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ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL EFFECTS OF SYNTHESIZED
CARBON NANODOTS IN TRITICUM AESTIVUM L. CV. GOLIA

DIiKBAS, Meral
M.Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhittin DOGAN
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mikail ASLAN
January 2020
70 pages

The aim of the present study is to evaluate the effects of synthesized carbon nanodot
concentrations on some physiological and histochemical parameters in 7. aestivum L.
cv. Golia. We synthesized carbon nanodots from tangerine juice by using
hydrothermal method. For microstructural characterization, we applied XRD and
TEM analyzes. The XRD and TEM analyzes show that carbon nanodot was
synthesized successfully. The modeling of carbon nanodots was done by using
Density Functional Theory (DFT) method to examine the structure at the level of
nano or atomic scale. According to the obtained results, the peaks in the DOS
analysis are very intense. The high peaks in the DOS analysis indicate that carbon
nanodots are unstable and may have ability to react with many inorganic materials in
the plant. Before the experiment, the seeds were sterilized with 5% sodium
hypochloride solution for 15 min, and washed with sterile water three times. Three
replicas of 20 seeds for each synthesized carbon nanodot treatment, or for the
control, non-treated seeds, were placed on two layers of filter paper in 120 mm
sterile petri dishes. The seeds were moistened with distilled water for controls and
with aqueous solutions for each treatment (25, 50, 100, 250, 500 and 1000 mg/L).
The petri dishes were incubated in a growth chamber. Net findings, the applications
negatively affected the root and shoot developments. Non-protein SH groups and
H>0: contents were found to increase with the applied synthesized carbon nanodot
concentrations. Similarly, malondialdehyde contents showed an increase in the effect
of carbon nanodot concentrations. In order to assess the existence of oxidative stress
in wheat roots due to carbon nanodot application, histochemical analyses were
performed. In particular, the staining in roots following high concentrations were
observed. Therefore findings prove the carbon nanodot induced oxidative damage in
wheat tissues.

Key Words: Nanoparticles, Nanomaterials, Synthesized Carbon Nanodots, XRD,
TEM, DFT, Wheat, Physiological Effect, Histochemistry Effect



OZET

SENTEZLENMIS KARBON NANO NOKTALARIN TRITICUM AESTIVUM
L. CV. GOLIA’DAKI FiZYOLOJIK VE HiISTOKIMYASAL ETKIiLERIi

DIiKBAS, Meral
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Damisman: Dog. Dr. Muhittin DOGAN
ikinci Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Mikail ASLAN
Ocak 2020
70 sayfa

Bu calismada, mandalina suyundan sentezlenen karbon nano noktalarin, iilkemize
ekimi yapilan ekmeklik bugday c¢esitlerinden Triticum aestivum L. Golia’daki
fizyolojik ve histokimyasal etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Karbon kaynagi
olan mandalina suyundan hidrotermal yontem ile nano OGlgekte karbon noktalari
sentezlendi. Karbon nano noktalarin karekterizasyonu icin XRD ve TEM analizleri
yapildi. XRD ve TEM calismalar1 karbon nano noktalarin basariyla iretildigini
gosterdi. Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (YFT) yontemi kullanilarak karbon nano
noktalarin modellemesi yapilarak nano/atomik O&lgekte karbon nano noktalar
incelendi. Elde edilen YFT sonuglarma gore, DOS analizindeki tepe noktalarinin
fazla olmasi karbon nano dotun kararsiz oldugunu ve bitkide tepkimeye girebilme
ozelligini gostermektedir. Cimlenme deneylerine basglanilmadan o6nce, tohumlar
%5’lik sodyumhipoklorit’te 15 dakika steril edilmistir. Tohumlar sonra iicer defa
distile sudan gecirilerek yiizeylerindeki hipokloritten arindirilmistir. Arastirmamiz
steril petri kaplarinda (120 mm) yiiriitiilmiistiir. Tohumlar sentezlenmis karbon nano
noktalarin farkl derisimleri (0, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mg/L) ile sulanmstir.
Kontrol olarak distile su kullanilmigtir. Uygulamalar kontrollii sartlarda 24+1 °C’de
bir iklimlendirme dolabinda yiiriitiilmiistiir. Farklt karbon nano noktalarin
derisimlerinin etkisinde test edilen bugday fideleri yedinci gilinlin sonunda hasat
edilmistir. Sentezlenmis nano nokta derisimlerinin uygulanmasi sonucunda bugday
kok ve siirgiinlerinin uzunluklar1 artan derigsimle birlikte azalmistir. Protein olmayan
siilfidril gruplar ve hidrojen peroksit miktarlar1 karbon nano nokta derisimlerinin
etkisinde artmistir. Benzer olarak fide organlarinin MDA miktarlar1 da karbon nano
nokta derisimlerinin etkisinde artmistir. Karbon nano noktalarin bugday koklerinde
oksidatif strese neden olup olmadigini belirlemek amaciyla histokimyasal analizler
yapilmustir. Ozellikle yiiksek derisimlerin etkisinde koklerde boyanmalarin oldugu
acikea goriilmistiir. Bu sonuglar uygulanan karbon nano noktalarin bugday
dokularinda oksidatif hasara neden oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopargaciklar, Nanomalzemeler, Sentezlenmis Karbon Nano
Noktalar, XRD, TEM, YFT, Bugday, Fizyolojik Etki,
Histokimyasal Etki
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BOLUM 1
GIRIS
1.1 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji (NT) terimi ilk olarak 1959'da Richard Feynman tarafindan ileri
siriilmistir. Feynman, bilim adamlarinin tekli atomlar1 ve molekiilleri
kullanabilecekleri ve kontrol edebilecekleri bir siireci tanimlamistir. Kisa bir siire
sonra, ultra hassas isleme konusundaki arastirmalarinda Profesér Norio Taniguchi,
NT terimini kullanmistir (Hulla vd., 2015). NT, genis bir uygulama yelpazesinde
muazzam potansiyele, tamamen yeni 6zelliklere ve fonksiyonlara sahip yeni {iriinler

