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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi
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2020, 99 Sayfa

Jiiri
Damsman Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER
Dog. Dr. Siileyman DOGU
Do¢. Dr. Gokhan ZENGIN

Gilimiis nanopartikiiller (AgNPs) benzersiz biyolojik 6zellikleri ve dogal bir antioksidan kaynagi
olarak degerlendilmeleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Hazirlama yontemleri dikkate
alindiginda yesil sentez yontemi fiziksel ve kimyasal yontemlerdeki sinirlamalarin ortadan kaldirilmasi
igin son donemlerde en ¢ok kullanilan yaklasgimlardan birisidir. Bu g¢alismada Daphne oleoides
SCHREBER subsp. oleocides SCHREBER’ den yesil sentez yoOntemiyle elde edilen giimiis
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir.

Sentezlenen nanopartikiiller 430 nm absorbansinda nanopartikiillerin olusumunu goésteren
goriiniir renk degisimi ve Ultraviyole Goriiniir Spektrofotometrisi (UV-Vis) ile karakterize
edilmistir. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) nanopartikiillerin fonksiyonel gruplarimi
incelemek i¢in yapilmigtir. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ortalama boyutu 25 nm olan kiire
seklindeki giimiis nanopartikiillerin yapisin1 ortaya ¢ikarmistir. Enerji Dagilim X-ray Spektroskopisi
(EDS) metal giimiigiin varligin1 dogrulamigtir. Nanopartikiillerin stabil yapida oldugu Zeta potansiyeli
Olciimil ile belirlenmistir. Dinamik Isik Sagilmasi (DLS) yontemiyle giimiis nanopartikiillerin ortalama
boyutunun 198.9 nm oldugu tespit edilmistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) gériintiileri
nanopartikiillerin kiiresel sekilli olusumunu ve hemen hemen homojen bir boyut dagilimini teyit etmistir.
Bu sonuglar giimiis nanopartikiillerin yesil sentezinin basarili oldugunu gostermistir.

Giimiis nanopartikiillerin total antioksidan icerigi (Fosfomolibdat testi) 0.53 mmol TE/g, 6ziitiin
3.54 mmol TE/g; Gilimiis nanopartikiillerin DPPH aktivitesi 3.35 mg TE/g, 6ziitin 60.08 mg TE/g;
Gilimiis nanopartikiillerin  ABTS aktivitesi 17.93 mg TE/g, o6ziitin 149.72 mg TE/g; Glmiis
nanopartikiillerin CUPRAC (Bakir indirgeme giicii) analiz sonucu 67.33 mg TE/g, 6ziitiin 178.94; Gilimiis
nanopartikiillerin FRAP (Ferrik indirgeyici antioksidan giicii) analiz sonucu 47.61 mg TE/g, oziitiin
148.64 mg TE/g; Glimiis nanopartikiillerin metal selatlama kapasitesi analiz sonucu 11.73 mg EDTAE/g,
Oziitlin ise 37.96 mg EDTAE/g olarak bulunmustur.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’
den yesil sentez yontemi ile sentezlenen glimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu yapilmig ve
antioksidan aktivitesi incelenmis olup elde edilen degerler bir antioksidan kapasitenin varliga isaret
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Daphne oleoides, giimiis nanopartikiil, yesil sentez
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Silver nanoparticles (AgNPs) are of interest to researchers because of their unique biological
properties and their value as a natural source of antioxidants. Considering the preparation methods, the
green synthesis method is one of the most frequently used approaches to eliminate the limitations in
physical and chemical methods. In this study, antioxidant activity of silver nanoparticles obtained from
Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleocides SCHREBER by green synthesis method was evaluated.

The synthesized nanoparticles were characterized by visible color change and Ultraviolet Visible
Spectrophotometry (UV-Vis) showing the formation of nanoparticles at 430 nm absorbance. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) were performed to examine functional groups. Transmission
Electron Microscope (TEM) revealed the structure of spherical silver nanoparticles which an average size
of 25 nm. Energy Distribution X-ray Spectroscopy (EDS) confirmed the presence of metal silver. The
nanoparticles are determined to be stable with Zeta potential measurement. The average size of silver
nanoparticles was found to be 198.9 nm by Dynamic Light Scattering (DLS) method. Scanning Electron
Microscope (SEM) images confirmed the spherical shape of the nanoparticles and an almost
homogeneous size distribution. These results showed that the green synthesis of silver nanoparticles was
successful.

Total antioxidant content (Phosphomolybdate test) was found to be 0.53 mmol TE/g and 3.54
mmol TE/g for silver nanoparticles and extract, respectively. DPPH activity was determined as 3.35 mg
TE/g and 60.08 mg TE/qg for silver nanoparticles and extract, respectively. ABTS activity was detected as
17.93 mg TE/g and 149.72 mg TE/g for silver nanoparticles and extract, respectively. CUPRAC (Copper
reducing power) analysis result was found to be 67.33 mg TE/g and 178.94 mg TE/g for silver
nanoparticles and extract, respectively. The result of FRAP (Ferric reducing antioxidant power) analysis
was determined as 47.61 mg TE/g and 148.64 mg TE/g for silver nanoparticles and extract, respectively.
The metal chelating capacity was detected as 11.73 mg EDTAE/g and 37.96 mg EDTAE/g for silver
nanoparticles and extract, respectively.

In this master's thesis study the characterization of silver nanoparticles synthesized from Daphne
oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER by green synthesis method was made and their
antioxidant activity was investigated. The values obtained indicate the presence of an antioxidant
capacity.

Keywords: Antioxidant, Daphne oleoides, silver nanoparticles, green synthesis.
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1. GIRIS

Insanoglunun bilgiyi etkin bigimde kullanma gabalar1 sonucunda bilim ve
teknoloji erisilebilir hale gelmis, teknolojinin tiriin ve tiretim siireglerinde kullanilmasi
yayginlik kazanmis, yeni uygulama alanlar1 kesfedilmis ve yenilik¢i teknolojiler hayatin
ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir (Dahlman, 2007). Arastirma olanaklarinin ve
finansman temininin zaman ic¢inde kolaylasmasi, disipliner sSinirlarin asilmasi ve
birbirlerini tamamlamaya baslamasiyla birlikte bilimsel ¢alismalar multidisipliner bir
noktaya tasinmistir. Mevcut gelismelere paralel olarak bir¢ok bilimsel alanin ortak
caligma sahasi haline gelen nanoteknolojiye olan ilgi her gegen giin artmaktadir.

Nanoteknoloji maddenin atomik ve molekiiler seviyede kontroliiniin saglanarak
nano Olgcek boyutunda yeni yapilarin olusturulmasi, lizerinde yapisal degisiklikler
yapilarak yeni Ozelliklerin eklenmesi ve islevsellik kazandirilmasint amag¢ edinen
bilimsel bir uygulama alanidir. Nanoteknoloji dogasi geregi disiplinlerarasidir ve fizik,
biyoloji ve kimya alanini da igine alan genis bir bilim ve teknoloji yelpazesine hitap
eder (Perez ve Sandgren, 2008).

Nanoteknoloji, maddenin nano boyutta kontroliine olanak verdiginden dolay1
maddelerin fiziksel ve yapisal 6zelliklerinde degisim saglanarak, kimyasal 6zellikleri
degistirilmeksizin iletkenlik, dayaniklilik, atom yapisi, rengi, esnekligi, tepkiselligi gibi
birgok 6zelliginde degisiklikler gergeklestirilebilir (Renn ve Roco, 2006). Bu sayede
amag ve ihtiyaglara uygun olarak yeni Ozelliklere sahip daha dayanikli, daha iletken,
daha hizli ve daha esnek yapilar iiretmek miimkiin olabilmektedir. Bunun yaninda
tiretim siireglerinin doniistirilmesi, yeni hammadde ve kaynaklarin kesfi ve yeni
pazarlarin olusmasina da Onciilik ederek inovasyon ig¢in uygun bir ortam
hazirlamaktadir (Wullweber, 2015). Ornegin teknolojik gelismelerle birlikte maddenin
atomik boyutta miihendisligini yaparak yepyeni Ozelliklerini agiga ¢ikaran
nanoteknoloji sayesinde giimiis, nano boyuta indirgenmis ve kullanim alanlar1 artmustir.
Glimiis nanopartikiiller makro boyutlu giimiisten farkli fizikokimyasal davranislara ve
ozelliklere sahiptir (Gitipour ve ark., 2013).

Bitkilerin veya dogal kaynaklarin bio uyumlu gilimiis nanoparcaciklarin
sentezlenmesinde kullanildig1r “yesil sentez” yaklasimi son yillarda dikkat cekmeye
baslamistir. Bu yontemde toksik kimyasallar kullanilmaz ve yiliksek basing, enerji ve
sicaklik ihtiyact hissedilmez. Yesil sentez isleminin ¢evre dostu, maliyet etkinligi ve
farmasotik ve biyomedikal uygulamalar i¢in uygunlugu da dahil olmak iizere sayisiz

faydalar1 vardir (Mie ve ark., 2014).



Oksijen canli organizmalarda oksidasyon, indirgeme ve enzimatik siireglerde
onemli rol oynayan, ¢ogu elementle ve diger bilesiklerle kolayca reaksiyona girebilen
oksitleyici bir ajandir. Ayrica oksijen, elektronlar1 bir atomdan digerine aktarir ve ATP
bigiminde enerji lireten elektron akis sistemindeki nihai elektron alicis1 oldugundan
aerobik yasamin ve metabolizmamizin 6nemli bir pargasidir (Gulcin, 2020). Zaman
zaman eslesmemis tek elektronlarin transferi bu elektron akisini bozarak serbest
radikalleri meydana getirdiginden ¢esitli metabolik sorunlar ortaya cikabilir. Serbest
radikaller, diger molekiiller ile Kimyasal reaksiyona girmekte kararsiz olup eslesmemis
elektronlara sahip atomlar, molekiiller veya iyonlardir. Oksijen merkezli serbest
radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinir (Bulut ve ark., 2018; Han ve ark.,
2018).

ROS olusumu homeostazin siirdiiriilebilirligi igin olduk¢a Onemlidir. Canli
organizmalar oksidatif stres ve antioksidan koruma sistemi arasinda denge saglanmasina
izin veren bir antioksidan savunma sistemiyle bu dengenin devamini
saglayabilmektedirler (Huyut ve ark., 2017; Oztaskin ve ark., 2017). Canli organizmalar
metabolizmanin, normal solunumun veya bir dizi hastaliga eslik eden stresin sonucu
olarak ortaya cikan reaktif oksijen tiirlerine siirekli olarak maruz kalirlar (Anraku, ve
ark., 2018). Oksidatif stres ROS ve antioksidan savunmalar arasindaki dengesizligin bir
sonucudur. Oksidatif stres bir dizi hiicresel iglevi bozar ve organizmanin antioksidatif
savunma mekanizmasini bastirdigi i¢in ¢esitli olumsuzluklara yol agar (Sindhi ve ark.
2013; Apak ve ark., 2016).

Antioksidanlar dogrudan ROS' u temizleyen, dolayli olarak antioksidan
savunmasini tetikleyen veya ROS iiretimini engelleyen maddeler olarak tanimlanir
(Halliwell, 1997). Antioksidanlar sadece ROS' u ortadan kaldirmak icin degil, ayni
zamanda hiicresel redoks durumunu ayarlamak ve redoks sinyal iletimini etkinlestirmek
icin de kullanilir (Gulcin, 2006). Antioksidanlar, serbest radikallerin olumsuz etkilerine
kars1 savunma faktorii islevi goriir ve serbest radikallerin hiicreye zarar veren etkilerini
azaltirlar. Bu nedenle son yillarda bitkilerden elde edilebilen ve serbest radikalleri
verimli bir sekilde temizleyebilen dogal antioksidan bilesiklere yonelik aragtirmalar
artmaktadir (Sindhi ve ark. 2013).

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi ile Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER’ den yesil sentez yontemi ile elde edilen glimiis nanopartikiillerin farkli
yontemler kullanilarak karakterizasyonu yapilmis ve antioksidan aktivitesi

degerlendirilmistir.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-020-02689-3#ref-CR500
https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-020-02689-3#ref-CR311

2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Nanoteknoloji

Etimolojik kokeni Yunancaya dayanan ‘“nano” sozciigii, Tiirk¢e karsiligini
“clice” olarak bulmaktadir. Metrik sistemdeki tanimi geregince, bir nanometre (nm),
metrenin milyarda birine karsilik gelmekte ve dolayisiyla algi sinirlarimizin 6tesinde
oldukga kiigiik boyutlu bir niceligi ifade etmektedir. Sekil 2.1.” de makro pargaciklar ile
nanopartikiillerin boyut karsilastirilmasi verilmistir. Nanoteknoloji ve nanobilim, bu
standart dis1 nanometrik boyuttaki maddelerin 6zellik, ¢alisma dinamikleri ve tepkilerini
molekiiler ve atomik Olgekte arastiran bilim dalidir. Daha teknik ve genel geger bir
tanim yapilacak olursa biiytlikliigii 100 nm’ den kiiciik olan sistemler, nanoteknoloji
kapsaminda incelenmektedir (Prasanna, 2007; Aydin ve ark., 2012).

Nanoteknoloji, maddenin atomik-molekiiler boyutta miihendisliginin yapilarak
yepyeni Ozelliklerinin agiga g¢ikarilmasi; nanometre dlgegindeki fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olaylarin anlasilmasi, kontrolii ve liretimi amaciyla, fonksiyonel materyallerin,
cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesidir. Bir bagka ifade ile araglarin, malzemelerin ve
yapilarin molekiiler diizeyde islenmesi, olusturulmasi ve manipiile edilmesi olarak
tanimlanmaktadir (Kut ve Giinesoglu, 2005).

Nano oOl¢ekte, malzemenin kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerinden dolay1
malzemenin yiizey alani, hacmine kiyasla daha biiyiiktiir. Bu durum, nano malzemeyi
kimyasal olarak daha reaktif hale getirir ve malzemenin gii¢ ve elektriksel 6zelliklerini
mikro boyutlardaki emsali ile karsilastirildiginda degistirir. Nanopartikiiller ve nano
yapili malzemeler, erime noktasi, elektriksel ve termal iletkenlik, katalitik aktivite, 151k
emilimi ve sacgilma gibi fizikokimyasal ozelliklerinden dolayi, mikro boyutlardaki
esdegerlerine gore daha yiiksek performansa sahip olmalart ile teknolojik gelismelerde

one ¢ikmiglardir (Jeevanandam ve ark., 2018).
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Sekil 2.1. Makro 6lgekli pargaciklar ile nanopartikiillerin kargilagtirilmas: (Hulkoti ve Taranath, 2014)



2.2. Nanoteknolojinin Tarihsel Gelisimi

Michael Faraday’ in 1857 yilinda “Philosophical Transactions of the Royal
Society” dergisinde yayinlanan “The Bakerian Lecture: Experimental Relations of Gold
(and Other Metals) to Light” adl1 makalesinde boyutlar1 kiigiilen altinin farkli 6zellikler
sergilediginden bahsetmesi o yillarda nano boyutta malzemelerin arastirildigini
gostermektedir. Bu baglamda Faraday’ 1 nanoteknolojinin Onciisii olarak tanimlamak
uygun olacaktir (Siizer, 2005).

Bir yapinin nano boyutlara indirilmesi ile olaganiistii 6zellikler kazanabilecegi
fikrinin temelleri 1860’ 11 yillara dayanmaktadir. Tiim diinya nesneleri giderek daha
biiylik hale getirmeye calisirken, James Clerk Maxwell atom ve molekiillerden olusan
submikroskobik makineler yapilabilecegini 6ngérdii (Aeran ve ark., 2015).

Unlii Fizik¢i Richard Feynman tarafindan Amerikan Fizik Dernegi’ nin 1959 yili
toplantisinda dile getirilen “Asagida gidilecek ¢ok yer var” (There’s plenty of room at
the bottom) baslikli konugmasi ilk kez nanoteknoloji yaklasimini giindeme getirmistir.
Feynman bu meshur konusmasinda “Gorebildigim kadartyla, fizik bilimi prensipleri
nesnelerin atom diizeyinde manipiile edilmesine karsi1 degildir. Bu, herhangi bir bilimsel
yasay1 ihlal girisimi olmayip, prensipte yapilabilir olan fakat biz ¢ok biiyiik oldugumuz
icin uygulamada simdiye kadar yapilmamis olan bir seydir” demistir. Bu konusma
nanoteknolojinin tiim temel kavramlarinin temellerini olusturacakti. Feynman bu
konusmasinda gelecekte, atomik veya molekiiler diizeyde materyaller ve cihazlar
yaratma ihtimalinden de bahsetti (Freitas, 2000). Feynman ayrica nanomakinelerin,
nanorobotlarin ve nano cihazlarin, atomik olarak hassas mikroskobik enstriimantasyon
ve Uretim araglarii iiretmek i¢in kullanilabilecegini 6ne siirdii. O zamanlar bunlar
sadece fikirdi, ama yeni bir diislince tarzi belirlediler. Bilim adamlari, maddeyi atomik
ve molekiiler seviyelerde manipiile ederek derin etkilerin elde edilebilecegini fark etti
(Upadhyay, 2013).

Feynman' in konusmasindan neredeyse 15 yil sonra Japon bilim adami Norio
Taniguchi nanometre diizeninde meydana gelen yart iletken siirecleri tanimlamak igin
ilk olarak “nanoteknoloji” terimini kullandi. Nanoteknolojinin malzemelerin bir atom
veya bir molekiil tarafindan islenmesi, ayrilmasi, konsolidasyonu ve deformasyonundan
olustugunu savundu (Hulla ve ark., 2015).

1980’ lerde gergeklesen iki 6nemli gelisme: cluster (kiime) biliminin dogusu ve
taramali tlinelleme mikroskopun (STM) icadi nanoteknoloji ve nanobilimin

ivmelenmesine onciiliik etmistir. Bu gelismeler neticesinde 1986’ da fullerenlerin ve



birkag y1l sonra da karbon nanotiiplerin kesfi ger¢eklesmistir. Akabinde ise yari iletken
nanokristallerin sentezi, ozelliklerinin incelenmesi ve atomik kuvvet mikroskobunun
(AFM) kesfi nanoteknoloji alanina ¢ok O6nemli katkilar saglamistir (Yildirim ve ark.,

2010). Sekil 2.2.” de nanoteknolojinin zaman ig¢indeki gelisimi gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Nanoteknolojinin dort kusaklik zaman ¢izelgesi (Roco, 2005)

2.3. Nanopartikiillerin ve Nanomateryallerin Siniflandirilmasi

Nanopartikiiller ve nano yapili malzemeler materyal temellerine, boyutlarina ve
kokenlerine gore smiflandirilmaktadirlar. Nanopartikiiller materyal temelli olarak dort
kategoride incelenebilir;

Karbon temelli nano malzemeler: Genel olarak bu nano malzemeler karbon
igerir ve igi bos tiipler, elipsoidler veya kiire gibi sekillerde bulunur. Fullerenler (C60),
karbon nano tiipler (CNTs), karbon nano fiberler, karbon siyahi, grafen (Gr) 6rnek
olarak verilebilir (Kumar ve Kumbhat, 2016).

