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YUKSEK LiSANS TEZi

KAHVE CEKIRDEGI EKSTRAKTI iLE SELENYUM NANOPARTIKUL URETIiMi
Pmmar BALUKEN

Agustos 2022, 47 sayfa

Nanopartikiiller, iistiin 6zelliklerinden ve sundugu birgok avantajdan dolay1 gliniimiizde en ¢ok
calisma yapilan alanlardan biri haline gelmistir. Diisiik maliyetli, toksik olmayan, ¢evre dostu
ve Uretilmesinde higbir kimyasal madde gerektirmeyen bir yesil sentez yontemi
kullanilmaktadir.

Yapilan bu ¢alismada, yesil kahve ¢ekirdeginden bazi biyoaktif bilesiklerinin ekstraksiyonunda
Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak yanit yiizey yontemiyle optimize edilmis ve optimize
edilen kosullarda elde edilen ekstrakt kullanilarak mikrodalga destekli selenyum nanopartikiil
iiretimi  gerceklestirilmistir. Uretilen selenyum nanopartikiillerin 350-400 nm arasinda
absorbans gosterdigi tespit edilmistir. Nanopartikillerin yiizey morfolojisi ve boyutu
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile belirlenmistir ve kiiresel yapili yaklasik 100 nm
olan nanopartikiiller tiretilmistir. FTIR analizi ile indirgemeye etki eden fonksiyonel gruplar
belirlenmistir. Ayrica iretilen selenyum nanopartikullerin amorf (diizgiin olmayan) yapida
oldugu ve yiiksek sicakliklarda stabilitesini koruyabildigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yesil kahve ¢ekirdegi, selenyum nanopartikiil, yesil sentez, optimizasyon.



ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION OF SELENIUM NANOPARTICLES WITH COFFEE BEAN
EXTRACT

Pinar BALUKEN
August 2022, 47 pages

Nanoparticles have become one of the most studied areas today due to their superior properties
and many advantages. A green synthesis method is used, which is low cost, non-toxic,
environmentally friendly and does not require any chemicals in its production. In this study,
the extraction of some bioactive compounds from green coffee beans was optimized by
response surface method using Box-Behnken experimental design and microwave-assisted
selenium nanoparticle production was carried out using the extract obtained under optimized
conditions. It was determined that the produced selenium nanoparticles showed absorbance
between 350-400 nm. The surface morphology and size of the nanoparticles were determined
by transmission electron microscopy (TEM) and spherical nanoparticles of about 100 nm were
produced. Functional groups affecting the reduction were determined by FTIR analysis. In
addition, it was determined that the produced selenium nanoparticles were in amorphous (non-
uniform) structure and could maintain their stability at high temperatures.

Keywords: Green coffee bean, selenium nanoparticle, green synthesis, optimization.
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BIiRINCi BOLUM

Giris

Arastirmanin Konusu ve Problemi

Nanoteknoloji kimya, muhendislik bilimleri, fizik ve malzeme bilimini bir arada
birlestiren ¢ok disiplinli bir bilim alanidir. Ana amac1 kontrollii sekil ve boyutlarda nano 6lgekli
malzemeleri tasarlamak, karakterize etmek ve tretmektir. 100 nm'den kuguk boyutlara sahip
malzemelerle ilgilenir. Bu malzemeler; nanoparcaciklar, nanokompozitler ve nanoyapilar
olarak da adlandirilir. Bu tiir malzemeler mekanik, elektriksel, optik ve manyetik 6zelliklere
sahiptir. Son yillarda bu nanomalzemeler akilli ve ¢ok islevli olarak ortaya ¢ikmistir. Bu da
nanomalzemelerin sentezi i¢in ilgi ¢ekici olmustur. Nanomalzemelerin farkli sentez yollari,
fiziksel, kimyasal ve biyolojik sentez yaklasimlari olmak {izere diinyanin dort bir yanindaki
aragtirmacilar tarafindan incelenmeye baslanmistir. Kimyasal ve fiziksel sentez yontemleri
araciligiyla nanomalzemelerin boyutu ve sekli tizerindeki yiiksek kontrole ragmen, genellikle
sentez siirecine eslik eden tehlikeli toksik yan iiriinlerin salinmasiyla ilgili biiyiik endiseler
vardir. Bu tiir riskli sentez yaklasimlarmin tistesinden gelmek icin biyolojik senteze biyik bir
ihtiya¢ duyulmustur (Omran, 2020). Bundan dolay1 nanopartikiillerin yesil sentezi, maliyet
bakimindan diisiik, hizli sentez ve c¢evreyle uyumlu olmasindan dolay:r siklikla tercih
edilmektedir. Bitki 6zleri ile mikroorganizmalarin kullanilmasiyla olan yesil sentez yontemi,
fiziksel ve kimyasal yontemlere karsi uygun bir alternatiftir (Adibian vd., 2022). Nanopartikl
yesil sentez teknikleri, nanopartikiillerin olusumunda dogal biyorediiktanlar ve stabilizatorlerin

kullanilmas1 nedeniyle tek adiml, g¢evre dostu ve ekonomik bir yontem olarak kabul

gormektedir (Fardsadegh, & Jafarizadeh-Malmiri, 2019)

Selenyum, kristal veya amorf olmak iizere farkli polimorfik yapilar gosteren, dogada
mevcut olan ve insanlarda ¢oklu biyolojik siireglerin ¢aligmasi icin gerekli olan bir elementtir
(Mellinas, Jiménez, & Garrig6s, 2019). Selenyumun eksikligi kardiyovaskiiler, kanser ve
bagisiklik sistemi hastaliklar1 gibi bir¢ok ciddi durumlarla iligkilendirilmistir. Bununla birlikte,
uzun sdreli selenyum takviyesi veya daha yiiksek konsantrasyonlar toksisiteye neden olabilir.
Bitki 6zleri kullanilarak iiretilen selenyum nanopartikiillerin yesil sentez yontemleri toksik
kimyasallarin kullanimin1 gerektirmez. Yesil sentez metodu nanopartikiillerin sekli, boyutu ve

kararliligi tizerinde etkilidir. Bu sekilde sentezlenen selenyum nanopartikiiller kanser tedavisi,



molekiiler tani, hedefe yonelik kemoterapi ve ilag dagitim sistemi gibi biyomedikal
uygulamalarda 6zel bir potansiyele sahiptir (Pyrzynska & Sentkowska, 2021). Nanopartikiller
arasinda selenyum nanopartikiilleri kimyasal, biyolojik, tibbi ve farmasotik 6zelliklerinden
dolay1 ¢ok dikkat ¢ekmektedir. Selenyum nanopartikiillerin tiroid hormon metabolizmasi,
viicudun savunma sistemi ve ¢ok sayida kanser metastazi tarafindan gii¢lii bir sekilde kontrol
edilebilecegi gibi, insan ve diger canlilarin saglig1 i¢in gerekli olan peroksidaz, tioredoksin
reduktaz ve glutatyon dahil olmak tzere 6nemli selenoenzimlerin biyosentezinde 6nemli bir
role sahiptir (Fardsadegh vd., 2019).

Yesil kahve, Coffea meyvelerinden (Coffea arabica, Coffea canephora) elde edilen
kavrulmamis kahve cekirdekleridir (Sekil 3). Kavrulmus kahveden daha fazla klorojenik asit
icerir. Yesil kahvede bulunan klorojenik asidin sagliga faydalari oldugu diisiiniilmektedir. Kan
damarlarmi1  etkileyerek kan basmmcmi  diisiirebilir.  Yesil kahve c¢ekirdeklerinin
biyoyararlaniminin ve aktif maddelerinin nano boyutta daha faydali olabilecegi soylenmektedir
(Garg, Shukla, & Choudhury, 2021).

Literatiirde, yesil kahve ¢ekirdeginden biyoaktif maddelerin ultrasonikasyon destekli
ekstrakisyonun optimizasyonuna ve yesil kahve ¢ekirdeginden mikrodalga destegi ile selenyum
nanopartikiil {iretimine yonelik c¢alismalarin eksikligi arastrmanin  konusunu ortaya

koymaktadir.

Arastirmanin Amaci

Yapilan bu caligmada, kahve c¢ekirdegi kullanilarak Box-Behnken deney tasarimiyla
biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunun yanit yiizey yontemi ile optimizasyonunun
gerceklestirilmesi, optimum kosullarda elde edilen ekstrakt kullanilarak mikrodalga destekli
selenyum  nanopartikullerin  Gretilmesi  ve  dretilen  selenyum  nanopartikillerin

karakterizasyonunun gergeklestirilmesi amaglanmaistir.



IKiINCi BOLUM

Kuramsal Cerceve

Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, atomik, molekiler ve makromolekiler boyutta arastirma ve teknoloji
gelistirme anlama gelir ve 1 ile 100 nanometre araliginda uzunluk 6l¢eklerine sahip yapilarin
ve cihazlarin kontrollii ¢alismasmi saglamaktadir. Nanopartikillerin kigcik boyutu, yiizey
uyarlanabilirligi, gelistirilmis ¢oziinlirliigli ve ¢ok islevliligi bircok yeni arastirma yolunu
acmaktadir (McNeil, 2005). Nanoteknoloji, nanometre Olgeginde sekil ve boyut kontrol
edilerek yapilarin, cihazlarin ve sistemlerin tasarimi, karakterizasyonu, uygulamasi ve

uretimidir (Whatmore, 2006).

Nanoteknoloji, nano Olgekte wuygulamalart olan teknolojiyi ifade eder.
Nanomalzemelerin benzersiz fiziksel ve kimyasal Ozellikleri topluma fayda saglayan

uygulamalar i¢in kullanilabilir (Bhushan, 2017).

Nanoteknolojinin, saglik ve insanlarin yasamlar1 iizerindeki etkisi mikroelektronik,
tibbi goriintiileme, bilgisayar destekli miihendislik ve insan yapimi polimerlerin birlesik
etkilerine esdegerdir. Nanoteknoloji kimya, fizik, muhendislik, malzeme bilimi ve biyoloji
alanlarinda son derece kiiciik yapilarin incelenmesi ve uygulanmasidir. Avrupa Komisyonu'na
gore, “nanoteknoloji, Ozelliklerin daha biiylik 6l¢ektekilerden 6nemli dlciide farkli oldugu
atomik, molekiiler ve makromolekiiler 6lgeklerde olgularin ve malzemelerin incelenmesidir”

(Parthasarathi, & Anandharamakrishnan, 2019).

