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YUKSEK LiSANS TEZIi

Plantago lanceolata L. (SINIR OTU) SU EKSTRAKTI iLE DEMIiR
NANOPARTIKULLERIN (FeNPs) SENTEZLENMESI, KONGO RED BOYA
GIDERIMI VE BIiYOLOJIK AKTiVITESININ BELIRLENMESI

Semih GOKDAG

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Fulya DOGANER
Ikinci Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Fatma CAF

OZET

Bu ¢alismada, yesil sentez metodu ile Plantago lanceolata L. su ekstraktindan demir
nanopartikiil sentezlenmistir. Yesil sentez metodu ile sentezlenen SOE@FeNP’nin
yapisal, morfolojik ve optik 6zellikleri UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, EDX, TEM ve
DLS gibi analizler ile karakterize edilmistir. Sentezlenen NP’lerin karakterizasyon
calismasinda boyutlar1 degisiklik gdstermekle birlikte ortalama 8 nm boyutunda
kiibik bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen SOE@FeNP’nin Kongo
kirmiz1 boya degredasyonunda etkinliginin belirlenmesi i¢in farkli baslangi¢ boya
konsantrasyonu, farkli baglangi¢ adsorbani, farkli pH ve iki farkli sicaklik ile ¢alisma
yapilmustir. Optimum adsorbsiyon sartlarinin belirlendigi ¢alismada, en yliksek boya
adsorbsiyonunun pH 8’de, 25 °C’de 50 ppm baslangi¢ boya kontrasyoununda 15 mg
SOE@NP’ler ile oldugu bulunmustur. Bu sartlar altinda nanopartikiilin % 99,9
oraninda boya adsorblama kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. 1000 pg/mL
konsantrasyonda SOE@FeNP ve Plantago lanceolata L. ekstraktinin A549 kanser
hiicre hattinda kontrole kars1 nanopartikiil ve bitki ekstraktinin antikanser aktivitesi
sirasiyla % 71,8 - % 84,4 oraninda bulunurken 500 ng/mL konsantrasyonda sirasiyla
% 65,6 - % 82 oranlarinda belirlenmistir. Plantago lanceolata L. ekstraktinin SH-
SYSY hiicre hattina karst 1000 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda hiicre
canliigt % 83,3 - % 73,8 araliginda norotoksisite etkisi goOstermistir.
SOE@FeNP’nin SH-SYS5Y hiicre hattina karsi 1000 pg/mL ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarda % 12,4 - % 28,9 noérotoksisite aktivitesi gostermemistir.
Plantago lanceolata L. bitki ekstraktinin DPPH giderim aktivitesi % 78,86 + 0,65 ve
SEO@FeNP’nin DPPH giderim aktivitesi % 89,79 =+ 0,21 olarak hesaplanmuistir.
Plantago lanceolata L. bitki ekstraktinin metal selatlama aktivitesi % 13,52 + 0,98
ve SEO@FeNP’nin metal selatlama aktivitesi % 74,40 + 0,79 olarak hesaplanmstir.
Antimikrobiyal aktivitede SOE@FeNP; Plantago lanceolata L. bitki ekstraktina gore
daha yiiksek bir etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Sonug olarak sentezlenen demir
nanopartikiillerin yiiksek oranda boya adsorblama kapasitesine sahip oldugunu,
antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal gibi biyolojik aktiviteye sahip oldugu
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Yesil Sentez, Nanopartikiil, Su Arntimi, Kongo Kirmizisi,
Plantago lanceolata L., Antioksidan, Antikanser, Antimikrobiyal.

Haziran, 2021; 72 sayfa



M.Sc. THESIS

SYNTHESIS OF IRON NANOPPARTICULES (FeNPs) WITH WATER
EXTRACT OF Plantago lanceolata L. (Plantagrass), CONGO RED DYE
REMOVAL AND DETERMINATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY

Semih GOKDAG

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Fulya DOGANER
Co-supervisor: Assist. Prof. Dr. Fatma CAF

ABSTRACT

In this study, iron nanoparticle was synthesized from Plantago lanceolata L. water
extract by green synthesis method. The structural, morphological and optical
properties of SOE@FeNP synthesized by the green synthesis method were
characterized by analyzes such as UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, EDX, TEM, DLS. In
the characterization study of the synthesized NPs, though their dimensions vary, it
was determined that it has a cubic structure with an average size of 8 nm. In order to
determine the effectiveness of the obtained SOE@FeNP on Congo red dye
degradation, a study was conducted with different initial dye concentration, different
initial adsorbent, different pH and two different temperatures. In the study in which
optimum adsorption conditions were determined, it was found that the highest dye
adsorption was with 15 mg SOE@NPs at pH 8, at 25 °C at 50 ppm initial dye
contrast. Under these conditions, it has been determined that the nanoparticle has a
dye adsorption capacity of 99,9 %. While the anticancer activity of nanoparticle and
plant extract was found to be 71,8 % - 84,4 % respectively at a concentration of 1000
ug/mL, SOE@FeNP and Plantago lanceolata L. extract against control in A549
cancer cell line, it was determined at a concentration of 500 pg/mL in the ratio of
65,6 % -82 %, respectively. Cell viability of Plantago lanceolata L. extract against
the SH-SY5Y cell line at concentrations of 1000 pg/mL and 500 pg/mL showed a
neurotoxicity of 83,3 % - 73,8 %. SOE@FeNP did not show neurotoxicity activity of
12,4 % - 28,9 % against SH-SY5Y cell line at 1000 pg/mL and 500 pg/mL
concentrations. DPPH removal activity of Plantago lanceolata L. plant extract was
calculated as 78,86 + 0,65 % and DPPH removal activity of SEO@FeNP as 89,79 +
0,21 %. The metal chelation activity of Plantago lanceolata L. plant extract was
13,52 + 0,98 % and the metal chelation activity of SEO@FeNP was 74,40 + 0,79 %.
In antimicrobial activity, SOE@FeNP was found to have a higher efficacy than
Plantago lanceolata L. plant extract. As a result, it has been shown that the
synthesized iron nanoparticles have high dye adsorption capacity and have biological
activity such as anticancer, antioxidant and antimicrobial.

Keywords: Green Synthesis, Nanoparticle, Water Treatment, Congo Red, Plantago
lanceolata L., Antioxidant, Anticancer, Antimicrobial.

June, 2021; 72 pages
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1. GIRIS

Su, canli organizmalar i¢in yeryiiziindeki en hayati bilesenlerden biridir. Gegmisten
gliniimiize suyun kalitesi her gegen giin degismektedir. Gelisen sanayi ile birlikte
artan niifus, ¢cevresel degisimler ve endiistriyel uygulamalar suyun kalitesini olumsuz
yonde etkilemektedir ve artan su kirliligine sebep olmaktadir (Katata-Seru vd.,
2018). Kontamine sularin meydana gelmesinin bir¢ok sebebi vardir (Sekil 1.1)
(Suthar ve Gao, 2017). Endiistride yaygmn olarak kullanilan sentetik boyalar;
gidalara, kumaglara, temizleyicilere ve benzerlerine daha iyi bir renk vermek igin
tercih edilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda bile yogun renkleri, su kiitleleri igin
riskli bir etken olmaktadir. Giines 1518inin su ylizeyinden gegisini engelleyerek
fotosentetik siireglerde eksikliklere neden olabilir. Olusan yiiksek kimyasal etkenler
nedeniyle oksijenin ¢oziiniirliigiinde azalma ve buna bagli olarak da ekosistemde
dengelerin bozulmasina yol agmaktadir. Bununla birlikte, ¢ogu zaman sentetik
boyalar saglik agisindan degerlendirildiklerinde alerjik reaksiyonlar, hiperaktivite ve
ozellikle kanser insidansi gibi olasi risklerin artisina neden oldugu tartisilmaktadir

(de Lima Barizao vd., 2020).

Potential Sources of
Water Contamination

Landfills - 1

Municipal
Treatment v

Nitrates Chemical Spills .
| Y | PCBs/Benezene Toxic Waste
| V| V| Leaking

Gas Tanks
V|

Copper &
Lead Pipes (Sceptic
Systems
ad

Sekil 1.1. Kontamine sularin olusumu (de Lima Barizéo vd., 2020).



Boya kullanimlarinin sonucunda bilim insanlar1 sularin temizlenmesi i¢in birgok
yontem gelistirmistir. Su aritimi i¢in, adsorpsiyon, ters ozmoz, kimyasal ¢okeltme,
iyon degisimi ve elektro kataliz dahil olmak iizere birgok yontem kullanilmistir.
Ancak bu yontemlerin uygulanmasi sonucu diisiik verimli aritma, yiiksek enerji
titkketimi ve toksik liretimine neden olmaktadir. Bu problemlerin iistesinden gelmek
icin olas1 yeni alternatif yontemler gelistirmeye yonelik kapsamli arastirmalar

yapilmaktadir (Katata-Seru vd., 2018).

Kirleticilerin uzaklastirilmasi igin biyolojik aritma, flokiilasyon-pihtilasma, membran
filtreleme ve adsorpsiyon gibi baz1 geleneksel yontemler yetersiz kalmasindan dolay1
genellikle atik sudan boyalarin uzaklastirilmas: igin yeni teknikler ile boya

uzaklastirma Stratejileri gelistirilmistir (Ahmad vd., 2015).

Biyolojik aritma, zaman alan ve kontrolsiiz bir siiregtir (Ahmad vd., 2015). Biyolojik
aritma icin biyoreaktor caligmalar1 da dahil olmak tizere cesitli yenilik ve gelismeler

tizerinde arastirmalar her gegen giin artmaktadir (Ahmad vd., 2015).

Kimyasal ¢okeltme, boya soliisyonlarini yiiksek temizleme verimliligi igin
kullanilabilir. Ancak ana engel, yiiksek hacimli endiistriyel atik suyun aritilmasi igin
yiiksek kimyasal dozlara ihtiya¢ duyulmasindan dolay1, bu teknigin kullanilmasi igin
kimyasal maliyetin olusmasidir (Ahmad vd., 2015).

Membran filtreleme, baska bir boya giderim teknigidir. Bu aritma teknigindeki ana
sinirlama, siirecin ¢ok karmasik olmasi ve membran kirlenmesinin bir bagka biiyiik

problem olusturmasidir (Ahmad vd., 2015).

Adsorpsiyon isleminde, boya molekiilleri, hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler,
Van Der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler vb. gibi ¢esitli kuvvetler yoluyla
bir adsorbanin yiizeyine adsorbe edilmesi ile gelistirilen bir tekniktir (Kumar vd.,
2014). Adsorpsiyon; sudan ve atik sudan boya giderimi igin basit, ekonomik, yiiksek
bir igleme verimine ve adsorbanlarin yeniden kullanim yetenegine sahip olan
yapilardir. Geleneksel adsorbanlar, daha az yiizey alani veya aktif alan, secicilik
eksikligi ve adsorpsiyon kinetigi ile verimliligi sinirladigi i¢in nano-adsorban alanina

ilgi artar (Kyzas vd., 2012).



Adsorpsiyonda nanoteknoloji su aritiminda verimli bir sekilde uygulanir. Nano-
adsorbanlardaki ylizey alani veya hacmi arasindaki segicilik daha iyidir. Nano-
adsorbanlardan olan demir oksit nanopartikiilleri kolay sentezlenebilmeleri ve tek
basina veya diger adsorbanlarla kombinasyonu halinde cok sayida kirleticiyi
uzaklastirma yetenekleri nedeniyle en yaygin kullanilan nanomalzemelerden biridir

(de Lima Barizao vd., 2020).

Nanoteknoloji, genis ylizey alanina sahip kii¢lik parcaciklari inceleme ve anlama
yetenegidir. Nano yapilar 1-100 nm boyutlar1 arasindadir ve yakin tarih
gelismeleriyle birlikte taramali elektron ve atomik kuvvet mikroskop tekniklerinin

ortaya c¢ikisiyla nanopartikiillerin sentezlenmesi ve karakterizasyonu artmistir

(Bolade vd., 2020).

Son yillarda diisiik maliyetli, toksik olmayan bitki 6zleri kullanilarak yesil sentez
metodu ile sentezlenen demir nanopartikiiller biiyiik bir ilgi gérmistiir. Demir
nanopartikiillerin (FeNP) bir¢ok kullanim alani olmasiyla birlikte aritma islemlerinde
kirleticilerin ortamdan uzaklastirilmasinda; yiiksek verime, genis dagitim araliklarina
ve diisiik maliyete sahip oldugu bildirilmistir (Yi vd., 2019). Demir nanopartikiil
sentezinin geleneksel kimyasal yontemleri bir indirgeyici olarak sodyum borhidriir
igerir. Sentezde kullanilan sodyum borhidriir toksiktir ve toksik {irlinler {iretebilir.
Demir nanopartikiil sentezlemek icin daha c¢evre dostu olan bitki 6zleri kullanarak
yesil sentez metodu kullanmak konusunda bilimsel ilgi giderek artmaktadir. Bunun
nedeni, fitojenik yontemlerinin diger yontemlere gore daha ¢evre dostu ve non-toksik
olmasidir. Bu yesil sentez yaklagimi toksik, kompleks ve geleneksel fizyokimyasal
sentetik yaklagimlarin yerini alabilir. Ayrica kimyasal yontemlerle hazirlanan
FeNP’ler genellikle topaklasmaya egilimlidir ve bu da ortamdan Kkirleticilerin

uzaklastirilmasinda diisiik verime neden olur (Pan vd., 2020).

Bu tez ¢alismasinda Plantago lanceolata L. (Sinir otu) bitkisinin yaprak eksraktlari
ile demir nanopartikiil sentezlenmis ve bu sentezlenen nanopartikiillerin farklh
sicaklikta ve farkli pH’larda Kongo kirmizisi boya giderimi yapilmistir. Ayrica

antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal etkileri incelenmistir.



1.1 Nanopartikiil

Nanopartikiil kavrami ilk olarak 1959 yilinda Nobel 6diillii fizik¢i bilim adami
Richard Feynman’in “There is plenty of room at the bottom” (Kiiclik seylerle
yapilacak daha ¢ok sey var) adli nanoteknoloji konusmasi bu alanda baglangi¢ kabul
edilmistir. Nanoteknolojiye olan ilgi zamanla artmistir. Bunun Onemli nedeni;
maddenin temel bilgisindeki eksiklikleri tamamlamasi ve nanoteknolojinin yeni
uygulamalar vaat etmesidir. Ayrica nanoteknolojik arastirmalarla, endiistriyel
protiplendirmenin ticari boyut kazanmasiyla ciddi karlarin elde edilmesi, elektronik,
fizik, enerji iretimi, ilag, iletisim, tekstil, gida gibi yaklasik tiim bilimlerin bu
konuya ilgisini artirmaktadir (Roco, 2007). Nanoteknoloji terim olarak ise ilk kez
1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan, “ileri diizey duyarlilikla mevcut
teknolojilerin kiiciiltiilmesine dayali bir teknoloji” olarak tanimlanmistir (Ramsden,
2008). 1981 yilinda “Taramali Tiinelleme Mikroskobu” ile nanometre diizeyinde
atom ve molekiillerin incelemesi i¢in kullanilmaya baslanmistir ve Atomik Kuvvet
Mikroskobunun 1985 yilinda gelistirilmesiyle nanoteknoloji hizla gelismeye
baglamistir (Drexler, 1986).