Inorganik temelli nano malzemeler: Bu nano malzemeler, metal ve metal oksit
nanopartikiilleri ve nano yapili malzemeleri icerir. Bu nano malzemeler Au veya Ag
nanopartikiiller gibi metaller, TiO2 ve ZnO nanopartikiiller gibi metal oksitler ve silikon
ve seramikler gibi yar1 iletkenler halinde sentezlenebilir.

Organik temelli nano malzemeler: Bunlar karbon esasl veya inorganik esasl
nano malzemeler hari¢ g¢ogunlukla organik maddeden yapilan nano malzemeleri
icerir. Molekiillerin kendi kendine toplanmas1 ve tasarimi i¢in kovalent olmayan (zayif)
etkilesimlerin  kullanilmasi, organik nano malzemeleri dendrimerler, miseller,
lipozomlar ve polimer nanopartikiiller gibi istenen yapilara doniistiirmeye yardimeci

olur.



Kompozit temelli nano malzemeler: Kompozit nano malzemeler, nano 6lgekli
boyutta bir faza sahip olan nanopartikiilleri diger nanopartikiiller veya nanopartikiillerle
daha biiyiik veya hibrit nanofiber gibi yigin tipi malzemelerle veya metal-organik
cerceveler gibi daha karmasik yapilarla birlestirebilen ¢ok fazli nanopartikiiller ve
nanoyapili malzemelerdir (Jeevanandam ve ark., 2018).

Nano malzemeler, sifir (0B), bir (1B), iki (2B) ve ii¢ (3B) boyutlular olmak
lizere boyutlarina gore dort kategoride incelenir. Bu simiflandirma biiylik 6l¢iide nano
malzemelerin boyutlar1 boyunca gerceklesen elektron hareketine baglidir. Ornegin, 0B
nano malzemelerdeki elektronlar boyutsuz bir alanda tutulurken, 1B nano malzemeler x
ekseni boyunca hareket edebilen elektronlara sahiptir. Benzer sekilde, 2B ve 3B nano
malzemeler sirasiyla x — Yy ekseni ve X, y, z ekseni boyunca elektron hareketine sahiptir
(Pokropivny ve Skorokhod, 2007). Sekil 2.3.” de nanomateryallerin uzaysal boyutlarina
iligkin karsilagtirma daha net goriilebilir.

Boyut ve malzeme temelli siniflandirmalarin yani sira, nanopargaciklar ve nano
malzemeler kokenlerine gore de (dogal veya sentetik) siniflandirilabilir. Dogal nano
malzemeler dogada biyolojik tiirler veya antropojenik aktiviteler yoluyla tiretilir. Dogal
olarak meydana gelen nano materyaller, insan hareketlerinden bagimsiz olarak Diinya'
nin tiim alanlarinda hidrosferde, atmosferde, litosferde ve hatta biyosferde bulunur
(Hochella ve ark., 2015; Sharma ve ark., 2015). Sentetik nano malzemeler mekanik
taglama, motor egzozu ve dumani ile iretilir veya fiziksel, kimyasal, biyolojik veya

hibrit yontemlerle sentezlenir (Wagner ve ark., 2014).
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Sekil 2.3. Nanomateryallerin boyutlar: (Malhotra ve Ali, 2018)



2.3.1. Lipozomlar

Lipozomlar 1965 yilinda Bangham ve arkadaslari tarafindan kesfedildi ve
fosfolipidler hidratlandiginda veya sulu bir ortama maruz birakildiginda olusan
mikroskobik kiiresel vezikiiller olarak tanimland1 (Bangham ve ark., 1965). Weiner ve
arkadaslari ise lipozomu, su veya sulu tampon bolmeleri ile ayrilmig bir veya daha fazla
konsantrik iki lipit tabakali kiireden olusan bir mikro yap1 olarak tanimladilar (Weiner
ve ark., 1989). Lipozomlar, iki katmanli bir fosfolipit veya herhangi bir benzer
amfipatik lipitten olusan mikroskopik vezikiillerdir. Lipozomlar hem hidrofilik hem de
lipofilik maddeleri kapsiilleyebilir ve etkili bir sekilde tasiyabilirler. Ayrica
¢cozlinmeyen ilaglar icin toksik olmayan bir ara¢ olarak da kullanilabilirler (Lidgate ve
ark., 1988; Fielding, 1991; Akbarieh ve ark., 1992). Lipozomlar, ¢ap1 20 nm olan
vezikiilden, 151k mikroskobu altinda goriilebilen 1 um veya daha biiytik bir ¢apa sahip
canli hiicrelerin boyutlarina esit olanlara kadar farkli ebatlarda olabilirler (Frezard,
1999). Lipozomlar ilag tasimimi i¢in kullanilan ilk sentezlenmis nanopargaciklar olarak

bilinmektedirler (Salata, 2004) ve Sekil 2.4.” de bir 6rnegi verilmistir.

Sekil 2.4. Kanser agilarinda kullanilan lipozom (Schimanski ve ark., 2012)

2.3.2. Siiperparamanyetik Nanopartikiiller

Stiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller (SPION), hedeflenmis ila¢ ve
ilag taginmasi, manyetotermal terapi (kanser hipertermisi gibi) ve manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) i¢in kontrast gelistirme dahil olmak {izere biyomedikal uygulamalar
i¢cin kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir (Neuberger ve ark., 2005; Lee ve ark. 2007).
Manyetik nanoparcaciklar kiiciik boyutlart nedeniyle (Sekil 2.5.) siiperparamanyetik
davranig sergiler; yani tipik olarak 5-20 nm araliginda, uygulanan bir manyetik alanda
kuvvetli bir sekilde miknatislanirlar, ancak harici manyetik alan ¢ikarildiginda

miknatislanmay1 kaybederler (Jun ve ark., 2008; Villaraza ve ark., 2010).



SPION' lar kimyasal olarak ¢ok kararli ve toksik olmama avantajina sahiptir.
Bununla birlikte, SPION yiizeyinin hidrofobikligi, makrofajlar tarafindan fagositik
yakalamaya egilimli olmasini saglar. Kontrast maddelerinin spesifik alimi1 hedefleme

ligandlari ile fonksiyonellestirmeyle arttirilabilir (Liong ve ark., 2008).

~20-150 nm —-

Sekil 2.5. Siiper paramanyetik demir oksit nanopartikiil (Dulinska ve ark., 2019)

2.3.3. Fullerenler: Buckyballlar ve Karbon Nanotiipler

Fulleren Ceo (buckyballs veya buckminsterfullerene), bilim ve miihendisligin
cesitli alanlarinda ilgi géren nano yapilandirilmis bir karbon allotropudur. Sekil 2.6.” da
goriilen fulleren ve tiirevleri, essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle malzeme
biliminde muazzam bir potansiyele sahiptir. Fulleren 1985 yilinda Kroto ve arkadaslari
tarafindan kesfedilse de hazirlik siireci heniiz tam olarak anlagilamamistir (Kroto ve
ark., 1985). ilerleyen yillarda, C7s, Cso, C2s0 gibi ihtiyag duyulan diger fullerenler, gok
sayida karbon atomundan sentezlenebildi. Kesiflerinden bu yana ¢ok sayida aragtirma
makalesi fullerenlerin nanohetero yapilarii dikkate almistir. Fulleren nanohetero
yapilar1 iiretmek i¢in ¢esitli, verimli ve daha az maliyetli yontemler gelistirilmistir
(Bang ve ark., 2011; Mohan ve Ravindra, 2015). Ce¢o ve tiirevleri benzersiz
fizikokimyasal ozellikleri nedeniyle malzeme biliminde 6nemli bir yer tutmaktadir
(Sayes ve ark., 2005). Son zamanlarda nanotiipler, nanorodlar ve nanosetler dahil Ceo
tabanli nanoyapilar, nanobilim ve nanoteknoloji alanlarinda ilgi gérmektedir (Shimoda
ve ark., 2002). Diisiik maliyetli fullerenlerin varligi ve kullanimi sonraki ¢alismalar ve
pratik uygulamalar i¢in ilgi ¢cekmektedir.

1991 yilinda Iijima, bir elektron mikroskobu kullanarak iirettigi karbon

nanotiipleri (CNT) tanitarak nanoteknoloji alanin1 katk: saglad: (lijima, 1991). Karbon



nanotiipler fullerenlerin sentezi sirasinda inert bir atmosferin altindaki elektrik arki
buharlastirma reaktoriinde karbon grafitin buharlastirilmasiyla imal edilebilir (Iijima ve
ark., 1993). Sekil 2.7.” de goriilen karbon nanotiiplerin iiretimi i¢in asagidan yukariya
yontemi (bottom-up method) kullanilir. Tek boyutlu katilarda ve ayni zamanda farkli
nano Olcekli cihazlarda fizik aragtirmalari i¢in kullanilabilirler (Dai, 2002). Karbon
nanotiipler grafen silindirik tiip olusturan tam bir altigen grafit agindan olusur.
Nanotiiplerin ¢aplar1 bir nanometreden birka¢ nanometreye kadar degislik gosterir. Tek
duvarli karbon nanotiiplerin giiniimiiz ve gelecekteki ¢esitli uygulamalarin Oniini

acacag1 disiiniilmektedir (Dai ve ark., 1996).

A4

C——

Sekil 2.6. Uc boyutlu fulleren yapis: (Peter ve ark., 2015)

Sekil 2.7. Karbon nanotiip (Garima ve ark., 2015)

2.3.4. Dendrimerler

Geleneksel lineer polimerlere kiyasla nispeten yeni bir bilesik simifi olan
dendrimerler, benzersiz molekiiler mimari ve boyutlarla karakterize edilir (Aulenta ve
digerleri, 2003). Dendrimerler yiliksek dallanma noktalarina, {i¢ boyutlu kiiresel sekle,
monodispersiteye ve nanometrik boyut araligina sahip kompleks, suda ¢oziinebilen
sentetik makromolekiiller olarak tanimlanir (Sekowski ve ark., 2008).

Sekil 2.8.” de goriilen dendrimerler ozellikle dogrusal, dalli ve capraz bagh

polimerlere kiyasla benzersiz ozellikler sunar. Ilk sentezlenmis dendrimerler olan
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poliamidoamin dendrimerler (PAMAM) muhtemelen en ¢ok bilinen ve giiniimiizde en
cok arastirilan dendrimerlerdir. Tipik bir dendrimer ii¢ bilesenden olusur; tekrarlayici
birimler iceren bir baslatic1 ¢ekirdek (odak c¢ekirdek), bir i¢ katman ve odak ¢ekirdege
radyal olarak tutturulmus, en distaki i¢ kusaga bagli olan ve ila¢ dagitimi i¢in bir sablon
saglayacak sekilde uyarlanabilen ¢oklu ¢evresel fonksiyonel gruplar. Terminal gruplari

pozitif, negatif veya notr yiiklii olabilir (Szymanski ve ark., 2011).

Sekil 2.8. Dendrimer (Tzelepi ve ark., 2019)

2.3.5. Kuantum Dotlar

Kuantum noktalar1 (QD) olarak da bilinen yari iletken nanokristaller, ¢esitli
uygulamalarda aktif materyal olarak kullani1ldig1 i¢in son yillarda en ¢ok arastirilan nano
Olcekli malzemeler arasindadirlar (Schmidt, 2004). Kuantum noktalar1 on ila binlerce
atom arasinda degisen bir dizi atomdan olusan kiimelerdir ve {i¢ boyutlu uzay boyunca
boyutlar1 birka¢ nanometreye indirgenmis yari iletken katilar olarak diisiiniilebilir.
Kuantum noktalar1 nanometrik boyutlarindan dolay1 benzersiz 6zelliklere sahiptir. Sekil
2.9.” da gosterilen kuantum noktalarinin yiizeylerinde bulunan ve optik ve elektronik
ozellikleri iizerinde derin bir etkiye sahip olan atomlarin erime sicakligi ve kuantum

noktalarinin genel olarak reaktivitesi ilgi ¢cekmektedir (Chen, 2008; Jacobs ve ark.,
2001).

“l

\:' —
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- . <

Sekil 2.9. Degisen optik dzelliklere sahip kuantum dot (Nath ve Banerjee, 2013)
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2.4. Metal Nanopartikiiller

(Cozelti fazinda ilk metal nanopartikiiliin varlig1 Faraday tarafindan 1857 yilinda
rapor edilmistir (Edwards ve Thomas, 2007). Metalik nanopartikiiller veya metal
nanopartikiiller, son birkag yildir nanopartikiiler alanda yeni bir terminoloji olarak
ortaya c¢ikmistir. Bio uyumlu olan altin, glimiis ve platin gibi soy metaller, metal
nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilir (Bhattacharya ve Mukherjee, 2008). Metal
nanopartikiillerin hazirlanmasi ve stabilizasyonu igin elektrokimyasal degisiklikler,
kimyasal indirgeme ve fotokimyasal indirgeme gibi farkli fiziksel ve kimyasal
yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Geethalakshmi ve Sarada, 2012). Metal
nanopartikiiller homojen ve heterojen kataliz, yakit hiicresi katalizi, sensor ve
biyosensorler gibi cesitli endiistriyel ve biyolojik uygulamalarda kullanilmaktadir (Lee

ve ark., 2009).

2.4.1. Giimiis Elementinin Temel Ozellikleri

Giimiis (Ag) atom numarasi 47, atomik kiitlesi 107.87, elektronik yapilanmasi
4d'° 55!, yogunlugu 10,5 g/cm3, erime noktas1 960 °C, kaynama noktas1 2170 °C olan ve
periyodik tabloda gecis elementlerinin yer aldigi 1B grubunda yer alan bir elementtir
(Petering ve ark., 1991). Giimiis dogada serbest veya bilesik halde bulunan beyaz renkli
bir metaldir. Bilesiklerinde ise +1 degerlige sahiptir (Demir, 2000). Glimiis 15181 ¢ok iyi
yansitan, doviilebilen, esnek bir metaldir. Havada oksitlenmez. Giimiisten yapilmis
esyalarin iizerindeki kararmanin sebebi, havadaki hidrojen siilfiirdiir. Asitlere ve birkag
organik maddeye kars1 dayaniklidir. Fakat nitrik asit ile sogukta, derisik sicak stilfiirik
asitle kolayca etkilesir. Cogu mineralde giimiis yiizde birden daha az oranda dagilmis
olarak bulunur. Deniz suyunda, bazi bitki tiirlerinde ve bazi ot yiyen hayvanlarin
kanlarinda da az miktarda glimiise rastlanmaktadir. Bircok mineralde giimiis dogal
halde veya bilesik halinde bulunmaktadir. Giiniimiizde elde edilen glimiisiin iigte biri

birincil kaynaktan ve iigte ikisi ikincil kaynaklardan elde edilmektedir (Un, 1968).

2.4.2. Giimiis Nanopartikiillerin Genel Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Bilimsel ¢evrelerde nano boyutlardaki metal nanopartikiillere yonelik ¢aligmalar
son yillarda artis gostermektedir. Bu partikiillere olan ilgi makro boyuttaki
benzerlerinden farkli olmasindan ve bdylece sensorler, katalizorler, nanoelektronik

cihazlar, biyokimyasal etiketleme reaktifleri ve optik anahtarlarda yeni uygulamalara
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izin veren benzersiz optik, elektronik ve katalitik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir
(Jin ve ark., 2001; Mandal ve ark., 2003).

Metal nanopartikiillerin arasinda en dikkat cekici olanlardan birisi de giimiis
nanopartikiillerdir. Giimilis nanopartikiiller kataliz, manyetik ve optik polarizasyon,
elektrik iletkenligi ve mikrobiyal aktivite gibi ¢esitli spesifik 6zelliklere sahiptir. Glimiis
nanopartikiiller yiizey plazmonlarini destekledikleri i¢in benzersiz bir optik 6zellik
gosterirler. Belirli 151k dalga boylarinda glimiis nanopartikiiller farkli renklere sahiptirler
(Noguez, 2007).

(Cozeltideki sar1 renkten giimiis nanopartikiillerin yukarida bahsi gecen plazmon
rezonansi sorumludur. Giimiis nanoparcaciklarin dalga boyu 430 nm' dir ve giimiis
nanoparcaciklarin olusumu i¢in bir kanit niteligindedir. C6zeltideki nanopartikiillerde
gozle goriiliir herhangi bir degisiklik tipik olarak nanopartikiillerin agregasyonunun
degistigini gosterir (Pietrobon ve Kitaev, 2008).

Gumiis nanopartikiiller antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antienflamatuar
aktiviteleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda yogun olarak kullanilmaktadir.
Glimiis nanopartikiiller tani, tedavi, ila¢ tasima, tibbi cihazlar, kaplamalar, yara ortiileri
ve tibbi tekstil malzemeleri igin kaynak teskil etmektedirler. Glimiis nanopartikiillerin
ve nanokompozitlerin tibbi cihazlar i¢in uygulamalariin ¢ogu antibakteriyel 6zellikleri
nedeniyledir. Uygulamadaki temel amag klinik prosediirler veya implantasyon sirasinda
enfeksiyonlardan kaginmaktir (Vigneshwaran ve ark., 2007; Lackner ve ark., 2008).

Glimiis nanopartikiiller kanser terapotikleri kadar iyi performans gosterirler,
clinkii reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini indiikkleyen mitokondriyal solunum
zincirini ve DNA hasarini indiikleyebilen adenozintrifosfat (ATP) sentezini bozabilirler
(Asha Rani ve ark., 2009).

Giimiis nanopartikiiller, entegre devreler, sensorler, biyo etiketleme, filtreler,
antimikrobiyal deodorant lifleri, hiicre elektrotlar1, diisiik maliyetli kagit piller (giimiis
nano-teller) ve antimikrobiyaller gibi ¢esitli alanlarda genis uygulama alan1 bulmaktadir
(Sekil 2.10.). Giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal ozellikleri, farkli tip alanlari,
cesitli endiistriler, hayvancilik, ambalaj, aksesuarlar, kozmetik, saglik ve askeri
uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (Kasthuri ve ark., 2009).

Glimiis nanopartikiillerin bir antibakteriyel ajan olarak uygulanmasi bakteriyel
enfeksiyonun tedavisinde imit vaat ederken ticarilesmeleri artan ve tekrarlanan insan
maruziyetine doniismektedir. Bu maruz kalmanin bir sonucu olarak cilt tahrisi, gdzlerde

ve ciltte kalici renk degisikligi meydana gelmektedir (Leon-Silva ve ark., 2016).
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Sekil 2.10. Gilimiis nanopartikiillerin kullanim alanlarinin yiizdelik dagilimi (Anjum ve ark., 2013)

2.4.3. Giimiis Nanopartikiillerin Bitkiler Uzerine Etkileri

Tasarlanmis nanopartikiiller 1 ila 100 nm arasinda karakteristik boyutlu, ayni
kimyasal bilesimdeki nano 6lgekli olmayan partikiillerde bulunmayan essiz 6zelliklere
sahip, bilingli olarak {iretilen partikiiller olarak tanimlanir. Giimiis, bilinen en toksik iz
metallerden biridir, ancak toksisitesinin mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir
(Ratte, 1999). Toksisitenin 6zellikle nanopartikiiller ile iliskili olup olmadigi veya
nanopartikiillerden salinan ¢6zlinmiis Ag formlarmin etkilerinden kaynaklanip
kaynaklanmadigir halen tartisma konusu olup Sekil 2.11. de toksiteye etki eden
faktorler belirtilmistir. Gimils nanopartikiillerden salinan iyonik giimiisiin (Ag")
solunum enzimlerini inhibe ettigi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesiyle
oksidatif stresi indiikledigi bilinmektedir (Kim ve ark., 2009). Giimiis
nanopartikiillerden salinan giimiis iyonlar1 bitkilerde olumsuz etkilere neden olabilir
(Stampoulis, 2009). Ag® 'min etilen aktivasyonunu kisitladigi, bitki hormonu ve
mitokondriyal fonksiyonu inhibe ettigi bilinmektedir (Knee, 1992).