tiretme imkan1 nedeniyle, gelisen bir teknolojidir (Sattler, 2010; Logothetidis, 2012).

Nanoteknoloji, yapilar1 6nemli 6l¢iide yeni ve gelismis; fiziksel, kimyasal, biyolojik
ozellikler ve nano o6lgekli boyutlarindan dolay:r islevsellik gosteren malzemelerle
ilgilidir (Wang, 2000). Maddenin atomik, molekiiler ve supramolekiiler seviyelerde
goriilmesi, Ol¢iilmesi ve manipiile edilmesi ile ¢alismay1 amaclayan bir arastirma ve
gelistirme olarak tanimlanabilir (NSTC, 2004). Nanoteknoloji, Diinya’da yapilan
arastirmalarin merkezi haline gelmistir. Bu dlgekte calismanin avantaji, elementlerin
normal dl¢ekte sahip olduklarindan tamamen farkli 6zelliklere sahip olmalar1 veya
ozelliklerinin giiclenmis olmasi ve yeni fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip olmalaridir

(Hussain vd., 2015).

Fiziko-kimyasal 6zelliklerindeki bu degisikliklerden dolay1, saglik, endiistri, ¢evre,
enerji, vb. alanlarda kullanimlar1 gelismistir. Giiniimiizde NT, Bilisim, Fizik, Tip,
Biyoloji, Miihendislik ve Kimya gibi farkli alanlardan gelen bilgileri igerdigi igin
yeni bilimsel alanlardan biridir (ISO, 2010). Uretilen nanomalzemeler, geleneksel
teknolojilerle tedavi edilemeyen zor problemleri ¢ozebilen fiziko-kimyasal, yiizeysel
ve optik elektronik Ozellikler sunmaktadir. Yeni {iriinler olusturmak, mevcut
metodlart degistirmek; yiiksek performans saglamak ve daha az enerji tiiketimi ile

yeni malzemeler ve kimyasallar liretmek i¢in yenilik¢i yontemlerin gelistirilmesinde



o6nemli bir rol oynamaktadir (Logothetidis, 2012; Ramsden, 2013; Srivastava vd.,
2015).

1.1.1 Nanoteknolojinin Uygulama Alanlar:

Nanoteknoloji hizla ilerlemektedir ve yakinda trilyon dolarlik bir endiistri haline
gelebilecegi distiniilmektedir (Nel vd., 2006). Sonug¢ olarak da, biliyiilk miktarda
mihendislik nanoparcaciklarinin (MNP) cevreye salinmasi kacinilmazdir. MNP
yaygin olarak 1 nm ila 100 nm arasinda en az iki boyutlu malzemeler olarak kabul
edilir (ASCM, 2006; SCENIHR, 2007). Nanoteknoloji, kozmetik, farmasétik, enerji,
katalitik malzemeler ve cevre uygulamalari gibi cesitli alanlarda kullanilan yeni
malzemelerin liretiminde bir devrimi koriiklemistir (Sattler, 2010; Logothetidis,

2012; INPI, 2009) (Tablo 1.1).

Nanoteknoloji, tip, miihendislik, g¢evre teknolojisi pigmentleri, gida, elektronik
aletleri, biyolojik ve farmasétik uygulamalar ve daha bir¢cok alanda nano Olcekli
minerallerin ticari uygulamasinda fark yaratmistir. Bu teknoloji ayn1 zamanda hem
hayvan hem de insan modellerinde biyoloji (molekiiler ve hiicresel), biyoteknoloji,
mineral beslenme, fizyoloji, lireme, farmakoloji vb. alanlarda yeni bir arag¢ olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, patojen tespiti i¢in kullanilabilmektedir. Bu nedenle, tarim
bilimi, hayvancilik ve gida sistemlerinin miihendisligi de dahil olmak iizere gesitli
alanlarda nanoteknolojinin kullanimi vardir. Pek ¢ok iilkenin ekonomisi tarima
bagimlidir ve gelecekteki hayvancilik ve beslenme i¢in nanoteknoloji ¢cok dnemli bir
pozisyona gelecektir (Sri Sindhura vd., 2014). Nanoteknolojinin tip, elektronik,
tekstil, kozmetik ve miihendislik alanindaki uygulamalar1 giinliik hayatimizi

tyilestirebilme potansiyeli vardir (Caruthers vd., 2007; Sawhney vd., 2008).
1.1.2 Cevre Uygulamalarinda Nanoteknoloji

