel olarak antimikrobiyal aktivite incelendiginde, AgNPs’lerin bakterilerin hiicre
duvarlarina saldirarak yapiyr bozdugu diisliniilmektedir. Burada parcaciklarin
mikroorganizma yapisint bozmasinda NPs’lerin yiizey alan1 ve elektrostatik
etkilesimi dogrudan rol oynamistir. Genis yiizey alanina sahip nanoyapilar etkilesimi

arttirmustir (Seong vd., 2017).
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Cizelge 3.2. E.coli ve S.aureus a ait inhibisyon ¢aplari

Ornekler E. coli Inhibisyon Zonu S.aureus Inhibisyon
(mm) Zonu (mm)

Streptomisin 34,67+0,41 26,67+1,47

Negatif Kontrol (Steril su) 0 0

KA (% 0,351ik) 0 0

1 mM KA-AgNPs 0 0

5 mM KA-AgNPs 11,33+0,41 15,67+0,44

10 mM KA-AgNPs 12,67+0,41 17,67+1,15

3.10.2. Siv1 Kiiltiir Testi

Agar kuyucuk difiizyon testinin yani sira, sentezlenen KA-AgNPs’lerin
antimikrobiyal etkinligi sivi kiiltiir testi ile de arastirilmistir. Sivi kiiltiir test
sonuclarina gore, her iki bakteri ¢esidi i¢in de karragenanan ait antibakteriyel aktivite
gozlemlenmezken, AgNPs gruplari her iki bakteri tiirii iginde antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Sekil 13 ve Sekil 14). Fakat, E.coli ile yapilan ¢alismada 1 mM’lik
AgNPs grubunun herhangi bir etki gostermedigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.14. E.coli bakterisi i¢in yapilan s1vi ortamda antimikrobiyal test sonuglari
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Bakteri kiiltiirlerinin 24 saatlik inkiibasyonundan sonra, her bir grup i¢in 600 nm
dalga boyunda optik yogunluk Ol¢iim yapilmis ve bakteri kiiltiirleri 10 kat
seyreltilerek kat1 besiyerine ekimi yapilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda,
olusan koloniler incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da
verilmistir. Gruplara ait optik yogunluklar ve kat1 kiiltiirler karsilastirildiginda, 5 ve
10 mM AgNPs’lerin gram negatif bakteri grubunda daha gii¢lii antimikrobiyal etki
gosterdigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin ise, bakterilerin hiicre duvarlar yapilariyla
alakal1 oldugu diisiiniilmektedir. Gram pozitif bakterilerde ¢ift peptidoglikan tabakali
kalin bir hiicre duvar1 bulunurken, gram negatif bakterilerde ince bir peptidoglikan
tabakasiyla birlikte dis bir membran bulunmaktadir (Anitha vd., 2012). Bu sebeple S.
aureus bakterisi daha kalin peptidoglikan tabakasina sahip oldugundan, hazirlanan
nanoparcacilar1 absorbe etmesi ve sitoplazmasina almasi daha zordur (Pal vd., 2007).
Bunun yani sira 1 mM KA-AgNPs grubunun S. aureous iizerinde bir miktar
antimikrobiyal etkiye sahip olmasinin yani sira, E. coli iizerinde antimikrobiyal
etkiye sahip olmadigi da goriilmiistiir. Ayrica 10 mM S-AgNPs grubunun sivi kiiltiir
testinde de her iki bakteri tiirli icin daha fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu,
hatta kullanilan antibiyotik kadar bakterileri 6ldiirme etkinin oldugu hem OD