Glimiis nanopartikiillerin ¢esitli ticari iirlinlerde artan iiretim ve entegrasyonu,
bitkiler tizerindeki olas1 olumsuz etkileri konusunda endiselere yol agmustir. Bitkilerde
glimilis nanopartikiillere maruz kalmak, c¢imlenme ve c¢esitli biliylime siireclerinde
degisiklikler gibi farkli olumsuz fizyolojik etkilere yol a¢gmistir (Dimkpa ve ark.,
2013). Arastirmalar giimiis nanopartikiillerin gida mahsullerinde birikebilecegini ve
gida zinciri araciliiyla insanlara ve hayvanlara ulasabilecegini gostermistir (Rico ve
ark., 2011). Buna ragmen giimils nanopartikiillerin artan iiretimi ve gevreye salinmasi
g6z Oniline alindiginda, giimiis nanopartikiillerin gida mahsullerindeki fizyolojik ve

molekiiler diizey etkileri lizerine sadece sinirlt arastirmalar yapilmistir (Khush, 2005).
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Bugiine kadar giimiis nanopartikiillerin bitkiler iizerindeki etkisi hakkinda
bildirilmis olan az sayida calisma glimiis nanopartikiillerin bitki biiylimesi tizerinde
zararli etkileri oldugunu gostermistir (Gubbins ve ark., 2011, Jiang ve ark.,
2012). Giimiis nanopartikiillerin bitki sistemine niifuz edebildigi ve hiicre i¢i bilesenlere
miidahale ederek hiicre boliinmesine zarar verebildigine dair arastirmalar mevcuttur
(Kumari ve ark., 2009).

100 ve 500 mg/L' deki 100 nm giimiis nanopartikiillerin kontrol bitkilerine
kiyasla sirastyla Cucurbita pepo’ nun (kabak) biyokiitle ve terleme oranlarinda %41 ve
%57 azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Stampoulis ve ark., 2009). Allium cepa ile
yapilan ¢alismada giimiis nanopartikiillerin kok ucu hiicreleri iizerinde sitotoksik ve
genotoksik etkileri oldugu bulunmustur (Kumari ve ark., 2009). Lemna minor’
un biilylimesininin giimiis nanopartikiiller tarafindan inhibe edebilecegi bildirilmistir.
(Gubbins ve ark., 2011). Giimiis nanopartikiillerin suda yasayan bir makrofit olan
Spirodela polyrhiza’ nin bitki biyokiitlesini, bitki dokusu nitrat-azot igerigini, klorofil
a/b ve klorofil floresanin1 (Fv/Fm) 6nemli 6l¢iide azalttigi bildirilmistir (Yin ve ark.,
2012). Oryza sativa L. fidelerinde giimiis nanopartikiil maruziyetinin fizyolojik ve
molekiiler diizey degisikliklerinin kok uzamasinda, siirgiin ve kok taze agirliklarinda,
toplam klorofil ve karotenoid igeriklerinde Onemli azalmalara sebep oldugu
gozlenmistir (Nair ve Chung, 2014). Yapilan caligmalar giimiis nanopartikiil
toksisitesini etkileyen faktorlerin partikiiliin sekli, biytkligl, kararliligi ve topragin
yapist ile bitki tiiriine bagh oldugunu gostermektedir (Anjum ve ark., 2013).

Partikiil
kararlilig1

Topragin
yapist

Partikiil
sekli

Sekil 2.11. Glimiis nanopartikiil toksisitesini etkileyen faktorler (Anjum ve ark., 2013).
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2.5. Metal Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Genel olarak glimiis nanopargaciklar g¢esitli uygulamalarda kullanilmak {izere
farkli sekil ve boyutlar elde edilmek iizere ¢esitli teknikler kullanilarak
sentezlenir. Sentez teknikleri yukaridan asagiya ve asagidan yukariya yaklagimlar
olarak Sekil 2.12.” deki gibi sematize edilebilir. Yukaridan asagi yaklagimi giimiis
metalini toplu formda kullanir daha sonra litografi ve lazer ablasyon gibi Gzel
metodolojilerle boyutunu nano 6l¢cege mekanik olarak kiictiltiir (Amendola ve ark.,
2007). Asagidan yukariya yaklagimi, giimiis tuzunun bir ¢oziicli i¢inde ¢6ziilmesini ve
miiteakiben bir indirgeyici ajanin ilave edilmesini ve gerektiginde nanopargaciklarin
birikmesini onlemek icin stabilize edici ajanlarin ilave kullanimini igerir. Aslinda bu
islemlerde kullanilan ¢oziiciiler ve indirgeyici ajanlar, iiretilen giimiis nanopargaciklarin

fiziksel ve morfolojik 6zelliklerini etkiler (Tan ve ark., 2007).

Sekil 2.12. Nanopartikiil sentezinde yaklagimlar (Patra ve Baek, 2014)

2.5.1. Nanopartikiillerin Biyosentezi

Nanopartikiillerin {liretimi i¢in radyasyon, kimyasal c¢okeltme, fotokimyasal
yontemler, elektrokimyasal ve Langmuir-Blodgett teknikleri de dahil olmak {izere
cesitli kimyasal ve fiziksel hazirlik yontemleri kullanilmaktadir (Awwad ve ark., 2013).
Nanopartikiillerin sentezinde kimyasal ve fiziksel yontemin kullanimi ¢ok pahali ve

kiilfetlidir ayrica yiizeyde emilen ve uygulamalarda olumsuz etkileri olabilecek bazi
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toksik kimyasallarin varligma yol acar, bu nedenle ¢evresel olarak iyi huylu
nanopartikiiller gelistirmek igin artan bir ihtiyag durumu vardir (Asmathunisha ve
Kathiresan, 2013). Mikroorganizmalar veya bitki ekstreleri kullanan biyosentetik
yontemler kimyasal —sentetik prosediirlere ve fiziksel yontemlere kars1 basit ve
uygulanabilir bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Metal nanopartikiil sentezi igin
mikroorganizmalar, bitkiler veya bitki 6zleri kullanan biyolojik yaklagimlar, kimyasal
yontemlere alternatif olarak Onerilmistir. Nanopartikiillerin biyosentezinin 6nemli bir
dal1 bitki ekstresinin biyosentez reaksiyonuna uygulanmasidir (Kasthuri ve ark., 2009).
Nanopartikiillerin biyolojik bazli sentezi, sentezin indirgeyici ve stabilize edici
ajanlar yardimiyla gergeklestigi asagidan yukariya bir yaklasimi kullanir. Biyolojik bir
sistem kullanilarak nanopargaciklarin sentezi i¢in ii¢ ana adim izlenir: kullanilan ¢oziicii
ortaminin se¢imi, ¢evre dostu ve ¢evresel olarak iyi huylu bir indirgeyici ajanin se¢imi
ve sentezlenen nanopargaciklart stabilize etmek igin bir kapatma ajani olarak toksik
olmayan bir materyalin se¢imi (Singh ve ark., 2011). Sekil 2.13." de biyolojik metotla

nanopartikiil sentezinin (asagidan yukariya sentez) akis semast verilmistir.

= Alg, bakteri, fungus ve bitki dziitlerinin eldesi

1

» Oziitiin, metal tuzlar1 iceren ortamlara eklenmesi ve
2 biyorediiksiyonun gerceklesmesi

*Farkh kosullarn (pH, sicaklik, dziit miktari, metal tuzu
3 konsantrasyonu, siire) etkisinin saptanmasi

* Nanopartikiil olusumunun makroskobik ve UV-vis
4 spektroskopisi ile gizlemlenmesi

*Sentezlenen nanopartikiillerin eldesi (santrifiiyj ve yikama)
5

*Kurutma
6

* Nanopartikiillerin karakterizasyonu (XRD. EDX, FTIR,
7 ZETA. SEM. TEM)

» Nanopartikiillerin ¢esitli uygulamarda kullanilmasi
8 (antimikrobiyal, antikanserojenik, sitotoksik, antioksidan)

Sekil 2.13. Yesil sentez ile nanopartikiil iiretim, karakterizasyon ve uygulama agamalar1 (Bhati-Kushwaha
ve Malik., 2013)


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/synthetic-chemical
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2.6. Nanopartikiillerin Bitkiler Aracihigl ile Sentezi

Erisilebilirliklerinin  kolay olmasi nedeniyle nanopartikiillerin bitki 06zleri
kullanilarak yesil sentezi giiniimiizde biyonanoteknoloji alaninda 6énemli bir arastirma
konusu olarak ortaya c¢ikmaktadir (Huang ve ark., 2007). Nanopartikiillerin bitki
aracilif1 ile sentezi tipik fiziksel ve kimyasal yontemlere kiyasla herhangi 6zel bir
calisma kosulu gerektirmeden ¢alisilabilmesi nedeniyle daha basit ve kolaydir. Atik
tirtinler de dahil olmak iizere islemin sentezlenmis iirtinleri dogal bitki 6zlerinden elde
edilir ve dolayisiyla bu teknik oldukca cevrecidir. Nanopartikiillerin biyosentezi igin
bitkiler canli formlarinda veya 6lii/inaktif formlarinda kullanilabilir (Bali ve ark., 2006).
Genel olarak bitki biyokiitle pargacigi ya da ekstresi, oda sicakliginda metal tuz
cozeltisinde c¢alkalanarak veya calkalanmadan istenen pH ile karistirilir. Kok, yaprak,
cicek, meyve, lateks, tohum ve tohum kabugu gibi bitki kisimlar1 metal
nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilmaktadir (Bhati-Kushwaha ve Malik, 2013).

Biyolojik temelli nanopartikiil sentezi protokolii ile islemin daha yiiksek
tekrarlanabilirligi ve sentezlenen nanopartikiillerin daha yiiksek stabilitesine ulasilabilir.
Bu nedenle, nanopartikiillerin biyolojik temelli iiretimi daha etkili maliyet yatirima,
cevre dostu ve insan terapoOtik kullanimi igin giivenli olan biiyiik Ol¢ekli iiretime
uygundur (Pasupuleti ve ark., 2013). Daha o6nceki ¢alismalar bitki ekstraktlarinin biyo
indirgeme potansiyelinin mikrobiyal kiiltiirden nispeten daha yiiksek oldugunu
gostermistir (Abdul Khalil ve ark., 2014). Ayrica, mikrobiyal tabanli yontemden
kaynaklanan atik iiriinlerin ve sentezde yer alan mikroplarin tiirtine bagli olarak ¢evreye
daha az zararli olmasi muhtemeldir (Shakibaie ve ark., 2010). Bu nedenle, bitki aracili
sentez daha az veya neredeyse sifir kontaminasyon igerir ve bdylece ¢evre lizerindeki
baskiy1 azaltir. Bahsedilen tiim avantajlar ve diger yontemlere gore listiin 6zellikleriyle
bitki 6zlerini kullanan yesil sentez yontemi artik basit, etkili ve uygulanabilir bir teknik
oldugu kadar konvansiyonel kimyasal ve fiziksel nanopartikiil hazirlama yontemlerine

ve hatta mikrobiyal yontemlere de iyi bir alternatif olmustur (Huang ve ark., 2007).

2.6.1. Nanopartikiillerin Bitki Tarafindan Alim

Tasarlanmis nanopartikiiller potansiyel olarak bitki kokleri tarafindan alinabilir
ve bu partikiillerin bilesimine, sekline, biiyiikligiine ve bitki anatomisine bagli olarak
vaskiiler sistem araciligiyla siirglinlere kadar taginabilir. (Ma ve ark., 2010). Mevcut
literatiir nanopartikiillerin alimi, translokasyonu ve birikiminin bitki tiirlerine ve

nanopartikiillerin boyutuna, tipine, kimyasal bilesimine, islevsellesmesine ve
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stabilitesine bagli oldugunu ortaya koymustur (Chen ve ark., 2010). Bitkilere maruz
kaldiginda giimiis nanopartikiiller dogrudan kok hiicrelere girer ve vakuollerde saklanir.
Calismalar nanopartikiillerin ~ bitki biiylimesi ve gelismesi {izerinde diisiik
konsantrasyonun uyarici, yliksek konsantrasyonun ise inhibitdr (toksik) etkilerini
gostermistir (Wang ve ark, 2013; Gupta ve ark., 2018). Cesitli nanopartikiillerin bir
bitki tarafindan secici alimi, biyo transformasyonu ve translokasyonu Sekil 2.14. ve

Sekil 2.15' de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.14. Nanopartikiillerin bitki tarafindan alim1 ve iletimi (Ma ve ark., 2010)
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Sekil 2.15. Nanopartikiillerin bitki kokii tarafindan alimi (Rico ve ark., 2011)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389419319302#bib0275
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304389419319302#bib0075
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Nanopartikiillerin bitki hiicreleri tarafindan alinmasi i¢in ¢esitli yollar oldugu
diisiinilmektedir. Sekil 2.16.” da gosterildigi gibi veriler nanopartikiillerin bitki
hiicrelerine tasiyici proteinlere baglanarak su buharlari, iyon kanallar1 veya endositoz
yoluyla, yeni gbzenekler olusturarak veya cevresel ortamdaki organik kimyasallara
baglanarak girebilecegini diistindiirtmektedir (Watanabe ve ark., 2008). Bitkiler
tarafindan alindig1 bildirilen metal bazli nanopartikiillerin ¢ogu iyon tasiyicilarinin
tanimladig1 elementleri igerir (Hall ve Williams, 2003). Hiicrelerin igine girdikten sonra
nanopartikiiller apoplastik veya sempatik olarak tasinabilir plazmodesmata yoluyla da
bir hiicreden digerine taginabilirler. Bununla birlikte sadece bazi bitki tiirlerinin neden
birka¢ nanopartikiilii alabildigi ve mekanizmalar1 hala bilinmemektedir (Rico ve ark.,

2011).
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Sekil 2.16. Bitki hiicresi tarafindan nanopartikiil alimi (Rico ve ark., 2011)

2.6.2. Bitki Ekstraktlariyla Nanopartikiillerin Sentezini Etkileyen Faktorler
Bitki aracil1 biyosentez sirasinda nanopartikiillerin sentezini, karakterizasyonunu
ve uygulanmasini etkileyen cesitli faktdrler vardir. Onemli faktdrlerden bazilari asagida

Ozetlenmistir.
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Cozeltinin pH Diizeyi: Cozelti pH' 1 nanopartikiillerin bitki aracilt
biyosentezinde onemli bir rol oynar. Calismalar ¢6zelti ortaminin pH degerinin
sentezlenen nanopartikiillerin boyutunu, seklini ve hizimi etkiledigini gostermektedir
(Armendariz ve ark., 2004). Bu durum pH' daki artigla artan ¢ekirdeklenme
merkezlerinin olusumundan kaynaklanmaktadir. Cekirdeklenme merkezi arttikga,
metalik iyonun metal nanopartikiillerine indirgenmesi de artar. Ayni1 durumda ¢ozelti
pH "1 bitki ekstrakti i¢indeki fonksiyonel gruplarin aktivitesini ve ayrica bir metal
tuzunun indirgeme oranini da etkiler (Bali ve Harris, 2010).

Sicakhik: Sicaklik, her li¢ yontemi kullanarak nanopartikiillerin sentezini
etkileyen bir bagka 6nemli parametredir. Fiziksel yontem en yiiksek sicakligi (> 350 °C)
gerektirirken, kimyasal yontemler 350 °C' den daha diisiik bir sicaklig1 gerektirir. Cogu
durumda yesil teknoloji kullanilarak nanopartikiillerin sentezi 100 °C' den diisiik
sicakliklar veya ortam sicakligi gerektirir. Reaksiyon ortaminin sicakligi olusan
nanopartikiillerin dogasin1 belirler (Rai ve ark., 2006).

Reaksiyon siiresi: Yesil sentez yoOntemiyle sentezlenen nanopartikiillerin
kalitesi ve tipi reaksiyon ortaminin inkiibe edildigi siireden biiyiik olgiide etkilenir.
Nanopartikiillerin bitki aracili biyosentezi mikroorganizmaya kiyasla genellikle hizli
olsa da baz1 yazarlar yiiksek reaksiyon siirelerinde verimli iiretim orani
gozlemlemislerdir (Darroudi ve ark., 2011).

Bitki ozii/biyokiitle dozu: Bitki ekstrakti konsantrasyonu genellikle
nanopartikiil sentezinin verimliligine karar verir. Baz1 arastirmacilar biyokiitle
dozajindaki artisin nanopartikiillerin iiretimini arttirdigini ve nanopartikiillerin seklini
degistirdigini tespit etmiglerdir (Balamurugan ve ark., 2014).

Basing: Reaksiyon ortamina uygulanan basing sentezlenen nanopargaciklarin
seklini ve boyutunu etkiler. Biyolojik maddeler kullanarak metal iyonlarinin indirgenme
oraninin ortam basinct kosullarinda ¢ok daha hizli oldugu bulunmustur (Tran ve ark.,
2013). Farkli boyutlardaki glimiis nanopartikiillerin olusum mekanizmasi1 ve form
degisikliginin kontrol edilmesi Sekil 2.17." de agiklanmistir. Eklenen ekstrakt miktar: 1
ml oldugunda sentezde altigen nanopartikiillerin olusumu gézlenmistir. Buna karsilik,
kullanilan ekstrakt hacmini 3 ve 4 ml' ye yikseltildigi zaman kiiresel glimiis
nanopartikiillerin olustugu gézlemlenmistir. Ekstrakt hacmi arttikca daha kiiclik boyutlu
kiiresel glimiis nanopartikiiller olugsmaktadir (Babu Maddinedi ve ark., 2015; Babu
Maddinedi ve ark., 2017).
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Sekil 2.17. Oksitlenmis polifenollerin, giimiis nanopartikiillerin boyutunun ve seklinin ayarlanmasinda
roliinii gosteren mekanizma (Babu Maddinedi ve ark., 2017)

2.7. Biyolojik Sentez Sonras1 Nanopartikiillerin Ayristirilmasi
2.7.1. Yogunluk Gradyanh Santrifiij

Biyokromolekiilleri ayirmak i¢in kullanilan yogunluk dereceli santrifiijleme
yontemi de nanopartikiillerin izole edilmesi i¢in biiylik bir potansiyel gostermektedir.
Kisaca, farkli yogunluklarda sirayla katmanlama c¢ozeltileri ile santrifiij tiiptinde bir
yogunluk gradyani olusturulur daha sonra numuneler yogunluk derecesinin {istiine
eklenir ve santrifiijlemeye tabi tutulur. Farkli boyutlar, sekiller veya yogunluklar
nedeniyle numunelerdeki farkli partikiillerin sedimantasyon katsayis1 degisir. Bu
nedenle cesitli bilesenler gradyandan farkli hizlarda birikir ve sonugta farkli bolgeler
yogunluk gradyaninda olusur. Belirli bir bdlgede parcaciklar benzer boyut ve sekle
sahiptir ve izole edilebilir (Liu ve ark., 2012).