Nanomalzemeler, genis yiizey alanlar1 ve yiiksek reaktiviteleri nedeniyle mitkemmel
adsorbanlar, katalizorler ve sensorlerdir. Baz1 nanoteknoloji uygulamalari1 neredeyse
ticarilestirilmistir. Bunlar arasinda asinmay1 6nleyen nano-sensorler ve nano-dlgekli
kaplamalar, korozyonu onleyen daha kalin, daha israfli polimer kaplamanin yerini
almak i¢in nano-0l¢ekli kaplamalar, sudaki toksinlerinin tespiti i¢in nano-sensorler,

cevresel izleme ve saflastirma icin akilli parcaciklar ve ¢evre temizligi i¢in yeni



fotokatalist olarak nanopartikiiller sayilabilmektedir (Bhawana ve Fulekar, 2012;

Falahi ve Abbasi, 2013; Khan vd., 2014; Chirag, 2015).

Tablo 1.1 Nanoteknolojinin uygulama alanlar1 (INCID, 2008)

ALANLAR

UYGULAMALAR

OTOMOTIV

INSAAT

ELEKTRONIK

MUHENDISLIK

YIYECEK VE
ICECEK

TIP

TEKSTIL

KIMYASAL

MAKYAJ
MALZEMELERI
ENERJI
CEVRE
EV HALKI

SPOR DALLARI

ASKERI

Hafif yapi; katalizorleri; boyama; lastikler; sensorleri; 6n cam ve
karoser kaplamalari

Malzemeler; yalitimi; alev geciktiriciler; yiizey kaplamalari;
harg

Goriintiiler; veri bellegi; lazer diyotlari; Fiber optik; optik
anahtar; iletken kaplamalar1 filtreler; antistatik kaplamalar;
transistorler.

Alet makineleri i¢in koruyucu kaplamalar; yagsiz rulmanlar

Ambalaj; depolama Omrii sensorleri; katki maddeleri; meyve
suyu ariticilar

[lag dagitim sistemleri; kontrast madde; hizli test sistemleri;
protezler ve implantlar; antimikrobiyal ajanlar; viicut i¢i teshis
sistemleri

Yiizey kaplamalart; " akilli " kiyafetler (kirisiklik onleyici, leke
tutmaz sicaklik kontrollii)

Boyalar i¢in dolgu maddeleri; kompozit malzemeler; kagitlarin
emprenye edilmesi; yapistiricilar; manyetik sivilar

Giines kremi; Ruj; Cilt kremleri; Dis macunu

Aydinlatma; Yakit hiicreleri; Giines hiicreleri; Piller;
kondansatorler

Cevresel izleme; Toprak ve yeralt1 suyu iyilestirilmesi; Toksik
maruz kalma sensorleri; Yakit degistiren katalizorler; Yesil
Kimya

Utiiler i¢in seramik kaplamalar; Koku gidericiler; Cam, seramik,
metal temizleyicileri

Kayak mumu; Tenis raketleri; Golf kuliipleri; Tenis toplari;
Tekneler icin zehirli boyalar; Gozlik camlart icin kopik
onleyici kaplamalar

Kimyasal silahlar i¢in ndtralizasyon malzemeleri, kursun
gecirmez koruma




1.2 Nanomalzemeler/Nanomateryaller

Nanomalzemeler (NM), dogada var olan ve ayn1 zamanda laboratuvarda iiretilebilen
metallerden, oksitlerden ve tuzlardan olusan inorganik parcaciklardir.
Nanomalzemeler en az bir boyutu 1 ila 100 nm aralifinda olan partikiillerdir. Degisik
sekil, boyut, yiizey alanina sahip olan bu nanopartikiiller (NP’ler); teknolojik ve
biyomedikal alanda farkli mekanik, kimyasal, elektriksel ve optik 6zelliklere sahiptir.
Islevsellestirilmis NM'ler, birkac kimyasal fonksiyonel grubu yiizeylerine baglayarak
elde edilebilir (Subbiah vd., 2010). Ek olarak, kirli ylizeylerden agir metal emicileri
olarak ylizey fonksiyonlu NM'lerin kullanimina ilgi artmaktadir (Kong vd., 2014).

Bazi caligsmalar, hayvanlarin ve bitkilerin NM'lere kars1 hassas olmalarina 6zellikle
dikkat c¢ekmektedir (Poma vd., 2014; Husen vd., 2014). Ancak bitkilerdeki
penetrasyon, yer degistirme ve toksisite mekanizmalari hala tam olarak
anlagilmamistir. Bunlar bitkiye girdikten sonra insan i¢in avantajl etkilerin yani sira

zararl etkiler de iiretilebilecekleri diisiiniilmektedir.

1.2.1. Nanomateryallerin Ozellikleri

Nanomalzemeler, daha ¢ok nano Olgekli niteliklere sahip olmalari nedeniyle
benzersiz 6zelliklere sahiptirler. Nanopartikiiller, yiiksek yiizey / hacim oranlarindan
dolayr tamamen yeni Ozellikler sergileyebilirler. Bu da onlari ayni malzemelerin
dokme formlarindan daha reaktif kilar (Mukherjee, 2016). Nano boyutlu bir formda
olan bir materyal (6rnegin bir metal), ayn1 materyalin nano 6l¢ekli olmayan bir
formundayken olanlardan tamamen farkli 6zellikler gosterebilir. Nanomalzemenin
biiyiikliigii azaldiginda farkh fizikokimyasal 6zellikler gostermektedir (Gillett, 2002;
Mukherjee, 2016).