Arastirmacilar yapilan ¢aligsmalar sonucu nanomalzemenin boyutunun fizikokimyasal
ve optik 6zelliklerini degistirdigini kesfetmislerdir. Nanomalzemenin boyutu ve sekli
optik ozelliklerin tizerindeki degisimleri Sekil 1.2°de gosterilmistir. Nanomalzemeler
biyo-goriintilleme uygulamalarinda kullanilabilen boyut ve sekil cesitliligi ile
karakteristik renkler ve 6zellikler gosterdigi bu goérsel dogrultusunda kanitlanmistir.
Sonug olarak nanomalzemenin boyutu ve seklinin degismesi ile absorpsiyon 6zelligi

ve absorpsiyon renkleri degisir (Khan vd., 2019).
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Sekil 1.2. Nanomalzemenin boyutu ve seklinin optik o6zelliklerin {izerindeki
degisimleri (Khan vd., 2019).

50 nm

Nanopartikiiller morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak
cesitli kategorilere ayrilir. Fiziksel ve kimyasal oOzelliklere bagli siniflandirilan
nanopartikiiller farkli adlandirilirlar. Bunlar; Karbon bazli nanopartikiiller, metal
nanopartikiiller, Seramik nanopartikiiller, yar1 iletken nanopartikiiller, polimerik

nanopartikiiller ve lipid bazli nanopartikiillerdir (Khan vd., 2019).

Nanopartikiillerin tiretiminde kullanilan iki yontem; yukaridan asagi “top down” ve
asagidan yukar1 “bottom up” olarak adlandirilir. Bu iki ana yaklasim Sekil 1.3” de

sematize edilmistir (Ravichandran, 2010).



NANOPARTIKUL URETIM YONTEMLERI
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Sekil 1.3. Nanopartikiil tiretim yontemleri (Ravichandran, 2010).

Yukaridan asagiya sentezlerde yikici yaklasim  kullanilmaktadir.  Biiyiik
molekiillerden baslayarak kiigiik birimlere ayrisir ve daha sonra bu birimler uygun
nanopartikiillere doniistiiriiliir. Bu yontemin Ornekleri O6gilitme, fiziksel buhar

biriktirme (PVD) ve diger ayristirma teknikleridir (Khan vd., 2019).

Asagidan yukartya sentezde ise nanopartikiiller daha basit yani kiiciik maddelerden
olusturuldugu i¢in bu yaklasim tersine uygulanir bu nedenle bu yaklasima insa
yaklagimi da denir. Bu durumun 6rnekleri sedimantasyon ve indirgeme teknikleridir.
Bunlarin yani sira; sol jel, yesil sentez, egirme ve biyokimyasal sentez icerir. Yesil
ve biyojenik asagidan yukariya sentez siiregleri; fizibilitesi ve daha az toksik yapisi
nedeniyle birgok arastirmaci tarafindan bu metodlara ilgi artmistir (Sekil 1.4). Bu
stiregler; uygun maliyetli ve ¢evre dostudur; burada nanopartikiillerin sentezi, bitki

ozleri gibi biyolojik sistemler araciligiyla gerceklestirilir (Khan vd., 2019).



(A)

(B)

; o.'. :’ : ;..;‘.;

Sekil 1.4. (A) Asagidan yukari nanopartikiil iiretme teknigi. (B) Yukaridan asagi
nanopartikil iretme teknigi (Khan vd., 2019).

1.1.1 Yesil sentez

Yesil kimya alani toksik ve tehlikeli maddelerin kullanimini 6nlemeyi, kullanimi en
aza indirip farkli kullanim alanlarina yonelmeyi tercih etmek i¢in Cevre Koruma

Ajanst tarafindan yirmi y1l dnce iiretilen ¢evre dostu bir prosestir (Duan vd., 2015).

Yesil sentez yontemi ¢evre dostu, toksik madde igerigi az olan bitkiler gibi sagliga
zarar1 olmayan canli organizmalar kullanarak yapilan bir sentez yontemi oldugu i¢in
nanopartikiil sentezinde oldukca ragbet goren bir proses olmustur. Bu prosese yesil
nanoteknoloji denmektedir (Duncan, 2011). Yesil kimya metodunda dikkat edilmesi
gereken ve bu prosesi ¢evre dostu haline getiren 12 prensip vardir Cizelge 1.1°de bu

presipler belirtilmistir (Kadzinski vd., 2018).



Cizelge 1.1. Yesil sentez metodunun prensipleri (Kadzinski vd., 2018).

PRENSIP ACIKLAMA
1 . Atik olustuktan sonra aritilmak yerine iiretimi en
Onleme o o
aza indirilmelidir.
2 o Ham maddeleri nihai {irline dahil etmek i¢in
Atom ekonomisi o
miimkiin oldugunca verimli kullanin
3 |Daha az tehlikeli kimyasal [Miimkiin oldugunca iyi huylu maddeler kullanan
sentez ve veren sentetik siirecler gelistirin
4 |Daha giivenli kimyasallar |Islevselligini korurken istenen iiriiniin
tasarlamak toksisitesini azaltin
S |Daha giivenli ¢oziiciiler ve |Kagimilmaz en diisiik miktarda zararsiz yardimei
yardimc1 maddeler maddeler kullanin
6 Enerji verimliligi i¢in Oda basinci ve sicakliginda gergeklestirilen
g g
tasarim tiretim siireclerini hedefleyin
7 |Yenilenebilir Tiikenmek yerine yenilenebilir malzemeler
hammaddelerin kullanim1  [kullanin
8 ) Tiirevlere olan ihtiyaci olabildigince sinirlayim
Tiirevleri azaltin .
(6rn. Bloklama gruplari, gecis degisiklikleri)
9 . Stokiyometrik degil katalitik olan reaktifler
Kataliz
kullanin
10 o Islevleri yerine getirildikten sonra tehlikesiz
Bozulma i¢in tasarim o )
bilesiklere doniisen iiriinler gelistirin
11 Kirliligin 6nlenmesi i¢in Tehlikeli malzemelerin olusumunu 6nlemek igin
gercek zamanli analiz gercek zamanli ve siireg i¢i denetimi benimseyin
12

Kaza dnleme i¢in dogasi

geregi daha giivenli kimya

Reaksiyonun kaza potansiyelini en aza

indirebilecek maddeleri segin




Nanopartikiil tiretiminde geleneksel metodlar kisa siirede iiretilmesine ragmen pahali
bir yontemdir. Bunun yani sira toksiktirler ve partikiil kararhiliklari disiiktiir
(Narayanan ve Sakthivel, 2010). Nanoteknoloji’de yesil metod ile kullanilan
bitkilere; Aloe vera, Azadirachta indica (Neem agaci), Camellia sinensis (cay),
Jatropha curcas (hint fistig1), Acalypha indica (hint 1sirgani) ve plantago lanceolata
(sinir otu) ornek verilebilir (Mittal vd., 2013). Yesil nanoteknoloji {iretimi Sekil
1.5’de gosterilmektedir. Bitkiler 6nce ekstrakte edilir daha sonra nano boyuta
indirgenecek metal soliisyonu ile bir araya getirilip su igerisinde 60 °C’de

karistirildiktan sonra siiziiliip kurutulur.

Sekil 1.5. Yesil nanoteknoloji tiretimi.

1.1.2 Demir nanopartikiil (FeNP)

Demir yer kabugunda en bol bulunan dort elementten biridir. Gegis metallerinin en
yaygini olan demir insanoglunun modern yasantisinin temel omurgasini
olusturmaktadir (Huber, 2005). Demir oksit kristal yapilari, manyetik ozellikleri,
diisiik maliyeti, degisken oksidasyon durumlar1 ve g¢evre dostu olmasi nedeniyle
kapsamli sekilde arastirilan gecis metal oksitlerinden biridir. Demir oksit soy
metaller ile karsilastirildiginda kolay elde edilebilir ve ekonomik olarak uygundur
(Devi vd., 2019). Demirin metaller arasinda manyetik 6zelliginin en yiiksek olmasi,
bol bulunmasi, kullanishi olmasi, Curie sicakliginin yiiksek olmasi, nano boyutta
stiper manyetik 6zellik gostermesi ve daha birgok 6zelliginden dolayr avantajlidir
(Sekil 1.6). Demir metalinin en biiyiik dezavantaji su ve oksijen ile reaktivitesidir.
Demir metalinin hava ile temas ettiginde hizli bir sekilde oksitlenmektedir. Bu

sebepten dolay1 demir ¢alismalari sinirli kalmistir (Huber, 2005).



Sekil 1.6. Boyutlarina gére demirin kullanim alanlar1 (Huber, 2005).

Demirin kullanim1 makroskobik diizeyde daha fazla kullanima sahip iken nano 6lgek
diizeyinde piroforik oldugu i¢in ge¢misten giiniimiize tam olarak calisilmamustir.
Demir nanopartikiiller; gii¢lii manyetik ve katalitik 6zellikleri sayesinde nanopartikiil
alaninda biiyiik bir ilgi gormeye baglamistir. Gilinlimiizde demir metalinin nano
Olcekte calismalart hiz kazanmis ve umut vadetmektedir. Demir nanopartikiillerin
oksijen ile temasinda olusan reaktiviteyi engellemek i¢in yontemler gelistirilmistir.
Demir nanopartikiil; kismi hava basinca, karboksilik aside veya degaze edilmis suyla
hava ile temasi azaltilarak pasiflestirici bir oksidasyon saglanabilir ve bu sayede
demirin hava ile temasindan agiga ¢ikabilecek 1siy1 elemine eder (Huber, 2005).
Demir ve demir oksit nanopartikiil tiretiminde kimyasal ve fiziksel yontemler
kullanilir. Bu yontemlerde sodyum borhidriir ve hidrazin hidrat gibi toksik ve reaktif
indirgeme ajanlarmi  kullanmayir gerektirir (Saif vd., 2016). Bu geleneksel
yontemlerde; tehlikeli kimyasallarin kullanimi, ¢evreye olan toksisitenin artmasi,
genellikle topaklagmaya egilimli olmasi, yiiksek enerji gereksinimleri ve yiiksek
maliyet gibi birgok dezavantaji barindirmaktadir. Tiim bu dezavantajlar goz ontlinde
bulundurularak bilim insanlar1 alternatif yontemler gelistirmistir ve yesil sentez bu
yontemlerden biridir (Asghar vd., 2018; Pan vd., 2020). Yesil sentez; fitojenik (Saif
vd., 2016) ve mikrobiyal (Pan vd., 2020) gibi ¢evre dostu prosesler igeren bir

yontemdir. Yesil sentez yontemi; yiikksek verimli, kolay sentezlenebilir,
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tekrarlanabilir, toksik olmamasi ve diisiik maliyetli olmasi gibi bir¢cok avantaj
sunmaktadir (Sekil 1.8). Bu sayede bilim diinyasinda geleneksel yontemlerin yerini
alabilecek potansiyele sahiptir (Pan vd., 2020). Yesil sentez yonteminde mikrobiyal
proseste bakteri, mantar, maya ve alg kullanilmaktadir. Mikroorganizmalardan
nanopartikiil sentezinde tek dagilimli ve yavas olmasindan dolay:r bilim insanlari
bitki bazli nanopartikiil sentezlenmesini Onermistir. Bitki kaynakli yesil sentez
yontemi mikrobiyal prosese gore hizli, verimli ve daha kararhidir (Saif vd., 2016).
Bitki prosesli yesil sentezde, metal ¢ozeltisinde indirgeyici olarak bitki kisimlari
kullanilir. Bu bitki kisimlar1 yaprak, kok govde veya tohum ekstraktindan
olugmaktadir. Bu bitki ekstraktlar1 icerdigi aminler ve fenol bilesikler sayesinde
metal ¢ozeltisinde Fe*? veya Fe™’iin elektron kaybetmesini saglayarak Fea indirger
(Sekil 1.7). Demirin sifir degerlilikte olmasi, su ve oksijenin sebep oldugu

oksitlenmeyi engeller (Pan vd., 2020).
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Sekil 1.7. Platanus orientalis'in yaprak ekstrakti kullanilarak demir oksit
nanopartikiillerinin sentezinde yer alan mekanizma (Devi vd., 2019).
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Sekil 1.8. Yesil sentez metodu ile demir ve demir bazli nanomalzemelerin olasi
cevresel uygulamalart (Mondal vd., 2020).

Ferro veya ferrimanyetik bir malzemeden yapilmis ve belirli bir boyutun altinda
(genellikle 10-20 nm) nanopartikiiller siiperparamanyetizma adi verilen benzersiz bir
manyetizma bi¢imi sergileyebilir. Demir nanopartikiillleri siiperparamanyetik 6zellik

gosteren en iyi metal nanopargaciklarindandir (Saif vd., 2016).

Metal nanopartikiiller manyetik 6zellikleri sayesinde bakteriyel direnci kirmak igin
bir ¢6ziim yolu olarak kullanilabilir. Manyetik biyomateryaller, hedef doku iginde
yonlendirilme, konsantre olma ve tedavi tamamlandiktan sonra kontrollii olarak geri
cikartilabilir. Bu sayede biyouyumlu ve nontoksik kontrollii ilag salinimi saglanir

(Arokiyaraj vd., 2013).

Demir nanopartikiillerin yiiksek katalitik aktiviteleri, ¢cok yonlii 6zellikleri, yiizey
alania bagli yiiksek reaktivitesi nedeniyle gida uygulamalari, tibbi alanlarda, boya
uzaklastirict madde, biyoalgilama uygulamalari, organik kirletici maddelerin
bozulmasi, atik su aritma, agir metallerin giderilmesi, antibakteriyel aktivite,
kirleticilerin bozulmasi i¢in stabilize, kataliz, manyetik alan destekli ayirma ve

analiz yontemlerinde kullanilmaya baslanmistir (Beheshtkhoo vd., 2018).
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1.2 Plantago lanceolata L. (Sinir otu) BitkKisi

Plantago, Plantaginaceae familyasindan olup yaklasik 275 tiir igeren genis bir cinstir
(Sekil 1.9). Plantago cinsinin, Tiirkiye'de 22 tiirti bulunmakla birlikte 2 tiirii
endemiktir (Bahadori vd., 2020). Rozet formunda tek yillik veya ¢ok yillik bir
karasal bitkidir. Cicek tasiyan sap kisimlari 10 ila 60 cm yiiksekligine, yaprak
uzunlugu ise yaklasik 26 cm’e kadar ulasabilir. Bu bitki genel olarak Nisan ayindan
itibaren gigeklenir ve Agustos ayinda kadar devam eder. Bitki yuvarlak bir goriiniime
sahiptir. Bitkinin yapraklari mizrak seklindedir. Bu bitki Tiirkiye de bir¢cok bolgede
yaygin olarak goriilmektedir. Yilandili, Sinirotu, Kirksinir, Yedidamar otu, Yara otu,
Kesik otu, Dar yapragi otu, Paga yaprag: sinir otu, Damarl ot, Bagc1 yapragi, Sigil
otu gibi birgok yerel ad1 vardir (Oloumi vd., 2011; Dalar vd., 2012).