Olctimleri hem de koloni olusumu ile tespit edilmistir.
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Sekil 3.15. S. aureous bakterisine ait optik yogunluk Ol¢iim sonuglart ve kati

besiyerine aktarilan 6rnegin agar goriintiileri
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Sekil 3.16. E. coli bakterisine ait optik yogunluk 6l¢iim sonuglari ve kat1 besiyerine

aktarilan 6rnegin agar goriintiileri

AgNPs’lerin  bakterilerde  goriilen inhibisyon mekanizmasi net olarak
bilinmemektedir. Bunu agiklarken sdyle bir yorum yapmak miimkiindiir; pozitif
yiklii Ag" iyonlar1 ya da AgNPs’lerin bakteriyel proteinlerle etkilesmesi sonucu
bakteri DNA’s1 fosfor ve siilfiirle baglanir. Boylece DNA replikasyonu olmaz ve

52



hiicre 6limii gerceklesir. Diger bir yorum ise, AgNPs’lerin bakteriyel membranla
etkilesmesi sonucu serbest radikallerin hasar meydana getirmesi ve membran
permeabilitesinin artmasiyla hiicre 6liimiiniin meydana gelmesidir. Duran ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada da benzer sonuglar elde edilmistir (Duran vd.,

2016).
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4. SONUCLAR

Bu caligmada, karragenan polimeri hem indirgeyici hem kaplayici ajan olarak
kullanilarak yesil bir sentez yontemi ile karragenan kapli glimiis nanoparcaciklar
basarili bir sekilde sentezlenmis, c¢evre dostu, ucuz ve oOl¢eklenebilir bir yontem
kullanilarak AgQNPs sentezlenmesine yonelik c¢alismalar sunulmustur. Ayrica,
nanomalzeme alaninda karbonhidrat polimerleri kullanilabilecegine, karragenan
temelli glimiis nanopargaciklarin nanomateryal bazli antimikrobiyal ilaglarda umut
verici bir uygulama metodu olduguna dikkat g¢ekilmektedir. Bu tez ¢alismasinda

asagidaki sonugclar elde edilmistir;

e Literatiirden hareketle {i¢ yontem denenmis ve en uygun olan ydntemin 1s1
yontemi oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple calismada 1s1 ile nanoparcacik elde
edilmistir.

e Sentezlenen nanopargacik gruplarinin (1 mM, 5 mM, 10 mM) spektroskopik
Olciimi yapilmig, 5 mM ve 10 mM gruplarinda 1 mM grubuna kiyasla
literatiire daha uygun AQNPs elde edildigi, Ag derisiminin artmasiyla
absorbans degerlerinin de arttig1 goriilmiistiir.

e Zeta potansiyeli analizi ile elde edilen AgNPs’lerin hepsinin zeta
potansiyelinin negatif oldugu gorilmiistiir.

e SEM analizi ile homojen dagilimli NP’ler elde edildigi ve Ag derisiminin
artmastyla NP boyut ve dagiliminin nasil degistigi tespit edilmistir.

e FTIR ile glimiis nanoparcacilar ile karragenan etkilesimi irdelenmis ve
AgNPs yapisindaki fonksiyonel gruplar belirlenmistir.

e EDS ile elemental dagilim acgiklanmis ve giimiis varligi gosterilmistir.

e TGA analizi ile yalnizca KA’ nin ve KA-AgNPs’lerin bozunma sicakliklar ve
nanoparcaciklarin KA ile kaplanmasiyla bozunma sicakliginin nasil degistigi
gosterilmistir.

e XRD analizi ile yalmzca KA ve KA-AgNPs’lerin kristalik yapist incelenmis
ve AgNPs’lerin semikristalin yapida oldugu goriilmiistiir.

e Stabilite testi ile nanopargaciklarin suda ve tuzlu ortamda kararliligi

incelenmistir.
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Uc nanoparcactk grubu igin katt ve sivi besiyeri ortami kullamlarak
antimikrobiyal aktivite tayini yapilmistir. Her iki test ortami i¢in de E.coli ve
S. aureus bakterileri kullanilmig, AgNPs’lerin kullanilan gram negatif ve
gram pozitif bakteriler i¢in antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

gorilmistiir.
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