Nanomalzemelerin fizikokimyasal 6zellikleri ti¢ boyutlu morfolojilerine, sekillerine,
yiizey topografyasina, boyutlarina, ¢evreleyen ortama ve uzaydaki diizenlemelerine baglidir.
Bu parametrelerin ilgili fiziksel ve kimyasal 6zelliklerle korelasyonu, yeni 6zelliklerin ve
uygulamalarin bulunmasinin yani sira yeni malzemelerin tasarimi ve tiretimi i¢in gerekli olan

temel ve pratik bilgileri ilerletmek icin énemli bir yere sahiptir (Adams, & Barbante, 2013).

Nanoteknoloji gida miithendisliginde de yiikselen bir ilgi alanidir ve gida endiistrisi
icin yepyeni olanaklar saglamaktadir. Gida ambalajinmn gelistirilmesinde etkili olan
nanoteknoloji uygulamalarmin ve islevselliklerinin temel kategorileri sunlar1 igerir; plastik

malzeme bariyerlerinin iyilestirilmesi, geleneksel aktif paketlemenin 6tesinde islevsel nitelikler



saglayabilen aktif bilesenlerin dahil edilmesi ve ilgili bilgilerin algilanmasi ve isaretlenmesidir.
Nano gida ambalaj malzemeleri gida Omriinii uzatabilir, gida giivenligini arttirabilir,
ambalajdaki yirtiklar1 onarabilir, gidanin kirlendigi veya bozuldugu konusunda tuketicileri
uyarabilir ve hatta ambalajdaki gidanin 6mriinii uzatmak i¢in koruyucu 6zelligi olabilir. Gida
endiistrisindeki nanoteknoloji uygulamalari, ambalajdaki bakterileri tespit etmek veya bariyer

ozelliklerini artirarak daha giiclii tat ve renk kalitesi saglamak i¢in kullanilabilir (Sekhon, 2010).

Nanopartikil

Bir nanopartikil boyutu 1 ile 100 nanometre arasinda degisen kiigiik bir pargaciktir.
Insan goziiyle tespit edilemeyen nanopartikiiller, atomik giicleri ile iliskili farkli fiziksel,

biyolojik ve kimyasal 6zelliklere sahiptir (Ragaei, & Sabry, 2014).

Avrupa Komisyonu tarafindan verilen tanima gore, say1r boyutu dagilimindaki
parcaciklarin en az yarismin pargacik boyutunun 100 nm veya altinda olmasi gerektigini

belirtmektedir.

Nanopartikiiller bircok alanda kullanim imkani bulmaktadir. Ozellikle gida sanayinde
nanopartikiiller biyokatalizor, biyoyararliligi, antimikrobiyal ve viskozite kontrolii gibi etkileri
oldugundan gida katki maddesi olarak kullanilabilmektedirler. Diger yandan paketleme
materyalerinde ve gida maddelerindeki nemi ve sicaklig1 ayarlamak i¢in nano sensor olarak da

faydalanilmaktadir (Gurlik, Koluman, & Kahraman, 2022).

Nanopartikiillerin sentezi i¢in kimyasal, fiziksel ve biyolojik sentez (yesil sentez)
olmak iizere ii¢ farkli sentez metodu kullanilmaktadir. Fiziksel metotta maliyetli ekipmanlar,
yiiksek basing ve sicaklik gerektirmektedir. Kimyasal metotta ise canlilara ve ¢evreye zararh
kimyasallar kullanilabilmektedir. Bu metotlarin olumsuz 6zelliklerinden dolay1 giivenli, cevre
dostu ve daha az maliyetli olan yesil sentez metodu daha ¢ok kullanilmaya baglanmustir.
Nanopartikiillerin iiretimi icin kullanilan yesil sentez metodunda bakteriler, algler, mantarlar ve

bitkiler gibi dogal kaynaklar kullanilmaktadir (Erdogan vd., 2019).

Nanopartikillerin Boyutu

Bir nanometre, bir insan sagmnin ¢apindan veya bir virlisiin boyutundan yaklasik
60.000 kat daha kiigiiktiir, tipik bir kagit yapragi yaklagik 100.000 nm kalinhigindadir. Bir
kirmiz1 kan hiicresi yaklasik 2.000 ile 5.000 nm biiytikliiglindedir ve DNA'nin ¢ap1 2.5 nm
araligindadir. Bu nedenle nanoteknoloji, DNA ¢apmim yarisindan bir kirmizi kan hiicresi

boyutunun 1/20'sine kadar degisen maddelerle ilgilenir (Dingman, 2008).



Tablo 1’de nanopartikiillerin boyutu, parcacik tiirii ve ¢ap boyut aralig1 belirtilerek

boyut araligi verilmistir.

Tablo 1. Nanopartikullerin Boyutu

Parcacik Tiiru Cap Boyut Arahg
Atomlar ve kiglik molekuller 0.1 nm
Nanopartikiller 1-100 nm

Ince pargaciklar (partikiil) 100 - 2500 nm
Kaba pargaciklar (toz) 2500 - 10000 nm
Kagit kalinlhigi 100000 nm

Nanopartikiillerin Kullanim Alanlan

Nanomalzemeler dogal olarak olusabilir, yanma reaksiyonlariin yan tirlinleri olarak
olusturulabilir veya 6zel bir islevi yerine getirmek i¢in miithendislik yoluyla bilingli olarak
uretilebilirler. Nanomalzemelerin kullanimi, saglik ve kozmetikten, gevre koruma ve hava
temizlemeye kadar ¢ok ¢esitli alanlar1 kapsar (Srinivas, 2021). Nanomalzemeler, biyosensorler,
ilag dagitimi, kozmetik ve elektronik gibi bir¢ok endiistri alaninda uygulanmakla birlikte

biyoteknoloji ve nanotip alaninda da yeni boyutlar kazanmistir (Pal, Rai, & Pandey, 2019).

Saglik alani, nanomateryalleri gesitli sekillerde kullanir, baslica kullanim alanlarindan
biri ila¢ dagitimidir. Bu siirecin bir 6rnegi, kemoterapi ilaglarinin dogrudan kanserli biiyiimelere
tasinmasina yardime1 olmak ve kardiyovaskiiler hastaliklarda hasar gérmiis arter bdlgelerine
ilag vermek i¢in nanopartikiillerin gelistirilmesidir. Bakteri sensorleri olusturmak icin
nanotiiplere antikor eklenmesi gibi islemlerde kullanilmak {iizere karbon nanotiipler de
gelistirilmektedir. Cevresel korumada nanomalzemelerden yararlanir, yararlanma yollarindan
biri de nanotellerdir. Nanoteller esnek giines pillerinde kullanilmak ve kirli sularin aritilmasinda
rol oynamak igin gelistirilmektedir. Kozmetik endustrisinde, titanyum oksit gibi mineral
nanopartikiiller kullanilmaktadir. Titanyum oksit nanopartikiller gelismis UV korumasi
saglayabilirken, giines kremi ile iliskili kozmetik agidan ¢ekici olmayan beyazlatmayi, nano
formlarinda giderme avantajmma da sahiptir. Nanomalzemeler orduda da kullanilmak iizere
gelistirilmistir. Nanopargaciklarin asker iiniformalarimin malzemesine enjeksiyonu yoluyla
daha iyi bir kamuflaj formu tiretmek i¢in kullanilmaktadir. Ek olarak, ordu, biyolojik ajanlar1
tespit edebilen titanyum dioksit gibi nanomalzemeleri kullanan sensor sistemleri

gelistirmislerdir (Srinivas, 2021).



Nanopartikul Sentez Yontemleri

Nanopartikullerin sistematik iiretimi esas olarak asagidan yukariya ve yukaridan
asagiya ilkesine gore gergeklestirilir (Sekil 1). Bu Uretim yontemlerinde amaca gore kimyasal,
biyolojik ve fiziksel yontemler kullanilmaktadir (Yavuz, & Yilmaz, 2021). Yukaridan asagiya
sentez yontemi, malzemeye disaridan mekaniksel ya da kimyasal islemler uygulanarak
materyalin kii¢iik parcalara ayrilmasiyla nano boyuta gelmesi amaglanir. Asagidan yukariya
sentez yontemi ise atom veya molekiil boyuttaki yapilarin biyolojik ve kimyasal yontemler

kullanilarak nano boyuta getirilmesi yontemidir (Ciftci, 2019).

Nanopartikiil Sentezi
v v

Yukaridan Asagrya (Top-Down) Asagidan Yukariya (Bottom-Up)

Boyut Kiiciiltme Daha Kiiciik Nesnelerden Olusturma

| ;
Mekanik Ogiitme . . _
e B e
Termal/Lazer Uzaklastrma I T T
: Sprey Proliz

Ptth_'_ma Prosesleri Aerosol Prosesleri
Pilskilrtme Sol/Jel Prosesleri

| Biyorediiksiyon

Sekil 1. Nanopartikillerin sentez yontemleri (Mittal, Chisti, & Banerjee, 2013).
Fiziksel sentez yontemi.

Buharlagtirma, yogunlastirma ve lazer ablasyon en Onemli fiziksel yaklasimlardir.
Buharlagtrma ve yogunlastrma icin atmosferik basinca bagli tlip firm kullanilir.
Nanopartikiillerin fiziksel sentezinde kullanilan tiip firin, bazi dezavantajlara sahiptir.
Nanopartikiller ¢ozelti icindeki metalik ddékme malzemelerin lazerle ablasyonu ile
sentezlenebilir. Ablasyonun verimliligi, iiretilen nano pargaciklarin 6zelliklerine, lazerin dalga
boyuna ve siire gibi birgok parametreye baghdir (Iravani, Korbekandi, Mirmohammadi, &
Zolfaghari, 2014). Nanopartikiil sentezinde kullanilan fiziksel yontem, fazla enerji kullanimu,
ekipman ve pahali vakum sistemlerinden dolay1 fazla tercih edilmemektedir (Ciftci, Caliskan,
Oztiirk, & Yazici, 2021).



Kimyasal sentez yontemi.

Nanopartikiillerin sentezi i¢in en yaygin yaklasimlardan biri de organik ve inorganik
indirgeme ajanlar1 ile kimyasal indirgeme yontemidir. Inorganik ve organik reaktifler ile
kimyasal indirgeme ekipmanlarmin kullanim kolaylig1 nedeniyle metal partikiillerin sentezi
icin en cok tercih edilen yontemlerden biridir. Genel olarak, indirgeme i¢in sodyum borohidrit
(NaBHas), sodyum sitrat, elementel hidrojen, askorbat, poliol prosesi, tollens reaktifi, N, N-
dimetilformamid (DMF) ve etilen glikol gibi farkl indirgeyici maddeler kullanilir (Iravani vd.,
2014).

Biyolojik sentez yontemi.