Elemental 6zellikler, nano 6l¢ekli aralikta belirgin sekilde degisebilir. Bazilar1 renk
degistirir. Bazilar1 1s1 iletmek veya 15181 yansitmakta daha iyi hale gelebilir. Bazilar
ise giiclenir ve bazilar1 manyetik 6zellikleri degistirir veya gelistirirler (Hochella ve
Madden, 2005). Nanometre araligindaki bazi plastikler celik kuvvetine sahiptir.
Tenis raketi imalatgilari, ekipman performansini artirmak i¢in nano-silikon dioksit
kristallerini kullanmaktadir (Nanowerk, 2013; Heera ve Shanmugam, 2015). Bu nano

ebatlardaki malzemelerin benzersiz 6zellikleri, biyomedikal, ilag, kozmetik ve ¢evre



gibi ¢esitli alanlarda bir¢ok uygulama i¢in avantajlara sahiptir (Loos, 2015). Sekil

1.1’de nanomalzemelerin boyutlarina gore kategorize edilmesi verilmistir.
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Sekil 1.1 Nanomalzemelerin boyutlarina gore kategorize edilmesi (Tiwari vd., 2013).

Karbon nanomalzemeler (KNM'ler), tipik yiizey morfolojisi, kiigiik yiizey alani,
yiiksek kimyasal reaktivite vb. dahil olmak {izere yeni fizikokimyasal &zelliklere
sahiptir. Bu ozellikler, kiitlede karsilik gelen ozelliklerden belirgin bir sekilde
farklilik gosterir ve varyasyonlar tipik olarak topaklanma sekli, yiizey yapis1 ve
kiigclik boyuttaki farkliliklardan kaynaklanir. (Wang vd., 2016). KNM'lerin spesifik
ozellikleri, kararli molekiiler yapilarina ve bunlarin uygulandigi ortamda homojen

dagilim karakteristigine baglidir (Niazi vd., 2015; Mohajeri vd., 2019).

KNM, olaganiistii optik, elektriksel, mekanik ve termal 6zellikleri nedeniyle artan
uygulamalart ile 1yi bilinen bir miihendislik nanomalzemeleri (MNM) smifidir (Hurt
vd., 2006; Bennett vd., 2013; Srivastava vd., 2015). Nanomalzemeler, kiigiik
boyutlar1 ve miikemmel o6zellikleri sayesinde, tarimsal endiistrisi ve biyoloji

alanlarinda biiytik potansiyel uygulamalara sahiptir (Yao vd., 2014).

1.2.2 Nanomateryallerin Siniflandiriimasi

Kirletici partikiiller arasinda nanopartikiiller (NP'ler) ve karbon nanomalzemelerden
(KNM'ler) olusan nanomalzemeler vardir. NP'ler 1-100 nm boyutunda olan

parcaciklardir (Dietz ve Herth., 2011).



KNM'lerin uzunlugu onlarca nanometreden birka¢ santimetreye kadar degisebilir ve

asagidakilerden olusur:

1) Genellikle 2 nm'yi agmayan tek duvarli karbon nanotiipler (TDKNT'ler)

olarak adlandirilan tek katmanli silindirler,

2) Cap1 80 nm'yi agmayan ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler (CDKNT'ler) olarak

adlandirilan ¢oklu esmerkezli silindir katmanlari,
3) 1 nm'den kiiciik i¢i bos kiireler olan fullerenler,

4) Altigen seklindeki yapilarin bal petegi olarak tekrarlanmasinda diizenlenmis

tek bir atom katmanindan yapilmis bir karbon allotropu olan grafen.

Bu tasarlanmis nanopartikiiller (TNP'ler) metal veya karbon bazli olabilir. Metal
bazli TNP'ler metal oksitler, metaller ve kuantum noktalar1 olarak gruplandirilabilir
(Verma vd., 2018). KNM'ler nanodotlar, nanotiipler, nanohornlar, fullerenler,
nanopartikiiller, nano boncuklar, nano elyaflar ve nano elmaslar gibi c¢esitli

kategorilere ayrilir (Kumar vd., 2018).

Cesitli uygulamalar icin en sik iiretilen KNM'ler arasinda; fullerenler (Ceo), karboksi
dolgular, fulleroller, grafen, grafen oksit (GO), karbon nanopargaciklar1 (KNP'ler),
karbon nanodotlar (KND'ler), karbon nanoparcaciklar1 (KNP’ler), nanokarbon sol
(KNS), suda ¢oziiniir karbon nano soganlari (ws-KNO'lar), karbon nano lifleri
(KNF'ler), floresan karbon noktalar1 (FKN'ler),karbon nanotiipleri (KNT'ler) vb.

sayilabilir.
1.2.3 Nanomalzemelerin Cevresel Etkileri

Nanoteknoloji, gelismis materyallerin ve yeni cihazlarin gelistirilmesinde etkili
olmustur. Cevresel remediasyon alanindaki yeni uygulamalar igin arastirmalar
baslanmistir (Colvin vd., 2003; Ke vd., 2007). Bununla birlikte, nanomalzemelerin
biiyiikk olgekli tretimi ve ticarilesmesi, insan sagligi konusundaki endiseleri
artirrken,  yogun  arastirmalar  nanoparcaciklarin  biyolojik  sistemlerdeki
davraniglarin1 agiklama ¢abasina girmistir. Nanomalzemeler ¢evreye bosaltildiginda,
fiziksel, biyokimyasal ve biyolojik doniisiimlerle dogal dengeyi degistirebilir ve
dolayisiyla ekolojik tiirler i¢in bir tehdit olusturabilir (Hyuang vd., 2007; Liu vd.,
2009).