Takim : Lamiales
Aile : Plantaginaceae

Cmns : Play

L Tiir : Plantago lanceolata

Sekil 1.9. Plantago lanceolata L. sistematik adlandirilmasi.

Plantago tiirleri; iridoidler, iridoid glikozitler, flavonoidler, polisakkaritler,
polifenoller, ve triterpen asit igerigi bakimindan zengindir. Bu bitki tiirleri, gegmisten
giinlimiize kadar halk arasinda; yara iyilestirici, diyabet, enfeksiyon, kanser, ve
bagirsak sagligi tedavisinde alternatif ilag olarak kullanilmigtir. Plantago tiyeleri bazi
tilkelerde gida sektoriinde kullanilmaktadir (Harput vd., 2012), Yapilan arastirmalar

sonucu Plantoga cinsinin antioksidan, antikanser, antibakterial, antifungal, antiviral
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ve antiinflamatuar aktivitesinin yiliksek olmasindan dolay1 ilag ve kozmetik
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Niziot-Lukaszewska vd., 2019).
Plantago bitkisinin antioksidan 6zelligi sayesinde serbest oksijen radikal giderimi,
metal iyonu azaltma ve metal selatlama faaliyetleri ile bir¢ok hastalikta dnleyici etki
gosterecegi disiiniilmektedir (Bahadori vd., 2020).
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Nanopartikiil ile Yapilan Calismalar

Demir nanopartikiiller yesil ¢ay yapraklar1 kullanilarak sentezlenmistir. Elde edilen
demir nanopartikiiller (GT-FeNP) metilen mavisi (MB) ve metil turuncu (MO)
boyalar1 iceren sulu ¢ozeltilerin boya giderimi i¢in fenton benzeri bir katalizor olarak
kullanilmistir. Calismada MB ve MO igin uzaklastirma Kkinetiklerini ve
konsantrasyonun etkisini arastirmistir. Sonuglar, ikinci dereceden bir uzaklastirma
oranini takiben MB'nin kinetik verileri ile boyalarin hizli bir sekilde ¢ikarilmasini
gosterirken, MO'nun birinci dereceden bir uzaklastirma oranina daha yakindir. Sekil
2.1°de her iki boyanin da sudan neredeyse tamamen cikarildigini gosterilmistir.
Borhidriir rediiksiyonu ile iiretilen demir nanopartikiiller ile karsilastirildiginda, GT-
Fe nanopartikiiller hem kinetik hem de ylizde giderme agisindan fenton benzeri bir
katalizor olarak daha etkili oldugu gosterilmistir (Shahwan vd., 2011).
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Sekil 2.1. MB ve MO boya giderimi (Shahwan, T. ve ark, 2011).

Karpagavinayagam ve ark. yesil kimyasal metod ile Avicennia marina'nin ¢icek
oziitiinii kullanarak demir oksit nanopartikiilii (FeO-NP) sentezlemistir. FeO-NP'lerin
incelenen ve karakterize edilen redoks ozellikleri, elektrokatalitik davranislar1 bu
nanopartikiiliin; antitoksisite, boya giderimi ve g¢evre Kkirliligi kontroliinde

kullanilmasi i¢in uygun oldugunu géstermistir (Karpagavinayagam ve Vedhi, 2019).

Vidovix ve ark. nar yapragi kullanilarak yesil kimya metodu ile bakir oksit

nanopartikiilii (CuO-NPs) sentezlemistir. Sentezlenen CuO-NPs Sekil 2.2’de oldugu
15



gibi TEM, Zeta potansiyeli, XRD, EDX ve UV-Visible ile karakterize edilmistir.
CuO-NPs ile yapilan galismalar sonrasinda % 96,91 verimle metilen blue boya
giderimini sagladig1 gosterilmistir. Sonug olarak, yiiksek boya giderim kapasitesi ve
genis bir pH araliginda iyi sonuglar vermesi nedeniyle, atik su ve kontamine su

aritma proseslerinde olas1 uygulamalarda kullanilabilecegi belirtilmistir (Vidovix vd.,
2019).

2 Waswe numbaer (rnm)

Sekil 2.2. CuO-NPs karakterizastonu (A,B; TEM goriintiisti, C; ZETA potansiyeli,
D; XRD, E; EDX, F; UV-Visible), (Vidovix vd., 2019).

Vitta ve ark. yaptiklari ¢alismada E. robusta yapraklarinin sulu ekstraktindan demir
nanopartikiiller (FeNP) elde etmislerdir. Demir nanopartikiiller fenton reaksiyonu
aracili1 ile hidroksil radikalleri, singlet oksijen ve ROS gibi baz1 reaktifler agiga
cikarir. FeNP’ler mikroorganizmalarin hiicre duvarindaki oksijenlere baglanarak
sitoplazmaya gecerek birikirler. Bu sayede antimikrobiyal etki gosterdikleri igin
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Bacillus
subtilis mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gosterdigi bu g¢alismada

dogrulanmustir (Vitta vd., 2020).

Hao ve ark. gevre dostu katki maddesi igermeyen hidroliz islemi ile demir oksit
nanopartikiil (Fe,O3NP) iiretmistir. Fe,O3NP Sekil 2.3’de gosterildigi gibi tekstil
endiistrisinde agiga ¢ikan organik kirletici olan kongo kirmizist ve toksik bir agir
metal olan Cr (VI) giderimini saglamak i¢in kullanilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda

Fe,O3NP’niin kirli su aritiminda kullanilabilir oldugu gosterilmistir (Hao vd., 2014).
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Sekil 2.3. Fe;O3NP’nin farkli dozajlarda kongo kirmizist boya giderimi (Hao vd.,

2014).

Gautam ve ark. yesil kimya yontemi kullanarak atik c¢ay ekstrakti ile demir

nanopartikiil (TW-FeNP) sentezlemistir. TW-FeNP’ler ile Sekil 2.4’de gosterildigi

gibi birgok parametre goz Oniinde bulundurarak fenol kirmizisi boya giderimi

calismalar1 yapilmistir. TW-FeNP’ler ile yapilan calismalar 1s18inda en iyi fenol

kirmizis1 adsorpsiyonu pH 8’de olmustur fakat sicaklik arttikga adsorpsiyon yetenegi

azalmistir. Sonug olarak iretilen TW-FeNP’lerin toksisitesi ve kanserojen etkisi

nedeniyle ¢ok zararli bir kirletici olan fenol kirmizisi aritiminda kullanilabilirligi

kanitlanmistir (Gautam vd., 2018).
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Sekil 2.4. Fenol kirmizisiin giderim yiizdelikleri (Gautam vd., 2018).
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2.2 Plantago lanceolata L. (Sinir otu) Bitkisi ile Yapilan Calismalar

Bu calismada Plantago major sulu yaprak oziiti kullanilarak demir oksit
nanopartikiilleri sentezlenmistir. Yesil sentez yontemi ile sentezlenen demir oksit
nanopartikiillerin metil turuncu boya giderim yetenegi incelenmistir. Demir oksit
nanopartikiiller TEM, PSA, FT-IR, XRD, VSM ve TGA ile karakterize edilmistir.
Nanopartikiillerin ¢aplar1 4,6 — 30,6 nm araliginda, kiire seklinde oldugu
gosterilmistir. Sonug olarak Sekil 2.5’te gosterildigi tizere H,O, ile demir oksit
nanopartikiilleri igeren ¢ozelti iginde 6 saatlik bir islemde % 83,33 oraninda bir boya

gideriminin oldugu gosterilmistir (Lohrasbi vd., 2019).
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Sekil 2.5. Metilen turuncusu boya giderimi (a; yalnizca H,O,, b; IONPs ve H,0,),
(Lohrasbi vd., 2019).

Bahadori ve ark. Plantago lanceolata L. (Sinir otu) bitkisinin antioksidan aktivitesi
ve fenolik igerigini belirlemislerdir. Plantago lanceolata L. bitkisinin feniletanoid
glikozit olarak 6nemli miktarlarda verbascoside ve bunun gibi 12 farkli fenolik
bilesik igerdigini gostermislerdir. Sonuglar Plantago lanceolata L. oksidatif stresin
neden oldugu hasarin Onlenmesi ve tedavisi i¢in uygun oldufunu gostermistir

(Bahadori vd., 2020).

Kurt ve ark. Plantago lanceolata L. bitkisinin antioksidan, anti-bakteriyel, anti-
tilseratif, anti-fungal, anti-inflamatuar, analjezik ve immiinomodiilatér &zelliklerini
gz Oniinde bulundurarak fareler {izerinde yara iyilesme deneyleri yapmislardir.
Sonu¢ olarak Plantago lanceolata L. ekstraktinin yara merhemi olarak
kullanilabilecegini bildirmislerdir (Kurt vd., 2018).
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Poor ve ark. Plantago major bitkisi ile glmiis nanopartikiil (AgNP)
sentezlemislerdir. AQNP’nin insan meme kanser hiicresine (MCF-7) iyi bir sitotoksik

etkisi gosterdigi Sekil 2.6’da gosterildigi gibi MTT deneyleri ile kanitlanmigtir (Poor
vd., 2017).
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Sekil 2.6. Gilimiis nanopartikiiller ve Plantago majér ekstrakti ile MCF7 {izerinde
yaptlmis MTT analiz 6lgiimleri (a; AgNPs. b; Plantago major), (Poor
vd., 2017).

Ahatovi¢ ve ark. Plantago lanceolata bitkisinin agir metal igerikli topraklarda

fizyolojik durumunu analiz etmiglerdir. Plantago lanceolata bitkisinin {irettigi

fenolik asitler, flavonoidler, klorofil a ve b, prolin gibi bilesikler iiretmesi sayesinde

topraktaki agir metalleri uzaklastirabilecegini bildirmiglerdir (Ahatovi¢ vd., 2020).

Nikaeen ve ark. Plantago majér bitkisinin tohum ekstrakti ile yesil sentez metodu
kullanarak giimiis nanopartikiil (AgNP) sentezlemislerdir. AgNP’ler {iizerinde
sicaklik, pH parametrelerini degistirmis ve antioksidan deneyleri yapmiglardir. Sonug
olarak  Sekil 2.7°de gosterildigi gibi Micrococcus luteus, Escherichia
coli ve Penicillium digitatum bakterileri iizerinde yapilan c¢alismalarda iyi bir

antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Nikaeen vd., 2020).

Sekil 2.7. AgNP antimikrobiyal testi (Nikaeen vd., 2020).

19



Kalantari ve ark. Plantago lanceolata L. ekstrakti iceren nano-emiilsifiye (PL-
SNEDDS) ilag dagitim ajani gelistirmislerdir (Sekil 2.8). PL-SNEDDS f{izerinde
yapilan antioksidan, antikanser ¢alismalarin sonucu Plantago lanceolata L. 6ziitii
icerisindeki dogal bilesikler sayesinde yiiksek bir potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir (Kalantari vd., 2017).
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Sekil 2.8. Plantago lanceolata L. igeren kendiliginden nanoemiilsifiye edici ilag
dagitim sistemlerinin biyouyumlulugu ve antioksidan ve antiinflamatuar
etkilerinin degerlendirilmesi (Kalantari vd., 2017).

Alsaraf ve ark. Plantago lanceolata L. bitkisinin yaprak ekstraktlari ile in-vitro
meme kanseri iizerine ¢alismalar yapmislardir. Calismada kristal violet canlilik testi
kullanilarak MCF7, AMJ13, MDAMB ve CALS51 kanser hiicre hatlarinda ¢alismalar
yapilmustir. Sonug olarak en iyi tedavi Sekil 2.9°da gosterildigi gibi CALS1 insan

meme kanseri hiicre hattinda oldugu belirlenmistir (Alsaraf vd., 2019).

Sekil 2.9. CALS5]1 kristal violet testi sonuglar1 (B1; CAL51 hiicre hatti, B2; tedavi
edilen, B3; yiiksek doz ekstraktin etkinligi), (Alsaraf vd., 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyaller

3.1.1 Kullanilan kimyasallar ve cihazlar

Biitiin kimyasal malzeme ve c¢oziiciiler Aldrich ve Merck firmalarindan temin
edilmistir. Kimyasallar ve ¢oziiciiler; demir klorid tetrahidrat (FeCl,4H,0), demir
klorid hekzahidrat (FeCl36H,0), sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI),
kongo kirmizis1 (C3H22NgNa,0gSy), etanol (C,HsOH), metanol (CH3OH), hidrojen
peroksit (H20,), dimetil siilfoksit (C,HgOS), sodyum karbonat (Na.COs), Folin-
Ciocalteu reaktifi, sodyum nitrit (NaNO2), aliminyum kloriir (AICIl3), DPPH
(C1gH12Ns50g), ferrozin (CoH12N4sNa0gSy), siilfiirik asit (H2SO4), monosodyum
fosfat (NaH,PQO,4), amonyum molibdat ((NH4)¢M070.4H,0)’dur.

Kullanilan cihazlar, Mikrobiyolojik emniyet kabini (Bilser), Otomatik pipetler
(Brand), Elisa (SPECTRAMAX PLUS 384), Taramali Elektron Mikroskop (SEM)
(JEOL JSM 6510), X-Ray Kirinim Spektrometresi (XRD) (RIGAKU ULTIMA 1V),
FT-IR Spektrofotometre (Perkin Elmer Spektrum 100), Atomik Kuvvet Mikroskobu
(AFM) (Park Systems XE-100E), Dairesel sallayict (Gerhardt), Ultrasonik banyo
(Wise Clean WUC-DO06H), Derin dondurucu (-86 °C, Hettich/ Nuair), pH-metre
(Hanna Instrument), Hassas terazi (Precisa/ Denver ), Inkiibatér (Elektro-Mag O-
300°C), Vorteks (Ika MS3 Basic), Saf su cihazi (GFL 2004), Santrifiij (Hettich
Universal 320), Buzdolab1 (4°C, Argelik), Otoklav (Hirayama), Etiiv (Memmert 100-
800)’diir.