Bitkiler, mantarlar, bakteriler ve algler gibi biyolojik kaynaklarin kullanimi ile
gerceklestirilen, yesil sentez olarak da bilinen biyolojik yontemler basit, giivenli, diisiik
maliyetli ve ¢cevre dostu olarak fiziksel ve kimyasal yontemlere alternatiftir. Biyolojik sentez
yontemi liretim prensibi ile ¢alisan, enerji verimliligi yiikksek ve tercih edilen bir yontemdir
(Akcay, 2017). Nanopartikillerin sentezi, mikroorganizmalar ve bitki Ozleri kullanilarak
kimyasal ve fiziksel yontemlere olasi bir yesil alternatif olarak onerilmistir (Fesharaki vd.,
2010). Nanopartikillerin biyosentezinde (yesil sentez), kimyasal indirgeyici ajanlarin yerine
dogal ve biyolojik varliklar kullanilmaktadir (Altuncu, & Kamiloglu, 2022). Son yillarda bitki
0zii kullanilarak yapilan yesil sentez, nanopartikillerin olusumunda 6zel bir dnem kazanmustir.
Ozellikle fitokimyasallar bitkilerin bel kemigidir ve daha az toksisite ile kolayca nanopartikdl

uretebilirler (Alagesan, & Venugopal, 2019).

Bu tez calismasi kapsaminda selenyum nanopartikiiliin sentezi i¢in yesil kahve
cekirdegi ekstraktr ve sodyum selenit kullanilarak yesil sentez (biyolojik sentez) yontemiyle

nanopartikdl dretimi gergeklestirilmistir.

Selenyum Nanopartikiillerin Sentezi ve Uygulama Alanlan

Selenyum, kiikiirt ve telliir arasinda periyodik tablonun 16. grubunda bulunan metalik
olmayan bir elementtir. Insanlar ve hayvanlar i¢in eser mikro besin elementidir. Bagisiklik
tepkisini arttrmak, hayvanlarda lireme ve ayrica bitkilerin uygun sekilde biiylimesi igin
gereklidir. Glutatyon peroksidaz (GPx), tioredoksin rediiktaz (TRx) ve deiyodinazlar gibi
birgok yapmin olusumunda rol oynar. Ayrica seramik ve cam imalat sanayilerinde renk giderici
olarak, boyalarda pigment, metalurjide ve gesitli havacilik cihazlarinda yaglayici olarak
kullanilir. Tarmm alaninda diisiik dozda sodyum selenit bitki 1slahi igin gilibre olarak

kullanilmaktadir. Selenyum, adsorpsiyon yetenegi ile bilinir. Proteinlerle etkilesime



girebildiginden, bir¢ok otoimmiin hastaligin tedavisinde redoks enzimlerinin tastyicilar1 olarak

kullanilabilirler (Murugesan, Nagaraj, Sunmathi, & Subramani, 2019).

Selenyum, insan viicudundaki metabolizmanin diizgiin ¢alismasi i¢in gerekli olan temel
bir mikro besin elemanidir. Selenyum elementinin eksikligi kas, bagisiklik sistemi ve kanser
gibi birgok hastaliga neden olabilmektedir. Ayrica selenyum, fizyolojik etkisi ve toksik dozlar1
nedeniyle diisiik bir konsantrasyon araliginda gosterilebilir. Optimum dozlarda selenyum bir
antioksidan gorevi gorurken, daha yiksek dozlarda prooksidan aktivite gosterir. Bu durumu
engellemek i¢in uygun dozlarda selenyum onerilir ve kadinlarda giinliik selenyum alimi 60 mg,

erkeklerde ise 70 mg olmas1 gerektigi tavsiye edilmektedir (Khanna, Bisht, & Phalswal, 2022).

Selenyum nanopartikuller ilag, kozmetik, gubre, elektronik ve cam iiretimi gibi farkl

alanlarda kullanilabilmektedir (Murugesan vd., 2019).

Son zamanlarda nanopartiklllerin biyolojik sentezi mevcut hammadde kaynaklari,
maliyet etkinligi, diisiik toksisitesi ve farmakolojideki potansiyeli nedeniyle buyik bir
populerlik kazanmistir. Selenyum nanopartikillerin sentezi igin genellikle mikroorganizmalar
ve bitkiler kullanilmaktadir. Bu amagla SeNP'lerin bakteri ve bitkiler kullanilarak
sentezlenmesi, selenyumun toksisitesini degistirme yetenekleri ve nanopartikiil tiretimi icin

hammaddeye kolay erisilebilirlik nedeniyle ¢esitli alanlarda uygulanabilmesi igin blylk bir

/U /\
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avantaj saglamaktadir (Skalickova vd., 2017).
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Sekil 2. Selenyum nanopartikiillerin ¢esitli sentez yontemlerinin sematik gésterimi (Khanna vd.,
2022).

Kimyasal reaktiflerle indirgeme
askorbik asit, kloriir, hidrazin

Sekil 2°de selenyum nanopartikiillerin ¢esitli sentez yontemleri sematik olarak

gosterilmektedir. Selenyum nanopartikillerin sentezinde kullanilan biyolojik indirgeme



yontemleri, selenyumun gesitli organik ve inorganik bilesiklerinin bitki 6zleri ya da bakteri gibi
biyolojik ajanlar kullanilarak nanopartikiiliin indirgenmesini ve bunlarin toksik olmayan,
faydali selenyum nanopartikiillere doniistiiriilmesini saglamaktadir. Kimyasal indirgemede ise
kimyasal indirgeyici ajanlar kullanilarak enerji kaynagma veya reaksiyon i¢in kullanilan

aparata bagl olarak ayrica smiflandirilabilir (Khanna vd., 2022).

Nanopartikiil Uretiminde Yesil Kahve Ekstraktinin Kullanim

Yesil kahve cekirdeklerinde protein, polisakkarit, potasyum, yag, bakir, manganez,

demir, mineral, alifatik asit, klorojenik asit, trihonellin ve kafein gibi bilesikler bulunmaktadir
(Aroufai, 2020).
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Sekil 3. Yesil kahve c¢ekirdegi.

Yapilan bir ¢alismada, yesil kahve ¢ekirdegi kullanilarak giimiis nanopartikil (AgNP)
sentezlenmistir. Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite analizinde,
AgNP’lerin gram pozitif ile gram negatif bakterilerine kars1 giiglii bir antibakteriyel aktivite

sergiledikleri gézlemlenmistir (Wang, Zhang, Zheng, & Zhu, 2017).

Yapilan bagka bir caliymada, yesil kahve ¢ekirdekleri kullanilarak giimiis nanopartikiil
dretimi i¢in yesil sentez yontemi kullanilmistir. Gilimiis nanopartikiillerin morfolojisi
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile
belirlenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aureginosa bakterileri kullanilmistir
ve kuyu diflizyon metodundan yararlanilmistir. Yapilan analizler sonucunda giimiis
nanopartikiller Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa ve Staphylococcus aureus
mikroorganizmalarina kars1 yiiksek stabilite ve antibakteriyel 6zellik sergiledigi vurgulanmigtir

(Cardefio Calle, & Londofio Lopez, 2017).



Bakir nanopartikiillerinin (CulNP ) sentezi i¢in, kahve ¢ekirdegi ekstrakti kullanilmistir
ve sentezlenen bakir nanopartikiillerin ortalama parcacik boyutlarmnin 5-8 nm arasinda oldugu,
bakir nanopartikiillerinin iyi 0lglide stabilite sergiledigi belirtilmistir. CUNP’lerin mikemmel
katalitik aktivitesi ve diisiik maliyetinden dolay1 endistriyel alanda verimli ve kolayca geri

donistirilebilir bir katalizor olarak kullanilabilir oldugu gézlemlenmistir (Wang vd., 2021).

Bitki ekstraksiyon yontemlerinin nanopartikil sentezi Gizerine etkisi.

Ekstraksiyon, kat1 veya sivi fazdaki bilesenlerin ¢esitli ¢ozliniirliik 6zellikleri vasitasiyla
s1v1 faza doniistiiriilmesi islemidir (Yagcioglu, 2015). Ekstraksiyon islemi i¢in ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Ekonomik ve c¢evre dostu olan verimli ekstraksiyon yontemlerinin
kullanilmas1 biiyilk 6neme sahiptir (Kwiatkowski, 2020). Enerji verimliligini artirmak,
ekstraksiyon siiresini kisaltmak, ¢oziicii miktarini ve ekstraksiyon maliyetini azaltmak ayni
zamanda fenolik bozunma riskini en aza indirmek icgin geleneksel olmayan ekstraksiyon
yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen yeni yontemler; ultrason destekli ekstraksiyon,
mikrodalga destekli ekstraksiyon, hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu ve siiperkritik akigkan

ekstraksiyonudur (Routray, & Orsat, 2012).

Stiperkritik sivi ekstraksiyonu, organik ¢oziiclilerin daha az kullanimmi ve numune
hacminin fazla olmasin1 hedefleyen bir ekstraksiyon yontemidir. Siiperkritik siv1 ekstraksiyonu
yonteminde dikkate alinacak faktorler arasinda basing, sicaklik, ¢oziicii ilavesi ve numune
hacmi yer almaktadir (Handa, 2008).

Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu yeni bir ekstraksiyon yontemidir ve basingli sivi
ekstraksiyonu olarak da bilinir (Blytktuncel, 2012). Bu ekstraksiyon yéntemi, artan sicaklikla
¢cOziinlirliigii artirma ve sivilarin yiiksek basingta ¢esitli matrislere daha iyi niifuz etme avantaji

ile kat1 ve yar1 kati numuneler i¢in gelistirilmis ekstraksiyon yontemidir (Altinay, 2008).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, biyoaktif bilesiklerin bitki matrislerinden ayrilmasi
icin popiiler hale gelen gelismis ekstraksiyon yontemidir. Bitkilerin ekstraksiyonu igin ¢ozici
tuketimini aza indirmek, ekstraksiyon siresini kisaltmak ve ekstraksiyon verimini artirmak igin
mikrodalga destekli ekstraksiyon teknigi gelistirilmistir. Mikrodalgalar, elektromanyetik
spektrumda bulunan radyo frekans aralig1 ile kizilotesi arasinda yer alan, yani 300 MHz ile 300
GHz frekans bandinda bulunan elektromanyetik dalgalardir. Endiistriyel ve ev tipi mikrodalga
firinlar, radyo parazitlerini 6nlemek igin 915 MHz ya da 2.45 GHz frekans bandinda caligir
(Routray, & Orsat, 2012).

Ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon yontemi, siirdiiriilebilir yesil kimya ve yiiksek

kaliteli ekstraksiyon elde etmek icin 6nemli bir yontemdir. Ultrasonikasyon yontemi
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kullanilarak elde edilen ekstraksiyon, daha az solvent kullanilarak ve daha kisa siirede
gerceklestirilebilir (Dedebas, Capar, Ekici, & Yalgin, 2021). Bu ydontemde, ultrasonik islem
sirasinda olusturulan akustik kavitasyon kuvveti etkisi ile kiitle transferi artirilmaktadir.
Patlayic1 kabarciklar ile Uretilen yliksek kayma derecesi ile hiicre i¢i bilesenlerin ¢oziiciiye
nifuz etmesi saglanmaktadir (Boateng ve Nasiru, 2019). Kutlu, Kamiloglu, & Elbir, (2022)
yaptiklart bir ¢aligmada, tarhun bitkisi kullanilarak ultrases destekli ekstraksiyon ile farkl
kosullarda elde edilen CUPRAC, TFC, TPC ve DPPH oranlar1 incelenmistir. Analizde Box-
Behnken deney tasarimi kullanilmis ve ekstraksiyon siiresi, ¢0zici/6rnek orani ve ultrasonik
glc bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Ultrases destekli ekstraksiyon yénteminin
maserasyon yontemine gore siireyi %97 oraninda azaltarak daha etkili oldugu gézlemlenmistir.
Bu yontemle TPC’nin sonikasyon siiresi 45 dakika, meserasyonla ise 24 saat olarak
belirlenmistir ve optimum kosullar %73.9 ultrasonik gui¢, 10 mL/g ¢6zici/6rnek orani ve sire
43.2 dk olarak vurgulanmistir. Calisma sonucunda ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin,
tarhun bitkisinden biyoaktif bilesiklerin elde edilmesi i¢in daha uygun bir yontem oldugu

gbzlemlenmistir.

Li, Chen, & Yao, (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada, E. ulmodies taze yapraklarindan
klorojenik asidin eldesi icin ultrason destekli ekstaksiyon yontemi kullanilmistir. Calisma
sonunda optimum ekstraksiyon kosullar1 %70 sulu metanol, ¢oziicl:6rnek orani1 20:1 (v/w) ve
ekstraksiyon stresi ise 3x30 dakika olarak tespit edilmis olup, E. ulmodies'den klorojenik asit
ekstraksiyonu elde etmek igin siirenin kisaldig1 ve geleneksel yontemlere gore ¢ok daha verimli

oldugu belirtilmistir.

Ince, Sahin, & Siimnii, (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada, fenolik madde ekstraksiyonu
icin kullanilan melisa bitkisinin optimum kosullarda mikrodalga, ultrason, klasik ekstraksiyon
ve maserasyon yontemleri kullanilarak karsilastirma yapilmistir. Mikrodalga firin kullanilarak
yapilan ekstraksiyonda buharlasan ¢oziicii geri sogutucuyla toplanmistir. Mikrodalga siiresi 5,
10, 15 ve 20 dakika, ¢oziicli oranlar1 1:10, 1:20 ve 1:30 g/mL olarak, mikrodalga gtict ise 400
W sabit tutularak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmis olup, en yiiksek toplam fenolik miktar1
5 dakika siireyle 1:30 ¢oziicii oraninda saglanmistir ve caligma sonunda mikrodalga yonteminin
ekstraksiyon siiresini %83 azalttig1 belirtilmistir. Ayrica antioksidan aktivite ile toplam fenolik
maddenin (TPC) en yiiksek mikrodalga yontemle gerceklestigi ve daha avantajli oldugu tespit
edilmistir.

Yapilan bir c¢aligmada, Marasca visnesi kullanilarak mikrodalga yontemi ile
antosiyanin ve fenolik asit izolasyonu optimize edilmistir. Optimum kosullar; mikrodalga gic,
stre ve sicaklik olarak belirlenmistir. Mikrodalga giicii 350-500 W, sicaklik olarak 50-70 °C
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arasinda ve siire 5-12 dakika olarak ayarlanmistir. Sicaklik ile stire toplam fenolik asit ve toplam
antosiyanin i¢in farklilik gostermistir. Fenolik asit ekstraksiyonunun sicakligi 70 °C ve sliresi
10 dakika olurken, antosiyaninlerin ise sicakligi 60 °C ve siiresinin 6-9 dakika olarak
bulunulmus ve fenolik asit ekstraksiyonundan daha diisiik oldugu belirtilmistir. Calisma
sonunda geleneksel ekstraksiyon yontemi ile karsilastirildiginda, mikrodalga ekstraksiyon
yontemini daha verimli olarak degerlendirmislerdir (Garofuli¢, Dragovi¢-Uzelac, Jambrak, &
Juki¢, 2013).

Portakal kabugu kullanilarak pektin verimi i¢in mikrodalga ekstraksiyon kosullari
optimize edilmistir. Box-Behnken deneysel tasarmmi kullanilmistir ve proses degiskenleri
olarak 1ginlama siiresi, kati-sivi oran1 ve mikrodalga giicii kullanilarak optimizasyon islemi
yapilmistir. Islem sonunda optimum kosullar 1sinlama siiresi igin 169 saniye, kati-s1v1 orani igin
1:16.9 g/mL ve mikrodalga giicti igin 422 W olarak belirlenmis ve ayn1 zamanda maksimum
pektin verimi %19.24 olarak elde edilmistir (Maran, Sivakumar, Thirugnanasambandham, &
Sridhar, 2013).

Alan Yazin Derlemesi

Bitki ekstraktlarinin selenyum nanopartikiil tiretiminde kullanildig1 bir¢ok ¢aligmaya

asagida yer verilmistir.

Khiralla, & EI-Deeb, (2015) Bacillus licheniformis siipernatantinin kullanilarak tiretilen
selenyum nanopartikillerinin E. coli O157:H7, S. typhimurium, S. aureus, B. cereus, S.
enteritidis ve E. faecalis gibi gida kaynakli patojenlere karsi antimikrobiyal glice sahip
oldugunu bildirmislerdir. Cevre dostu bir yontemle selenyum nopartikilleri sentezlemek icin
maydanoz yapragi ekstrakti kullanilmistir. Sentezlenen selenyum nanopartikiillerin yapisal ve
morfolojik 6zelliklerini belirlemek igcin UV-vis spektroskopisi, fourier doniistimii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR), dinamik 1s1k sa¢ilimi (DLS) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
kullanilarak karakterizasyon analizleri yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda nano boyutta,
kiiresel sekle sahip nanopartikiiller sentezlenmistir (Fritea, Laslo, Cavalu, Costea, & Vicas,
2017).

Pouri, Motamedi, Honary, & Kazeminezhad, (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada, selenyum
nanopartikullerinin biyosentezi icin Bacillus cereus kullanilmistir. Sentezlenen nanopartikiller
UV-goriiniir spektroskopisi, taramali elektron mikroskobu (SEM), X-1sm1 kirmimi (XRD) ve
dinamik 1g1k sa¢ilimi (DLS) ile karakterizasyon analizleri yapilmistir. Bacillus cereus igin
selenyumun minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC) ve minimum inhibitor

konsantrasyonu (MIC) 75 mM’dir. Sonug olarak bu ¢aligmada herhangi bir kimyasal madde
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kullanilmadan, ¢evre kirliligine neden olmayan kiiresel yapiya sahip selenyum

nanopartikillerin tiretildigini bildirmislerdir.

Stabilizator ve indirgeyici ajan olarak yesil cay ve Lycium barbarum meyvesinden elde
edilen ekstraktlar kullanilarak selenyum nanopartikiil sentezi yapilmistir. Sentezlenen
nanopartikillerin, morfolojik ve termal 6zelliklerini belirlemek i¢in X-1sin1 kirinimi (XRD),
transmisyon elektron mikroskobu (TEM), (FTIR) spektroskopisi, termogravimetrik analizor ve
zeta potansiyel analizorii dahil olmak tizere ¢esitli teknikler ile karakterizasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Yapilan islemler sonucunda, selenyum nanopartikillerin yliksek ABTS
stiptirme kabiliyeti ve DPPH suipurme kabiliyeti gostererek antioksidan aktivite sergilediklerini
belirterek, selenyum nanopartikiillerin gida maddesi, biyomedikal, kozmetik ve ilag Uretimi gibi

uygulamalarda kullanilma potansiyeline sahip oldugunu belirtmislerdir (Zhang vd., 2018).

Mellinas vd. (2019) yaptig1 bir ¢alismada, yesil sentez yontemiyle kakao agacinin
meyvesi (Theobroma cacao L.) ekstrakti kullanilarak mikrodalga 1s1mas1 yoluyla selenyum
nanopartikilleri sentezi gerceklestirilmistir. Optimum sentez kosullarini elde etmek i¢in yanit
yiizeyi metodu kullanilmistir. Sentezlenen selenyum nanopartikiillerin  karakterizasyon
analizleri sonucunda kiiresel yapida 1-3 nm ¢apina sahip selenyum nanopartikiillerini

vurgulamiglardir.

Fardsadegh vd. (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada, Aloe vera yapragi kullanilarak
sentezlenen selenyum nanopartikillerinin 6zelliklerini belirlemek igin, FTIR spektroskopisi,
dinamik 151k sagilmasi (DLS), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve UV-vis
spektrofotometresini kullanmiglardir. Analiz sonuglarinda Aloe vera yapraklarmin amid I ve
hidroksil gruplarinda birgok biyoaktif bilesik i¢erdigini ve bu iki fonksiyonel grubun selenyum
iyonlarmnm indirgenerek selenyum nanopartikiillerinin olusmasinda ve stabilize edilmesinde
onemli bir rol oynadigini, optimum kosullarda monodispers ve kiiresel sekle sahip, ortalama
parcacik boyutu 50 nm ¢apinda selenyum nanopartikiillerin sentezlendigini belirtmislerdir.
Sentezlenen SeNP'lerin secilen 4 patojenik bakteri ve mantar susuna kars1 yiiksek antibakteriyel

ve antifungal aktivitelere sahip oldugunu gozlemlemislerdir.

Pereira, Rajasekar, & Rajeshkumar, (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada, tar¢in ve karanfil
ekstakt1 kullanilarak selenyum nanopartikiller biyolojik metotla sentezlenmistir. Sentezlenen
selenyum nanopartiktllerin karakterizasyon, sitotoksik, antibakteriyel ve antifungal etkilerini
belirlemek i¢in ¢esitli analizler yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda, selenyum
nanopartikiillerin ortalama absorbans degerinin 355 nm oldugu, kiresel yapida ve partikul
boyutu 40 ile 90 nm arasinda, ¢evre dostu ve toksik olmayan selenyum nanopartikillerin

tiretildigi bildirilmistir.
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Yapilan bir c¢alismada, Rosmarinus officinalis'in  6zleri kullanilarak selenyum
nanopartikillerin yesil sentezi gerceklestirilmistir. Sentezlenen selenyum nanopartikiilleri UV -
vis spektrofotometresi kullanilarak dogrulanmistir. X-1511 kirmim (XRD) modeli ve
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) incelemesi sonucunda, selenyum nanopartikillerin
kristal yapida ve boyut olarak 20-40 nm buyukligiinde kiiresel oldugu tespit edilmistir. Ayrica
yaptiklar1 antimikrobiyal analiz sonucunda, selenyum nanopartikiillerin, Streptococcus mutans
(S. mutans), Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) bakterilerine kars1 gii¢lii bir antibakteriyel ajan gorevi gordiigi
belirtilmistir (Adibian vd., 2022).
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UCUNCU BOLUM
Materyal ve Yontem

Materyal

Bu tez calismasinda, selenyum nanopartikillerin Gretimi igin kullanilan yesil kahve

cekirdegi iilkemizde ticari faaliyet gosteren aktarlardan temin edilmistir.