Nanomalzemelerin iiretiminden sonraki kaderini anlamak, nanoteknolojinin
stirdiiriilebilirligi i¢in gereklidir (Maynard vd., 2006). Son zamanlardaki c¢alismalar,
nanomalzemelerin  sitotoksisitesi, genotoksisitesi ve ekotoksisitesi {izerine
odaklanmistir.  Nanotoksisitenin  genellikle nanomalzemelerin  fizyokimyasal
Ozelliklerinden kaynaklandigini ve bunlarin bulunduklar1 ortamla etkilesmesinin

sonucunda ortaya ¢iktig1 genel olarak vurgulanmistir (Shang vd., 2009).
1.2.4 Nanopartikiillerin Bitkiler Tarafindan Alinimi, Tasinim ve Birikimi

Tasarlanmis nanopartikiillerin bitkiler tarafindan alimmasmin ve biriktirilmesinin
Onemi arastirmacilar tarafindan giderek daha fazla taninmakta ve son zamanlarda
baz1 bilimsel ¢alismalar yaynlanmaktadir. ik rapor Zhu vd. (2008) tarafindan
yaymlanmistir. Yapilan bir ¢calisma demir oksit nanoparcaciklarimin (Fe3O4) kabak
(Cucurbita maxima) kokleri tarafindan agik¢a alindigim1 ve bitki dokularinda yer
degistirdigini gostermistir. Deney sonunda nanopartikiillerin yaklasik % 45,5' inin
koklerde biriktigini ve nanopartikiillerin yaklagik % 0,6'sinin yapraklarda tespit
edildigini gostermistir. Farkli bir bitki tiirii olan lima fasulyesi (Phaseolus limensis)
ayni arastirmacilar tarafindan test edildiginde, demir oksit nanopartikiillerinin alinimi
ve tagimimi gézlenmistir. Karbon nanomalzemelerinin piring bitkileri (Oryza sativa)
tarafindan alimimi ve yer degistirmesini aragtirmiglardir ve fulleren Cro'in kokler
tarafindan kolayca aliabilecegini ve siirgiinlere tasinabilecegini bulmuslardir (Lin
vd., 2009). Ayrica, C7o'in bitki yapraklar1 yoluyla bitkilere girmesi durumunda, C7¢'in
yapraklardan koklere, floem yoluyla potansiyel olarak asagi dogru tasiabilecegini
bulunmustur. Ancak ~100 nm c¢apli KNT'lerin hiicre i¢ine alinimi kapsamli bir
sekilde gozlemlenememistir. ZnO nanoparcaciklarinin Lolium perenne tarafindan
alimin1 arastiran diger arastirmacilar, ZnO nanoparcaciklarinin koklerden siirgiinlere
dogru yukar1 dogru bir sekilde yer degistirdigini fark etmemislerdir (Lin ve Xing.,
2008).

Metalik nanopartikiillerden CuNP’in fasulye ve bugday bitkilerinin biyokiitlelerine
almabildigi ve biriktirilebildigi saptanmistir. Bitki dokularinda ve biiyiime
ortamlarinda biyolojik olarak biriken CuNP'ler arasinda duyarli bir iligki oldugu
belirlenmistir (Lee vd., 2008). Arastirmacilar ayrica, biiylime ortamindaki daha
yiiksek CuNP konsantrasyonlarinin, bitki dokularma daha yiiksek alimim ve

birikimine yol agtigi ve bitki dokularindaki CuNP'lerin birikmesi ile biiyilime



ortamindaki nanopartikiillerin konsantrasyonlariyla da iliskili oldugu dogrusal bir
iliski sunmuslardir. Ancak bu c¢alisma agar ortaminda gergeklestirilmistir. Bu
sonucun CuNP' lerin s1v1 ortamda ve topraktan alimini ve biyoakiimiilasyonunu nasil
etkiledigi  bilinmemektedir. Laboratuar caligmalarimizda AgNP  kolloidleri
kullanilmis ve ilk veriler, AgNP'lerin cogunlugunun kok sapkasina adsorbe olmasina
ragmen, Arabidopsis thaliana' nin kokleri tarafindan 40 nm kadar biiyiikliikteki
AgNP'lerin alinabilecegini ve siirgiinlere tasinabilecegini gdstermistir. ilerlemeler
kaydedilmis olmasina ragmen, bitki alimi ve nanopargacik birikimi ile ilgili

arastirmalar halen baslangi¢ agsamasindadir (Xingmao vd., 2010).
1.2.5 Nanopartikiillerinin Fitotoksisitesi