3.1.2 Bitki materyalinin toplanmasi

Plantago lanceolata L. (Sinir otu) bitkisinin yapraklar: 2019 yilinin Kasim-Aralik

aylar1 arasinda Aksaray Universitesi kampiisiinden toplanmustir (Sekil 3.1).

Tiir teshisi, Bingdl Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Liitfi BEHCET tarafindan yapildi.

Toplanan yapraklar dallarindan ayrilarak 1-2 defa su ile yikanmistir. Su ile yikanan
yapraklar 10 giin siire gdlgede kurutulmustur. Tamamen kurutulmus olan yapraklar

sonraki ¢aligmalarda kullanilmak {izere 6giitiiliip toz haline getirilmistir.
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3.2 Yontem
3.2.1 Plantago lanceolata L. (Sinir otu) bitkisinin ekstraksiyonu (SOE)

Ik olarak kurutulan Plantago lanceolata L. (Sinir otu) bitkisinin yapraklar 6giitiildii.
Bu islemden sonra ogiitillen bitkiden 35 gr tartilarak lizerine 350 ml distile su ilave
edildi (1/10 olacak sekilde). Hazirlanan bitki soliisyonu 20 °C manyetik karistiricida
yaklasik 24 saat bekletildi. Bitki soliisyonu 24 saat sonra manyetik karistiricidan
alinarak siizme islemine tabi tutuldu. Silizge¢ kagitlar1 yardimi ile hazirlanan huni
diizeneklerine soliisyon dokiilerek ekstrakt siiziildii. Stizme islemi tamamlandiktan
sonra bitki posasi uzaklastirildi. 250 ml olarak elde edilen nihai bitki ekstraktinin
derisik olmasindan dolay1 (renkte koyuluk) iizerine distile su ilave edilerek 350
ml’ye tamamlandi. Distile su ilave edilen soliisyon karistirildi. Bu islemden sonra

bitki ekstrakti kullanima hazir hale getirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Plantago lanceolata L. (Sinir otu) bitki 6ziitii.
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3.2.2 Plantago lanceolata L. (Sinir otu) bitkisi ile demir nanopartikiil (FeNP)
sentezi (SOE@FeNP)

Yesil sentez metodu ile demir nanopartikiiller sentezlendi. Demir nanopartikiil igin
demir igerikli iki farkli soliisyon hazirlandi. Demir klorid tetrahidrat (FeCl,4H,0)
(0,796 g, 0,01 M) 100 ml distile suda karistirildi. Demir Klorid hekzahidrat
(FeCl36H,0) (1,04 g, 0,01 M) 100 ml distile suda karistirildi. Hazirlanan bu iki
soliisyon 500 ml’lik bir beherde karistirild1 ve 60 °C ayarlanan manyetik karistiricida
sitild. Soliisyon sicaklign artmasiyla renk degisimi  gozlemlendi. 60 °C'de
sollisyonun sicakligi sabitlendikten sonra 200 ml bitki ekstraktt (SEO:Su (1/10))
eklendi ve 200 rpm’de karistirildi. 30 dakika sonra 30 ml NaOH (8 g, 2M) yavas
yavas damlatildi. NaOH ilave edildik¢e demir soliisyonunda renk koyulasti.
Damlatma islemi tamamlaninca 40 dakika karistirildi (60 °C, 200 rpm). Daha sonra
oda sicakliginda ¢oken nanopartikiiller klor atiklarindan uzaklastirmak i¢in 3x200 ml
su ve 2x200ml etanol ile yikandi. Yikama isleminden sonra SOE@FeNP cam petride
40 °C de kurutuldu (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Demir nanopartikiil (SOE@FeNP) sentezi.
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3.2.3 Plantago lanceolata L. bitkisi ile demir nanopartikiil (SOE@FeNP) siiper

manyetik ozelliginin test edilmesi

SOE@FeNP sentezlendikten sonra yikama isleminden once Sekil 3.3’te goriildiigi

gibi miknatis yardimi ile siiper manyetik 6zelligi kazandigi test edilmistir.

g,

** " va

A

Sekil 3.3. Nanopartikiil siipermanyetik olusumunun test edilmesi.

Daha sonra kurutulan SOE@FeNP’ler siiper manyetik 6zelligini hala korudugunu

test etmek i¢in petri lizerinde miknatis ile test edilmistir (Sekil 3.4).

AR

Sekil 3.4. Nanopartikiillerin siipermanyetik 6zelliginin test edilmesi.
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3.2.4 SOE@FeNP ile Kongo kirmizis1 25 °C boya giderimi

Kongo kirmizis1 (0,002 g, 2,87 mmol) 100 ml distile su ile oda sicaklifinda
karistirildi. 50 ml’lik 7 tane behere 9 ml Kongo kirmizist boyasi eklendi. Her bir
soliisyon pH 2-8’e ayarlandi (Sekil 3.5)

Sekil 3.5. Kongo kirmizisinin pH 2-8 arasinda ¢dzeltilerinin hazirlanmasi.

Sentezlenen SOE@FeNP’ler 15°er ml’lik 7 tane viale 15 mg eklenir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Deneyde kullanilan 15’er m1’lik 7 tane vial.

Kongo kirmizist ile hazirlanan pH 2-8 soliisyonlar1 Sekil 3.6°daki viallere aktarilir.
Daha sonra her birinin tizerine 1 ml H,O, (3,23 M) eklenir ve ilk ELISA 6lciimii icin
200 pl’lik numuneler alinip 96 kuyucuklu plate’e aktarildi (Sekil 3.7). Daha sonra

soliisyonlar calkalayicida 3 saat boyunca bekletildi ve her yarim saatte bir numune

almarak ELISA cihazinda 6l¢iim yapildi.
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Sekil 3.7. Kongo kirmizisinin gideriminin 96°lik plate’de goriintiisii.

ELISA’da yapilan élgiimler sonucunda en iyi boya gideriminin pH 8’de oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar oda sicakliginda pH 8 parametresi sabit tutularak
SOE@FeNP miktar1 ve Kongo kirmizist miktarlart Cizelge 3.1°de belirtildigi

miktarlarda hazirlanmistir ve 30’ar dakikada bir ELISA cihazindan 6l¢iim alinmustr.

Cizelge 3.1. Boya giderim ¢alismalarinda boya konsantrasyonlari ve nanopartikiil

miktarlari.

SOE@FeNP
Kongo 5mg 10 mg 15 mg 20 mg
Kirmizisi
20 ppm + + + +
50 ppm + + + +
100 ppm + + + +
200 ppm + + + +

3.2.5 SOE@FeNP ile Kongo kirmuzis1 40 °C boya giderimi

Kongo kirmizist (0,002 g, 2,87 mmol) 100 ml distile su ile oda sicakliginda
karistirildi. 50 ml’lik 7 tane behere 9 ml Kongo kirmizist boyasi eklendi. Her bir
soliisyon pH 2-8’e ayarlandi (Sekil 3.5). Sentezlenen SOE@FeNP’ler 15°er ml’lik 7
tane viale 15 mg eklenir (Sekil 3.6). Kongo kirmizisi ile hazirlanan pH 2-8
soliisyonlar1 Sekil 3.6’deki viallere aktarilir. Hazirlanan her bir soliisyonun tlizerine 1
ml H,0, (3,23 M) eklenir ve ilk ELISA &l¢iimii icin 200 pl’lik numuneler 96
kuyucuklu plate’e alind1 (Sekil 3.7). Daha sonra soliisyonlar ¢alkalamali su banyosu
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cihazinda 3 saat boyunca 40 °C’de bekletildi ve her yarim saatte bir numune alinarak
ELISA cihazinda 6l¢iim yapildi. ELISA’da yapilan lgiimler sonucunda en iyi boya
gideriminin pH 8’de oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar ¢alkalamali su banyosu
cihazinda 3 saat boyunca 40 °C’de pH 8 parametresi sabit tutularak SOE@FeNP
miktar1 ve Kongo kirmizist miktarlart Cizelge 3.1°de belirtildigi miktarlarda

hazirlanmistir ve 30’ar dakikada bir ELISA cihazindan 6l¢iim almmistir.
3.3 Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Antioksidan aktivitesinin belirleme yéntemleri i¢in hazirlanan SOE@FeNP’den 2 mg
almarak 2 ml distile suda ¢ozdiiriilerek kullanilmistir. Plantago lanceolata L.

bitkisinin ekstraktindan 2 ml kullanilmigtir. Deney 3’er tekrarli yapilmistir.
3.3.1 Toplam fenolik madde miktari tayini

Folin ve Ciocalteu’nun metodu kullanilarak toplam fenol icerigi gallik asit esdegeri
olarak kilogram basina hesaplandi (Hajji vd., 2010). Deney i¢in % 50°’lik Folin-
Ciocalteu Reaktifi ve % 2’lik Nay,COj ¢ozeltisi hazirlandi. Sirasiyla Plantago
lanceolata L. bitki ekstraktt ve SOE@FeNP ¢o6zeltisinden 100 pl alinarak 96’lik
plate kuyucuklara aktarildi. Uzerlerine 100 pul Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edildi. 5
dakika inkiibe edildikten sonra iizerlerine 100 pl sodyum karbonat (20 g/100 ml)
eklenerek pipetleme yapildi. Toplam hacim 700 pl olacak sekilde 400 ul saf su
eklenerek vortekslendi. 25 °C’de 90 dakika boyunca karanlikta bekletildikten sonra
ELISA cihazinda 760 nm’de absorbanslari dl¢iildii.

3.3.2 Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi

Toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi icin Chang ve ark. yaptigi metot
kullanilmistir (Estevinho vd., 2008). Toplam flavonoid igerigi igin % 15’lik NaNO,
cozeltisi, % 4’likk NaOH c¢ozeltisi, % 10’luk AICI3 ve standart quercetin ¢6zeltisi
hazirlandi. Sirasiyla Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve SOE@FeNP
cozeltisinden 10 pl alinarak 96 kuyucuklu plate’e aktarildi. Her bir kuyucuga 40 pl
distile su ve 6 pl sodyum nitrat (150 g/1 L) ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi. 6 dakika
bekletildikten sonra bu karigimin {izerine 3 pl alimiinyum Klorit (2,5 g/25 ml)
eklenerek vortekslendi ve 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Son olarak 40 pl sodyum
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hidroksit (4 g/100 ml) ¢ozeltisi ile 100 pl saf su eklenerek vortekslendi. 415 nm’de

absorbanslar1 6l¢iildii.
3.3.3 Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi

Toplam antioksidan aktivite tayininde reaktif igin oncelikle 0,6 M’lik HySO4, 28
mM’lik NaH,PO, tamponu ve 4 Nm’lik (NH4)sM070244H,0 (amonyum molibat)
¢ozeltileri hazirland1. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi igin Prieto ve ark.
yapmis olduklari metot kullanilmistir (Dinis vd., 1994). Askorbik asit esdegeri olarak
ifade edilmistir. Sirasiyla Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve SOE@FeNP
¢ozeltisinden 25 pl almarak viallere aktarildi. Uzerine 250 ul reaktif (28 mM sodyum
fosfat, 0,6 M siilfirik asit ve 4 mM amonyum molibdat) ¢ozeltisi eklenerek
karistirildi. Su banyosunda 95 °C’de 90 dakika boyunca bekletildi. Daha sonra
numuneler 96 kuyucuklu plate’e aktarilarak ELISA’da 695 nm’de absorbanslart
olgiildii.

3.3.4 DPPH radikalinin etkisinin giderilmesi

DPPH radikalinin etkisinin giderilmesi i¢in 0,1 mM’lik DPPH ¢ozeltisi hazirlandi.
DPPH radikal etkisinin giderilmesi i¢in Hatano, Kagawa, Yashura ve Okuda’nin
ortaya koydugu metot kullamilmistir (Hatano vd., 1988). Sirasiyla Plantago
lanceolata L. bitki ekstrakti ve SOE@FeNP c¢ozeltisinden 50 pl aliarak 96
kuyucuklu plate’e aktarildi. Uzerine 200 pl DPPH c¢ozeltisi konularak vortekslendi.
Daha sonra karanlik bir ortamda 60 dakika inkiibe edildikten sonra 517 nm’de

absorbanslar1 ol¢iildii.
3.3.5 Metal selatlama aktivitesinin ol¢iilmesi

Metal selatlama i¢in 5 mM'lik ferrozin c¢ozeltisi ve 2 mM'lik FeCl, ¢ozeltisi
hazirlandi. Metal selatlama aktivitesinin belirlenmesi i¢in Dinis ve Almeidam yaptig1
metot kullanilmistir (Wenli vd., 2004). Sirasiyla Plantago lanceolata L. bitki
ekstraktt ve SOE@FeNP cozeltisinden 50 pl alinarak 96 kuyucuklu plate’e aktarildi.
Uzerine 160 ul distile su ile 5 ul FeCl, (2 mM) ¢dzeltisi eklenerek vortekslendi. 30
saniye sonra 20 pl Ferrozin (5 mM) eklenerek karistirildi. 10 dakika boyunca oda

sicakliginda bekletildikten sonra 562 nm’de absorbanslari 6lgiildii.
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3.4 SOE@FeNP ile Antikanser Aktivitesinin Belirlenmesi

3.4.1 Hiicrelerin temini

Calismada kullanilan A549 (insan akciger kanseri hiicre hatt1) ve SH-SY5Y (insan
noroblastoma hiicre hatt1) hiicreleri Bing6l iiniversitesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik boliimiinden temin edilmistir. Hiicreler -80 °C’de saklanmustr.
3.4.2 Medium hazirlama

Medium hazirlamak icin DMEM miktarina gére % 10 Fetal Bovine Serum (FBS)
ve % | Penicilin-streptomicin kullanilmistir. Calismada 500 ml DMEM alinarak
tizerine 50 ml FBS eklendi ve karistirildi. Daha sonra 5 ml Penicilin-streptomicin
eklendikten sonra kopiirtmeyecek sekilde karistirildi. Ihtiyag halinde ayni oranlarda

tekrar hazirlanmustir.
3.4.3 Hiicre Kiiltiirii

-80 °C de stoklanan A549 ve SH-SYS5Y hiicreleri DMEM biiyiime medium’da, % 5
CO;, steril inkiibator’de 37 °C’de 3 giinde bir pasajlanarak ¢ogaltildi. Hiicreler yeterli

miktarda ¢ogaltildiktan sonra ¢alismada kullanildi.
3.4.4 Hiicre canhlk testi

Plantago lanceolato L. (Sinir otu) bitkisinin ekstrakti 2 mg olacak sekilde her 6rnek
icin Sl¢lilmiistiir. Her kuyucuga 10 ul DMSO eklenerek 6rnekler ¢ozdiiriildii. Daha
sonra 1 ml DMEM besiyeri eklenerek total drnekler 2 mg/ml olarak ayarlandi.
SOE@FeNP 2 mg olacak sekilde her 6rnek i¢in dlgiildii. Her kuyucuga 10 ul DMSO
eklenerek Ornekler ¢ozdiiriildii. Daha sonra 1 ml DMEM besiyeri eklenerek total

ornekler 2 mg/ml olarak ayarlandi.