Yontem
Yesil kahve cekirdegi ekstraksiyonunun optimizasyonu.

Optimizasyon islemi, sistemde bulunan siire, giu¢ ve kat1 konsantrasyonu gibi
degiskenlerin en verimli sekilde kullanilarak, maliyetin azaltilmasi, verimin artirilmasi ve

analiz siiresinin kisaltilmas1 gibi avantajlara sahip bir teknolojidir (Tirkay, 2011).

Deney tasarim ve istatiksel analizler.

Yesil kahve ¢ekirdeklerinden antioksidadif bilesenler (DPPH ve CUPRAC) ile toplam
fenolik bilesiklerinin (TPC), ultrasonik destekli ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi amaci
icin kosullar yanit ylizey yontemi kullanilarak Box-Behnken deney tasarimi olusturulmustur.
Uc degiskenli ve ii¢ seviyeli Box-Behnken modeli uygulanmustir. Ug bagmmsiz degisken,
ultrasonik guc (%, Xi), sonikasyon suresi (dk, X2) ve kati konsantrasyonu (%, X3) olarak
belirlenmistir. Box-Behnken tasarimi igin bagimsiz degiskenler ve seviyeleri Tablo 2'de
gosterilmistir. Bu tasarimda maksimum toplam fenolik bilesik ve antioksidan aktiviteler (DPPH
ve CUPRAC) saglanacak sekilde optimum kosullar belirlenmistir. Deneysel veriler, her yanit
icin esitlik 1°de verilen ikinci dereceden polinom denklemine uygunluk saglamistir. Denklemde
yer alan Y, bi ve Xi ifadeleri sirastyla bagimli degiskenleri, katsayilar1 ve bagimsiz degiskenleri

temsil etmektedir.
Y =bo+b1 X1+02X2+03 X 3+04X12+05 X% +06 X532 +07 X1 X2+bs X1 X3+0be X2 X3 (1)

Tiim istatistiksel analizler ve yanit yiizeyi regresyonu, Minitab 16.0 yazilimi1 (Minitab,
State College, PA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bagimsiz degiskenler arasindaki anlamli

farklar (P<0.05) varyans analizi ile belirlenmistir.
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Tablo 2. Yanit Yiizey Yonteminde Tercih Edilen Bagimli Degiskenler ve Seviyeleri

Kodlanmig Kosullar Seviye

-1 0 1
X1 Ultrasonikasyon guci (%) 25 50 75
X2 Sonikasyon suresi (dk) 15 30 45
X3 Kat1 Konsantrasyonu (%) 10 20 30

Tablo 3. Selenyum Nanopartikiillerin Yesil Sentez i¢in Optimizasyon Asamasinda Uygulanacak
Olan Box-Behnken Deneme Deseni

Deney no US guict (%) (X1) Sire (dk.) (X2) Kati konsantrasyonu (%) (Xa)
1 100 45 30
2 50 60 10
3 50 45 20
4 100 30 20
5 0 60 20
6 0 45 30
7 0 45 10
8 50 30 10
9 50 60 30
10 100 45 10
11 50 45 20
12 50 45 20
13 0 30 20
14 50 30 30
15 100 60 20

Yesil kahve g¢ekirdekleri kahve 6giitme makinasinda ogiitiilerek Tablo 3’te belirtilen
deneme desenindeki kati konsantrasyonlari baz alinarak tartim islemi yapilmistir ve 100 m1” lik
ornek siselere konularak tizerine ¢dziicii olarak saf su ilave edilmistir (30 gr, 20 gr ve 10 gr
tartilarak 100 ml’lik siselere saf su ile tamamlanmustir). Ultrases cihazinda (DAIHAN, WUC-
DO06H) kullanilan 6rnekler Tablo 3’te belirtilen gii¢ (US) ve siire sonunda elde edilen ekstraktlar

yanit analizlerinde kullanilmstur.

Ekstraksiyon siirecinde bagimsiz degiskenlerin optimizasyonunda yanitlarm (TPC,
DPPH ve CUPRAC) en yiiksek olabilecegi, istenilirlik derecesinin 1’e yakin oldugu kosullar

tercih edilmistir.
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Yesil kahve ekstraksiyonunun semas1 Sekil 4’te verilmistir.

Sekil 4. Ultrasonikasyon destekli yesil kahve ¢ekirdek ekstrakti eldesine ait gorseller.

Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini belirlemek amaci ile 2
farkli (DPPH radikali yakalama aktivitesi ve CUPRAC (Bakir Indirgeyici Antioksidan
Kapasitesi)) yontem kullanilmustir.

Dpph radikali yakalama yontemi.

100 pL yesil kahve g¢ekirdegi ekstrakti tizerine 2 ml 0.02 mM DPPH ¢ozeltisi (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil metanol igerisinde c¢oziilerek hazirlanmistir) ilave edilmistir. %
inhibisyonu belirlemek amaci ile kontrol olarak su ve DPPH ¢o6zeltisi kullanilmistir. Oda
sicakliginda, karanlik bir ortamda 30 dk siire ile bekletilen 6rneklerin absorbanslar1 517 nm’ de
saf metanole kars1 belirlenmistir (Kumaran, & Karunakaran, 2006; Rai, Wahile, Mukherjee,
Saha, & Muhherjee, 2006).

CUPRAC yontemi (bakir indirgeyici antioksidan kapasitesi).

50 pL yesil kahve cekirdegi ekstrakti Uzerine sirasiyla, 1 ml 10 mM CuCl2.2H20
cozeltisi, 1 ml 7.5 mM Neocuproine ¢ozeltisi ve 1 ml 1 M amonyum asetat (pH=7) ¢ozeltisi
eklenmistir. Son hacim 4.1 ml olacak sekilde 1,05 ml saf su ilave edilmis ve 30 dk siire ile
karanlik ortamda bekletilen 6rneklerin absorbanslar1 450 nm’de kore karsi belirlenmistir (Apak,
Gugli, Ozylrek, & Karademir, 2004). Kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda, yukarida
belirtilen CUPRAC yontemi ile ekstrakt yerine troloks ¢ozeltisinin 8 farkli konsantrasyonu (50-
1500 ppm) kullanilarak elde edilen absorbans degerleri kullanilmistir. Kahve ¢ekirdek

ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri troloks esdegeri (TE) cinsinden ifade edilmistir.
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Toplam fenolik madde tayini.

Toplam fenolik madde tayini Mcdonald, Prenzler, Antolovich, & Robards, (2001)
tarafindan belirtilen Folin Ciocalteu spektrofotometrik yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir. Bu amagla toplam fenolik madde analizi i¢in gerekli ¢6zeltilerin hazirlanmasinda
Folin-Ciocalteu ¢0Ozeltisi, 1:10 oraninda saf su ile seyreltilmistir. Sodyum karbonat ¢ozeltisi,
%7 (w:v) olacak sekilde saf su ile hazirlanmistir. Gallik asit stok ¢ozeltisi (500 pg/ml) 100 ml

saf suda 50 mg gallik asit ¢oziindiiriilerek taze olarak hazirlanmustur.

Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktlarindan 1100 pl alinarak 1 ml Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi
ile karigtirilmistir. Karistirmanin ardindan 5 dk bekletilen 6rneklere 1 ml %7’lik sodyum
karbonat ¢ozeltisi ilave edilmis ve karistirilmistir. 1.3 ml su ilave edilerek karisim seyretilmistir.
En az 30 dk olacak sekilde karanlikta bekletilen 6rneklerde olusan mavi rengin tespiti amaci ile

spektrofotometrede 765 nm’de absorbans degeri belirlenmistir

Gallik asit calisma ¢6zeltileri, 500 ppm gallik asit stok ¢dzeltisinden, konsantrasyonu 0-
500 pg/ml arasinda degisen S5 ayr1 calisma c¢ozeltisi olarak hazirlanmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltilerinin (5 adet) her biri i¢in yukarida belirtilen yontem

kullanilarak toplam fenolik madde tayini gergeklestirilmistir.

Toplam fenolik madde igerigi standart egri kullanilarak, ppm gallik asit esdegeri (GAE)

olarak verilmistir.

Selenyum Nanopartikiiliin Mikrodalga Yontemiyle Yesil Sentezi

Optimum kosullarda elde edilen yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti saf su kullanilarak 1:10
oraninda seyreltilmis olup, hazirlanan soliisyona 1 gr sodyum selenit eklenerek cozelti
vortekslenmistir. Behere alinan karisim mikrodalga firinda 833 W glcte ve 10 dk sure ile
tutulmustur. Islem sonunda buharlasan kisim kadar saf su eklenerek ¢ozelti hacmi tekrar 50
ml’ye tamamlanmistir. Mikrodalga uygulamasi sonrasi ¢ozelti UV-vis spektrofotometrede 300-
700 nm araliginda goriintiilenmistir. Daha sonra ¢6zelti 50 ml’lik falcon tiiplere alinarak 5000
rpm de 15 dakika santrifiijlenmis olup, santrifiij islemi sonunda elde edilen ¢okelti 37 °C’ye
ayarlanmig inkiibatdrde 24 saat boyunca kurutulmustur. Elde edilen selenyum nanopartikiil,
fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)(Perkin Elmer Spectrum), X-1sinlar1 kirinim
difraktometresi (XRD) (Bruker, D8 Discover USA), diferansiyel taramal kalorimetre (DSC)
ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile karakterizasyon analizleri yapilmistir ve

sonrasinda antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerine bakilmistir.
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Selenyum nanopartikiillerin mikrodalga destekli sentezinin sematik gosterimi Sekil 5’te

verilmistir.
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Sekil 5. Selenyum nanopartikiiliin yesil sentez yontemiyle tiretim semasi.
Selenyum Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiller genellikle boyutlari, sekilleri ve yizeyleri ile karakterize edilirler.