Tasarlanmig nanopartikiiller (TNP’ler) cevreleriyle yakindan etkilesime girerler.
Bitkiler tiim ekosistemlerin temel bir bileseni olduklarindan, TNP kac¢inilmaz olarak
bitkilerle etkilesime girecek ve bitki tarafindan alinacak ve biyokiitlelerinde birikme
gibi etkilesimler TNP’in kaderlerini ve g¢evrede tasinmasini biiyiik oOlgiide
etkileyecektir. TNP, ayrica, bitki kokleriyle alabilir ve bitkiler toksisiteye neden
olabilir. TNP' in bitkilerle etkilesimi ile ilgili olarak son zamanlarda bir¢ok ¢aligma
yapilmistir. Bu c¢alismalarin ¢ogu TNP' nin bitkilere olan potansiyel toksisitesi
tizerinde odaklanmistir. Ayrica hem olumlu hem de olumsuz ya da 6nemsiz etkileri
bildirilmistir (Lin ve Xing, 2007; Battke vd., 2009). Yapilan bir ¢aligmada, 10-40
mg/L konsantrasyon araliginda ¢ok duvarli KNT'lerin, tohum ¢imlenmesini ve bitki
bliylimesini Oonemli Ol¢lide arttirdigin1 gostermistir (Khodakovskaya vd., 2009).
Aragtirmacilar, ¢ok duvarli KNT'lerin olumlu etkisinin KNT' nin tohum kabuguna
niifuz etme ve dolayisiyla su alimini arttirma kabiliyetlerinden kaynaklandigim
varsaymiglardir. Tohum ¢imlenmesinde su alinimi kritiktir, ¢iinkii olgun tohumlar
nispeten kurudur ve hiicresel metabolizmay1 ve biiylimeyi baglatmak i¢in 6nemli
miktarda suya ihtiya¢ duyarlar. Tohumlarin 6lciilen nem igerigi ve tohumlarin
icindeki KNT’nin tespiti bu hipotezi desteklemistir. Bununla birlikte, tohum kabugu
boyunca spesifik penetrasyon mekanizmalar1 ve KNT tarafindan su aliminin
arttirildigr bildirilmemistir. Ti02 nanopartikiillerinin, 1spanakta fotosentez ve azot
fiksasyon kabiliyetini artirarak biiyiimesini olumlu etkiledigi gosterilmistir (Yang
vd., 2007). Benzer sekilde, diisik konsantrasyonlarda bir Si0> ve Ti0>

nanoparg¢aciklarinin  bir karigimi, soya fasulyesi rizosferinde nitrat rediiktaz



aktivitesini arttirmis ve dolayisiyla soya ¢imlenme ve biiylimesini hizlandirmistir (Lu
vd., 2002). Birka¢ c¢alisma, TNP'in bitkiler iizerindeki Onemsiz etkilerini de
gostermistir. Ornegin, s6giit agaci ile yapilan bir ¢calismada, Ti0> nanopartikiillerinin,
bliylimeleri iizerinde, su kullanimi ve terleme agisindan sinirli etkileri oldugunu
gostermistir (Seeger vd, 2009). Benzer sekilde, aliiminyum nanopartikiiller, 17
mg/L'ye kadar konsantrasyonlarda Phaseolus vulgaris ve Lolium perrene iizerinde
toksik etki gostermedigi kanitlanmistir (Doshi vd., 2008). Ayrica 4000 mg/L' ye
kadar olan Al,O3 nanopargaciklari, tohum ¢imlenmesinde hafif inhibisyona yol a¢tigi
tespit edilmesine ragmen, kok uzamasi ve Arabidopsis' in gelisimi lizerinde herhangi

bir etkiye sahip olmadig: tespit edilmistir (Lee vd., 2010).

Bununla Dbirlikte, TNP ile yapilan c¢ogu c¢alismada, oOzellikle yiiksek
konsantrasyonlarda, belirli derecede fitotoksisite etkisi oldugu belirlenmistir. tek
duvarli KNT'ler, domates, lahana, havu¢ ve marulun kék uzamasin1 6nemli 6l¢iide
etkilerken; sogan ve salataligin biiylimesini ilk 24 ila 48 saatte tesvik etmistir (Canas

vd., 2008).

Yapilan bir ¢aligmada, c¢ok diisiik AgNP konsantrasyonlarinin (< 1 ppm), mas
fasulyesi gibi kok yapilar1 olan ve baska bir dikot olan Arabidopsis thaliana fideleri
icin toksik olabilecegi belirtilmistir. 20 nm ila 80 nm' lik AgNP'ler biiylimeyi agikca
baskilamis ve bunlarin fitotoksisiteleri konsantrasyona ve partikiil boyutuna bagl
oldugu belirtilmistir. Primer kokler AgNP'lere maruz kaldiklarinda kdk ucunun agik
kahverengiye dondiigli gozlenmistir. Metalik nanopartikiillerin  ve bunlarin
oksitlerinin fitotoksisitesinin belirlenmesi, metalik iyonlarn bu nanopartikiillerden
potansiyel olarak ¢oziinmesi ve metalik iyonlarin potansiyel toksisitesi ve alinimi
nedeniyle karmasiktir. Benzer sekilde, ZnO nanopargaciklarinin Arabidopsis'e
fitotoksisitesi, ayn1 konsantrasyonda ¢6ziiniir Zn igeren ¢ozeltilerden ¢ok daha giiclii
oldugu gozlemlenmistir (Lee vd., 2010). Yiiksek konsantrasyonlarda ZnO
nanopargaciklarinin neden oldugu morfoloji degisiklikler cavdar otu koklerinde

belirlenmistir (Lin ve Xing 2008).