Antikanser aktivitesi igin -80 °C’de stok hiicrelerden A549 ve SH-SYSY hiicre
hatlar1 alinarak 37 °C’de ¢ozdiiriildii. Falkona alman hiicreler 2500 rpm’de 3 dakika
boyunca santrifiijlendi. Pelet kism1 alinarak iizerine 100 ul DMEM besiyeri eklendi.
Daha sonra bu pelet kismu pipetle ¢ekilerek 25 cm’lik flaska aktarildi. Inkiibasyon
icin &rnekler 37 °C’de 2-3 giin bekletildi. Bir sonraki asamada hiicreler Neubauer
lamiyla sayilip 96 kuyucuklu platelere eklendi. 48 saat boyunca hiicreler
inkiibasyona birakildiktan sonra hazirlanan Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve
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SOE@FeNP’ler farkli konsantrasyonlarda uygulandi. 48 saat inkiibe edildikten sonra
450 — 690 nm’deki absorbans degerleri ol¢iildii.

3.5 Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilan mikroorganizmalar Refik Saydam Umumi
Hijyen merkezinden temin edildi. Gram pozitif (+) mikroorganizma Staphylococcus
aureus ATCC 29213, gram negatif (-) mikroorganizmalar Klebsiella pneumoniae;
EMCS ve Escherichia coli ATCC 25922, maya i¢in Saccharomyces cerevisiae
kullanilda.

Deneyde kullanilacak malzemeler otoklavlandi. Nutrient Broth’tan 8 gr alinarak 1
litreye tamamlandi ve otoklavlandi. UV lambasi acilarak, steril kabine alinan
malzemeler ve ortam sterilize edildi. Cam tiiplere hazirlanan Nutrient Broth
besiyerinden almarak eklendi. +4 °C olan stok bakterilerden 6ze ucu ile almarak sivi
besiyerine ekildi. Bakterilerin uyanmasi i¢in etiivde 37 °C’de 24 saat bekletildi. 24
saat sonra sivi besiyerine ekilen bakteriler 96 kuyucuklu plate’e alinarak 734 nm’de
Olciim alind1 ve deger kaydedildi. Bu ¢alismada Mc Farland 0,5 standardina uygun
bakteri konsantrasyonu hazirland1 (0,08-0,13 Abs). Sivi besiyerindeki bakteri
soliisyonunun absorbanst Mc Farland 0,5 standardina uygun degilse asagidaki

seyreltme sekline gore ayarlandi;

1. Kuyucuk 100 pl mikroorganizma -

@ 100 ul distile su (1/1)

2. Kuyucuk 50 pl mikroorganizma 625 nm’de 0,08-0,13 Abs
@ 150 1 distile su (1/3) i aras1 dlgiim alinan

3. Kuyucuk 25 pl mikroorganizma numuneden alnarak

@ 175 ul distile su (1/7) |

625 nm’de Olgiim alindiktan sonra 0,08-0,13 Abs arasi alinan olglime gore stok
seyreltildi ve stoktan numune alind1.

Seyreltme isleminden sonra steril olan 96 kuyucuklu plate alinarak ilk kuyucuga 200
ul bitki ekstrakti (1/10) diger 5 kuyucuga 100 pul distile su konuldu. 7. Kuyucuga 200
ul SOE@FeNP eklendi ve diger 5 kuyucuga 100 pl distile su konuldu. Sekil 3.8’de

gosterilen seyreltme sekli uygulandi;
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200 pul 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 w1
NP&Bitki Distile su Distile su Distile su Distile su Distile su
V=200ul V=200ul V=200l V=200pl V=200pl V=200ul

C=10 mg/ml C=5mg/ml | C=2,5 mg/ml C=1,25mg/ml  |C=0,312 mg/ml| C=0,156 mg/ml

Sekil 3.8. Mikrodiliisyon seyreltme yontemi.

Seyretme isleminden sonra ELISA cihazindan 6l¢iim alinarak, Mc Farland

standardina uyan bakteri 6rnekleri ¢alismada kullanildi.

Mikrodiliisyon yontemi ile hem nanopartikiil hem de bitki ekstrakti calisildi.
Deneyde 96 kuyucuklu plate kullanildi. Deney 6 farkli mikroorganizma ile
gerceklestirildi. Ik 6 kuyucuk, SOE@FeNP’nin farkli konsantrasyonu igin
kullanildi. Son 6 kuyucuk ise Plantago lanceolata L. bitkisi ekstraktinin farkli
konsantrasyonlar1 igin kullanildi. ilk olarak 1. Kuyucuga 200 ul SOE@FeNP
aktarildi. Daha sonra geri kalan 5 kuyucuga Nutrient Broth besiyerinden 100 pl
konuldu. Ardindan ilk kuyucuktaki 200 pl SOE@FeNP’den 100 pl alinarak 2
kuyucuga aktarildi ve pipetleme yapildi. Daha sonra 2. Kuyucuktan 100 pl soliisyon
alimarak bir sonraki kuyucuga aktarildi. Bu sekilde 6 kuyucuk farkh
konsantrasyonlarda hazirlandi. En son kuyucukta toplam 200 pl soliisyon oldugu igin
100 pl alind1. Ayni islem Plantago lanceolata L. bitkisinin ekstrakti igin yapild:. Ilk
kuyucuga 200 ul ekstrakt konuldu ve geri kalan kuyucuklara 100 ul Nutrient Broth
besiyerinden konuldu. Ardindan seyreltme islemi uygulandi. Bu islem biitiin
mikroorganizmalar i¢in yapildi. Son olarak 96 kuyucuklu platelerde hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki soliisyonlar iizerine 100’er pl mikroorganizma eklenerek
pipetleme yapildi. Islem bittikten sonra plateler etiivde 24 saat boyunca 35,5 °C’de
bekletildi ve siire sonunda ELISA cihazinda 538 nm dalga boyunda absorbanslart

olgiildi. Son olarak 96 kuyucuklu platelerin detayli goriintiisi  alind.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yesil sentez metodu ile sentezlenen SOE@FeNP’lerin  dogrulanmasi igin

karakterizasyonlar1 yapildi.
4.1 Karakterizasyon

Yesil sentez metodu ile sentezlenen SOE@FeNP’nin yapisal, morfolojik ve optik
ozellikleri UV-Vis, XRD, FTIR, SEM, EDX, TEM ve Zeta potansiyeli kullanilarak

karakterize edildi.
4.1.1 UV-Vis (Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopi)

Sentezlenen SOE@FeNP’leri olusturan bilesenlerin 200-1100 nm dalga boyu
araliginda alan taramasi UV-vis absorbsiyon spektromu ile yapilmistir. 352 nm’de
genis bir bant olusmus ve yiiksek bir enerji sogurmasi gorlilmiistiir. Demir
elektronlarinin olusturdugu yiizey plazma rezonansindan dolay1 bantlarin 204 nm ve
352 nm civarinda oldugu goézlendi (Sekil 4.1). Bu sonuglar bazi g¢aligmalar ile
dogrulandi (Turner ve Miles, 1957; Siwach ve Sen, 2008). Deney yapilirken belirli
bir siire boyunca sifir degerlikli olan FeNP'ler zamanla oksitlenir. Farkli
sogurmalarin ise bitki Oziitlerinin yapisinda bulunan g¢esitli bilesenlerinden

kaynaklanma olasilig1 vardir (Gierschner vd., 2012).

So@FeNP

Absorbans

—

0 4
T T T T T T T T

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Dalga Boyu (nm)
Sekil 4.1. SOE@FeNP’nin UV-Vis alan taramasi.
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4.1.2 XRD (X-Isim Difraksiyon)

SOE@FeNP’nin kristal yapisi ve faz tanimlamasi, XRD ile karakterize edildi. XRD
analizi sonucu Sekil 4.2°de verilmistir. 20 Olgeginde yapilan XRD analizinde
SOE@FeNP 38°, 44,9°, 47,1°, 54,9°, 68,9°, 73,9°, 81,7° ve 93,4°’de karakteristik
pikler vermistir. Elde edilen piklerin manyetite ait olan karakteristik pikler oldugu
tespit edilmistir (Lan vd., 2007; Palanisamy vd., 2013; Gautam vd., 2015). Sirasiyla
bu piklere karsilik gelen endeksler, (220), (311), (222), (400), (422), (511), (440) ve
(620)’dir.

XRD analizi sonucu, manyetite nanopartikiillerinin sentezini dogrulamaktadir.
Bunlar kristal yapidaki demir oksite ait piklerdir ve bu pikler sentezlenmis
nanopartikiillerin manyetite (Fe;O,) formudur. SOE@FeNP’nin referans modeline

(Referance kodu: 00-001-1111/ Kiibik) uymaktadir.

= SOE@FeNP

Intensity (a.u.)

i
H

s

T I T I T ' T I T I T I T I T [ T I T I T I T I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

20 (degree)

Sekil 4.2. Yesil sentez metodu ile sentezlenen SOE@FeNP’nin XRD spektrum
grafigi.
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4.1.3 FT-IR spektroskopisi

Plantago lanceolata L. bitkisinin ekstrakti ve SOE@FeNP’nin spektrumlari
karsilastirildi. FT-IR analizi, SOE@FeNP’nin yilizey kimyasmi belirlemek igin
kullanild1 ve aktif bilesenlerin fonksiyonel gruplari tanimlandi (Athar, 2015). Sekil
4.3’te Plantago lanceolata L. bitkisinin ekstrakti ve SOE@FeNP’ye ait FT-IR
spektrumlar1 gériilmektedir.

SOE@FeNP’nin FT-IR analizinde 983 cm™, 1146 cm™, 1463 cm™, 1578 cm™, 1726
cm?, 2932 cm™ ve 3444 cm™ degerleri gosteren pikler elde edilmistir. Bitki

ekstraktinda hidroksil gruba tasiyan organik bilesiklerin olusturdugu genis ve yogun

bant 3444 cm™ pik olusmustur (Veisi vd., 2016).

110
SOE@FeNP
Plantago lanceolata
100
§ 90
8
<
= 80 - <
; ]
70 = =
% -
E i
60 -
50 -
40

| | T | T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber cm™

Sekil 4.3. Plantago lanceolata L. ve SOE@FeNP 'nin FT-IR spektroskopi grafigi.
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4.1.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Yesil sentez metodu ile sentezlenen SOE@FeNP’lerin boyutlar1 ve morfolojik

yapilart SEM cihazi kullanilarak incelenmistir (Sekil 4.4).

SEl  SkV WD13mm SS60 L. %500 GOum  * Spm—
Sample ‘

SEl  5kV WD13mm  SS60
Sample

WD13mm SS60 x250 D LI

Sekil 4.4. SOE@FeNP’nin SEM goriintiileri.

SEM goriintiilerinden elde edilen sonuglara gére SOE@FeNP’lerin morfolojilerinin
kiibik bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Ayni sonu¢ XRD sonuglarinda da elde
edilmistir. Bu morfolojik yapmin olugsmasinda, kullanilan bitki ekstraktindaki

fonksiyonel gruplarin etkisi vardir (Yoonus vd., 2021).
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SOE@FeNP’nin yapisindaki elementler EDX yontemi kullanilarak tayin edilmistir

(Sekil 4.5). Nanopartikiil’iin yapisindaki Fe ve O elementlerinin pikleri verilmistir.

ﬁ- e
Bl » ~

e
Fe Fe
sl bt i | . Fe Ee
5
Cursor=
Vert=184 Window 0.005 - 40.955= 2,611 cnt

Sekil 4.5. SOE@FeNP’nin EDX analizi.

EDX analizinde yiiksek oksijen miktari demir oksitlerinin varligin1 gostermektedir.
SOE@FeNP’nin elemental analiz sonucuna gore numunede Fe ve O goriildii ve bu
sonuglar sentezlenen SOE@FeNP’nin yiiksek saflikta oldugunu dogruladi (Singh
vd., 2020).
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4.1.5 Transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

Yesil sentez metodu ile sentezlenen SOE@FeNP’nin morfolojik yapist TEM
kullanilarak incelenmistir. SOE@FeNP’e i¢cin TEM goriintiisiic Sekil 4.6'da

gosterilmektedir.

Sekil 4.6. SOE@FeNP’nin TEM goriintiileri.

TEM goriintiileri ile SOE@FeNP’nin boyut histogram grafigi Sekil 4.7°de

gosterilmistir.

'_n mean= 1966426051627, In 53=0,4 1455677677081

Count(%)

8 10
Diameter(nm)

Sekil 4.7. SOE@FeNP’nin boyut histogram grafigi.
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4.1.6 Zeta potansiyeli

Sentezlenen SOE@FeNP’nin elektriksel yiikii zeta potansiyel analizi ile
belirlenmistir (Sekil 4.8).

Mean Area Std Dev
(mV) (%) (mV)
Zeta Potential (mV): -12,2 Peak 1: -12,2 100,0 0,503
Zeta Deviation (mV): 0,503 Peak 2: 0,00 0,00 0,00
Conductivity
(mS/cm): 0,023 Peak 3: 0,00 0,00 0,00

Result quality: Good

Zeta Potential Distribution
250000
200000 -
150000-

100000

Total Counts

50000

0

Apparent Zeta Potential (mV)

Record 584: S-FeNP 1 Record 585: S-FeNP2 Record 586: S-FeNP 3

Sekil 4.8. SOE@FeNP’nin zeta potansiyel grafigi.

Zeta potansiyeli analiz sonucu SOE@FeNP’nin elektriksel yiikii —12,2 mV oldugu
tespit edilmistir. Bu deger SOE@FeNP’nin orta derecede kararli oldugunu
gostermektedir (Bhattacharjee, 2016; Duman vd., 2021). Organik bilesiklerin demir
nanopartikiillerin yiizeyine tutunmasindan dolayr negatif deger gostermektedir

(Singh vd., 2020).
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4.2 Sicakhiga Bagh Boya Giderimi Calismalari
4.2.1 25 °C Boya giderimi cahsmalar

Boya giderimi igin ilk olarak 25 °C’de pH taramasi yapildi. Bunun igin 15 mg 20
ppm’de pH 2, pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7 ve pH 8’de tarama yapildi. En yliksek
boya gideriminin pH 8’de oldugu tespit edildi (Sekil 4.9).