2.7.2. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon olarak da bilinen dondurarak kurutma vakum altinda siiblimasyon
ve desorpsiyon yoluyla dondurulmus bir Ornekten suyun uzaklastirilmasini igeren
endiistriyel bir islemdir. Bununla birlikte, bu islem dondurma ve kurutma asamalari
sirasinda gesitli gerilimler tiretmektedir. Bu nedenle nanopargaciklari donma ve kuruma

gerilmelerinden korumak igin formiilasyona genellikle koruyucu maddeler eklenir

(Franks, 1998).

2.7.3. Alan-Akis Ayirma Yontemi
Alan-akis ayirma yontemi (FFF), karmasik makromolekiilleri, kolloidleri ve

partikiilleri ayirmak i¢in tasarlanmig akis destekli bir hidrodinamik ayirma
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teknigidir. Sabit bir faza ihtiya¢ duymamasi disinda sivi kromatografisi ve alan
gidiimlii bir teknik kombinasyonu olarak kabul edilebilir. Temel olarak o6rnekleri
tasiyan akan akim FFF kanalindan gog ettiginde, analitlerin tutulmasina neden olan akis
kanalinin eksenine dik bir harici alan uygulanir. Genis boyut dagilimi ve farkli
fizikokimyasal dzellikler nedeniyle partikiiller farkli difiizyon katsayilarina sahiptir. Bu
yayilabilirligi ve dis alani dengelemek igin pargaciklar birikim duvarindan farkli
mesafelerde kalir, bu nedenle tutma siiresi degisir (Williams ve ark., 2011). Ag, Au, Pd
ve Pt dahil olmak iizere bir¢ok nanopartikiilii ayirmak i¢in termal FFF kullanilir (Kim
ve ark., 2007).

2.7.4. Elektroforez ve Kapiler Elektroforez

Nanopartikiillerin elektroforetik olarak ayrilmasi esas olarak nanopartikiillerin
partikiil boyutu, sekli ve yiizey-kimyasal modifikasyonuna dayanmaktadir. Yiizey
modifikasyonu olmayan nanopartikiillerin elektron yilikii esas olarak iyon
adsorpsiyonundan kaynaklanir ve elektroforetik ayirma biiyiik Olclide pargacik
boyutuna baglidir. Yiizey fonksiyonel grup modifikasyonlar1 ile fonksiyonel
nanopartikiillerin elektroforezi bu fonksiyonel gruplarin miktarindan, kimyasal
gruplarindan ve iyonizasyonundan etkilenir. Jel elektroforezi, izoelektrik odaklama
(IEF) ve kilcal elektroforez (CE) nanopartikiilleri parcalamak i¢in yaygin olarak
uygulanmistir (Kumar, 2010).

2.7.5. Diger Yontemler

Giimiis nanopartikiilleri ayirmak igin membran filtrasyonu, ultrafiltrasyon ve
diyaliz gibi baska teknikler de kullanilmaktadir. Santrifiijleme ucuz ve kullanimi kolay
oldugundan gilimiis nanopartikiilleri saflagtirmak icin ozellikle de yeni hazirlanan
nanopartikiillerden kalintilar1 uzaklastirmada yaygin olarak kullanilmaktadir. Membran
filtrasyonu veya ultrafiltrasyon basit prosediirii nedeniyle ve bagka ayirici ajanlar

eklenmeden farkli boyutlardaki giimiis nanopartikiillerin ayrilmasi i¢in etkili bir arag

olarak kullanilmaktadir (Benn ve Westerhoff, 2008).

2.8. Biyolojik Sentez Sonras1 Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
Nanopartikiiller tipik olarak boyutlari, sekilleri, ylizey alanlar1 ve dagilma
yapilari ile karakterize edilir. Nanopartikiillerin karakterizasyonunda genel olarak; UV—

Vis absorpsiyon spektroskopisi, taramali elektron mikroskobu (SEM), gegcirimli
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elektron mikroskobu (TEM), enerji dagilimli X-1s1m1 analizi (EDX), X-1s1n1 kirinimi
(XRD), fourier doniisim kizilotesi spektroskopisi (FTIR), dinamik 1sik sagilimi
spektroskopisi (DLS), Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizi vb. teknikler kullanilir
(Vijayaraghavan ve Ashokkumar, 2017).

2.8.1. Sentezlenmis Nanopartikiillerin X-151n1 Kirimnimi

X 1511 kirinimi (XRD) teknigi metalik nanopartikiil hakkindaki yapisal bilgileri
incelemek igin kullanilir. Enerjik X-1sinlar1 malzemelerin derinlerine niifuz edebilir ve
yap1 hakkinda bilgi saglayabilir. Nanopartikiiller amorf bir yapida iiretilirse kirinim piki
gozlenmez ve bu teknik numunenin tanimlanmasina yardimci olamaz (Noruzi,
2015). XRD' deki piklerin genislemesi nano boyutta pargaciklarin olusumunu
dogrular. Nanopartikiil biiylikligii asagida sunulan Debye-Scherrer denklemi ile

hesaplanabilir (Alexander ve Klug, 1950).

D = KM(P cosb)

Denklemde D, parcacigin kristal ¢capini (nm); K, sabit sayiy1 (0.90); A, dalga
boyu X-ray’ 1 (1.5406 A®); B, maksimum pikin yari yiikseklikteki genisligini (rad.); 0,
Bragg agis1’ n1 (derece) ifade etmektedir (Eren ve Baran, 2019)

2.8.2. Geg¢irimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

TEM nanopartikiillerin sekil, boyut ve morfolojisini belirlemek igin en sik
kullanilan yontemlerden biridir (Chauhan ve ark., 2012). Bununla birlikte TEM igin
numune hazirlama ¢ok karmasik ve zaman alicidir, ¢ilinkii numuneler elektron
gegirgenligi igin ultra ince olmalidir. Bu nedenle numuneleri igeren ince filmler karbon
kapli bakir 1zgaralar lizerinde hazirlanir. Mikroskopun vakum basincina dayanmak ve
uygun kullanimi kolaylastirmak i¢in nanopartikiil negatif bir boyama ¢ozeltisi veya
tirevleri kullanilarak sabitlenir, daha sonra plastik i¢ine gomiiliir veya gomiildiikten
sonra s1v1 azota maruz birakilir (Pal ve ark., 2011).

Parcaciklarin bir civa lambasi altinda kurumasina izin verilir ve akabinde
numuneye niifuz eden ve bir gorlintii olusturmak i¢in goriintiilleme ekranina yansitilan

tek renkli bir elektron 1s1nina maruz birakilir (Prasad ve ark., 2011).



24

TEM kullamilarak kiiciik pargaciklar (atom seviyesine yakin olan 10°m
boyutunda) goriintiilenebilir ve bir numunenin kristalografik yapisi atom Olceginde

analiz edilebilir (Patra ve Baek, 2014).

2.8.3. Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM)

SEM nanopartikiillerin morfolojisini dogrudan goriintiilleme yoluyla karakterize
etmek icin kullanilan bir bagka tekniktir. Bu yontem elektron mikroskopisine dayanir ve
morfolojik ve boyut analizi i¢in ¢esitli avantajlar sunar; bununla birlikte, boyut dagilimi
ve gercek dagilim ortalamasi hakkinda sadece sinirli bilgi saglama yetenegi gibi ¢esitli
dezavantajlarla da iliskilidir (Pal ve ark., 2011). Cihaz bir elektron tabancasi, kondenser
mercekleri ve bir vakum sistemine sahiptir. SEM {i¢ tip ana goriintii iiretir; harici X-1s1n1
haritalar1, geri sagilmis elektron goriintiileri ve ikincil elektron goriintiileri (Gupta ve
ark., 2013).

SEM analizi i¢in nanopartikiil ¢ozeltisi bir toz halinde kurutulur, bir numune
tutucu tizerine monte edilir ve bir piiskiirtme kaplayici kullanilarak altin, altin/paladyum
alagimi, platin, osmiyum, iridyum, tungsten, krom veya grafit gibi iletken bir metalle
kaplanir (Suzuki, 2002). Daha sonra numunelerin yilizeyinde cesitli sinyaller tiretmek
icin yiikksek enerjili elektron demeti numuneye yonlendirilir (Jores ve ark.,
2004). Elektron 1sinlarma maruz kalan numuneden alinan sinyaller dokular1 (dis
morfoloji), kristal yapt ve numunedeki materyallerin kimyasal bilesimi ve
yonlendirilmesi dahil olmak iizere numuneler hakkinda bilgi veren bir dedektor
tarafindan kaydedilir (Linga Rao ve Savithramma, 2011).

Basaril1 bir analiz i¢in nanopartikiiller vakum basincina ve nanopolimerlere zarar
verebilecek elektron 1sminin olumsuz etkilerine dayanabilmelidir. Cogu durumda nano
malzemenin yiizeyinin secilen bir alani igin veriler toplanir ve mekansal varyasyonlara
sahip iki boyutlu bir goriintli gosterilir Tiim avantajlarina ragmen bu teknik zaman alici
ve maliyetlidir ve genellikle boyut dagilimi hakkinda tamamlayic1 bilgi gerektirir
(Prashanth ve ark., 2011).

2.8.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR spektroskopisi nanopartikiiller iizerinde bulunan fonksiyonel gruplari
tanimlamak i¢in yapilir. FTIR analizi kullanilarak bir kati, sivi veya gazin kizilotesi
emisyon  spektrumu, emilimi, foto iletkenliZi veya Raman sagilmasi

degerlendirilebilir. Spektrum nanopartikiildeki atom baglar1 arasindaki titresim
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frekanslarina karsilik gelen emilim tepelerinden olusan nanopartikiillerin bir parmak
izini temsil eder. Her bir nanopartikiil tipi benzersiz bir atom kombinasyonu
icerdiginden nanopartikiillerin i¢inde bulunan fonksiyonel gruplar1 FTIR spektrumlarina
gore belirlenebilir (Faraji ve ark., 2010).

Bu durum yesil teknolojiyi kullanarak nanoparcacik sentezini kolaylagtirmaya
yardimcer olabilir. Nano malzemede bulunan fonksiyonel gruplarin sayisi spektrumun
tepe noktalariin biiyiikliigii ile belirlenebilir (Chauhan ve ark., 2012). Nanopartikiiller
icin transmisyon spektrumlari ilgili malzemeleri iceren seffaf ince potasyum bromiir
(KBr) topaklari olusturularak elde edilir. KBr karisimlari topak olusumundan 6nce gece
boyunca bir vakum hattina yerlestirilir. Transmisyon spektrumlar1 kuru havada
temizlendikten sonra elde edilir ve referans KBr topagi kullanilarak arka plan diizeltilir
(Gupta ve ark., 2013).

Modern yazilim araglarinin uygulanmast ile gelecekte nanopartikiillerin

kantitatif analizi birkag¢ saniye i¢inde tamamlanabilir (Brice-Profeta ve ark., 2005).

2.8.5. UV-Vis Spektroskopisi

Altin ve giimiis gibi metalik nanopartikiiller metalik nanopartikiillerde meydana
gelen ayarlanabilir yilizey plazmon rezonansinin (SPR) mevcudiyeti nedeniyle sirasiyla
en fazla 500-600 ve 400-450 nm araliginda giiclii absorpsiyonlara sahiptir. Bu durum
metalik nanopartikiillerle etkilesen bir elektromanyetik alanin neden oldugu serbest
iletim elektronlarinin kolektif salinimina atfedilir. (Noruzi ve ark., 2011). Dolayisiyla
UV-vis spektroskopisi genellikle metalik nanopartikiillerin karakterizasyonunda
kullanilan ilk tekniktir (Vilchis-Nestor ve ark., 2008). Ekstrakt renginin altin
nanopartikiiller i¢in kirmizi veya menekse ve giimiis nanopartikiiller i¢in kahverengiye
doniismesinden sonra bahsedilen dalga boyu bdlgelerinde bir absorpsiyon bandinin
gbzlemlenmesi bu nanopartikiillerin iiretimini dogrular. SPR  bandi sentezlenen
nanopartikiillerin boyutu ve sekli hakkinda faydali bilgiler verebilir. Partikiil
boyutundaki artis maksimum dalga boyunda (kirmizi kayma) artisa neden olur ve
partikiil boyutundaki azalma, maksimum dalga boyunda (mavi kayma) azalmaya yol

acar (Huang ve ark., 2007).

2.8.6. Dinamik Isik Sacilmasi (DLS) ve Zeta Potansiyeli
Foton-korelasyon spektroskopisi olarak da bilinen DLS partikiil boyutu

dagilimini belirlemek i¢in en hizli ve en popiiler yontemlerden biridir. DLS kolloidal
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stispansiyonlardaki Brownian nanopartikiillerinin boyutunu 6l¢mek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (De Jaeger ve ark., 1991).

Tek renkli bir 151k demeti (lazer) Brownian hareketindeki kiiresel parcaciklarin
¢ozeltisine yonlendirildiginde 1s1k hareketli pargaciklara carpar ve Doppler kaymasi
meydana gelir, bdylece gelen 151k demetinin dalga boyunu pargacik boyutuyla ilgili bir
degerle degistirir. Buna gore DLS ile ortam igindeki pargacigin difiizyon katsayisi
Olgiilerek pargacigin boyut dagilimi ve hareketi hesaplanabilir (Saxena ve ark., 2010).

Zeta potansiyel analizi dig Helmholtz diizlemi ile kesme ylizeyi arasindaki
potansiyel farka karsilik gelir. Zeta potansiyelinin Ol¢iimii kolloidal dispersiyonun
depolama stabilitesini Ongoriir. Stabiliteyi saglamak ve partikiil birikmesini dnlemek
icin yiiksek pozitif veya negatif zeta potansiyel degerleri elde edilmelidir. Ek olarak
ylizey hidrofobikliginin derecesi tahmin edilebilir. Nanopargacik i¢inde kapsiillenmis

veya partikiil ylizeyi iizerine kaplanmis malzemelerin dogas1 da zeta potansiyeline gore
analiz edilir (Otsuka ve ark., 2003).

2.8.7. Enerji Dagihm X-RAY Spektroskopisi (EDS)

EDS analizi yesil sentez teknolojisi ile sentezlenen nanopartikiilleri karakterize
etmek icin kullanilir. Bu yontemde X 1sinlar1 bir elektron 1s1m1 tarafindan bombardimana
tutulduktan sonra nanopartikiillerden sacilir. Buna bagli olarak nanopartikiillerin
elementel kompozisyonu belirlenebilir. Taramali elektron mikroskobuna takilabilen bir
EDS dedektorii iki elektron arasindaki enerji farkini dengelemek i¢in yayilan X
isinlarinin sayisini tespit edebilir. Yayilan X 1sininin enerjisi elementin karakteristik bir

ozelligidir ve bu nedenle element Kkalitatif ve kantitatif olarak analiz edilebilir.

(Mubarak ve ark., 2011; Prasad ve ark., 2011).

2.8.8. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

AFM nanopartikiillerin ve biyomolekiillerin morfolojisini incelemek ig¢in
kullanilir. SEM ve TEM' den farkli olarak AFM pargacik hacmi ve yiiksekliginin
degerlendirilebilmesi i¢in iic boyutlu goriintiiler iiretir (Mucalo ve ark., 2002). Bu
yontem partikiil boyutu 6l¢timii igin ultra yiiksek ¢6ziiniirliik kapasitesine sahiptir ve bir
prob ucu kullanilarak numunelerin mikron alt1 seviyede fiziksel olarak taranmasina
olanak saglar (Zur Miihlen ve ark., 1996). AFM kullanilarak miinferit nanopartikiiller

ve boyut (uzunluk, genislik ve yiikseklik), morfoloji ve yiizey dokusu gibi partikiil
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gruplart ile ilgili kantitatif bilgiler yazilim tabanli gorlinti isleme yardimiyla
degerlendirilebilir (Chauhan ve ark., 2012).

AFM, sivi veya gaz ortaminda calistirilabilir. Bu yontem i¢in kiigiik hacimli
nanopartikiil AFM {izerine monte edilmis bir cam kapak {izerine yayilir ve oda
sicakliginda azot gazi ile kurutulur. Daha sonra verilerin daha iyi yorumlanmasini
saglamak admna tek bir 6rnek icin yaklasik alti ila on goriintii alinir. Cihaz temas
modunda taranan numunenin ucu ve yiizeyi arasindaki kuvvetlere dayanarak numunenin
topografik haritasini olusturur. Prob numuneye 6zgii 6zelliklere bagli olarak temassiz
modda iken iletken ylizey lizerinde gezer. AFM herhangi bir 6zel islem yapilmadan
iletken olmayan numuneleri goriintiileme ve hassas biyolojik veya polimerik mikro ve

nano yapilar1 goriintiileme yetenegine sahiptir (Shi ve ark. 2003).

2.9. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
tastyan yiiksek enerjili atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Bast ve ark.,
1991). Serbest radikaller eslenmemis elektron bulundurduklarindan dolayr diger
maddelerle kolaylikla reaksiyona girebilirler. Elektronlarini ¢iftler halinde (eslenik)
bulunduran atomlar veya molekiiller ise kararli bir yapiya sahip olduklarindan baska
molekiiller ile reaksiyonlara girme egilimleri serbest radikaller kadar yiiksek degildir.
Bu yilizden kararli yapida bulunan, eslenmemis elektronu bulunmayan ve diger
maddeler ile radikallerden daha zayif bir sekilde reaksiyona giren molekiiller
nonradikaller olarak tanimlanir (Valko ve ark., 2007).

Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilir. Oksijen kaynakli olanlar
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS)
olarak isimlendirilir (Halliwell, 1999; Valko ve ark., 2007).

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar
tarafindan meydana getirilebilir (Sekil 2.18.). Serbest radikaller hiicrede ve g¢evrede
strekli olarak tretilir (Sen ve ark., 2010). Serbest radikaller mitokondride aerobik
solunum sirasinda, nétrofiller ve makrofajlar tarafindan yangi durumunda, diiz kas
hiicreleri tarafindan, endoplazmik retikulumda otooksidasyon reaksiyonlar: sirasinda,
zihinsel stres veya viicut yorgunlugundan kaynaklanan streste toksik yan iriin olarak,
immun sistem hiicrelerinde ise patojenlere yanit anlaminda endojen olarak iiretilebilir.
Eksojen kaynaklar ise, UV 1smlar, X 1sinlari, gamma i1sinlari, mikrodalga isinlari,

pisirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi, orman yanginlari, volkanik faaliyetler,



28

asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava kirleticiler vb.
olarak gosterilebilir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitler serbest radikal hasarina
kars1 son derece hassastir. Serbest radikaller lipitler ile reaksiyona girdiginde sekillenen
lipit peroksidasyonu yiiksek derecede zararli etkilerine yol acabilir. Lipit
peroksidasyonu toksik yan iriinlerin ¢ok miktarda iiretilmesine yol agar ve iiretilen bu
yan triinler ikinci haberciler gibi hareket ederek {iretildigi alandan uzak bir bolgede
etkilerini gosterir. Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkilerken proteinlerin
etkilenme derecesini amino asit igerikleri belirler. Doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiiller serbest radikaller ile daha yliksek reaktiviteye sahip oldugundan triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitler i¢eren proteinler
serbest radikallerle daha kolay reaksiyona girer. Serbest radikaller yapisal proteinlerin
fonksiyonunu ve enzim aktivitesini engelleyerek bircok proteinin hasarina neden
olabilir (Devasagayam ve ark., 2003).