Nanopartikilleri karakterize etmenin yaygin teknikleri asagida verilmistir (Mittal vd., 2013).

e UV-vis spektrofotometri

e Transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

e Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)
e Toz X -151n kirmimi (XRD)

e Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

Optimum kosullarda elde edilen yesil kahve ekstrakti ile iretilen selenyum
nanopartikiller, UV-vis spektrofotometri, fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR),
transmisyon elektron mikroskobu (TEM), X-isinlar1 kirmim difraktometresi (XRD) ve

diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile karakterizasyon analizleri yapilmistir.
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UV-vis spektrum analizi.

Selenyum nanopartikillerin karakterizasyon islemi ilk olarak UV-vis spektrofotometre
ile yapilmistir. Analiz i¢in optimum kosullarda elde edilen yesil kahve ekstrakti ve sodyum
selenit kullanilarak Gretilen selenyum nanopartikiillerin absorbans degerleri, UV-vis
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800) 300-700 nm dalga boyu araliginda goriintiilenmistir

ve absorbans degerleri kaydedilmistir.

Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR).

Selenyum nanopartikullerindeki fonksiyonel gruplarin tespiti ve yesil kahve ¢ekirdegi
ekstraktindaki indirgemede etkili olan fonksiyonel gruplarin varlig: fourier dontisiimii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR, Perkin Elmer Spectrum) ile belirlenmistir. Analiz kapsaminda
spektrumlar KBr 151 ayirici, elmas ATR hiicresi ile donatilmis Bruker Tensor 27 cihazi ve

DLaTGS dedektorii kullanilarak 4000-450 cm ™! arasindaki bdlge taranarak dlgiim yapilmustir.

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC).

Termal 6zelliklerini belirlemek amaciyla selenyum nanopartikiillerin erime noktasi ile
entalpi degisimi diferansiyel taramali kalorimetre (DSC, PerkinElmer DSC 800) cihazinda
goriintiilenmistir. Analiz i¢in 5 mg numune aliminyum (Al) kaba konularak, numunedeki erime
noktasi ve entalpi degisimi bos kap referans alinarak belirlenmistir. Isitma igleminde 1sitma hizi

10°C dk ve 1sitma derecesi 0-400°C arasinda yapilmstir (Taylan, 2019).

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM).

Selenyum nanopartikiillerin mikroyapisal 6zelliklerini belirlemek i¢in transmisyon
elektron mikroskobu (TEM, FEI, Talos F200S) kullanilmistir. TEM cihaz1 200 kV hizlanma
voltajina sahiptir. Selenyum nanopartikiil numuneleri etanol ile siispanse edilerek karbonla
kaplanmig bakir 1zgara (200 ag) lizerine yerlestirilmistir ve c¢oOziici oda sicakliginda
buharlastirilmistir. Daha sonra 2 pm, 1 pm, 500 nm, 200 nm ve 100 nm gibi farkl biiyiitmelerde
selenyumun varligmi dogrulamak icin nanopartikiiller gozlemlenmistir (Yiicel, Ispirli, Mercan,

Erdogan, & Dertli, 2021).

X-tsinlart kirinim difraktometresi (XRD).

Selenyum nanopartikiillerin kristal yapis1 i¢in X-151n1 kirmim difraktometresi (XRD,
Bruker D8 Discover AXS) kullanilmistir. Nanopartikiil 6rnekleri cihazin plakasina pres ve
cekme teknigine gore yerlestirilerek Breg Brentano 0:20 geometrisi kullanilmistir. Cu katot
elektrotun, 1518 A° dalga boyunda Ko 1sm1, Ni filtre ve bu 1sm1 elde etmek icin 40 kV ta 40

20



mA akim uygulanmis ve 6rneklerde 5-90 (260) derece araliginda, 0.03° (step size) basamak
aralig1 ve 0.3 s (step time) zaman dilimi kullanilarak tarama islemi yapilmistir (Yilmaz, Ispirli,

Taylan, & Dertli, 2020).

DPPH Radikali Sipirme Aktivitesi

DPPH radikali suptirme aktivitesinin belirlenmesinde, Kumaran, & Karunakaran,
(2006) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Selenyum nanopartikiller
2000, 1000, 500 ve 250 ppm araliklarinda seyreltilmistir. Seyreltilmis 6rneklerden 100 puL
alinarak tizerine 1 ml 0.2 mM DPPH c¢ozeltisi (0,00394 gr 1,1-difenil-2- pikrilhidrazil tartilarak
50 ml balon jojeye metanolle tamamlanmustir) eklenmistir. Kér olarak metanol kullanilmstir.
Standart egrinin hazirlanmasmda farkli konsantrasyonlarda (4000, 2000, 1000, 500 ve 250
ppm) troloks ¢ozeltisi kullanilmistir. Hazirlanan 6rnekler oda sicakligi kosullarinda karanlikta
30 dakika bekletilmis olup, siire sonunda Orneklerin absorbans degeri UV-vis

spektrofotometrede 517 nm’de 6l¢iilmiistiir.

Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Selenyum nanopartikillerin antimikrobiyal aktivitesi icin disk diflizyon yontemi
kullanilmistir (Reller, Weinstein, Jorgensen, & Ferraro, 2009). Antimikrobiyal aktivite icin
Tablo 4’te yer alan 5 tane patojen bakteri ve 2 tane kiiften yararlanilmistir. Bakterilerin
¢ogaltilmasi i¢in Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerinden ependorflara steril pipet ile 1 ml
alinarak Uzerine stok bakteriden 6ze ile alinip ependorflara batirilmistir. Daha sonra vorteks
islemi yapilmustir. Tiim bakteriler i¢in ayni1 islem uygulanmustir. Islem sonunda ependorflar 37
°C’ de (Ecocell, LSIS-B2V/EC55) 24 saat inkiibasyona birakilmustir. 24 saat sonunda bakteri
gelisimi izlenmistir. Kufler icin ise Potato Dextrose Agar (PDA) besiyerinden steril kosullarda
petri kutularina dokilip tizerine 6ze ile kiif alinarak ekim yapilmistir. 25 °C sicaklikta 5 glin
stire ile inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda geligen kiifler iizerine 1 ml steril saf su ile
yikama islemi yapilarak spor stispansiyonu olusturulmustur. Selenyum nanopartikulleri saf su
kullanilarak farkli diltisyon oranlarinda hazirlanmistir. 2000 ppm’ lik seyreltme igin SeNP
iizerine saf su almarak 1 saat siireyle ultrasonik banyoda bekletilmistir. Siire sonunda 2000,
1000, 500, 250, 125, 100, 50, 25 ve 10 ppm seklinde diliisyonlar hazirlanmistir. Tryptic Soy
Agar (TSA) besiyerinden petri kutularma dokiilerek tizerine 100 pl bakteri yayma yontemiyle
ekim yapilmis olup, daha 6nceden 6 esit parcaya boliinmiis kisimlara disk yerlestirilmistir.
Diskler tlizerine 20 pl kontrol (yesil kahve cekirdegi ekstrakt1) ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis selenyum nanopartikiil diliisyonlar1 damlatilmistir. 37 °C’ ye ayarli etiivde 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. PDA besiyerinden petri kutularina dokiilerek tizerine 100 pl spor
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stispansiyonu aktarilarak yayma yontemiyle ekim yapilmis olup, 6 esit parcaya boliinmiis
kisimlara disk yerlestirilmistir. Diskler tizerine 20 pl kontrol ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan selenyum nanopartikiil diliisyonlar1 damlatilmistir ve oda sicakligi kosullarinda 5

giin inkiibasyona birakilmistir. Analiz boyunca steril kosullarda ¢aligilmistir.

Tablo 4. Indikatér Mikroorganizmalar

Mikroorganizma Sus Kodu
Bacillus cereus BC 6830 P60
Salmonella typhimurium RSSK 95091 P78
Yersinia enterecolitica ATCC 27729 PI1
Staphylococcus aureus ARCC 25923 P94
Escherichia coli BC1402 P12
Penicillium chrysogenum P
Aspergillus niger A
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DORDUNCU BOLUM

Arastirma Bulgular ve Tartisma

Tablo 5’te verilen Box-behnken deney tasarmmi ile saglanan yanitlar kullanilarak

istatistiksel analizler gerceklestirilmistir.

Tablo 5. Yanit Yiizey Yontemi ile Saglanan Deney Tasarimina Ait Deneysel Veriler

Deney USgicu (%)  Sure Kati Konsant. DPPH(ppm CUPRAC TPC (ppm

No — (Xui) (dk)  (%)(Xs) TE)(Y1) (mmol)(Y2)  GAE)(Ya)
(X2)

1 100 45 30 10407.8 114.653 3636.67
2 50 60 10 3144.0 55.853 3403.33
3 50 45 20 6200.2 * 4220.00
4 100 30 20 7544.5 62.973 1953.33
5 0 60 20 9003.2 50.943 1020.00
6 45 30 9371.0 61.991 6353.33
7 45 10 4910.2 88.870 1153.33
8 50 30 10 5627.6 61.991 2053.33
9 50 60 30 9907.4 50.084 4286.67
10 100 45 10 1637.0 64.569 2420.00
11 50 45 20 8267.8 48.120 6120.00
12 50 45 20 6200.2 46.156 4703.33
13 0 30 20 8442.6 48.979 2586.67
14 50 30 30 10480.1 57.081 9053.33
15 100 60 20 7966.4 40.263 470.00

Verilerin regresyon analizi ile elde edilen ikinci dereceden denklemler Tablo 6'da
verilmistir. Bu ¢aliymada, ikinci dereceden denklemler yiliksek regresyon katsayilara sahiptir
(R>97%) ve regresyon modellerinin uyumsuzluk degerleri onemsiz (P>0.05) oldugu

belirlenmistir.
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Tablo 6. Farkli Ekstraksiyon Kosullarinda Elde Edilen Yesil Kahve Cekirdegi Ekstraktlarina
Ait Regresyon Esitlikleri

Bagimli Ayarlanmig Uyum

2
Degiskenler 100¢! R R eksikligi
Y1*=13961 - 490 Xo- 64.3 X1+ 311 Xg**
+4.57 XoXo+ 0.128 X1*X
DPPH S7 XX+ 0.128 X" 94.60 84.88 0.693

- 6.29 X3*X3-0.046 Xo*X1
+ 3.18 Xo* X3+ 2.16 X1*X3

Y2*=66.3+ 4.68 X- 0.919 X1- 9.87 X3
- 0.0503 X2X2+ 0.00598 X1 X1*
CUPRAC +0.2042 X3X35**- 0.00822 X1 X2 9528 84.66 0116

- 0.0014 X2X3 + 0.03848 X1 X3**

Y3**=16076+ 588 Xo+ 128.3 Xi*+ 423 X3**
- 4.89 XoXo*- 0.963 Xy X1**
TPC +7.84 XaXa+ 0.028 XoX1 sy’ b 090

- 10.19 XoX3**- 1.992 X1 Xs*

* P<0.05. **P<0.01

Yi, Bagimli degiskenler; X1, ultrasonikasyon glcl (%); X2, sonikasyon suresi (dk); Xs,

kat1 konsantrasyonu (%).