Baslangic

CONGO RED ICIN pH TARAMASI

] 4} W pHS

®pH7

+ pH6

* pHS5

4 pH4

% Boya Giderimi

@ pH3

@ pH2

T T T
0 30 60 90 120 150 180

Zaman

Sekil 4.9. 25 °C 20 ppm boya konsantrasyonunda 15 mg SOE@FeNP ile pH
taramasi (pH 2, pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8).
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En yiiksek boya gideriminin pH 8’de oldugu tespit edildikten sonra pH 8 sabit
tutularak 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg SOE@FeNP’lerde 20 ppm, 50 ppm, 100
ppm ve 200 ppm boya konsantrasyonlarinda testler yapildi.

25 °C’de 20 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild: (Sekil
4.10).

20 PPM - CONGO RED BOYA GiDERiMi

% Boya Giderimi
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Sekil 4.10. 20 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg
SOE@FeNP’lerde kongo kirmizisi boya giderimi.

25 °C’de 50 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild: (Sekil
4.11).

50 PPM-CONGO RED BOYA GIDERiMi

* 20 mg

# 15mg
® 10mg

® 5mg

% Boya Giderimi
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Zaman

Sekil 4.11. 50 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg
SOE@FeNP’lerde kongo kirmizisi boya giderimi.
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25 °C’de 100 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild1 (Sekil
4.12).

100 PPM-CONGO RED BOYA GIiDERIMI
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Sekil 4.12. 100 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg
SOE@FeNP’lerde kongo kirmizisi boya giderimi.

25 °C’de 200 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild1 (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. 200 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg
SOE@FeNP’lerde kongo kirmizisi boya giderimi.
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4.2.2 40 °C Boya giderimi calismalari

Boya giderimi igin ilk olarak 40 °C’de pH taramasi yapildi. Bunun igin 15 mg 20
ppm’de pH 2, pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7 ve pH 8’de tarama yapildi. En yiiksek
boya gideriminin pH 8’de oldugu tespit edildi (Sekil 4.14).

Baslangic

40 C° CONGO RED iCiN pH TARAMASI
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Sekil 4.14. 40 °C 20 ppm boya konsantrasyonunda 15 mg SOE@FeNP ile pH
taramasi1 (pH 2, pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8).
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En yiiksek boya gideriminin pH 8’de oldugu tespit edildikten sonra pH 8 sabit
tutularak 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg SOE@FeNP’lerde farkli boya

konsantrasyonlarinda testler yapildi.

40 °C’de 20 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild: (Sekil
4.15).

40 C° 20 PPM- CONGO RED BOYA GIDERIMI

% Boya Giderimi
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Sekil 4.15. 40 °C 20 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg
SOE@FeNP’lerde kongo kirmizisi boya giderimi.

40 °C’de 50 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild: (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16. 40 °C 50 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg
SOE@FeNP’lerde kongo kirmizist boya giderimi.
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40

°C’de 100 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild: (Sekil

4.17).
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Sekil 4.17. 40 °C 100 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg

SOE@FeNP’lerde kongo kirmizisi boya giderimi.

40 °C’de 200 ppm’de 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da boya giderimi yapild1 (Sekil
4.18).

% Boya Giderimi

40 C° 200 PPM- CONGO RED BOYA GIDERIMi
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Sekil 4.18. 40 °C 200 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg

SOE@FeNP’lerde kongo kirmizist boya giderimi.
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4.3 Antikanser Testleri

Antikanser aktivite i¢in A549 kanser hiicre hattt1 ve SH-SYS5Y hiicre hatt1 ¢alisildi.
Deneyde SOE@FeNP ve Plantago lanceolata ekstraktinin antikanser etkisi ve hiicre
sitotoksisitesi arastirildi. Sekil 4.19°’da SOE@FeNP ve Plantago lanceolata L.

ekstraktinin antikanser aktivitesinin farkli konsantrasyonlardaki etkisi gosterilmistir.

A549 Hiicre Hatti
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Sekil 4.19. SOE@FeNP ve Plantago lanceolat L.’nin A549 kanser hiicre hatti
iizerindeki etkisi.

Sekil 4.20°de SOE@FeNP ve Plantago lanceolata L. ekstraktinin
norositotoksisitenin farkli konsantrasyonlardaki etkisi gosterilmistir.

SH-SYSY Hiicre Hatti
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Sekil 4.20. SOE@FeNP ve Plantago lanceolata L.’nin SH-SYSY hiicre hatti
tizerindeki norositotoksisite etkisi.
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4.4 Antioksidan Testleri

Antioksidan testleri icin toplam fenolik madde igerigi, toplam flavanoid madde
icerigi, toplam antioksidan kapasitesi, DPPH giderme aktivitesi ve metal selatlama
aktivitesi incelenmistir. Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve SOE@FeNP’ler 1

mg/mL konsantrasyonunda ¢aligildi.
4.4.1 Toplam fenolik madde icerigi

Toplam fenolik madde tayini i¢in Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve
SOE@FeNP Sekil 4.21°de verilmistir. Toplam fenolik madde igerigi igin ¢ozeltilerin
absorbanslar1 760 nm’de okutuldu. Sonuglar pg gallik aside esdeger olacak sekilde
hesaplandi.

8000

6000+

B Plantago lanceolata
O SOE@FeNP

4000+

2000+

Toplam Fenolik Icerigi ( pg gallik asit/g)

Plantago lanceolata SOE@ FeNP

Sekil 4.21. Toplam fenolik madde igerigi (ug gallik asit/g).

Plantago lanceolata L. i¢in su ekstresinde bulunan toplam fenolik madde igerigi
6685,32 £79,13 olarak hesaplanmistir. SOE@FeNP icin bulunan toplam fenolik
madde igerigi 1549,25 +61,12 olarak hesaplanmistir. Plantago lanceolata L. bitki
ekstraktinin toplam fenolik madde icerigi SOE@FeNP’ye gore 4 katindan daha fazla
oldugu tespit edilmistir.
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4.4.2 Toplam flavanoid madde icerigi

Toplam flavanoid madde igerigi i¢in Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve
SOE@FeNP Sekil 4.22’de verilmistir. Toplam flavanoid madde igerigi igin
¢ozeltilerin absorbanslart 415 nm’de okutuldu. Sonuclar pg kuercetin eslenigi olacak

sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.22. Toplam flavanoid madde igerigi (ug kuersetin /g).

Plantago lanceolata L. i¢in su ekstresinde bulunan toplam flavanoid madde igerigi
20950,00 £200,14 olarak hesaplanmistir. SOE@FeNP i¢in bulunan toplam flavanoid
madde igerigi 5000,00 +200,12 olarak hesaplanmistir. Plantago lanceolata L. bitki
ekstraktinin toplam flavanoid madde igerigi SOE@FeNP’ye gore 4 katindan daha

fazla oldugu tespit edilmistir.
4.4.3 Toplam antioksidan kapasitesi

Toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in Plantago lanceolata L. bitki
ekstrakti ve SOE@FeNP Sekil 4.23’de verilmistir. Toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi igin ¢ozeltilerin absorbanslari 695 nm’de alindi. Sonuglar pug askorbik

aside eslenigi olacak sekilde hesaplandi.
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Sekil 4.23. Toplam antioksidan aktivitesi (ug a-tokoferol/g).

Plantago lanceolata L. i¢in su ekstresinde bulunan toplam antioksidan aktivitesi
31290,91 =£190,07 olarak hesaplanmistir. SOE@FeNP icin bulunan toplam
antioksidan aktivitesi 3624,24 +150,04 olarak hesaplanmistir. Plantago lanceolata L.
bitki ekstraktinin toplam antioksidan aktivitesi SOE@FeNP’ye gore 9 katindan daha

fazla oldugu tespit edilmistir.
4.4.4 DPPH giderme aktivitesi

DPPH metanol ¢ozeltisi i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlanan koyu pembe renkte olan bir
¢ozelti olup renk giderimine dayali bir yontemdir (Pegg ve Amarowicz, 2004).
DPPH giderme aktivitesinin belirlenmesi i¢in Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti
ve SOE@FeNP Sekil 4.24°de verilmistir. DPPH giderme aktivitesinin belirlenmesi

i¢in ¢ozeltilerin absorbanslar1 517 nm’de alindi.
% Inhibisyon = (Ax — A, / Ay) x 100
Ag: Kontrol numunesinin absorbansi

A,: Ornek numunesinin absorbansi
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Sekil 4.24. DPPH giderme aktivitesi.

1000 pg/mL konsantrasyondaki DPPH radikali giderme aktivitesi Sekil 4.24°te
verilmigtir. Sentetik antioksidan olan BHA nin DPPH giderim aktivitesi % 69,8956
+0,5836 olarak hesaplanmistir. Plantago lanceolata L. bitki ekstraktinin DPPH
giderim aktivitesi % 78,8612 +£0,6511 olarak hesaplanmistir. SEO@FeNP’nin DPPH
giderim aktivitesi % 89,7905 +0,2137 olarak hesaplanmuistir.

DPPH giderim aktivitesi sirasiyla SEO@FeNP > Plantago lanceolata L.> BHA
seklindedir.

4.4.5 Metal selatlama aktivitesi

Metal selatlama aktivitesinde demir metalinin selatlama 6zelligine bakildi. Metal
selatlama aktivitesi belirlenmesi i¢in Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve
SOE@FeNP Sekil 4.25’de verilmistir. Metal selatlama aktivitesi belirlenmesi igin

¢Ozeltilerin absorbanslar1 562 nm’de alindi.
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% Inhibisyon = (Ax — A, / Ay) x 100
Ax: Kontrol numunesinin absorbansi

An: Ornek numunesinin absorbansi
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Sekil 4.25. Metal selatlama aktivitesi.

1000 ng/mL konsantrasyondaki metal selatlama aktivitesi Sekil 4.25’te verilmistir.
Kontrol grubu olarak kullanilan EDTA’nin metal selatlama aktivitesi % 98,7600
+0,9601 olarak hesaplanmigtir. Plantago lanceolata L. bitki ekstraktinin metal
selatlama aktivitesi % 13,5265 +0,9755 olarak hesaplanmistir. SEO@FeNP nin
metal selatlama aktivitesi % 74,3961 +0,7889 olarak hesaplanmustir.

Metal selatlama aktivitesi sirasiyla EDTA> SEO@FeNP > Plantago lanceolata L.
seklindedir.

4.5 Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite i¢in sivi mikrodilisyon yontemi kullanildi. Calismada
Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve SOE@FeNP uygulandi. Deneyde iki

parametrenin farklt mikroorganizmalar {izerindeki etkileri incelendi.

50



4.5.1 Mikrodiliisyon yontemi (MIK)

Calismada 4 farkli mikroorganizma kullanildi. Antimikrobiyal deneyi i¢in kullanilan
mikroorganizmalar Refik Saydam Umumi Hijyen merkezinden temin edildi. Gram
pozitif (+) mikroorganizma Staphylococcus aureus ATCC 29213, gram negatif (-)
mikroorganizmalar Klebsiella pneumoniae; EMCS ve Escherichia coli ATCC 25922,
maya i¢in Saccharomyces cerevisiae kullanildi. Bu ¢alisma U tabanli 96 kuyucuklu
plate’de gerceklestirildi. Mikroorganizmalar +4 °C stoktan alinarak Nutrient Broth
s1v1 besiyerinde 24 saat boyunca 37 °C’de c¢ogaltildi. Daha sonra ELISA cihazinda
625 nm’de dl¢iim alindi. Mc Farland 0,5 standardina uymayan sonuglar seyreltme
yontemi ile ayarlandi. Calismada kullanilan mikroorganizmalar Mc Farland 0,5

standardina gore ayarlandi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Antimikrobiyal aktivite icin mikroorganizmalarin absorbans degerleri.

Klebsiella E. coli Saccharomyces | Staphylococcu
pneumoniae; ATCC 25922 cerevisiae s aureus
EMCS ATCC 29213
Mc Farland 0,104667 0,106517 0,108217 0,094967
0,5

Mc Farland 0,5 standardi ayarlandiktan sonra numuneler tiim mikroorganizmalara

uygulandi.

Plantago lanceolata L. bitki ekstraktt ve SOE@FeNP mikroorganizmalara
uygulandiktan sonra ELISA cihazinda 625 nm’de 6l¢iim alindi. Deneyde her
mikroorganizma i¢in seyreltme islemi kullanilmistir. Elde edilen absorbans degerleri
incelenerek MIK degerleri belirlendi. Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ve
SOE@FeNP’lerin MIK degerleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Antimikrobiyal aktivite i¢in minumum inhibisyon konsantrasyon (MiK)

degerleri.
Mikroorganizma SEO@FeNP Plantago
(MiK) lanceolata (MiK)
A Klebsiella pneumoniae; 0,625 mg/ml 0,3125 mg/ml
EMCS
B Escherichia coli; 0,625 mg/ml 5 mg/ml
ATCC® 25922™
C Saccharomyces cerevisiae 0,625 mg/ml 0,625 mg/ml
D Staphylococcus aureus: 0,3125 mg/ml 0,625 mg/ml
ATCC® 29213™

SOE@FeNP’iin test edilen mikroorganizmalardan Klebsiella pneumoniae; EMCS’ye
kars1 0,625 (mg/ml) MIK degeri ile etkili olmustur.

So@FeNP’iin test edilen mikroorganizmalardan MiK= 0,625 (mg/ml) degeri ile
Escherichia coli; ATCC® 25922 ye kars1 etkili olmustur.

So@FeNP’iin test edilen mikroorganizmalardan MIK= 0,625 (mg/ml) degeri ile
Saccharomyces cerevisiae’ya karsi etkili olmustur.

So@FeNP’iin test edilen mikroorganizmalardan MIK= 0,3125 (mg/ml) degeri ile
Staphylococcus aureus; ATCC® 29213 ya kars etkili olmustur.

Plantago lanceolata ekstrakti ile test edilen mikroorganizmalardan Klebsiella
pneumoniae; EMCS’ye kars1 0,3125 (mg/ml) MiK degeri ile etkili olmustur.

Plantago lanceolata ekstrakt ile test edilen mikroorganizmalardan MiK= 5 (mg/ml)
degeri ile Escherichia coli; ATCC" 25922"ye kars1 etkili olmustur.

Plantago lanceolata ekstrakt: ile test edilen mikroorganizmalardan MiK= 0,625

(mg/ml) degeri ile Saccharomyces cerevisiae’ya karsi etkili olmustur.

Plantago lanceolata ekstrakt: ile test edilen mikroorganizmalardan MiK= 0,625

(mg/ml) degeri ile Staphylococcus aureus’a karsi etkili olmustur.
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SOE@FeNP ve Plantago lanceolata L. bitki ekstraktinin mikroorganizmalara

uygulandiktan sonra 24 saat bekletildi. Daha sonra ELISA cihazinda 6l¢iim alind.