Reaktif oksijen tiirleri ve RNS, DNA ile etkilesime gecerek oksidatif hasara yol
acar. DNA, -OH gibi serbest radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir. Bu
serbest radikaller DNA ile reaksiyona girerek hidrojen atomlarinin kaybina veya
ilavesine sebep olabilir. Ozellikle pirimidinin C4-C5 ¢ift bagi hidroksil radikalinin
saldirilarina karsi ¢ok hassastir (Fang ve ark., 2002).

Hidroksil gibi serbest radikaller karbonhidratlar ile reaksiyona girer ve karbon
atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal iiretirler.
Bunlar hyaluronik asit gibi &nemli molekiillerde zincir kirilmalarina yol acar
(Devasagayam ve ark., 2004).

Diisiik yogunluklarda olduklarinda ROS ve RNS’ nin yararli etkilerinden soz
etmek miimkiindiir. Birgok hiicresel yanita kars1 normal fizyolojik bir fonksiyon olarak
birgok hiicrede O27, H202 ve NO iiretiminden séz edilebilir. Ayrica bazi hiicreler
etkilerini ROS ve RNS salinim sistemini uyararak gosterirler. Reaktif oksijen tiirleri ve
RNS’ nin bazi yararh faaliyetleri arasinda fagositoz araciligiyla enfeksiyonlara karsi
savunma, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar tarafindan kanser hiicrelerini 6ldiirme,
sitokrom p450 tarafindan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, mitokondride ATP
tretimi, hiicre biliylimesi ve diisiik konsantrasyonda mitojenik yanitlara neden olma

sayilabilir (Lander, 1997).
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Sekil 2.18. Organizmada serbest radikal olusma yollar1 (Uysal, 1998)

2.10. Antioksidanlar

Indirgeyici ve oksidan kimyasal terimlerken antioksidan ve pro-oksidan
biyolojik sistem baglaminda bir anlama sahiptir. Bir antioksidan, oksitlenebilir bir
substratinkine kiyasla diisiik konsantrasyonlarda mevcut oldugunda substratin pro-
oksidan tarafindan baglatilan oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide Onleyen veya geciktiren bir
madde olarak tanimlanabilir. Pro-oksidanlar lipidlerde, proteinlerde ve niikleik asitlerde
oksidatif hasara ve gesitli patolojik olaylara veya hastaliklara neden olabilecek toksik
bir maddedir. Pro-oksidan reaktif tiirler ile esanlamlidir. Dolayisiyla kimyasal olarak bir
pro-oksidan, patolojik dneme sahip bir oksidandir. Bir antioksidan, toksisitesi olmayan

veya diisiik olan olusturulmus triinlerle bir pro-oksidani etkili bir sekilde azaltabilir. Bir
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antioksidan bir indirgeyicidir, ancak bir indirgeyici mutlaka bir antioksidan degildir ve
sadece biyolojik hedefi koruyabilen bilesikler bu kriterleri karsilar (Prior ve Cao, 1999).
Bu koruma cesitli etki mekanizmalarina dayanabilir: (i) ROS/RNS' ye karsi iiretim ve
temizleme kapasitesinin engellenmesi; (ii) kapasitenin azaltilmasi; (iii) metal selatlama
kapasitesi; (iv) antioksidatif enzim aktivitesi; (v) oksidatif enzimlerin inhibisyonu
(Hwang ve Bowen, 2007; Wardman, 2007).

Antioksidanlar  potansiyel olarak diger molekiillerin  oksidasyonunu
yavagslatabilir veya Onleyebilir. Oksidasyon reaksiyonunda bir elektron bir maddeden
oksitleyici maddeye aktarilir. Boylece oksidasyon reaksiyonu hiicrelere zarar vermek
icin zincir reaksiyonlarini baglatan serbest radikaller iiretebilir. Antioksidanlar serbest
radikalleri ortadan kaldirarak veya stabilize ederek bu zincir reaksiyonlarin1 Sonlandirir
ve kendi kendine oksidasyon ile diger oksidasyon reaksiyonlarini engeller (Valentio ve
digerleri, 2002).

Antioksidan sistemler reaktif oksijen tiirlerine karsi onlar1 korumak igin
hiicrelerde bulunur. Sitosol veya hiicre dist sivilar gibi hiicresel sulu bolmeler diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlardan olusur; glutatyon ve askorbat (C vitamini) ile
birlikte bazi antioksidan enzimler, oksidatif hiicre hasarim1 6nlemek i¢in ise siiperoksit
dismutazlar (SOD), katalazlar ve peroksidazlar bulunur. Antioksidanlar oksidatif stresi
azaltarak hiicresel hasar1 6nlemek i¢in serbest radikalleri temizleyebilir ve boylece insan
saglig1 lizerinde faydali bir etkiye sahip olabilir (Pisoschi ve Pop, 2015).

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi antioksidan aktiviteyi saglayan
hidroksil gruplari hakkinda fikir vermesi agisindan 6nemlidir. Genellikle toplam fenolik
madde igerigi ve antioksidan aktivitesi arasinda dogrusal bir korelasyon goriiliir (Huang
ve ark., 2005).

Canli sistemlerde farkli antioksidan savunma seviyeleri vardir. Bunlar radikal
onleyici, radikal temizleyici ve radikal kaynakli hasarlar1 onaran sistemler olarak
tanimlanir. Birinci basamak savunma antioksidanlar1 serbest radikal haline gelebilecek
diger radikallerin veya molekiillerin iiretimini tetikleyen serbest radikalleri hizla etkisiz
hale getirir. Ikinci basamak savunma antioksidanlar1 tipik olarak temizleyici
antioksidanlardir. Aktif radikallere baglanirlar, zincirleme reaksiyonun baslamasim
Onlerler ve zincir yayilma reaksiyonlarin1 kirarlar. Serbest radikal hasarinin ardindan
ticlincli basamak savunma antioksidanlar1 aktif hale gelir. Bunlar serbest radikallerin
neden oldugu hasarli DNA, protein ve lipitleri onaran enzimlerdir (Nimse ve Pal, 2015;

Steckiewicz ve ark., 2019).
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2.10.1. Antioksidanlarmm Simiflandirilmasi
Normal fizyolojik kosullarda olusan radikalik ya da radikalik olmayan
oksidanlar: etkisiz hale getiren antioksidanlar dogal ve sentetik olarak iki gruba ayrilir

(Sekil 2.19.).

ANTIOKSIDANLAR
Senetetik
Dogal Antioksidanl:
Antioksidanlar e o -
BH,BHA,
troloks ve gesitli
kelat olugturucu Enzimatik
sentetik
maddeler
o |Birinci Enzimler
SOD, Katalaz, GSH-Px
ikinci Enzimler
*|Glutatyon rediktaz
Flavanoller
Katesin, EGCG

Flavonoller
Kuersetin, kaemferol

izoflavanoidler . .
BT + Flavonoidler Fenolik asitler
Flavanonlar Hidrosisinnamik asitler
Hesperitin Ferulik asit, p-kumarik asit
Flavonlar
Krisin

Hidroksibenzoik asitler P

Gallik asit, ellagik asit ™
Antosiyanidler

Siyanidin, delfinidin

Sekil 2.19. Antioksidanlarin siniflandiriimasi (Shalaby ve Shanab, 2013).

2.10.1.1. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar enzimatik olmayan antioksidanlar veya diyet takviyeleri
olarak da bilinir. Viicudun karmasik antioksidan sistemi C vitamini, E vitamini, ¢inko,
taurin, hipotaurin ve glutatyon gibi antioksidanlarin, vitaminlerin ve minerallerin diyetle
alimindan etkilenir (Agarwal ve ark., 2005). Bir¢ok alanda BHA (biitillendirilmis
hidroksi anisol), BHT (biitillendirilmis hidroksi toluen), PGE (propil gallat) ve TBHQ
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(tersiyer-butil hidrokinon) gibi sentetik antioksidanlardan faydalanilmaktadir. Bu
antioksidanlarin etkili, kalict ve ucuz olduklar1 bilinmesine ragmen bir¢ok potansiyel
yan etkileri tespit edilmistir (Sohaib ve ark., 2016; Yang ve ark., 2018). Sentetik
antioksidan maddelerin mevcut yan etkileri ve eski ¢aglardan beri insanoglunun tedavi
amagh sayisiz tibbi aromatik bitkiyi kullanmis olmasindan dolay1 birgok arastirmaci

dogal antioksidanlar iizerinde ¢alismaya baslamistir (Emsen ve ark., 2019).

2.10.1.2. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlarin giivenilirlikleri ve yan etkilerinin olmamas1 gibi
nedenlerle sentetik antioksidanlara kiyasla daha avantajli oldugu bilinmektedir
(Pellegrini ve ark., 2009). Dogal antioksidanlar 6zelliklerine gore enzimatik olanlar ve
enzimatik olmayanlar olarak siiflandirilir. Enzimatik olanlara siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidazlar (GPX), tiyoredoksinler (TRX) ve
peroksiredoksinler (PRX) 6rnek olarak verilebilir. Enzimatik olmayanlar arasinda ise
glutatyon, alfa-lipoik asit, koenzim Q, ferritin, rik asit, bilirubin, I-karnitin ve
melatonin sayilabilir. Bununla birlikte diger antioksidanlar, 6rnegin askorbik asit
(Vitamin C), tokoferol, B-karoten, lipoik asit, lirik asit, glutatyon ve polifenoller diyet
kaynakli olarak alinabilir (Shalaby ve Shanab, 2013).

2.11. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki ayr1 baslik
altinda incelenmektedirler.

Flavonoidler fenilalaninden biyosentezlenen ve dogada ozellikle yesil bitkilerde
yaygin olarak bulunan biiyiikk bir ikincil metabolit grubu temsil eder. Dogal
flavonoidlerin ¢ogunlugu pigmentlerdir ve genellikle bazi hayati farmakolojik islevlerle
anilirlar. Flavonoidler aglikon halka yapisindaki farkliliklar ve oksidasyon/indirgeme
durumu temelinde birbirinden ayrilir. Ayrica aglikonun hidroksilasyonunun derecesine,
hidroksil gruplarmin pozisyonlarina, piran halkasmin doygunluguna ve hidroksil
gruplarinin tiirevlendirilmesindeki farkliliklara dayanarak, cesitli flavonoid siniflari
olusturulmustur  (Havsteen, 2002; Manach ve ark., 2005). Flavonoidlerin temel
kimyasal yapisi bir piran halkasi baglanan iki benzen halkasi icerir. Benzen halkasindan
biri piran halkasi ile birlestirilirken diger benzen halkasi piran halkasina ikame edici
olarak eklenir. Benzen halkalarinin ikame paternine ve piran halkasinin ikame,

oksidasyon ve doygunluguna bagli olarak norodejeneratif hastaliklarin etkin yonetimi
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icin kabul edilebilir benzersiz fizikokimyasal 6zelliklere ve biyolojik aktivitelere sahip
cesitli flavonoid tiirevleri sentezlenebilir (Ayaz ve ark., 2019). Flavonoidler bitkilerde
ikincil metabolitlerin trtinleri olan polifenoller seklinde bol miktarda bulunur. Yaygin
olarak kullanilan flavonoidler arasinda kuersetin, kaempferol (flavonoller), myricetin,
luteolin ve apigenin bulunmaktadir. Diger yaygin flavonoid tiirleri arasinda, soya ve
soya lriinlerinde dogal olarak var olan izoflavonlar (daidzein, genistein), narenciye ve
domateslerde bulunan flavanonlar sayilabilir (Manach ve ark., 2005). Flavonoidler ¢ok
sayida viicut proteinine baglanma ve tasiyicilari, enzimleri, hormonlari, DNA' y1, agir
metallerin selasyonunu degistirme ve serbest radikalleri temizleme yetenegine sahiptir.
Bu nedenle giiglii bir antioksidan olarak anilirlar (Cushnie ve Lamb, 2005).

Fenolik asitler terimi genellikle bir karboksilik asit grubuna sahip fenolik
bilesikleri tarif eder. Fenolik veya fenolkarboksilik asitler (polifenol adi verilen bir
fitokimyasal tiirii), bitki fenolik bilesiklerinin ana siiflarindan biridir. Tipik olarak
amidler, esterler veya glikozitler gibi bagli halde bulunurlar ve nadiren serbest
formdadirlar (Pereira ve ark., 2009). Fenolik bilesikler, yapisi bir veya daha fazla
hidroksil grubu ile yer degistirmis bir veya daha fazla aromatik halka i¢eren sekonder
bitki metabolitleridir (Rodriguez ve ark., 2009).

Fenolik bilesikler proteinleri ¢okelttikleri, sindirim enzimlerini inhibe ettikleri ve
vitaminlerin ve minerallerin kullanimini etkileyerek gidalarin besin degerlerini
diistirdiigi i¢in giinlik diyette istenmeyen olarak kabul edilir. Diyette fenolik
bilesiklerin varlig1i kanserojenez ve mutajeneze karst kemopreventif aktiviteleri
nedeniyle sagliga faydalidir. Fenolik bilesiklerin saglik tizerindeki etkileri tiiketilen
miktara ve biyoyararlanimlarina baglidir (Chung ve ark., 1998, Shen ve ark., 2007).
Fenolik bilesikler antioksidan, antienflamatuar, antimutajenik ve antikanser ozellikleri
dahil olmak iizere genis bir potansiyel olarak faydali biyolojik aktivite sergiledikleri
bildirilmistir (Dai ve ark., 2017). Fenolik bilesikler dogrudan antioksidanlar olarak
bilinir, ayn1 zamanda endojen koruyucu enzimleri indiikleyerek dolayli antioksidan
aktivite ve sinyal yollar lizerinde olumlu diizenleyici etkiler de gosterirler (Rice-Evans
ve ark., 1996).

2.12. Nanopartikiillerin Oksidatif Stres Uzerine Etkisi
Oksidatif stres canli organizmalarin birgok zararli gevresel faktore genel bir
yanitidir ve reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot (RNS) tiirleri ile dogal antioksidan

savunma arasinda bir dengesizlik oldugunda ortaya ¢ikar (Sharma ve ark., 2012).
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Reaktif oksijen tiirleri bitkilerde normal hiicresel fonksiyonlar sirasinda iiretilir ve bu
reaktif tiirlerin {iretimi ve uzaklastirilmasi arasindaki denge bitkilerin oksidatif hasari
onlemesine yardimci olur (Mittler, 2017).

Nano malzemeler ve hiicreler arasindaki etkilesimler hiicresel alim ve daha
sonra hiicrenin toksik yanit1 glimiis nanopartikiillerin neden oldugu toksisite ile ilgili en
onemli konular arasindadir. Giimiis nanopartikiillerin hiicre igine taginmasi hiicre zari
reseptOriinlin taninmasi, igsellestirilmesi ve translokasyonu ile baslar ve hiicreler
tarafindan bozulma, birikme veya tasfiye ile sona erer. Cogu hiicre i¢in gilimiis
nanopartikiillerin endositoz yoluyla alinmasi zamana, doza ve enerjiye bagl bir siireg
olup ana hedefte olan organeller, endozomlar ve lizozomlardir (Luther ve ark., 2011;
Asha Rani ve ark., 2009). Giimiis nanopartikiiller tarafindan salinan Ag iyonlarinin
neden oldugu oksidasyon stresine bagli olarak sitotoksisite meydana gelir (Zhou ve ark.,
2012). Bitkiler molekiiler seviyede hiicresel mekanizmalarini reaktif oksijen tiirleri
nedenli oksidatif hasardan korumak i¢in antioksidan enzimlerin agir1 iiretimi yoluna
giderek glimiis nanotoksisiteye cevap verir (Cvjetko ve ark., 2017).

Giimiis nanopartikiillerin bitkiler tizerindeki o6liimciil toksisitesinin arkasindaki
ana sebep bitkilerin biyokimyasal 6zellikleri tizerindeki etkisidir ve radikal olusumunu
tetikleyerek bitki hiicrelerinde oksidatif strese neden olur (Nair ve ark., 2010).
Nanopartikiil uygulamasi ile artan reaktif oksijen iretimi ve oksidatif stres sonucu
olusan etkiler Sekil 2.20.” de belirtilmistir (Fu ve ark., 2014).

Lipid
pereoksidasyonu
Mitokondri ——
: ROT
N ikl
Protein
Nukleus

Sekil 2.20. Nanopartikiillerin indiikledigi ROT iiretimi ve etkileri (Fu ve ark., 2014).
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2.13. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Stres, bitkinin kendi dogal yasam alani iginde metabolik homeostaz1 degistiren
veya bozan, bliylime kosullarinda meydana gelen herhangi bir degisiklik olarak
tamimlanir (Shulaev ve ark., 2008). Bitkisel stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak
tizere ikiye ayrilabilir. Biyotik faktorler; mikroorganizmalarin (fungus, bakteri ve viriis)
enfeksiyonu ve zararli hayvanlarin saldirilari sonucu olusan stres faktorleridir. Abiyotik
faktorler ise su, sicaklik, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar gibi
cevresel faktorlerdir (Lichtenhaler, 1996). Bitkilerde stres kosullarina karsi olusan
molekiiler cevap mekanizmalari makromolekiillerin ve iyonlarin homeostasisi,
koruyucu molekiillerin  sentezi, reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumu ve
detoksifikasyon olmak iizere ii¢ grupta toplanabilir (Biiylik ve ark., 2012).

Oksidatif stres serbest radikal iiretimi dokunun antioksidan kapasitesini astigi
durumlarda ortaya cikar. Bu kosullar altinda serbest radikaller lipitler, proteinler ve
DNA gibi hayati hiicresel bilesenlerin elektronca zengin alanlarina saldirirlar (Benson
ve Bremner, 2004). Serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemek i¢in aeroblar, hem
enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan koruma sistemlerinin karmasik bir
dizisini gelistirmistir. Metabolik siirecler stresle yavasladiginda veya bozuldugunda,
serbest radikallerin ve reaksiyon Triinlerinin baslatilmasini, yayilmasini ve ikincil
etkilerini kontrol etmek igin etkili antioksidan koruma sistemleri bulunmalidir. Bu
nedenle antioksidan durumunun izlenmesi normal fizyolojik siireclerde ve stres
yanitlarinda serbest radikallerin ve oksidatif mekanizmalarin rollerini anlamak ig¢in
onemlidir (Johnston ve ark., 2006).