Bitki  biiylimesinin  inhibisyonunun, dogrudan nanopartikiillerin ~ kimyasal
fitotoksisitesinden kaynaklanmayacagi konusuna dikkat edilmelidir. Bunun yerine,
toksisite, nanopartikiiller ve bitkilerdeki hiicreler arasi tasmim yollar1 arasindaki

fiziksel etkilesimlerden, yani hiicre ¢eperi veya duvar porlarinin tikanmasi yoluyla



apoplastik taginiminin inhibe edilmesi veya nano boyutlu plazmodesimatlarin
tikanmas1 yoluyla hiicreler arasindaki simpatik baglantilarin bir sonucu olabilir.
Baska bir calismada, bentonit ve TiO> nanoparc¢aciklarinin misir fidelerinin (Zea
mays L.) yapraklarinda transpirasyonunun inhibe edilmesinin temel olarak hidrolik
iletkenligin azalmasindan kaynaklandigin1 gostermistir (Asli ve Neumann, 2009).
Fitotoksisite ¢alismasinda g6z Oniinde bulundurulmasi gereken diger bir faktdr,
¢oOziicii etkisidir. Cozeltideki nanoparcaciklarin siiresi stabilizatorler olmadan ¢ok
kisadir ve ¢ogu ticari iiriin belirli stabilizatorler igerir. Fitotoksisite caligmalarinda

TNP ve stabilizatorlerin sinerjik etkileri dikkate alinmalidir (Barrena vd., 2009).

Cogu nanopartikiiliin bitkiler iizerinde gozlenebilir toksisiteye neden olmasi igin
nispeten yiiksek konsantrasyonlarda olmalidir. Toksisite esigi tiir spesifiktir (Lin ve
Xing, 2007; Lee vd., 2008). Ayrica birka¢ arastirmada, nanoparcaciklarin mevcut
konsantrasyonlarinin yerine pargacik biiylikliigii ve spesifik ylizey alanlar1 gibi
ozelliklerinin, fitotoksisite gostergeleri icin daha uygun oldugu gosterilmistir
(Barrena vd, 2009). Sonug¢ olarak, nanopartikiillerin fitotoksisite calismalarini

standart hale getirmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir (Xingmao vd., 2010).

1.3. Karbon Nano Materyaller

1.3.1 Karbon Nanomalzemelerinin Cevredeki Durumu

Artan ilgi ve arastirmalara ragmen, bu malzemelerin ¢evre {izerindeki olasi olumsuz
etkilerinin fazla olabilecegi konusunda endise duyulmaya baslanmistir. Uygulamaya
dayali arastirma ve gelistirme ile karsilastirildiginda, KNM'lerin ekotoksisitesi ile
ilgili ¢alismalar oldukga sinirhidir ve ¢ok cesitli test tiirleri ve malzemeleri, biiylime
ortam1 ve analitik teknikler igermektedir. Baz1 arastirmacilar, benzersiz ve reaktif
ozellikleri nedeniyle, KNM'lerin yalnizca bireysel tiirleri etkilemekle kalmayip ayni
zamanda ekolojik dinamikleri de bozma potansiyeline sahip oldugunu tahmin

etmektedir (Jackson vd., 2013).

Son yillarda, kiiresel KNT iiretiminin 55 ila 3.300 ton oldugu ve sadece oraninin
fullerenlerin 0.6 ila 1620 ton arasinda degistigi bildirilmistir (Sun vd., 2014). Bu
malzemeler ¢evreye yanliglikla ya da hava, su ve depolama alanlarindaki atik desarji
olarak tiretim islemlerinden kaynaklanan emisyonlar yoluyla girebilir (Bello vd.,

2009). Insanlarin KNM'lere maruz kalmasi1 mesleki ortamlar veya hava, su ve toprak
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gibi ¢esitli ¢evresel matrisler yoluyla bir maruziyet olusabilir. Nowack vd. (2013),
baskin olan salinim yollarimin tasarlanmis NM'lerin ilk sentezi ve kullanimi sirasinda
oldugunu ve bu nanopartikiillerin kazara saliverilmesi durumunda mesleki ve

muhtemelen biiylik 6lgekli cevresel sonuglarinin olabilecegini ileri stirmiistiir.

KNM stabilitesi ve tasinmasi sadece dogal materyal oOzelliklerine degil, aym
zamanda konjuge kompozitlerin &zelliklerine ve c¢evre kosullarina da baghdir
(Nowack vd., 2013). Gegctigimiz birka¢ yil igerisinde, ¢evrede gesitli tasarlanmig
NM'lerin akisin1 degerlendirmek igin, kiiresel/bdlgesel tiretimden baglayarak
kullanim ve atik imhas1 yoluyla serbest birakmaya ve son olarak da farkli ekolojik
matrislerdeki kompartmentalizasyonuna yonelik kiitle akis modelleme calismalari

yapilmistir (Mueller vd., 2013; Sun vd., 2014).