Sonuglar Cizelge 4.3’te gosterildigi gibi goriintiilendi.

Cizelge 4.3. SOE@FeNP

ve

Plantago

lanceolata

L.

bitki

ekstraktinin
mikroorganizmalara uygulandiktan sonraki 24 saatte 96 kuyucuklu
platenin goriintiisii.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12
5 25 1,25 | 0,625 | 0,312 | 0,156 5 25 1,25 | 0,625 | 0,312 | 0,156
mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
= s E |8 |8 |8
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Ik 6 kuyucuga SOE@FeNP ve diger 6 kuyucuga Plantago lanceolata L. bitki

ekstrakti seyreltme yapilarak uygulanmistir. Kuyucuk diizeni: A: Klebsiella
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pneumoniae, B: Escherichia coli, C: Saccharomyces Cerevisiae, D: Staphylococcus
aureus.

Penicilin-streptomicin ve Nutrient Broth besiyeri mikroorganizmalara uygulandiktan
sonra 24 saat bekletildi. Daha sonra ELISA cihazinda 6l¢iim alindiktan sonra Cizelge
4.4°te gosterildigi gibi goriintiilendi.

Cizelge 4.4. Antimikrobiyal aktivite igin pozitif kontrol ve negatif kontrollerin 96’11k
plate goriintiisii.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 ] 12
5 25 1,25 | 0,625 | 0,312 | 0,156 5 25 1,25 | 0,625 | 0,312 | 0,156
mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
c c c [ c c
S |8 | |8 |& |&
£ IS £ £ £ = = = = = = =
2128 |8 |8 |2 |2 |2 |2 |2 |g |g |¢g
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Ik 1-6 arasindaki kuyucuklara Penicilin-streptomicin ve diger 7-12 arasindaki
kuyucuklara Nutrient Broth besiyeri uygulanmistir. Ornekler uygulanirken seyreltme
yapilmigtir. Sirasiyla A: Klebsiella pneumoniae, B: Escherichia coli, C:
Saccharomyces cerevisiae, D: Staphylococcus aureus.

Deneyde pozitif kontrol i¢in Penicilin-streptomicin kullanildi. Pozitif kontrol
absorbans degerleri Cizelge 4.5’te ve mikroorganizmlarin iireme durumu Cizelge

4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Antimikrobiyal aktivite i¢in pozitif kontrol absorbans degerleri.

aureus
ATCC® 29213™

5 mg/ml 2,5 1,25 0,625 0,3125 0,15625
Pozitif kontrol mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Klebsiella 0,0481 | 0,0417 |0,0402 |0,0409 |0,0481 |0,0453
pneumoniae 6
EMCS
Escherichia coli 1o o536 | 0,0475 | 0,0425 | 00479 |0,0492 | 0,0554
ATCC® 25922
Saccharomyces | o570 | 0,0489 |0,0483 |0,0456 |0,0538 | 0,0620
cerevisiae
Staphylococeus | o358 | 0,0386 | 0,0348 | 0,036 |0,0385 | 0,0465

Cizelge 4.6. Penicilin-streptomicin varliginda mikroorganizmalarin ireme durumu

(Pozitif kontrol “+” tireme var, “— tireme yok).
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5 mg/mi - - - -
2,5 mg/ml - - - -
1,25 mg/ml - - - -
0,625 mg/mi - - - -
0,3125 mg/ml - - - -
0,15625 mg/ml - - - -
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Deneyde negatif kontrol igin Nutrient Broth besiyeri kullanildi. Negatif kontrol
absorbans degerleri Cizelge 4.7°de ve mikroorganizmlarin iireme durumu Cizelge

4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Antimikrobiyal aktivite i¢in negatif kontrol absorbans degerleri.

2,5 1,25 0,625 0,3125 0,15625

Negatif kontrol 5 mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml mg/ml

Klebsiella 1 5 5457 | 02094 | 0,194 |0,2016 |0,1867 |0,1387
pneumoniae
EMCS

Escherichia coli | o 5545 | 0,2485 | 0,2148 | 02581 | 02245 |0,2334
ATCC" 25922

Saccharomyces | o o371 | 01914 | 01694 |0,1484 |0,1484 | 0,1692
cerevisiae

Staphylococcus | 5458 | 01785 | 0,1518 | 0,1465 | 0,148 | 0,1627

aureus
ATCC® 29213™

Cizelge 4.8. Nutrient Broth besiyerinde mikroorganizmalarin iireme durumu
(Negatif kontrol “+” tireme var, “—* {ireme yok).
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5 mg/m + + *
2,5 mg/ml + + + +
1,25 mg/ml + + + +
0,625 mg/ml + + + +
0,3125 mg/ml + + + +
0,15625 mg/ml + + + +
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Nanoteknoloji genis ylizey alanina sahip kii¢iik parcaciklar1 inceleme ve anlama
yetenegidir. Nano yapilar yakin tarihin gelismesiyle birlikte ortaya ¢ikmis, 6zellikle
taramal1 elektron ve atomik mikroskop tekniklerin kesfiyle birlikte hiz kazanmistir.
Nano yapilarin boyutlart 1-100 nm arasindadir. Bilimde yasanan gelismelerle birlikte
nano yapilarin sentezlenmesi ve karakterizasyonlar1 artmistir (Bolade vd., 2020).
Nanopartikiiller fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak sentezlenmektedir.
Ancak bu yoOntemlerle, toksik maddeler kullanilarak  nanopartikiiller
sentezlenmektedir. Kullanilan bu toksik indirgeyiciler hem canlilar hem de ¢evre
tizerinde risk olusturmaktadir (Pan vd., 2020). Son yillarda bu yontemler yerini yesil
sentez metoduna birakmistir. Yesil sentez metodu, toksik olmayan, uygun maliyetli
ve g¢evre dostu bir yaklasimdir (Duncan, 2011). Bitki ekstraktlar1 yesil sentez
metodunda en ¢ok tercih edilen yaklagimlardan biridir. Ciinkii bitki 6zlerinin
yapilarinda bir¢ok organik bilesik bulunmaktadir. Bu organik bilesikler, alkoloidler,
iridoidler, iridoid glikozitler, flavonoidler, polisakkaritler, polifenoller, proteinler,
terpenoidler, taninler, triterpen asitler ve diger fitokimyasallardir. Bitki 6zleri,
nanopartikiiller i¢in hem stabilize edici (kapama) hem de metal iyonlar icin
indirgeyici ajanlar olarak kullanilmaktadir (Prasad vd., 2014; Romeh ve Saber,
2020). Nano iyilestirme iizerine yapilan ¢aligmalar, demir bazli nanopartikiillerin agir
metaller, pestisitler, aromatik bilesikler ve nitratlar gibi kirleticilerin ortamdan
uzaklastirdigini gostermistir (Li vd., 2008; Zhang vd., 2010; Romeh, 2018). Bu
calismada, Plantago lanceolata L. bitkisinin ekstraktinda bulunan alkoloidler,
iridoidler, iridoid glikozitler, flavonoidler, polisakkaritler, polifenoller, proteinler,
terpenoidler, taninler, triterpen asitler ve diger fitokimyasallar bakimindan zengin
olmasindan dolay1 nanopartikiil i¢in hem stabilize edici hem de metal iyonlar i¢in
onemli bir indirgeyici ajandir. Bu bilesikler Fe'? ve Fe*® iyonlar1 ile kompleks
olusturarak Fe’ meydana getirir ve FeNP’lerin olusmasini saglar. Yesil sentez
metodu ile Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti kullanilarak SOE@FeNP’lerin
sentezi, diisiik maliyetli, toksik olmamasi, ¢evre dostu olmasi, demir ve Plantago
lanceolata bitkisinin bol bulunmasi gibi avantajlar géz oniinde bulunduruldugunda

geleneksel metodlara alternatif olarak sunulmaktadir.
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Bu tez ¢aligmasinda yesil sentez yontemi ile Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti
kullanilarak ~demir oksit nanopartikiilleri sentezlenmistir. Sentezlenen bu
SOE@FeNP’ler ile Kongo kirmizisi boya giderimi ¢alisgilmistir. Ayrica

nanopartikiillerin antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.

Yesil sentez yontemi ile sentezlenen nanopartikiillerin yapisal, morfolojik ve optik
ozellikleri UV-Vis, XRD, FTIR, SEM, TEM, EDX ve Zeta potansiyeli, kullanilarak
karakterize edilmistir. Bu karakterizasyonlarla sentezlenen SOE@FeNP olusumu

dogrulamustir.

UV-Vis analizinde, sentezlenen SOE@FeNP’leri olusturan bilesenlerin 200-1100 nm
dalga boyu araliginda alan taramasi yapilmistir. 352 nm’de genis bir bant olusmus ve
yiiksek bir enerji sogurmasi goriilmektedir. Demir elektronlarinin olusturdugu yiizey
plazma rezonansindan dolay1 bantlarin 204 nm ve 352 nm civarinda oldugu goézlendi.
Bu sonuglarda demir oksit nanopartikiillere ait bantlar oldugu dogrulanmistir (Turner
ve Miles, 1957; Siwach ve Sen, 2008). Deney yapilis asamasinda belirli bir siire
boyunca sifir degerlikli olan FeNP'ler zamanla oksitlenmektedir. Farkli sogurmalarin
ise bitki Oziitlerinin yapisinda bulunan organik bilesenlerinden kaynaklandigi

diistintilmektedir (Gierschner vd., 2012).

SOE@FeNP’nin kristal yapisi ve faz tanimlamasi, XRD ile karakterize edildi. 20
Olceginde yapilan XRD analizinde SOE@FeNP’nin 38°, 44,9°, 47,1°, 54,9°, 68,9°,
73,9°, 81,7° ve 93,4°’de karakteristik pikler vermistir. Elde edilen piklerin magnetite
ait olan karakteristik pikler oldugu tespit edilmistir.(Lan vd., 2007; Palanisamy vd.,
2013, Gautam vd., 2015) Sirasiyla bu piklere karsilik gelen endeksler, (220), (311),
(222), (400), (422), (511), (440), (620)’dir. XRD analizi sonucu, manyetite
nanopartikiillerinin sentezini dogrulamaktadir. Bunlar kristal yapidaki demir oksit’e
ait piklerdir ve bu pikler sentezlenmis nanopartikiillerin manyetite (Fe;O,) formudur.
SOE@FeNP’nin referans modeline (Referance kodu: 00-001-1111) uymaktadir.
Yesil sentez yontemi ile sentezlenen SOE@FeNP nin Kiibik bir yapiya sahip oldugu
tespit edilmistir.

FT-IR analizi, SOE@FeNP’nin yilizey kimyasini belirlemek igin kullanildi ve aktif
bilesenlerin fonksiyonel gruplar1 tanimlandi (Athar, 2015). FT-IR analizinde
Plantago lanceolata L. bitkisinin ekstraktt ve SOE@FeNP’ye ait FT-IR spektrumlari
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goriilmektedir. SOE@FeNP’nin FT-IR analizinde 983 cm™, 1146 cm™, 1463 cm™,
1578 cm™, 1726 cm™, 2932 cm™ ve 3444 cm™ degerleri gosteren pikler elde
edilmistir. Bitki ekstraktinda hidroksil (OH) gruba tasiyan organik bilesiklerin
olusturdugu genis ve yogun bant 3444 cm™de pik olusmustur (Veisi vd., 2016;
Abdullah vd., 2020). 2932 cm™ bandi CH ve CH, olan alifatik hidrokarbonlarin
varhigini tespit etmistir (Wang vd., 2014). 1726 cm™de aromatiklerin (C-O, C-H,
C=C) gruplardan kaynaklanmistir (Sulpizi vd., 2012). C=C aromatik halka germe
titresimi nedeniyle 1578 cm™*de bant olusmustur (Wang vd., 2014). 1463 cm™, 1146
cm™ ve 983’te C-H, C-O ve C=C suda ¢oziinen organik gruplarin bantlar1 olustugu
gozlemlenmistir (Jain vd., 2021). Olusan bantlar organik gruplarin nanopartikiillerin
yiizeyini kapladigi ve stabil tuttugunu gostermektedir. Bantlara dayanarak
aromatikler, fenoller, aminler, hidroksil gruplar, karboksil gruplar, karbonil gruplar
ve alifatik hidrokarbon gruplari olmak {izere Plantago lanceolata L. ekstraktin
yapisindaki fonksiyonel gruplar1 oldugu dogrulanmistir (Wang vd., 2014; Kumar vd.,
2013).

Yesil sentez metodu ile sentezlenen SOE@FeNP’lerin boyutlar1 ve morfolojik
yapilart SEM ve TEM teknikleri kullanilarak incelenmistir. SEM goriintiilerinden
elde edilen sonuclara gére SOE@FeNP’lerin morfolojilerinin kiibik bir yapiya sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayn1 morfolojik yapi1 XRD analizinde de elde edilmistir. Bu
morfolojik yapilarin olusmasinda, kullanilan bitki ekstraktindaki fonksiyonel

gruplarin etkisi vardir (Yoonus vd., 2021).

EDX analizinde, yiiksek oksijen miktarmm demir oksitlerinin varhigi tespit
edilmistir. SOE@FeNP’nin elemental analizi, numunede Fe ve O'nun varligimi
gostermis ve sentezlenen SOE@FeNP igin yiiksek safligi dogrulanmustir (Singh vd.,
2020).

SOE@FeNP’lerin TEM gbriintiileri, nanopartikiillerin merkezinde Fe® ve etrafinda
bitki ekstraktindan gelen organik bilesiklerin kapladigini géstermistir. Bu olusan yap1
nanopartikiillerin ¢ozelti i¢inde iyi bir sekilde dagildigini gostermektedir (Kahrilas
vd., 2014). TEM goriintiileri ile SOE@FeNP’lerin ortalama boyutu hesaplanmustir.
Histogram hesaplamasi sonucunda TEM goriintiilerinde elde edilen nanopartikiillerin

ortalama 8 nm boyutunda oldugu hesaplanmistir.
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Zeta potansiyeli analiz sonucu SOE@FeNP’nin elektriksel yiikii —12,2 mV oldugu
tespit edilmistir. Bu deger SOE@FeNP’nin orta derecede Kkararli oldugunu
gostermektedir (Bhattacharjee, 2016; Duman vd., 2021). Organik bilesiklerin demir
nanopartikiillerin yiizeyine tutunmasindan dolayr negatif deger olusabilmektedir
(Singh vd., 2020).