Bitkiler fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde ¢esitli hiicresel
stirecleri degistirerek stres tolerans stratejileri uygular. Bitkiler enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan sistemlerini tetikleyerek oksidatif stresle miicadele eder. Enzimatik
antioksidan sistem, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX),
askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) igeren bir dizi enzimden olusur.
Enzimatik olmayan antioksidan sistem, kloroplastlar, mitokondri, peroksizomlar, sitozol
ve apoplastta ¢alisan Halliwell-Asada yolu olarak da bilinen askorbat (ASC) -glutatyon
(GSH) dongiisii yoluyla islev goriir (Noctor ve Foyer, 1998).

Hasarin baslamasindan 6nce antioksidan savunma sistemlerinin zamaninda ve
hassas bir sekilde etkinlestirilmesi bitkilerin stres kosullarinda hayatta kalmasi igin
gereklidir. Savunma sisteminin aktivasyonu ¢esitli sinyal molekiilleri tarafindan

gergeklestirilir (Lamattina ve ark., 2003).
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2.14. Antioksidan Kapasite Belirleme Yontemleri

Reaktif oksijen ve azot tiirleri de dahil olmak iizere pro-oksidan molekiiller ile
antioksidan savunmalar arasindaki dengesizligin neden oldugu oksidatif stres
biyomedikal disiplinlerin ¢ogunda ve bir¢cok klinik arastirma tiirlinde onemli bir
arastirma konusudur (Al-Gubory ve ark., 2010). Antioksidanlar reaktif oksijen tiirleri ile
reaksiyona girerek, katalitik metalleri selatlayarak veya serbest radikalleri temizleyerek
biyolojik sistemleri oksidatif stresin zararli etkilerinden koruyabilir (Jia, 2014). Bu
nedenle aragtirmacilar antioksidan aktiviteyi ve dogal bilesiklerin ilgili mekanizmalarini
degerlendirmek icin analitik yontemleri arastirmaya baslamistir (Sridhar ve Charles,
2018). Antioksidan kapasite serbest radikalleri temizleme veya noétralize etme yetenegi
ile farkli maddeleri ve gida 6rneklerini karakterize etmek icin yaygin olarak kullanilan
bir terimdir. Bu kapasite zararli oksidasyona karsi biyolojik bir sistemi koruyabilen
bilesiklerin varligr ile iliskilidir (Pyrzynska ve Pekal, 2013). Antioksidan kapasite
degerlendirmesi ile ilgili elektrokimyasal, kromatografi, spektrofotometrik,
kolorimetrik, elektron spin rezonansi ve floresan yontemi dahil olmak iizere pek ¢ok
yontem vardir (Sekil 2.21.). Bu yontemler arasinda basitligi, rahathigi ve yiiksek

duyarliligi nedeniyle floresan yontemler tercih edilmektedir (Nau, 1998).

Total Antioksidan Aktivite Tayini (Ferric Thiocyanate Content/FTC)

DPPH Radikal Stipiiriicti Aktivite Tayini (DPPH Free Radical Scavenger
Activity/DPPH)

Toplam Fenolik Bilesik Tayini (Total Phenolic Content/TPC)

Toplam Flavonoid Tayini

Toplam Flavonol Tayini

Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (Cupric Reducing
Antioxidant Capacity/CUPRAC)

Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi Yontemi (Oxyjen Radical
Absorbans Capacity/ORAC)

Hidroksil Radikali Siipiiriicit Aktivite Tayini

Antioksidan Tayin Yontemleri

Siiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini Indirgeme Giicii Tayini
Demuir (III)

Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (Ferric Reducing Antioxidant Power/FRAP)

Trolox EGdegeri Antioksidan Kapasite Yontemi (Trolox Equvalent
Antioxidant Capacity/TEAC)

Sekil 2.21. Antioksidan tayin yontemleri (Huang ve ark., 2005).
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2.15. Thymelaeaceae Familyasi ve Daphne Cinsi

Dicotyledones simifina ait olan Thymelaeaceae familyas: yaklasik olarak 40-50
cins igerisinde dagilim gosteren 1200 tiir ile temsil edilmektedir (Baytop, 1996).
Tropikal ve 1liman bolgelerde yayilis gosteren ve yillik tiirleri igeren Thymelaeaceae
familyasinin tiyelerinden biri olan Daphne cinsi Anadolu' ya dagilmistir ve Tiirkiye' de
7 tiir ile temsil edilmektedir. Bunlar, D. mezereum L., D. pontica L., D. glomerata Lam.,
D. sericea Vahl., D. oleoides Schreber, D. gnidioides Jaub. and Spach. ve D.
mucronata Royle tiirleridir (Tan, 1982).

Fitokimyasal c¢alismalar Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER’ in terpenoidler, steroller, kumarinler, liganlar, flavonoidler ve aromatik
bilesikler i¢erdigini gostermistir (Baytop, 1999; Ullah ve ark., 1999). Tiirk halk tibbinda
Daphne cinsi geleneksel olarak romatizma, bel agrisi, 6dem, apse ve sitma, yara
iyilesmesinde ve sakatlanmig hayvanlarin tedavisi i¢in kullanilir. Bu tiire halk arasinda
ezenteri, ¢oban siipiirgesi, c¢itlak, havadana ve develikotu gibi farkli yerel isimler
verilmistir (Yesilada ve ark., 1995; Sezik ve ark., 2001). Daphne tiirleri toksik regineleri
nedeniyle potansiyel olarak zehirli bitkiler olup insanlar i¢in olduk¢a tehlikelidir
(Baytop, 1999). Ulkemizde Daphne tiirleri iizerine yapilan ¢alismalar genel olarak aktif
bilesiklerinin, antiinflamatuar ve analjezik aktivitelerinin degerlendirilmesine
odaklanmustir (Yesilada ve ark., 2001; Tosun, 2006). Tiirkiye florasina ait istatistiki

veriler Cizelge 2.1. ‘de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Tirkiye florasi ile ilgili istatistiksel veriler (Baser, 2002).

Yerli Endemik % Yabanci Kiiltiir Toplam
Aile 163 0 00 2 8 174
Cins 1168 16 14 31 52 1251
Tiir 8988 2991 333 96 138 9222
Alt tiir 1683 497 295 6 8 1702
Varyete 1074 390 36.3 1 11 1086
Hibrit 298 160 53.7 1 8 307

Toplam 10754 3708 345 101 159 11014
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Calismada Kullanilan Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER ve Ozellikleri

Calismada kullanilan takson (Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER) Konya' da toplanmustir.
Taksonomik Hiyerarsi,
Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Rosidae
Order Myrtales
Family Thymelaeaceae
Genus Daphne
Species Daphne oleoides SCHREBER

Taksona Iliskin Genel Bilgiler;

*Cok yillik
*Cali

*5-9

*Kirectas1. yamagclar ve kayalar. mese caliligi.
Pinus nigra ormanlari. Astragalus stepleri

Yikseklik *1050-3200

Endemik *Endemik degil

Turkiye dagilimi *Dis ve Orta Anodolu

Genel Dagilim *Avrupa, Kuzey bat1 Afrika. Liitbnan

Sekil 3.1. Calismada kullanilan taksona ait bilgiler (www.tubives.com)

Taksonun Tiirkiye’ deki Dagilimy;

,"

Sekil 3.2. Calismada kullanilan taksonun Tiirkiye’ deki dagilimi (www.tubives.com)
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3.2. Bitkisel Ekstraktin Hazirlanmasi

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER ekstresi maliyet
etkinligi, bulunabilirlik ve tibbi 6zelliklerinden dolay:1 giimiis nanopartikiillerin yesil
sentezinde kullanildi. Ekstrakti hazirlamak igin gerekli olan Daphne oleoides
SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER o6rnegi Konya’ dan toplanmistir. Bitki
tizerindeki kalintilar1 ve kontamine organik bilesimleri uzaklastirmak amaciyla 6nce
akan musluk suyu ile sonrasinda ise iki kez distile su ile yikanmis ve oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Toplamda 5 gr olacak sekilde kesilen pargalar 100 ml distile su
iceren bir behere alinarak 30 dakika boyunca infiizyon islemine tabi tutulmustur.
Ekstrakt daha sonra 1 numarali Whatman No:1 filtre kagidi (0.44 um) ile siiziilmiis ve
daha sonra kullanilmak {izere 4 °C' de giines 15181 gormeyecek sekilde muhafaza altina

alinmustir.

3.3. Giimiis Nanopartikiillerin Biyolojik Sentezi

Giimiis nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in kullanilacak giimiis nitrat (AgNO3)
¢ozeltisi (5 mM), 50 mL distile su eklendikten sonra manyetik 1siticili karistirici
tizerinde oda sicakliginda karistirilarak elde edilmistir.

Incelenmesi amaglanan giimiis nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in oda
sicakligina kadar sogutulan ekstraktan 3 mL almarak, 50 mL 5 mM AgNOs ¢ozeltisi
icine eklenmis ve 85 °C su banyosunda 45 dakika siire ile karistirilmistir. Bu siiregte,
literatiirde de bilinen bir olgu olan ve glimiis nanopartikiillerin olusumunun gostergesi
olarak kabul edilen seffaf renkli ¢ozeltinin koyu kahverengiye dogru renk degisimi 45
dakika iginde gozlenmistir. Olusan koyu renkli ¢ozelti 14.000 rpm’ de 20 dakika
santrifiij edilerek istte yer alan sivi faz uzaklagtirllmis ve altta kalan kati kisim 3 kez
distile su ile yikanmistir. Elde edilen kat1 kisim (giimiis nanopartikiiller) etiivde 65
°C’de 24 saat kurumaya birakilmis ve daha sonraki karakterizasyon islemlerinde

kullanilmak tizere saklanmistir (Demirbas ve ark., 2016).

3.4. Biyolojik Sentez Sonrasi Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.4.1. Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin yapisal karakterizasyonu ve nanopartikiil
boyutunu belirlemek amaciyla Resim 3.1." de gosterilen ve Selcuk Universitesi ileri
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ nde (ILTEK) bulunan JEM-2100 JEOL
Ltd. Electron Microscope model elektron mikroskobundan yararlanilmistir.
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Resim 3.1. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

3.4.2. Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM)

Elde edilen giimiis nanopartikiillerin sekil, ylizey topolojisi ve morfolojisinin
karakterizasyonu Resim 3.2.” de gosterilen ve Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ nde (BITAM) bulunan Hitachi VP-SEM
SU1510 model taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak ile gergeklestirilmistir.

Resim 3.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM)
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3.4.3. Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
Giimiis nanopartikiil sentezinde yer alan fonksiyonel gruplar1 tespit etmek icin
Resim 3.3." de gosterilen ve Necmettin Erbakan Universitesi’ nde bulunan Thermo

Scientific Nicolet iS5 model FTIR cihazi kullanilmastir.

Resim 3.3. Fourier doniisiimlii Kizilotesi spektroskopisi cihazi (FTIR)

3.4.4. UV-Vis Spektroskopisi

Yesil sentez yontemi ile elde edilen giimiis nanopartikiillerinin karakterizasyonu
amaciyla yapilan absorbans olgtimleri Resim 3.4.” de gosterilen ve Necmettin Erbakan
Universitesi’ nde bulunan UV-1800 Shimadzu Europa - Shimadzu Schweiz GmbH

model cihaz ile yapilmistir.

Resim 3.4. UV-Vis spektroskopisi olgiim cihaz
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3.4.5. Dinamik Isik Sacilmasi (DLS) ve Zeta Potansiyeli

Ekstrakt ¢cozeltisindeki glimiis nanopartikiillerin pargacik biiylikliigiinii ve glimiis
nanopartikiillerin yiizeyindeki “etkili” elektrik yiikiiniin belirlenmesinde Resim 3.5.” de
gosterilen ve Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’ nde (BITAM) bulunan Micromeritics Nanoplus 3 Brookhaven

Instruments Co. model cihaz kullanilmustir.

Resim 3.5. Zeta potansiyeli 6l¢iim cihazi

3.4.6. Enerji Dagihm X-RAY Spektroskopisi (EDS)

Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin element analizi i¢in Resim 3.6.” de
gosterilen ve Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ nde
(ILTEK) bulunan JEM-2100 JEOL Ltd. Electron Microscope model elektron

mikroskobundan yararlanilmistir.

Resim 3.6. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
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3.5. Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesinde Uygulanan Metotlar
3.5.1. Toplam Antioksidan Aktivite Belirleme
3.5.1.1. Fosfomolibdat Testi

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleocides SCHREBER’ den sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin ve oziitiin toplam antioksidan kapasitesi Berk ve ark. (2011)
tarafindan bildirilen yonteme gore tayin edildi. Buna goére; 0.3 mL numune ¢o6zeltisi, 3
mL reaktif ¢ozeltisi (0.6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4mM amonyum
molibdat) ile karistirildiktan sonra 95 °C' de 90 dakika inkiibe edilip drnek absorbansi
695 nm' de okundu.

Toplam antioksidan kapasite, troloks kalibrasyon egrisinden mmol troloks

esdegeri (mmol TE/g extract) olarak ifade edildi.

3.5.2. Radikal Siipiirme Potansiyeli Belirleme
3.5.2.1. DPPH Yontemi

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleocides SCHREBER’ den sentezlenen
glimilis nanopartikiillerin ve Oziitiin serbest radikal giderim aktivitesi 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak Sarikurkcu (2011) tarafindan
belirlenen yonteme gore belirlendi. Buna gore; numune c¢ozeltisi (1 mL), DPPH
¢ozeltisine (0.267 mM, 4 mL, % 0.004 metanol ¢ozeltisi) ilave edildi.

Numunenin absorbansi oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dakikalik
inkiibasyonun ardindan 517 nm' de okundu. Olgiim birimi olarak gram ekstrakt basma
miligram Troloks esdegeri (mg TE/g) kullanilda.

3.5.2.2. ABTS Yontemi

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin ve oziitiin serbest radikal giderim aktivitesinin tespiti i¢in Re
ve ark. (1999) tarafindan belirlenen ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)) yontemi kullanildi. Buna gore; ABTS" radikal katyonu, 7 mM ABTS
cozeltisi ile 2.45 mM potasyum persiilfat reaksiyonu ile olusturuldu ve oda sicakliginda
karanlikta bekletildi. Oncelikle ABTS ¢ozeltisi, absorbans1 734 nm' de 0.700 +0.02
degerine ulasana kadar metanol i¢inde seyreltildi. Daha sonra ABTS ¢6zeltisi (2 mL) ile
test cozeltisi (1 mL) karistirildt ve absorbans, oda sicakliginda 30 dakikalik
inkiibasyonun ardindan 734 nm' de okundu. Sonuglar gram ekstrakt basina miligram

Troloks esdegeri (mg TE/g) olarak ifade edildi.
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3.5.3. Indirgeme Potansiyeli Belirleme
3.5.3.1. CUPRAC Testi (Bakir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite)

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin ve oziitiin indirgeyici antioksidan kapasite tayini Zengin ve
ark. (2015) tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. Buna gore; 0.5 mL numune
¢ozeltisi onceden karigtirllmis CuClz (1 mL, 10 mL), neocuproin (Sigma-Aldrich) (1
mL, 7.5 mL) ve amonyum asetat tamponu (1 mL, 1M, pH 7.0) igeren reaksiyon
karisimina ilave edildi. Benzer sekilde onceden karistirilmis reaksiyon karisimina (3
mL) CuCly i¢cermeyen numune ¢ozeltisi (0.5 mL) ilave edilerek kontrol numunesi
hazirlandi. Daha sonra numune ve kontrol numunesi oda sicakliginda 30 dakikalik bir
inkiibasyonun ardindan kontrol numunesinin emilimi, numunenin emiliminden
cikarilarak 450 nm' de okundu. CUPRAC aktivitesi Troloks esdegeri (mg TE/g) olarak
ifade edildi.

3.5.3.2. FRAP Testi (Demir iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite)

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin ve 6ziitiin indirgeyici antioksidan kapasite tayini Zengin ve
ark. (2018) tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. Buna gore; 0.1 mL numune
¢ozeltisi 40 mM HCI i¢inde demir tamponu (0.3M, pH 3.6), 2,4,6-tris(2-pyridyl)-S-
triazine (TPTZ) (Merck, Darmstadt, Germany) (10mM) ve ferrik kloriir (20 mM) igeren
onceden karistirllmis FRAP reaktifine (2 mL) ilave edildi. Akabinde numunenin
absorbansi oda sicakliginda 30 dakikalik bir inkiibasyonun ardindan 593 nm' de okundu.

FRAP aktivitesi Troloks esdegeri (mg TE/g) olarak ifade edildi.

3.5.3.3. Metal Selatlama Aktivite Testi

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den sentezlenen
giimiis nanopartikiillerin ve 6ziitiin indirgeyici antioksidan kapasite tayini Dinis ve ark.
(1994) tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. Buna gore; icerisinde 2 ml bitkisel
0ziit (2 mg/ml) bulunan deney tiiplerine 2 mM 0.05 ml FeCl, ¢ozeltisi ilave edildi.
Reaksiyon 0.2 ml 5 mM ferrozin ilavesi ile baslatildi. Uygun sekilde karistirilan tiipler
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilerek 562 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii
yapildi. Ferrozin-Fe?* olusum inhibisyonu asagidaki esitlik kullanilarak hesapland: ve
analiz sonuglar1 EDTA es deger olarak degerlendirildi (mg EDTA/g).

Metal selatlama kapasitesi (%) = [(Akontrol-Adrnek)/Akontrol] x 100
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER” e Ait Sonuclar
4.1.1. Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin boyut, sekil ve morfolojisini karakterize
etmek icin gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilmigtir. Numunenin ince
filminin hazirlanmas: igin karbon kapli bakir 1zgara tercih edilmistir. incelenen 6rnek
kurutma i¢in bir civa lambasi altinda 5 dakika bekletilmis olup glimiis nanopartikiillerin
TEM goriintiisii Sekil 4.1.” de sunulmustur. Bu goriintiiden giimiis nanopartikiillerin
morfolojisinin UV-Vis spektrumundaki SPR bandmin sekli ile uyumlu olan kiiresel
yapida ve ortalama caplarin ise Sekil 4.2." de gorildiigi lizere 25 nm oldugu
anlasilmaktadir. Elde ettigimiz sonug Haq ve ark. (2020) tarafindan Daphne alpina’dan
elde edilen 27 nm’ lik giimiis nanopartikiil boyut sonucu ile uyumluluk géstermektedir.
Yine Shah ve ark. (2018) tarafindan Daphne mucronata iizerinde yapilan ¢alismada
TEM analiz sonucunda 16 nm boyutunda giimiis nanopartikiiller rapor edilmistir.
Santhoshkumar ve ark. (2017) tarafindan Thymelaeaceae ailesine ait bir tiir olan Gnidia
glauca tizerinde yapilan ¢alismada TEM analiz sonucunda 20 nm boyutunda giimiis
nanopartikiillerin varligir bildirilmistir. Genellikle biyo sentezlenen nanopartikiillerin
biyomolekiiller tarafindan kaplanmasindan dolay1 ¢ok biiyliikk biyo molekiillerin
yiizeyine bagl kiigiik glimiis nanopartikiiller de goriilebilmektedir (Vijay Kumar ve
ark., 2014). Ayrica alinan goriintillerde glimiis nanopartikiillerin agregasyonu da

gozlenmistir.