Tablo 6’ya bakildiginda DPPH siipiirme aktivitesi iizerinde en etkili ekstraksiyon

parametresinin kati konsantrasyonu oldugu goriilmektedir. Bu degisim Sekil 6’da verilmistir
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Sekil 6. Kat1 konsantrasyonu (%) ve US gilicii (%) degisiminin DPPH siipiirme aktivitesi Uizerine
etkisini gosteren kontur grafigi.
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Kat1 konsantrasyonu ile DPPH siiplirme aktivitesinin dogru orantili oldugu
gorulmektedir. Ultrasonikasyon glict ve slresinin etkisinin istatistiksel olarak DPPH sliplrme
aktivitesi Uzerinde o6nemsiz oldugu (P>0.05) tespit edilmistir. DPPH radikali stpirme
yontemiyle tespit edilen en yliksek antioksidan aktivite 10480 ppm TE olarak tespit edilmistir.
En yiksek aktivite ultrasonikasyon giicliniin %50, ultrasonikasyon siiresinin 30 dk ve kati
konsantrasyonun %30 oldugu kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyon bu aktiviteyi saglamistir.
Upadhyay, Ramalakshmi, & Rao, (2012) %3 konsantrasyonda hazirlanan yesil kahve ¢ekirdegi
su ektraktlarnda 200 ppm serbest radikali %85 oraninda siiplirme aktivitesi sagladigini
bildirmislerdir. Baska bir calismada ise ultrasonikasyon destegi ile yesil kahve cekirdeginden
bazi biyoaktif bilesenlerin ektrasksiyonu tizerine etkisi irdelenmisdir. Ultasonikasyonun islem
verimini arttirdigr bildirilmistir (Pimpley & Murthy, 2021). Ultrasonikasyon sagladigi
titresimler ile kat1 sivi arasinda bazi polifenollerin gegisini hizlandirabilmektedir (Gorgcg,
Bircan, & Yilmaz, 2019). Yapilan bu ¢alismada ultrasonikasyon uygulamasinin DPPH siipiirme
aktivitesi Gzerinde istatistiksel olarak etkili olmadig: tespit edilmistir (P>0.05). Antioksidan
aktivitenin belirlenmesinde metodlarm segiciligi farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle
lipofilik, hidrofilik karakterleri ve polifenollerin varligi degisen antioksidan aktivitelerin
belirlenmesine sebep olmaktadir (Ramirez-Moreno vd., 2018). Ultrasonikasyonun DPPH

yonteminde etkili olan polifenollerin ektraksiyonunda etkili olmadig1 sdylenebilir.

Toplam fenolik madde miktar1 iizerinde istatistiksel olarak en etkili bagimsiz degisken
kat1 konsantrasyonudur. Kat1 konsantrasyonu ve sonikasyon giicii ile degisen toplam fenolik
madde miktar1 Sekil 7'de verilmistir. TPC ile kati konsantrasyonu arasmda pozitif bir
korelasyon gorilmektedir. Coziici orami azaldikca TPC miktarinin arttigi anlamina
gelmektedir. Ayrica sonikasyon giicli ve kat1 oranmin etkilesimlerinin TPC Uzerinde etKili
oldugu goriilmektedir. Sekil 7'de goriildiigii gibi kat1 oranindaki artig azalma ve sonikasyon
giiclinlin belli bir noktaya kadar artist TPC degerinin artmasina sebep olurken, artan kati
konsantrasyonuna ragmen ultrasonik giiclin %60 iizerine ¢ikmas1 TPC miktarin1 negatif yonde
etkilemistir. Diger taraftan sonikasyon siiresinin tek basina etkisi istatistiksel olarak nemsiz

bulunmustur (P>0.05).

Literatiirde yesil kahve ¢ekirdeginde ultrasonik destekli ekstraksiyon ile TPC elde
edilmesine yonelik smirli ¢aligmalar s6z konusudur. Yapilan bir ¢alismada (Pimpley, &
Murthy, 2021), ultrases destekli ekstraksiyon caligmasinda mikrodalga ve buhar destekli
yontemlere kiyasla en yiiksek polifenol igerigini sonikasyon ile elde etmislerdir. Sonikasyon,
sagladig1 dalgalar ile ¢oziicii ve kat1 arasinda daha fazla yilizey alaninda etkilesim saglamaktadir

(Gorgtig vd., 2019).
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Sekil 7. Kat1 konsantrasyonu (%) ve ultrasonikasyon giictiniin TPC (zerine etKisi.

Tablo 6’da CUPRAC yontemi ile elde edilen antioksidan aktivite degeri iizerinde
istatistiksel olarak bagimsiz degiskenlerin tek basina etkili olmadigi goriilmektedir. Kat1 orani-
kat1 oran1 interaksiyonu ve ultrasonikasyon giicii-kat1 orani interaksiyonlar1 etkilesimlerinin
CUPRAC yontemi ile elde edilen antioksidan aktivite degeri iizerinde etkili olmadigi
gortilmektedir (P<0.01). Kat1 oran1 ve sonikasyon giicii ile degisen antioksidan aktivite degeri

Sekil 8°de verilmistir.

26



CUPRAC

[ | < 50

B o- =0

B so- w0

70 - &0

80 - 90

— B =50 - 100

£ W 100 - 110

< [ | = 110
151
w
=
o
e
—
m
o

0 z0 40 50 &0 100

Us glicli (%)

Sekil 8. Kat1 konsantrasyonu ve ultrasonikasyon giicii ile degisen CUPRAC antioksidan aktivite
degeri.

CUPRAC degerinin degisimi irdelendiginde kat1 konsantrasyonu ve US giicii arasindaki
etkilesim kontur grafiginde (Sekil 8) goriilmektedir. Kati konsantrasyonun yaklasik olarak
%20 oldugu kosullarda diisiik CUPRAC degerleri tespit edilmistir. Literatiirde yesil kahve
¢ekirdeginde, ultrases destekli ekstraksiyonun kahve g¢ekirdeginin antioksidan aktivitesinin
CUPRAC yontemi (troloks esdegeri) ile belirlendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bu nedenle
farkli materyallerle yapilan ¢alismalar incelenmistir. (Petkova, Ivanov, Vrancheva, Denev, &
Pavlov, 2017) tarafindan farkli ekstraksiyon yontemleri ile andiz otu koklerinden biyoaktif
bilesiklerin elde edilmesi lizerine yapilan bir ¢alismada, mikrodalga destekli ekstraksiyona
kiyasla ultrases destekli ekstraksiyon iglemi ile daha yiiksek antioksidan aktivite tespit

edilmistir.

Ekstraksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Yapilan optimizasyon ¢alismasi sonucunda siv1 ekstraktlarda TPC, CUPRAC ve DPPH
degerleri maksimize edilerek saglanan optimum ¢alisma kosullar1 %90.90 ultrasonik gii¢, 33.63
dk sonikasyon siiresi ve %30 kat1 konsantrasyonu olarak bulunmustur. Bu kosullar kullanilarak
elde edilen s1v1 ekstraktlarin biyoaktif bilesikler lizerindeki etkileri de belirlenmistir. Optimum

kosul ve beklenen CUPRAC, DPPH ve TPC degerleri Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Optimizasyon Calismasi ile Saglanan Optimum Kosullar ve Beklenen Bazi Bioaktif
Ozellikler

Degiskenler Tahminlenen

Stre (dk.) 33.63 TPC (ppm GAE) 6017
US giict (%) 90.90 DPPH(ppm TE) 10483
Kat1 konsant. (%) 30 CUPRAC(mmol) 98.83

Optimum kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyon islemi ile TPC, DPPH ve CUPRAC
degerleri sirasiyla 6603.33+2025.94 ppm GAE, 9638.31+£372.17 ppm TE ve 98.83 mmol olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglar, tahminlenen degerler ile kiyaslandiginda birbirine olduk¢a yakin

oldugu bulunmustur.

Nanopartikil Sentezi

Optimize edilen ekstraksiyon kosullar1 kullanilarak elde edilen yesil kahve cekirdegi
ekstrakti ile selenyum nanopartikiiliiniin biyolojik sentezine gidilmistir. Elde edilen

nanopartikilin UV-vis spektrumu Sekil 9°da verilmistir.

Sekil 9°da goriildiigii gibi selenyum naopartikiil 350-400 nm arasinda bir absorbans piki
gostermistir. Nanopartikiil varligmi destekleyen bu pik sodyum selenitin ortamda bulunan
indirgeyiciler varlig1 ile Se”’e indirgenmesi sonucu gozlenmektedir. Sar1 yesil olan renk
indirgenme sonucunda turuncuya doniismektedir (Ingole, Thakare, Khati, Wankhade, &
Burghate, 2010). Selenyum nanopartikiiller e¢lde edilme yOontemlerine bagli olarak degisen
dalga boylarmda pikler verebilmektedir (Wadhwani vd., 2017).
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Sekil 9. Selenyum nanopartikiliine ait UV-vis spektrumu.
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Selenyum Nanopartikillerin Karakterizasyonu
FTIR spektrumu.

FTIR ile optimum kosullarda ekstrakte edilen yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti
kullanilarak sentezlenen selenyum nanopartikiillerin fonksiyonel gruplari belirlenmis olup,
selenyum nanopartikillerin elde edilmesinde etkili olan ve stabilizasyonundan sorumlu olan
cesitli fitokimyasallarin rolii degerlendirilmistir. Selenyum nanopartikiil ve yesil kahve
cekirdegi ekstraktina ait FTIR spektrumlar1 Sekil 10 ve 11°’de gosterilmistir. Spektrumda
goriilen tepe noktalari, fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda kullanilan standart degerlerle

kiyaslanarak yorumlanmustir.

Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktindaki tepe noktalar1 sirasiyla 3306, 2094, 1638,1387,
1278 ve 460cm™ ‘de goriilmiistiir. Ekstraktin indirgeyici ajan olarak rol aldig1 sentez sonrasi
elde edilen selenyum nanopartikiiliin tepe noktalar1 ise 2922, 2853, 1743, 1640, 1534, 1457,
1377, 1238, 1157, 1029, 871, 807, 716 ve 463 cm™ olarak gozlemlenmistir.