25 °C’de boya giderim calismalarinda ilk olarak pH tarama calismasi yapildi.
Nanopartikiil miktar1 ve boya konsantrasyonu parametreleri sabit tutularak farkli
pH’larda boya giderim incelenmistir. pH 2 ile pH 8’e kadar yapilan boya gideriminde
en iyi giderimin pH 8’de oldugu tespit edilmistir. 20 ppm boya konsantrasyonunda
15 mg SOE@FeNP % 99,9 oraninda boya giderimi olmustur. pH 2’de kongo
kirmizisinin boya yapist bozuldugu icin baz alinmamistir. En diisiik boya giderimi
% 83 oranmi ile pH 3 olmustur. pH taramasindan sonra pH sabit tutularak farkli
miktarlarda SOE@FeNP ve boya konsantrasyonlarinda boya giderimi ¢aligsmistir. 20
ppm boya konsantrasyonunda 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg’da % 99,9 oraninda
giderim olmustur. 50 ppm boya konsantrasyonunda 20 mg, 15 mg ve 10 mg‘da
% 99,9 oraninda 5 mg ‘da % 95,5 oraninda giderim olmustur. 100 ppm boya
konsantrasyonunda 20 mg’da % 99,5 oraninda giderim olmustur. 5 mg’da ise % 54
oraninda giderim olmustur. 200 ppm boya konsantrasyonunda 20 mg’da % 92

oraninda, 5 mg ‘da ise % 31,5 oraninda giderim olmustur.

40 °C’de boya giderim calismalarinda 25 °C’deki parametrelerle aymi sekilde
uygulandi. En iyi boya giderimi pH 8’de oldugu tespit edilmistir. 20 ppm boya
konsantrasyonunda 15 mg SOE@FeNP % 99,9 oraninda boya giderimi olmustur. pH
2’de kongo kirmizisinin boya yapist bozuldugu i¢in baz alinmamuistir. En diisiik boya
giderimi % 97 orani ile pH 3 olmustur. pH taramasindan sonra pH sabit tutularak
farkli miktarlarda SOE@FeNP ve boya konsantrasyonlarinda boya giderimi
calismistir. 20 ppm boya konsantrasyonunda 5 mg % 90 oraninda, 10 mg, 15 mg ve
20 mg’da % 99,9 oraninda giderim olmustur. 50 ppm boya konsantrasyonunda 20
mg, 15 mg ve 10 mg ‘da % 99,9 oraninda 5 mg ‘da % 78,5 oraninda giderim
olmustur. 100 ppm boya konsantrasyonunda 20 mg’da % 93,9 oraninda giderim
olmustur. 5 mg’da ise % 53,7 oraninda giderim olmustur. 200 ppm boya
konsantrasyonunda 20 mg’da % 81,1 oraninda, 5 mg ‘da ise % 43,6 oraninda giderim

olmustur. 25 ve 40 °C’de yiiksek oranda boya giderimi olmustur. Sicakligin
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artmasiyla boya giderimi dismiistir. En yiikksek boya giderimi 20 mg
SOE@FeNP’de olmustur.

Antikanser aktivite i¢in A549 kanser hiicre hatt1 ve SH-SYS5Y hiicre hattinda ¢alisma
yapildi. Deneyde SOE@FeNP ve Plantago lanceolata L. ekstraktinin antikanser
etkisi ve hiicre sitotoksisitesi arastirildi. SOE@FeNP ve Plantago lanceolata
ekstraktinin antikanser aktivitesi i¢in AS549 kanser hiicre hattt ve norotoksisite
aktivitesi i¢in SH-SYSY hiicre hattina karsi farkli konsantrasyonlardaki etkisi
belirlenmistir. SOE@FeNP ve Plantago lanceolata L. ekstraktinin A549 kanser
hiicre hattina karsi sirasiyla 1000 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda % 71,8 -
% 65,6 ve % 84,4 - % 82, oranlarinda antikanser aktivite gosterilmistir. Artan
konsantrasyonla birlikte A549 kanser hiicrelerinde canlilik dismiistiir. Plantago
lanceolata L. bitki ekstrakti SOE@FeNP’ye oranla daha yiiksek bir antikanser
aktivite gorlilmistir. Burada bitki nanopartikiil sentezindeki oranin SOE@FeNP
hazirlanirken kullanilan oranin yaklagik 10 kati olmasma ragmen sonuglarda ¢ok
farklilik olmadigr gozlemlenmistir. Bu durumda bitkinin ekstraktinda aktif
bilesiklerin say1 ve miktarina bagl oldugu diisiiniilmiistiir. Nanopartikiillerin dozu ve
boyutu, toksisiteyi indiiklemede 6nemli rol oynar. Nanopartikiillerin hiicre zarinda ve
mitokondride NADHP oksidazlar ile etkilesime girerek siiper oksit anyonlarini
olusturur. Bu da redoks basamaklarini aktivite ederek sitotoksisiteye yol acar (Radu
vd., 2010; Yoonus vd., 2021). Plantago lanceolata L. ekstraktinin SH-SY5Y hiicre
hattina karst 1000 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda % 83,3 - % 73,8
norotoksisite aktivitesi gosterirken diger konsantrasyonlarda ndrotoksisite etkisi
diisiik gostermistir. SOE@FeNP’nin SH-SYSY hiicre hattina kargi 1000 pg/mL ve
500 pg/mL konsantrasyonlarda % 12,4 - % 28,9 ndrotoksisite aktivitesi
gostermemistir. SOE@FeNP’nin SH-SYS5Y hiicre hatti {izerindeki ndorotoksisite
aktivitesi Plantago lanceolata L. ekstraktina gore norotoksisite aktivitesi diisiik
gozlemlenmistir. Ozellikle 1000 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda
norotoksisite aktivite gostermemesinin sebebi NPs’deki demir ve organik aktif
bilesiklerin antioksidan aktivitesinden dolay1 oldugu disiiniimektedir. Diger
konsantrasyonlarsa ise norotoksisite aktivite ylikselmistir. Nanopartikiiller viicutta
sindirim sistemi yoluyla kan sistemine ordan da karaciger, beyin ve diger organlara
iletilebilir. Nanopartikiiller vasitasiyla beyin ve diger organlara terapotik ilaglar

uygulanabilir (Abudayyak vd., 2017).
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Antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde, Plantago lanceolata bitki ekstrakti ve
SOE@FeNP’ler 1 mg/mL konsantrasyonunda calisildi. Toplam fenolik madde
igerigi, Plantago lanceolata L. i¢in su ekstresinde bulunan toplam fenolik madde
igerigi 6685,32 +79,13 olarak hesaplanmistir. SOE@FeNP i¢in bulunan toplam
fenolik madde igerigi 1549,25 +61,12 olarak hesaplanmistir. SOE@FeNP Plantago
lanceolata L. bitki ekstrakti ile karsilagtirildiginda daha diisiik bir fenolik igerigi
gosterdi. Toplam flavanoid madde igerigi, Plantago lanceolata L. i¢in su ekstresinde
bulunan toplam flavanoid madde igerigi 20950,00 +200,14 olarak hesaplanmuistir.
SOE@FeNP ig¢in bulunan toplam flavanoid madde igerigi 5000,00 +200,12 olarak
hesaplanmistir. Fenolik madde icerigi ile karsilastirildiginda benzer bir sonug elde
edildi. SOE@FeNP Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti ile karsilastirildiginda
daha diisiik bir flavanoid igerigi gosterdi. Bu sonuglar, Plantago lanceolata L. bitki
ekstrakti ve SOE@FeNP’nin fenolik ve flavanoid madde igerdigini gosterilmistir.
SOE@FeNP’nin fenolik ve flavanoid bilesiklerin varligi  nanopartikiiliin
biyosentezinde kullanilan ekstrelere karsilik gelebilir (Vitta vd., 2020). Toplam
antioksidan tayini, Plantago lanceolata L. i¢in su ekstresinde bulunan toplam
antioksidan aktivitesi 31290,91 £190,07 olarak hesaplanmigtir. SOE@FeNP i¢in
bulunan toplam antioksidan aktivitesi 3624,24 +150,04 olarak hesaplanmistir.
Plantago lanceolata L. bitki ekstraktinin toplam antioksidan aktivitesi

SOE@FeNP’ye gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

DPPH radikal giderimi, sentetik antioksidan olan BHA’nin DPPH giderim
aktivitesi % 69,89 + 0,58, Plantago lanceolata L. bitki ekstraktinin DPPH giderim
aktivitesi % 78,8612 +0,6511 ve SEO@FeNP’nin DPPH giderim aktivitesi %
89,7905  +0,2137 olarak hesaplanmistir. DPPH giderim aktivitesi sirasiyla
SEO@FeNP > Plantago lanceolata L.> BHA seklindedir. Yesil sentez metodu ile
sentezlenen SEO@FeNP’ler yiiksek oranda radikal giderimi sagladi. BHA ve bitki
ekstraktina oranla daha yiiksek radikal siipiirme sergilemistir. Nanopartikiillerin
yiizeyinde bulunan organik gruplar bitki ekstraktina oranla 4 kat daha az olmasina
ragmen Yyiiksek oranda radikal giderimi olmustur. Buna sebep olarak demir
metallerin ~ fonksiyonel  gruplarla  olusturdugu  sinerjiden  kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Demir nanopartikiillerin DPPH radikal gideriminin yiiksek oldugu
birgok ¢alisma ile desteklenmistir (Khatami vd., 2019; Periakaruppan vd., 2021).
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1000 pg/mL konsantrasyondaki metal selatlama aktivitesi verilmistir. EDTA nin
metal selatlama aktivitesi % 98,76 + 0,96 olarak hesaplanmigtir. Plantago lanceolata
L. bitki ekstraktinin metal selatlama aktivitesi % 13,52 + 0,97 olarak hesaplanmustir.
SEO@FeNP’nin metal selatlama aktivitesi % 74,39 + 0,78 olarak hesaplanmistir.
Metal selatlama aktivitesi sirasiyla EDTA> SEO@FeNP > Plantago lanceolata L.
seklindedir. SEO@FeNP EDTA’ya gore daha diisiik bir aktivite gostermistir.

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Calismada
Plantago lanceolata L. bitki ekstraktt ve SOE@FeNP uygulandi. Deneyde ekstrakt
ve nanopartikiilin antimikrobiyal etkinligi farkli mikroorganizmalar {izerindeki
etkileri incelenmistir. Caligmada 4 farkli mikroorganizma kullanildi. Gram pozitif (+)
mikroorganizma Staphylococcus aureus ATCC 29213, gram negatif (-)
mikroorganizmalar Klebsiella pneumoniae EMCS ve Escherichia coli ATCC 25922,
maya i¢in Saccharomyces cerevisiae kullanilmistir. SOE@FeNP’nin test edilen
mikroorganizmalardan ~ Klebsiella  pneumoniae  EMCS, Escherichia  coli
ATCC® 25922™ ve Saccharomyces cerevisiae’de MiK= 0,625 (mg/ml) |,
Staphylococcus aureus ATCC®29213"de MIiK= 0,3125 (mg/ml) olarak
belirlenmistir. Plantago lanceolata L. ekstrakti ile test edilen mikroorganizmalardan
Klebsiella pneumoniae; EMCS’de 0,3125 (mg/ml), Escherichia coli;
ATCC® 25922™de 5 (mg/ml), Saccharomyces cerevisiae ve Staphylococcus aureus;
ATCC® 29213™de 0,625 (mg/ml) olarak MIK degerleri belirlenmistir. Pozitif
kontrol i¢in kullanilan Penicilin-streptomicin biitiin mikroorganizmalara kars1 yiiksek
etkinlik gostermistir ve higbir konsantrasyonda iireme gerceklesmemistir. Negatif
kontrol i¢in besiyeri kullanildi. Biitiin konsantrasyonlarda yiiksek oranda iireme

goriilmiistiir.

Mevcut arastirmalarda, nanopartikiil konsantrasyonun mikroorganizmalarin
inaktivasyonu iizerine 6nemli bir etkinligi oldugu rapor edilmistir (Kim vd., 2007,
Zhang vd., 2007). Yapilan calismalarda antibiyotiklerin mikroorganizmalar
tizerindeki en 6nemli etki mekanizlar1 ¢aligmalarda, DNA, protein ve hiicre zarinda
olusturduklart hasarlar sonucu mikroorganizmalart oldiirmektedir (Sies, 1997).
Literatiirde nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite mekanizmasi 2 yolla etki ettigi
One siirlilmiistiir. Birinci etki mekanizmas1 nanopartikiillerin ~ sitoplazmada
birikmesiyle hiicre yapisinda meydana gelen bozukluklar. ikinci etki mekanizmasi

ise hiicre duvarina baglandiktan sonra hiicre igine gegen nanopartikiillerin oksijen
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radikalleriyle etkilesime girerek oksidatif stres olusturmasidir (Devatha vd., 2018).
10- 80 nm olan nanopartikiiller hiicre duvari ylizeyine niifus ederek hiicre icine
girmekte ve hiicre igindeki oksijen ile etkilesime girerek oksidatif stres neden
olmaktadir. Bunun sonucunda mikroorganizmalar1 6ldiirdiigii diistiniilmektedir (Lee
vd., 2008). SOE@FeNP’nin mikroorganizmalara karsi gosterdigi yiiksek
antimikrobiyal aktivite sonucu literatiirdeki ¢alismalarla desteklendigi goriilmiistiir.
Nanopartikiillerin TEM analizi sonucunda ortalama 8 nm boyutunda olmasi hiicre
duvan ile etkilesim sonucu hiicre i¢indeki oksijenlerle etkilesimi sonucu olusan
oksidatif stres mikroorganizmalar {izerinde yiiksek etkinlik gostermistir. Plantago
lanceolata L. bitki ekstrakti nanopartikiil sentezinde 1’¢ 10 oraninda seyrelterek
kullanilmasindan dolay1 antimikrobiyal aktivitesinde 1’e¢ 10 oraninda seyreltilerek
kullanilmistir. Seyreltmeden dolayr ekstrakt icindeki organik bilesiklerin miktari
daha azdir. Bu durumda Plantago lanceolata L. bitki ekstrakti SOE@FeNP ile
kiyaslandiginda ayni oranda kullanilan ekstraktlara demir eklenmesi ile olusturulan
nanopartikiiller aym1 orandaki aktif bilesiklere sahip olan ekstraktan daha etkin bir
antimikrobiyal  aktivite  olusturmustur. Mikroorganizmalara karsi  yiiksek

konsantrasyonlarda diisiik etkinlik gostermesi sonucuna varilabilir.

Bu calismada elde edilen sonuglar Plantago lanceolata L. bitki ekstraktindan
sentezlenen SOE@FeNP’lerin Kongo kirmizisi boya giderimi yiiksek oranda
bulunmustur. Siipermanyetik 6zelliginden dolayr boya tutumundan sonra sudan
kolaylikla uzaklastirma olasiligt miimkiindiir. Canlilar ve ¢evre iizerinde olumsuz
etkisi olan bu tiir boyalarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in alternatif olabilecegini
gostermistir. SOE@FeNP’lerin biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Yiiksek oranda

antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri gostermistir.
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