Sekil 4.1. Glimiis nanopartikiillerin TEM goriintiisii
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Sekil 4.2. Giimiis nanopartikiillerin ortalama boyutu

4.1.2. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Hazirlanan ¢ozeltiden elde edilen numunenin taramali elektron mikroskobu
(SEM) goriintiileri Sekil 4.3. de ¢ok kiiciik ve homojen kiiresel nanopartikiillerin
varhigmi dogrular niteliktedir. Shah ve ark. (2018) tarafindan Daphne mucronata ve
Santhoshkumar ve ark. (2017) tarafindan Thymelaeaceae ailesine ait bir tiir olan Gnidia
glauca tizerinde yapilan ¢aligmalar SEM analiz sonuglarinin giimiis nanopartikiillerin
kiiresel yapida olduklarint gdstermektedir. SEM goriintiilerinden numune hazirlama
sirasinda ¢Ozliciiniin  buharlastirilmasiyla tetiklenen bir dizi reaksiyon sonucunda
(nanopartikiillerin birikmesi nedeniyle) giimiis nanopartikiillerin beklenenden daha
biiylik oldugu gozlenebilir. Bu durum partikiil boyutundaki farkliliklara neden olmus
olabilir (Vijay Kumar ve ark., 2014; Ramirez-Acosta ve ark., 2020). Elde ettigimiz
SEM goriintiisii bilyiikk miktarda glimiis nanopartikiil iceren bdlgelerin varligini ve
nanopartikiil boyutlar1 arasinda dagilim agisindan belirgin farkliliklarin olugumunu

gostermistir.

Sekil 4.3. Giimiis nanopartikiillerin SEM goriintiisii
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4.1.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR analiz yOntemi metal nanopartikiiller ve biyomolekiiller arasindaki
fonksiyonel gruplarin iliskisini anlamada kullanilan 6nemli bir yontemdir. FTIR
Olclimleri glimiis nanopartikiillerin indirgenmesinden, kaplanmasindan ve etkin
stabilizasyonundan sorumlu olas1 biyomolekiilleri tanimlamak igin gergeklestirilmistir.
Flavonoidler ve triterpenoidlerce zengin Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER ekstraktindaki 3343.50 cm™ pik degeri -NH ve -OH gruplarmin varligini
dogrulamaktadir. Benzer sekilde 2974.88 cm™ pik degeri C-H asimetrik metilen
gerilmesinin varligina karsilik gelen bir tepe noktasina isaret etmektedir. Yine 2895.36
cm™ pik degerine karsilik gelen C-H simetrik metilen ve 1652.80 cm™ pik degerine
karsilik gelen aromatik C=C gruplarinin varligin1 gosteren baska bir karakteristik pik
degeri de mevcuttur. Terpenoidler, flavonlar ve polisakkaritler gibi -C-O gruplarina
karsilik gelen 1274.13 cm™ pik degeri Sekil 4.4.” de goriilmektedir. Bu yiiksek lisans tez
calismamizda elde edilen bulgulara gére Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER’ den sentezlenen giimiis nanopartikiillerdeki -OH grubunun varligindan
dolay1 (Sekil 4.5.) AgNOs3’ iin indirgendigi de saptanmis oldu. FTIR analiz sonuglari
amin grubu proteinlerin metal nanopartikiillere baglanma konusunda daha giiglii bir
yetenege sahip oldugunu, proteinlerin agregasyonunu Onledigini ve boylece ortamin
stabilize edilmesi i¢in metal nanopartikiilleri kapsayan bir tabaka olusturabilecegini
(gimiis nanopartikiillerin kaplanmasini) Kim ve ark., (2016) tarafindan yapilan
calismalar1 destekleyici sekilde gostermistir. Ayrica kullandigimiz bitki ekstraktinin
indirgeyici ve kaplayici bir ajan olarak ikili rolii ve bazi fonksiyonel gruplarin varlig

giimiis nanopartikiillerin FTIR analizi ile dogrulanmistir.
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Sekil 4.5. Giimiis nanopartikiillerin FTIR spektrumu

4.1.4. UV-Vis Spektroskopisi

Giimiis nanopartikiillerin sentezlenme siireci ekstraktin oda sicakliginda 45
dakika boyunca isitilmasinin ardindan saydam renkten kahverengi renk tonlarina dogru
degisiminin go6zlemlenmesi ile tamamlanmistir. Bu renk degimi ile bir redoks
reaksiyonunun olusumu dogrulanmistir. Redoks reaksiyonu sonucunda Ag® iyonlari
oksitlenen bitki bilesenleri tarafindan Ag” a indirgenir. Gercek mekanizma tam olarak
anlasilamasada, indirgeyici ajan olarak hareket etme Kkabiliyetine sahip olan
bilesiklerden bazilar1 fenolikler, polioller, aminler, flavonoidler gibi organik yapilardir.
Renk degisikliklerinin yiizey plazmon rezonansinin (SPR) giimils nanopartikiilleri
uyarmasindan kaynaklandigi bilinmektedir. UV-spektrumundaki SPR bandinin konumu
pargacigin sekline, biiyiikliigiine, ortam ile olan etkilesimine, lokal kirllma indisine ve
ortam ile parcaciklar arasindaki yiik aktariminin derecesine duyarhdir (Vijay Kumar ve
ark., 2014).

Yesil sentezi yapilan giimiis nanopartikiillerin optik 6zelliklerini belirlemek i¢in
numunemiz 250-800 nm dalga boyu araliginda 1 nm' lik ¢oziiniirliikte incelenmistir.
Reaksiyon karisimmin UV-Vis absorbansi 0-2 dakika arasinda alinmistir. UV-Vis
spektrum analizimizde 430 nm' de konumlanmus bir tepe noktasina sahip, giiglii ve genis
emme bandmin varh@ gorilmistir (Sekil 4.6.). Glimiis nanopartikiillerin
kahverengimsi tonu 430 nm dalga boyunda metal nanopartikiillerde bulunan SPR
bandindaki titresimler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Tripathi ve ark., 2017). Ayrica
renk degisimi glimils nanopartikiillerin yesil sentezinin basarili bir sekilde yapildigini

teyit etmistir.
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Sekil 4.6. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin ve 6ziitin UV-vis spektrumu

4.1.5. Dinamik Isik Sacilmasi (DLS) ve Zeta Potansiyeli

DLS (dinamik 151k sagilimi) foton korelasyon spektroskopisi veya yari elastik
151k sagilmi  olarak da Dbilinir  (Bhattacharjee, 2016). Cozeltide dagilan
nanomalzemelerin pargacik boyutu, boyut dagilimi ve zeta potansiyelini (yiizey yukii)
incelemek i¢in farkli yontemler onerilmistir. DLS yontemi nanopartikiillerin pargacik
boyutunu ve siispansiyon stabilitesini degerlendirmek i¢in gii¢lii bir yontemdir (Shah ve
Rather, 2020). DLS yo6ntemi pargaciklarin Brownian hareketine dayali bir dl¢limdiir ve
nano boyut Olgeginde koloidal siispansiyondaki nanopartikiillerin boyutunu belirlemek
icin kullanilir. Bu yontemde pargaciklara 1sik gonderilir ve sagilan 1siktaki yogunluk
dalgalanmalari 6lgiiliir (Duman ve ark., 2019). Giiniimiizde DLS yontemi 1 pm' den
daha kiigiik ¢apli partikiillerin ortalama c¢apini (nm) ve ortalama sayisint (%) tespit
etmek i¢in kullanilmaktadir. DLS yontemi ile Olglilen boyut aslinda Olgiilen
nanopartikiiller ile ayn1 hizda yayilan teorik bir kiirenin hidrodinamik ¢apidir. Bu boyut
nanopartikiillerin metalik ¢ekirdegiyle birlikte nanopartikiillerin yiizeyinde absorbe
edilen tiim maddelerden ve parcacik ile birlikte hareket eden elektrikli ¢ift katmanin
kalinligindan etkilenir. Elektrikli ¢ift katmanin kalinligi ve Olgiilen nanopartikiil
blyiikliigli ekstraktta ve nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan maddelere baghdir. Bu
nedenle DLS tekniginde Sl¢iilen boyut makroskopik tekniklere kiyasla daha biyiiktiir
(Tomaszewska ve ark., 2013). Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER’ den yesil sentez yontemi ile elde edilen giimiis nanopartikiillerin DLS
analiz sonuglar1 [0,310 polidispersite indeksi (PDI) ile] ortalama boyutun 198.9 nm
oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.7.). DLS yontemi hidrodinamik yarigap1 baz
aldigindan dolay1 6lgiilen DLS boyutu TEM ile dlgiilen pargacik boyutuna kiyasla daha

biiytikttir (Hinterwirth ve ark. 2013). Ayrica molekiillerin veya iyonlarin yilizeyindeki ek
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hidrat tabakalar1 DLS analizinde daha biiyiik boyutlarin tespitine yol acan bir unsurdur
(Rolim ve ark., 2018).

Overlay Graph (Normalized Intensity Distribution)
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No Data Repet. No pH Ave.Diameter(nm) P.1. Mean.(nm) D (10%) (nm) D (50%) (nm) D (90%) (nm)
1 N20-0219-2_20200618_133358_1 1 NA 199.7 0.499 440.8 94.7 288.6 9446
2 N20-0219-2_20200618_133358_2 2 NA 170.2 0.640 4124 6.0 284.8 8919
3 N20-0219-2_20200618_133358_3 3 NA 226.9 0.508 S31.5 109.1 3420 11505
Average - 198.9 0.549 461.6 699 305.1 995.7

Sekil 4.7. Giimiis nanopartikiillerin pargacik boyut dagilimi

Elektrokinetik potansiyel olarak da bilinen Zeta potansiyeli yiikiin bir kararlilik
Ol¢iistidiir ve siispansiyondaki pargaciklar arasindaki etkilesimlerden sorumludur ve
+100 mV ile -100 mV arasinda degerlere sahiptir. Zeta potansiyeli elektrik alanin etkisi
altindaki hareketli parcacigin hiz1 ve dispersiyon ortami viskozitesi gibi bir dizi faktore
baghidir (Naser ve ark., 2020). Zeta potansiyeli sulu ¢ozeltide sentezlenmis giimiis
nanopartikiillerin yiizey yiikii ve kararliliginin tespiti icin énemli bir parametredir. 30
mV' den yiiksek veya -30 mV' den diisiik zeta potansiyeli degerleri kararli bir sistemin
gostergesi olarak kabul edilir ve zeta potansiyeli -15 mV' den daha pozitif olan
partikiiller agregasyon esigindeki siispansiyona isaret eder (Gengan ve ark., 2013).
Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin Zeta potansiyeli 6l¢timii sonucunda -13.91 mV
degeri elde edildi (Sekil 4.8.). Yiiksek negatif deger partikiiller arasindaki itmeyi
dogrular ve bu durum partikiillerin kararliligini arttirir. Alinan Zeta potansiyeli

sonuglar1 sentezlenen giimiis partikiillerin kararli oldugunu gostermektedir.
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No File Name Repet. No MeasTime pH Zeta Potential (mV) Surface Zeta Potential(mV) Mobility (¢cm2/Vs) E. Field (V/cm)
1 N20-0221-2_20200618_134956 1 13:49:56 NA 13.12 NA -1.0256-004 -16.30
2 N20-0221-2_20200618_134956 2 13:49:56 NA -14.83 NA -1.156e-004 -16.30
3 N20-0221-2_20200618_134956 3 13:49:56 NA -13.78 NA -1.074e-004 -16.30
Average -13.91 -1.085e-004 -16.30

Sekil 4.8. Giimiis nanopartikiillerin Zeta potansiyeli

4.1.6. Enerji Dagihm X-RAY Spektroskopisi (EDS)

Kat1 maddelerin element bilesiminin tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilan
analitik yontemlerden biri olan Enerji dagilim X-Ray spektroskopisi (EDS),
nanopartikiillerin kimyasal analizinde de kullanilan 6nemli bir yontemdir (Hodoroaba,
2020). EDS analizini gergeklestirmek igin ekstraktan alinan numune ince film 1zgara
tizerine ¢ok az miktarda damlatilarak karbon kapli bir bakir 1zgara iizerinde
hazirlanmistir. EDX analizi glimiis bolgede (~2.983 KeV) giiglii sinyaller iirettiginden
giimiis nanopartikiillerin olusumuna da kanit olarak gosterilir (Vijay Kumar ve ark.,
2014). Numune ekstraktimiz giimiis nanopartikiillerin yiizey plasmon rezonansindan
dolay1 Shah ve ark. (2018) tarafindan Daphne mucronata ve Haq ve ark. (2020)
tarafindan Daphne alpina iizerinde yapilan ¢aligmalara benzer sekilde 3 Kev’ de tipik
bir optik absorpsiyon piki gostermistir.

Kaydedilen diger zayif element sinyalleri muhtemelen Daphne oleoides
SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ de bulunan enzimler veya proteinlerden
kaynaklanmakta olup glimilis nanopartikiilllerin yiizeyine bagli biyomolekiillerin
varhigma atfedilebilir. Elemental giimiisiin varligit EDX analizi ile tespit edilmis olup

Sekil 4.9.” da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Giimiis nanopartikiillerin EDX goriintiisii ve grafigi

4.2. Antioksidan Kapasite Testlerine Ait Sonuglar

Bitki ekstraktinin antioksidan kapasitesi ¢ok sayida faktorden etkilenebilir ve tek
bir yontemle tam olarak degerlendirilemez. Bu yiizden birden fazla tipte antioksidan
kapasite Ol¢limiiniin yapilmas1 gerekir (Frankel ve Meyer, 2000). Dolayisiyla tez
calismamizda Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den
sentezlenen  glimiis  nanopartikiillerin  ekstraktinin  antioksidan  &zelliklerini
degerlendirmek igin farkli yontemler kullanilmistir. Bu yontemler toplam antioksidan
aktiviteyi belirlemek i¢in Fosfomolibdat testi, radikal siiplirme potansiyelini belirlemek
icin DPPH ve ABTS testi, indirgeme potansiyelini belirlemek i¢in ise CUPRAC, FRAP
ve Metal Selatlama Testi’ dir. Antioksidan kapasite testlerine iliskin sonuglar Cizelge
4.1.” de ve Sekil 4.10.” da verilmistir.
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Cizelge 4.1. Oziit ve giimiis nanopartikiile ait antioksidan test sonuglar1

Fosfomolibdat DPPH ABTS CUPRAC FRAP Metal Selatlama
Ozt 3.54 mmol TE/g 60.08 mg TE/g 149.72 mg TE/g 178.94 mg TE/g 148.64 mg TE/g 37.96 mg EDTAE/g
AgNps 0.53 mmol TE/g 335 mg TE/g 17.93 mg TE/g 67.33mg TE/g 47.61 mg TE/g 11.73 mg EDTAE/g
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Sekil 4.10. Oziit ve giimiis nanopartikiile ait antioksidan test sonug grafigi

4.2.1. Fosfomolibdat Testi

Total antioksidan kapasite testi (fosfomolibdat testi) bitki O6zlerinin veya
bilesiklerinin toplam antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan
alternatif bir yontemdir. Kullanilan reaktiflerin diisiikk maliyetli olmas1 ve analizin kolay
olmast bu yontemin tercih edilmesinin yegane sebebidir. Fosfomolibdat testi asidik
ortamda antioksidan bilesiklerin Mo(VI)’ y1 Mo(V)’ e indirgemesi ve sonugta yesil
renkli fosfat/Mo(V) olusmasi esasina dayanir. Olusan bu yesil renkli fosfat/Mo(V)
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kompleksinin dl¢iimii 695 nm’ de yapilir (Uysal ve ark., 2016). Absorbansin yiiksekligi
ile antioksidan kapasite arasinda dogru bir orant1 vardir. Sonuglar antioksidan aktivitesi
bilinen bir maddeye esdeger olarak verilir ve genellikle antioksidan madde olarak
troloks kullanilir. Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin analiz sonucu 0.53 mmol TE/g, 6ziitiin analiz
sonucu ise 3.54 mmol TE/g olarak bulunmustur. Zengin ve ark. (2019) Sideritis ozturkii
ile yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda 1.99 mmol TE/g degerini raporlamislardir. Sanda ve
ark. (2015) tarafindan Daphne gnidioides ve Daphne pontica {lizerinde yapilan
calismada glimiis nanopartikiiller ile Oziitiin antioksidan test sonuglari arasinda benzer
bir farktan bahsedilmekte olup bu durumun giimiisiin indirgenmesinde kullanilan -OH
gruplarindan kaynaklandigi belirtilmektedir. Yine Badoei-dalfard ve ark. (2019) benzer

bir durumu rapor etmislerdir.

4.2.2. DPPH Testi

DPPH  aktivitesinin  antioksidanlarin  hidrojen verme yeteneklerinden
kaynaklandig1 kabul edilmektedir. Antioksidan kapasite testlerinde genellikle en az bir
serbest radikal kullanilarak incelenen numunenin radikali giderme orani bulunur.
Kullanilan radikaller i¢inde en c¢ok tercih edileni 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)’
dir. Mor renkli stabil bir radikal olan DPPH reaksiyona girdigi antioksidan
molekiillerden bir elektron alarak (indirgenerek) sari renkli pikrilhidrazil formuna
dontismektedir. Bu dontisiim spektrofotometrik olarak 517 nm dalga boyunda
gozlenebilmektedir (Uysal ve ark., 2016). Daphne oleoides SCHREBER subsp.
oleoides SCHREBER’ den sentezlenen giimiis nanopartikiillerin analiz sonucu 3.35 mg
TE/g, 6ziitiin analiz sonucu ise 60.08 mg TE/g olarak bulunmustur. Zengin ve ark.
(2019) Sideritis ozturkii ile yaptiklar1 ¢aligmanin sonucunda 74.16 mg TE/g degerini
raporlamiglardir. Zengin ve ark. (2017) Ipomoea batatas ile yaptiklar1 ¢alismanin
sonucunda 2.84 mmol TE/g degerini raporlamiglardir. DPPH katyon radikalleri
molekiillerin antioksidan aktivitesini tespit etmek icin kullanilan kararli ve iyi bilinen
serbest radikallerdir. Bu radikallerin aktivitesi zayif A-H baglar1 olan antioksidan
molekiillerden hidrojen veya elektron kabul etmesi esasina dayanir. Gilimis
nanopartikiiller serbest radikallerle reaksiyona girip hidrojen kaybederler ve onlar1 daha
kararl iiriinlere doniistiiriirler (Biswal ve Misra, 2020). Bu sebeple 6ziite gore giimiis
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinde azalma goriilmektedir. Balkan ve ark. (2017)

ve Kiip ve ark. (2019) da yaptiklar1 ¢alismalarda benzer sonuglar1 rapor etmislerdir.
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4.2.3. ABTS Testi

ABTS radikal katyonunun iiretilmesi saf maddelerin ve sulu karigimlarin
antioksidan aktivitesinin 6l¢iilmesine uygulanan spektrofotometrik yontemlerin temelini
olusturur. ABTS bazli analizler, Scopus atif oranlarima gére DPPH ve FRAP
analizleriyle birlikte en ¢ok kullanilan antioksidan kapasite testleri arasinda yer
almaktadir (Ilyasov ve ark. 2020). Kararl bir serbest radikal olan ABTS"" [2,2’-Azino-
bis  (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)] polifenoller, fenolik asitler ve
flavonoidlerin antioksidan kapasitesini tespit etmek icin kullanilir ve 734 nm' de
maksimum emilim gostererek antioksidan ajanlara karsi rengini kaybeder (Dong ve
ark., 2015). Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin analiz sonucu 17.93 mg TE/g, 6ziitiin analiz
sonucu ise 149.72 mg TE/g olarak bulunmustur. Li ve ark. (2019) Thymelaeaceae
ailesine ait bir tiir olan Aquilaria sinensis ile yaptiklari ¢alismanin sonucunda 98 mg
TE/g degerini rapor etmislerdir. Zengin ve ark. (2019) Sideritis ozturkii ile yaptiklar
calismanin sonucunda 148.88 mg TE/g degerini raporlamislardir. Bulunan bu deger
daha oOnce yapilan c¢alismalar (Genc, 2020; Genc ve ark., 2020) ile uyumluluk
gostermekte olup giimiis nanopartikiillerin serbest radikal temizleme giicii glimiis
nanopartikiillerin indirgenmesinden ve kaplanmasindan sorumlu farkli fonksiyonel grup
tirleri ile alakalidir. Bu fonksiyonel gruplar serbest radikallerin zincir reaksiyonunu
kirabilen polifenoller, proteinler ve alkaloidler gibi bir dizi aktif biyolojik bilesen
igerirler. Elde edilen sonuglar giimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin bu

biyolojik bilesenler tarafindan arttirildigin1 géstermistir (Otunola ve Afolayan, 2018).