Ekstraktaki 3306 cm™ dalga boyundaki belirgin pik O-H ve N-H gruplaridaki
gerilmeden kaynaklanmustir (Wactawek, Gon¢ukova, Adach, Fijatkowski, & Cernik, 2018).
FTIR spektroskopisi yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinda yer alan fonksiyonel gruplardan alkol,
fenol, amin ve karbonil gibi karakteristik 6zelliklerin absorpsiyon bantlarini géstermektedir.
1250-667 cm™ dalga boyu arasi parmak izi bolgesi olarak adlandimrilmistir. Selenyum
nanopartikiillerin FTIR spektrumunda parmak izi bolgesinde yer alan pikler ile yesil kahve
cekirdek ekstraktindaki piklerin benzerligi Se iyonlarmmn indirgenmesinde yesil kahve
cekirdegi ekstraktinda bulunan fonksiyonel gruplarin rol aldigi gorilmiistiir. Selenyum
nanopartikiile ait FTIR spektrumu kahve cekirdegi ekstraktinda yer alan indirgenmeden
sorumlu olan biyomolekiiller hakkinda bilgi verebilmektedir (Omidi, Sedaghat, Tahvildari,
Derakhshi, & Motiee, 2018).
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Sekil 10. Selenyum nanopartiktliine ait FTIR diyagramu.
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DSC analizi.

Sekil 12’de selenyum nanopartikiiline ait DSC diyagrami 0-500 °C araliginda
karakterize edilmistir. DSC diyagramindan goriilmektedir ki SeNP'lerin absorbe edilen suyun
buharlagmasina bagl olarak 20 ila 150 °C arasinda buharlagsma piki gozlenirken, SeNP'ler
uzerindeki biyoaktif bilesenlerin ayrigmasiyla baglantili olarak 200 °C'nin izerinde ekzotermik
etki gorulmektedir. DSC diyagrami selenyum nanopartikiiliin termal stabilitesini uzun sire

koruyabildigini gostermektedir.
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Sekil 12. Selenyum nanopartikiline ait DSC diyagramu.
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Transmisyon elektron mikroskobu (TEM).

Selenyum nanopartikillerin  ylzey morfolojisi ve boyutu transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile 2 ym, 1 pm, 500 nm, 200 nm ve 100 nm gibi farkli 6l¢eklerde
gortintiilenmistir. Olusan goriintiiler Sekil 13’te verilmistir. Elde edilen TEM goriintiileri
sonucunda sentezlenen selenyum nanopartikillerin Sekil 13°te de goriildiigii gibi nano boyutta,

kiiresel ve yaklasik olarak 100 nm oldugu belirlenmistir.

Yapilan bir calismada, sentezlenen selenyum nanopartikiillerinin morfolojisi ve yapisi
TEM teknigi ile belirlenmis olup, analiz sonucunda selenyum nanopartiikiillerin kiire seklinde
ve boyutlarmm 20 ile 80 nm arasinda oldugu belirtilmistir (Ingole vd., 2010). Sharma vd. (2014)
yaptig1 bir ¢aligmada, biyolojik olarak sentezlenen selenyum nanopartiktllerinin boyut ve
morfolojisini TEM analizi ile 5 nm ve 20 nm 6lgeklerinde goriintiilemislerdir. Kiiresel yapiya
sahip ve boyut olarak 3-18 nm arasinda nanopartikiiller oldugunu belirtmislerdir. Faramarzi,
Anzabi, & Jafarizadeh-Malmiri, (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada, Saccharomyces cerevisiae
mayast ve sodyum selenit kullanarak sentezledikleri selenyum nanopartikiliin
karakterizasyonunda transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile nanopartikiiliin sekil ve
boyutunu incelemislerdir. Yapilan incelemeler sonucunda nanopartikiillerin 50 nm boyutuna
sahip kiiresel oldugunu tespit etmislerdir. Halofilik bir bakteri olan Citricoccus sp. kullanilarak
optimizasyon kosullar1 pH 8, sicaklik 30 °C, ¢alkalama hiz1 150 rpm ve 24 saat sureyle biyolojik
olarak sentezlenen selenyum nanopartikiillerin sekil ve boyutu transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile analiz edilmistir. 500 nm ve 200 nm o&lgeginde olusan goriinti
sonucunda, selenyum nanopartiktlin kiresel yapida ve pargacik boyutunun ortalama 104.46 +
50.82 nm oldugu belirtilmistir (Ding, 2021).
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Sekil 13. Selenyum nanopartikiiliin farkli 6lgeklerde transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
goruntisu, 2 um (a), 1 um (b), 500 nm (c), 200 nm (d) ve 100 nm (e).
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X-tsinlart kirtnim difraktometresi (XRD).

Selenyum nanopartikiliin X-1smi kirmim deseni Sekil 14°te verilmistir. Sekilde 26 agis1
ve 0° ile 80° degerleri araliginda kirmima ugrayan selenyum nanopartikiillerin yansimalarindan
elde edilen spektrumda yaklasik 20° araliginda bir tane net genis pik olusmaktadir. Literatlirde
yer alan selenyum nanopartikiillerin XRD analizinde, 26 agis1 ve 15° ile 35°° lik genis bir tepe
noktasi olusmussa bu nanopartikiillerin kristal olmadig1 amorf yapida oldugunu gostermektedir
(Husen, & Siddiqi, 2014). Sekil 14’te de goriildiigii gibi 20°’de olusan pikin selenyum
nanopartikiilin amorf yapida oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢aligmada,
biyosentezlenmis selenyum nanopartikiiliin XRD analizinde, 20 agis1 ve 10° ile 90° degerleri
arasinda kirmima ugrayan nanopartikiillerin, X-1s1n1 kirmim deseninde 23-26° araliginda genis
bir difraksiyon piki olustugundan nanopartikillerin amorf (diizgiin olmayan) yapida oldugu
gOzlemlenmistir (Akcay, 2017).
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Sekil 14. Selenyum nanopartikillerin XRD kirimim deseni.
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DPPH Radikali Supurme Aktivitesi

DPPH radikal suplrme aktivitesi tayininde herhangi bir antioksidan aktiviteye
rastlanilmamistir. Yapilan ¢alismanin aksine Alagesan, & Venugopal, (2019) Withania
somnifera yaprak ekstraktlari kullanarak irettikleri amorf selenyum nanopartikiillerinde DPPH

radikali sliplirme aktivitesi tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Antimikrobiyal Aktivite

Yesil sentez yoluyla, optimum kosullarda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti kullanilarak
sentezlenen selenyum nanopartikiillerin antimikrobiyal 6zelligi Tablo 4’te yer alan 5 patojen
bakteri (Salmonella typhimurium, Yersinia enterecolitica, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus cereus) ve 2 kif (Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum) disk difiizyon
yontemiyle irdelenmistir. Analiz sonucu Sekil 15 ve 16’da gosterilmistir. 5 patojen bakteri ve
2 kiif tizerinde selenyum nanopartikiiliin, antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir. Se°,
nanopartikil olarak yiikli bir negatif kapak olusturmak i¢in SeNP yiizeyi ile etkilesime giren
biyoorganik bilesiklere bagli olarak boyutu ve yiku nedeniyle belirli antimikrobiyal 6zelliklere
sahip olabilmektedirler (Escobar-Ramirez vd., 2021). Yapilan bu ¢alismaya benzer sekilde
Shubharani, Mahesh, & Yogananda Murthy, (2019) propolis ekstrakti kullanarak elde ettikleri
selenyum nanopartikillerinin S. aureus, B. cereus, Salmonella typhi Uzerine antibakteriyal
aktivite gostermesine ragmen Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa uzerine inhibisyon

tespit etmediklerini bildirmislerdir.
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Sekil 16. Selenyum nanopartikiiliin antifungal aktivite sonuglart.
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BESINCI BOLUM
Sonug

Yapilan bu tez calismasinda, yesil sentez yontemi kullanilarak kahve g¢ekirdeginin
biyoaktif bilesiklerinin ekstraksiyonunun optimizasyonu ile selenyum nanopartikiil iiretimi
gerceklestirilmistir. Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraksiyon kosullar1 optimize edilerek, optimum
kosullar %90.90 ultrasonik gii¢, 33.63 dakika sonikasyon suresi ve %30 kat1 konsantrasyonu
olarak bulunmustur. Elde edilen ekstraktan mikrodalga destegi ile selenyum nanopartikil
iiretilmistir. Uretilen selenyum nanopartikiiller UV-vis spektrofotometrede 300-700 nm
araliginda goriintiilenmistir ve fourier donlisimi kizilotesi spektroskopisi (FTIR), X-isinlar1
kirinim difraktometresi (XRD), diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ve transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) ile karakterizasyon analizleri yapilmistir. Ayrica antioksidan ve
antimikrobiyel aktivitesi incelenmistir.  Yapilan analizler sonucunda selenyum
nanopartikiillerin varhigi, Uv-vis spektrofotometresinde 350-400 nm arasinda bir absorbans
gostererek dogrulanmistir. Yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ile selenyum nanopartikullerin FTIR
spektrumlar1 incelendiginde 1250-667 cm™ dalga boyu arasi parmak izi bdlgesi olarak
adlandirilmistir. Selenyum nanopartikiillerin FTIR spektrumunda parmak izi bolgesinde yer
alan pikler ile yesil kahve ¢ekirdek ekstraktindaki piklerin benzerligi Se iyonlarmin
indirgenmesinde yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinda bulunan fonksiyonel gruplarmn rol aldigini
gostermektedir. Taramali elektron mikroskobu (TEM) ile elde edilen goriintiiler selenyum
nanopartikiillerin yiizey sekillerinin kiiresel ve ortalama partikiil boyutunun yaklasik olarak 100
nm civarinda oldugu gorulmektedir. X-1sinlar1 kirmim difraktometresi (XRD) analizi ile 20°’de
olusan pikin selenyum nanopartikiiliin amorf yapida oldugunu gdstermektedir. Diferansiyel
taramali kalorimetre (DSC) analizinde ise 20 ila 150 °C arasinda buharlasma piki gozlenirken,
SeNP'ler iizerindeki biyoaktif bilesenlerin ayrigmasiyla baglantili olarak 200 °C'nin izerinde
ekzotermik etki olusturup, selenyum nanopartikiiliiniin termal stabilitesini uzun siire
koruyabildigini gostermektedir. Yapilan antioksidan ile antimikrobiyel aktivite analizleri
sonucunda da kahve ¢ekirdegi ekstraktindan tiretilen selenyum nanopartikillerde herhangi bir
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye rastlanmamistir. Yapilan tez ¢alismasinda,
nanopartikiil eldesi i¢in biyoaktif bilesen varlig1 yiiksek ektrakt kullanimi ile nano boyutta
selenyum partikiillerin eldesi saglanmistir. Fakat selenyum nanopartikiillerin kullanim amaci

ile farkl1 biyoaktif testlerle irdelenmesine ihtiya¢ duyulabilecegi soylenebilir.
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