4.2.4. CUPRAC Testi

Bitki  oziitiinlin  indirgeme  giicii potansiyel antioksidan  aktivitenin
degerlendirilmesinde 6nemli bir gosterge olabilir (Meir ve ark., 1995). Bu nedenle
arastirmamizda Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den
sentezlenen glimiis nanopartikiillerin bakir indirgeme giici (CUPRAC) belirlenmeye
calisilmigtir. CUPRAC test sistemi bitkisel Oziitlerin veya antioksidanlarin Cu(II)-
neocuproine kompleksini Cu(l)-neocuproine indirgemesiyle olusan renkli kompleksin
absorbansinin 450 nm dalga boyunda 6lgiilmesi esasina dayanir (Giiner ve ark., 2014).
Testte standart olarak Troloks kullanilmigtir. Daphne oleoides SCHREBER subsp.
oleoides SCHREBER’ den sentezlenen giimiis nanopartikiillerin analiz sonucu 67.33

mg TE/g, 6ziitiin analiz sonucu ise 178.94 mg TE/g olarak bulunmustur. Zengin ve ark.
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(2019) Sideritis ozturkii ile yaptiklari ¢alismanin sonucunda 208.18 mg TE/g degerini
raporlamiglardir. Bu degerler daha once Sanda ve ark., (2015) tarafindan yapilan
calismalara benzer nitelikte olup tiim fenolik bilesenlerin glimiis rediiksiyonuna
katilmamasindan ve konsantrasyonu yiikselen diger bilesiklerin varligindan dolay1
giimiis nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi 6ziite oranla diisiik ¢ikmistir (Dzul-Erosa
ve ark., 2018).

4.2.5. FRAP Testi

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ deki biyo aktif
bilesikler nedeniyle 6ziit ve biyo sentezlenmis glimiis nanopartikiillerin indirgeme giicii
FRAP (Ferrik indirgeyici antioksidan giicli) yontemi ile belirlendi. Bu yodntem
antioksidan ozelliklere sahip numunenin Fe3*~TPTZ demir kompleksini Fe**~TPTZ
kompleksine indirgeme kabiliyetinin 593 nm’ de 6lgiilmesi esasina dayanir (Dlugosz ve
ark., 2020). FRAP degerleri optik yogunluk okumalari olarak belirlenir ve yiiksek optik
yogunluk daha yiliksek demir iceren indirgeme giiciine isaret eder (Divya ve ark., 2019).
FRAP testi radikal sondiirme gorevi goren antioksidan ve tayinin dalga boyundaki emici
bilesikler i¢in kullanilamaz. Giimiisiin, Ag™® a biyo rediiksiyonunda etkili olan &ziitteki
fitokimyasal bilesenler FRAP testi ile ortaya ¢ikabilir (Bedlovicova ve ark., 2020).
Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin analiz sonucu 47.61 mg TE/g, 6ziitiin analiz sonucu ise 148.64 mg
TE/g olarak bulunmustur. Wang ve ark. (2018) Thymelaeaceae ailesine ait bir tiir olan
Aquilaria sinensis ile yaptiklari g¢aligmanin sonucunda 80 mg TE/g degerini
bildirmislerdir. Mekhelfi ve ark. (2016) Thymelaeaceae ailesine ait bir tiir olan
Thymelaea microphylla ile yaptiklar1 FRAP testi ¢alismasimi sonucunu 209.7 mg TE/g
olarak rapor etmislerdir. Bu sonuglar oziitteki yliksek fenolik bilesik ve flavonoid
miktarinin giimiisiin  indirgenmesinden ve giimiis nanopartikiillerin olusumundan
sorumlu oldugunu gostermekte olup (Nikaeen ve ark., 2020) oziit ile gimis
nanopartikiiller arasinda ortaya ¢ikan farkin nedenini agiklar niteliktedir. Bharathi ve

Bhuvaneshwari (2018) tarafindan da benzer bir durum bildirilmistir.

4.2.6. Metal Selatlama Testi
Metallerin organizmaya karst olusturdugu toksik etkilerden kag¢inmanin
yolarindan biri de selasyon mekanizmasidir. Selatlama esnasinda metaller kovalent bir

bag olusumu nedeniyle stabil hale gelirler ve zararlar1 azalir (Sobral-Souza ve ark.,
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2014). Organizmada metallerin birikmesinden kaynaklanan sorunlar bu metallerin pro-
oksidatif etkileri ve oksidatif stres olusturmalart ile ilgilidir. Bu durum organizmanin
bazi dokularinda hasara neden olan ROS olusumuna neden olur ve oksidatif stres olarak
bilinir. (Pinho ve ark., 2016). Bitkiler ¢esitli antioksidanlar ve selatlama maddeleri
tireterek kendilerini metaller ve metaloidlerle kontaminasyona karst korumak igin
calisirlar (Figueredo ve ark.,, 2016). Gilimiis nanopartikiillerdeki metal selatlama
yetenegi lipid peroksitlerde bulunan gecis metallerinin katalize edici reaksiyon
konsantrasyonunun azaltilmasina da yardimci olur (Moukette ve ark., 2015). Daphne
oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin analiz sonucu 11.73 mg EDTAE/g, 6ziitiin analiz sonucu ise 37.96 mg
EDTAE/g olarak bulunmustur. Djermane ve ark. (2020) Thymelaeaceae ailesine ait bir
tir olan Thymelaea hirsuta ile yaptiklar1 ¢alismada 8.57 mg EDTAE/g, Arika ve ark.
(2019) Thymelaeaceae ailesine ait bir tiir olan Gnidia glauca ile yaptiklar1 ¢alismada 20
mg EDTAE/g, Noman ve ark. (2018) Thymelaeaceae ailesine ait bir tiir olan Thymelaea
microphylla ile yaptiklar1 ¢alismada 93.1 mg EDTAE/g sonucuna ulasmiglardir. Metal
selatlama testindeki diisiik degerler diisiik konsantrasyonlarda ikincil metabolitlerin
varligma atfedilebilir. Ikincil metabolitler giimiis ile baglandiklarindan serbest
degildirler ve bu nedenle diisiik metal selatlama degerleri ortaya ¢ikabilir (Kumar ve
ark., 2019).
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Gumiis nanopartikiiller son yillarda ¢esitli alanlardaki genis uygulamalar
nedeniyle arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Spesifik boyut ve morfolojilere sahip
metalik nanopartikiiller kimyasal ve fiziksel yoOntemler kullanilarak kolayca
sentezlenebilmektedir. Bu yontemler uygulanirken indirgeyici ajanlar veya biyolojik
olarak bozunmayan stabilize edici ajanlar olarak toksik kimyasallar kullanildigindan
cevre ve biyolojik sistemler i¢in potansiyel olarak tehlikelidir. Ayrica, bu yontemlerin
cogu karmasik kontroller veya standart disi prosediirler igerir. Giiniimiizde biyolojik
kaynaklar kullanilarak yesil nanopartikiilleri elde etmek icin bakteriler, mayalar,
mantarlar ve bitkiler de dahil olmak iizere temiz, toksik olmayan ve uygun maliyetli
cevre dostu olarak kabul edilen kaynaklar tercih edilmektedir (Zayed ve ark., 2012).
Nanopartikiillerin sentezi icin bitki ekstraktlarinin kullanimi 6lgek biiyiitme kolayligi,
daha az biyolojik tehlike ve diisiikk maliyet nedeniyle yayginlagmaktadir.

Serbest radikaller, eslesmemis elektronlart olan ve genellikle kararsiz ve yiiksek
derecede reaktif olan atomlar veya molekiillerdir (Finkel ve Holbrook, 2000).
Biyolojide iki tiir serbest radikal vardir: reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak da
adlandirilan oksijen tiirevi radikaller ve reaktif azot tiirleri (RNS) olarak da adlandirilan
azot bazli radikaller. Serbest radikaller, lipit peroksidasyonunu (LPO) indiikleyebilir,
DNA zincir kopmalarina neden olabilir ve proteinleri ve diger énemli molekiilleri
gelisigiizel bir sekilde okside ederek hasara neden olabilir (Li ve ark., 2015). Bununla
birlikte, hiicreler endojen antioksidanlar1 ve bu zararli reaktif molekiillere kars1 koymak
icin Ozel olarak tasarlanmis sistemleri kullanarak bu radikalleri bir dereceye kadar
notralize edebilir. ROS ve RNS onemli fizyolojik fonksiyonlart yerine getirmek igin
viicutta belirli bir seviyede gereklidir. Bu nedenle, antioksidanlar ve ROS/RNS (redoks
durumu) arasindaki denge normal calisma i¢in kritiktir (Ramos-Tovar ve Muriel, 2019).

Antioksidanlar oksitlenebilir bir substratin oksidasyonunu o6nleyebilen veya
geciktirebilen molekiillerdir (Halliwell, 1990). Canli organizmalar redoks durumlarini
dengelemek icin viicut dokularinda karmasik antioksidan sistemlerine sahiptir. Bu
antioksidanlar dahili olarak (yani sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
azaltilmis glutatyon [GSH]) iretilebilir veya diyet yoluyla (yani C vitamini,
karotenoidler, polifenoller ve antosiyaninler) elde edilebilir. Antioksidanlar ROS/RNS'
ye kars1 yliksek bir afiniteye sahiptir ve sagligimizi korumak i¢in bu molekiilleri

temizler. Antioksidan o6zelliklere sahip bilesikler, aktivitelerini azaltmak ve hiicresel
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redoks dengesini korumak icin serbest radikallere elektron verirler. Antioksidan
aktiviteye sahip bir¢ok molekiil tiirii vardir. Daphne oleoides SCHREBER subsp.
oleoides SCHREBER’ den elde edilen ekstraktlar kapsamli bir sekilde incelenmistir ve
dogal antioksidan kaynag1 olabilecekleri ¢esitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir
(Zengin ve ark., 2012; Gurbuz ve ark., 2013; Suntar ve ark., 2014; Riaz ve ark., 2015;
Balkan ve ark., 2017; Uysal ve ark., 2016). Ulkemizde 7 tiirii bulunan Daphne
(Thymelaeaceae) tiirleri Anadolu' nun ¢esitli bolgelerinde goriilmekte olup geleneksel
Tirk tibbinda kendisine kullanim alani bulmustur. Bu tiirlerden biri olan Daphne
oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER iizerinde yapilan fitokimyasal
calismalarda terpenoidler, steroller, kumarinler, lignanlar, flavonoidler ve aromatik
bilesikler igerdigi tespit edilmistir (Baytop, 1999; Ullah ve ark., 1999).

Konya’ dan toplanan Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER’ den yesil sentez yontemi ile giimiis nanopartikiiller sentezlenmistir.
Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin Gegirimli Elektron Mikroskopisi (TEM) sonuglari
partikiillerin kiiresel yapida ve ortalama c¢apmnin 25 nm oldugunu gostermektedir.
Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) goriintiileri ¢ok kiiciik ve homojen kiiresel
nanopartikiillerin varligin1 dogrulamaktadir. Metal nanopartikiiller ve biyomolekiiller
arasindaki fonksiyonel gruplarin iliskisini anlamaya yardimei olan Fourier Dontisimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) sonuglari flavonoidler ve triterpenoidlerce zengin
Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER ekstraktindaki 3343.50 cm-
1 pik degeri -NH ve -OH gruplarinin varligini dogrulamaktadir. Bu sonugla birlikte -OH
grubunun mevcudiyetinden dolayr AgNO3’ iin indirgendigi de teyit edilmistir. Ayrica
amin grubu proteinlerin metal nanopartikiillere baglanma konusunda daha giiglii bir
yetenege sahip oldugu, proteinlerin agregasyonunu oOnledigi ve bdylece ortamin
stabilize edilmesi i¢in metal nanopartikiilleri kapsayan bir tabaka olusturabilecegi
anlasilmistir. UV-Vis spektrum analizinde 430 nm' de konumlanmis tepe noktasina
sahip, giiclii ve genis bir emme bandinin varlig1 ve sentez esnasinda saydam renkten
kahverengi renk tonlarina dogru degisiminin gozlemlenmesi giimiis nanopartikiil
sentezinin basarili oldugunun kaniti niteligindedir. Dinamik Isik Sacilimi (DLS)
yontemi 1ile partikiillerin ortalama capinin (elektrikli ¢ift katmanin kalinhigr ve
nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan maddelerden dolayi) 198.9 nm oldugu tespit
edilmistir. Sentezlenmis giimiis nanopartikiillerin ylizey yiikii ve kararliliginin tespiti
icin Zeta potansiyeli analizi kullanilmig olup analiz sonucunda elde edilen -13.91 mV

degeri bize sentezlenen gilimiis partikiillerin kararli bir yapida oldugunu gdstermistir. X-
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Ray spektroskopisi (EDS) analiz sonuglar1 ekstraktimizdaki giimiis nanopartikiillerin
ylizey plasmon rezonansindan dolay1 3 Kev’ de tipik bir optik absorpsiyon pikine isaret
etmektedir. Bir bitki ekstraktinin (toplam kapasiteye katkida bulunan bilesiklerden
bagimsiz olarak) serbest radikalleri giderme kapasitesini 6l¢mek i¢in ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler tipik olarak oksitlenmis iiriinlerin birikiminin azaltilmasi
esasina dayanir, ¢iinkii serbest radikal tiirlerinin {iretimi antioksidanlarin eklenmesi ile
birlikte diiser. Serbest radikalleri giderme kapasitesini belirlemek i¢in kullanilan
yontemler serbest radikallerin azalmasinin bir spektrofotometre yardimiyla olgiilmesini
temel alan yontemlerdir (Choi ve ark., 2002).

Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den yesil sentez
yontemi ile elde dilen giimiis nanopartikiillerin Total Antioksidan Kapasitesi
(fosfomolibdat testi) 695 nm' deki absorbansin 6l¢iilmesi neticesinde 0.53 mmol TE/qg,
oziitiin ise 3.54 mmol TE/g olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonug yiiksek bir
antioksidan aktivitenin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Antioksidan kapasite
testlerinde genellikle 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali kullanilarak
incelenen numunenin radikali giderme oram1 tespit edilmeye c¢aligilir. Giimiis
nanopartikiillerin DPPH aktivitesi 517 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iimiin ardindan
3.35 mg TE/g, oziitiin ise 60.08 mg TE/g olarak tespit edilmistir. Analiz sonuglari
ekstraktin yiiksek DPPH aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Giimiis
nanopartikiillerin antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in kullandigimiz bir
diger yontem ABTS testidir. Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides
SCHREBER giimiis nanopartikiil ekstraktinin analiz sonucu 734 nm’ deki 6l¢iim
sonucunda 17.93 mg TE/g, 6ziitiin ise 149.72 mg TE/g olarak bulunmustur. Bu deger
yiiksek bir antioksidan aktivite gostergesi olup Onceki c¢aligmalara benzerlik arz
etmektedir. Bitki ekstraktinin indirgeme giicli potansiyel antioksidan aktivitenin
degerlendirilmesinde 6nemli bir gosterge oldugundan ekstraktimizin Bakir Indirgeme
Giicii (CUPRAC) belirlenmeye ¢alismistir. Numunemizin ekstraktinin analiz sonucu
67.33 mg TE/g, oziitin ise 178.94 olarak bulunmustur. Bakir indirgeme giicliniin
ekstraktin konsantrasyon yogunlugu ile dogru orantili oldugu da goriilmiistir.
Ekstraktin indirgeme giiciiniin tespiti i¢in bir diger yontem olarak FRAP (Ferrik
indirgeyici antioksidan giicii) yontemi kullanildi ve numune ekstraktinin analiz sonucu
47.61 mg TE/g, oziitiin ise 148.64 mg TE/g olarak tespit edilmistir. Bitki ekstraktinin
metal selatlama giicii analiz sonucunda ekstrakt i¢in 11.73 mg EDTAE/qg, 6ziit i¢in ise
37.96 mg EDTAE/g olarak bulunmustur.
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5.2 Oneriler

Nanoteknoloji farkli teknolojilerin ve temel yeniliklerin onciisii olan énemli bir
arastirma alamidir ve gelecekte diger bir¢ok 6nemli yeniligin ilham kaynagi olmasi
beklenmektedir. Giinlimiizde bu yeniliklerin en 6nemli ¢iktilarindan biri yesil sentez
yontemi ile glimilis nanopartikiil iiretimidir. Biyosentezlenmis giimiis nanopartikiiller
cevre dostu ve biyolojik uygulamalarda kullanilabilir olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Nanopartikiiller geleneksel malzemelere kiyasla bazi gelismis 6zellik
gosterirler. Glimiis nanopartikiiller genis bir yiizey alanina, kimyasal stabiliteye,
biyouyumluluga ve antioksidan aktiviteye sahiptir. Antioksidan molekiiller serbest
radikalleri temizleyerek oksidatif stres riskini azaltir. Bitkisel antioksidanlar oksidatif
stres nedeniyle ortaya ¢ikan toksisiteyi diisliriir ve normal hiicrelerin zarar gérmesini
onler. Daphne oleoides SCHREBER subsp. oleoides SCHREBER’ den yesil sentez
yontemi ile elde edilen giimiis naopartikiillerin etkin biyolojik, farmakolojik ve
antioksidan ozellikleri nedeniyle giinliik kullanim alanin1 genigletmek adina
fitokimyasal ¢alismalarla birlikte daha kapsamli bir in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiyag

vardir.
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