Tasarlanmig NM imhast i¢in spesifik diizenlemelerin bulunmamasindan dolayzi,
KNM kompozitleri siklikla yakilir ve bunlari igeren aerosollerin veya hava kaynakli

partikiillerin olusumu miimkiin olmaktadir (Petersen vd., 2011; Nowack vd., 2013).

Yasam donglisii salimi modelleme calismalarina gore, topraga/sedimentler ile
depolama alanlarindan ¢evreye salinan KNM'lerin yaklasik % 80'inin sulara karistig1
bilinmektedir (Keller vd., 2013). Hidrofobiklikleri nedeniyle, KNM'ler genellikle
organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinlir. Bununla birlikte, toprak suyu ve diger ¢esitli
toprak bilesenleri veya es Kkirletici maddeler KNM kaderini ve dengesini

etkileyebilirler (Bennett vd., 2013).

Siirfaktanlarin ve dogal organik maddenin KNT'leri sulu fazda stabilize ettigi,
bdylece toprak sistemlerinde materyal hareketliligini arttirdigr bildirilmistir (Hyung
ve Kim, 2008; Bennett vd., 2013). pH, kil ve organik karbon icerigi ve mineraloji
gibi toprak oOzellikleri de ¢evredeki KNM hareketliligini etkileyebilir (Avanasi vd.,
2014).

Bu noktada, toprak ortaminda bulunan KNM'lerin kaderi iizerine genel sonuglarin
toprak fizikokimyasal 6zellikleri ve bilesiminin yan1 sira KNM’ lerin 6zellikleri ve
potansiyel reseptorlerin tanimlanabilirligi / duyarlilig: ile ilgili bir¢ok faktore bagh
olmasi nedeniyle zordur. KNM'ler ile ilgili risklerinin dogru bir sekilde
degerlendirilmesi, bu malzemelerin mevcut kullaniminin diizenlenmesine yardimci

olmakla kalmayacak, ayni zamanda daha gilivenli tasarimli nanomalzemelerin
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imalatinda da yardimci olacaktir. Bugiine kadar, ¢cevreye salinan nanomalzemelerin

miktar1 hakkinda hala bilgi eksikligi vardir (Keller vd., 2013).

1.4 Karbon Nano Noktalar

Karbon noktalar1 (KN), yiiksek oksijen igerigine sahip ve ¢esitli hacimsel oranlarda
grafit ve tlirbostratik karbonun kombinasyonlarindan olugan, 2—10 nm c¢aplarinda
yar1 kiiresel karbon nanoparcaciklaridir (Jiang vd., 2012; Zhu vd., 2014). Karbon
kuantum noktalar1 olarak da adlandirilan karbon noktalari, 10 nm'nin altinda ultra
ince boyutlar1 olan yeni bir floresan karbon nanomalzemeleri sinifin1 olusturur.
Karbon noktalar1 kompozisyonlar1 ve biyouyumluluklar1 nedeniyle metal bazlh
kuantum noktalarina 1mit verici bir alternatif haline gelmekte oldugu

distiniilmektedir (Xu vd., 2004; Baker S. ve Baker G. 2010).

Karbon noktalar1 ¢ogunlukla sp3 hibritlestirilmis karbon igerir ve genellikle sekilsiz
niteliktedir. Karbon noktalarinin en karakteristik ve en dnemli 6zelligi, boyutlarina,
uyarma dalga boyuna ve ylizey islevselligine bagli olan nispeten giiclii
fotoliiminesanshigidir (Wang vd., 2014). Yeni bir fliioresan karbonik nanomalzeme
maddesi olarak, karbon nanodotlar (karbon noktalar1) genellikle ¢esitli islevsellikleri
vasitastyla, yiizey pasiflestirici kiiciik karbon nanoparcaciklaridir (Yang vd., 2009;
Cao vd., 2012).

KN’ler ilk olarak 2004'te (Xu vd., 2004) tek duvarli karbon nanotiiplerin ayrilmasi
ve saflagtirllmasi sirasinda kesfedildiginden beri, KN’lerin 6zellikleri, sentezi ve
uygulamalar1 genis ¢apta arastirilmistir. Floresan KN’lerin temel 6zellikleri, uyarim /
pH-bagimli 6zellik, kimyasal stabilite ve foto-agartmaya karsi diren¢ floresanini
igerir (Ding vd., 2017; Miao vd., 2017; Gao vd., 2017). Her ne kadar bir¢ok algilama
stratejisi gelistirilmis ve bazi incelemeler belirleme uygulamalarina odaklanmis olsa
da (Dong vd., 2015; Guo vd.,2015; Xiao ve Sun, 2018), gida giivenligindeki KN
problarina odaklanan az sayida ¢alisma vardir (Qu vd., 2018). Aslinda, farkl tiirdeki
gida kirleticileri, pestisitler (Hou vd., 2016), veteriner ilaglart (Feng vd., 2015),
bakteriler (Wang vd., 2016) ve yasakli katki maddeleri (Lei vd., 2016) dahil olmak

lizere, gida analizlerinde KN problari kullanilarak tespit edilebilir.

Suda c¢oziinebilme, kolay modifikasyon, kimyasal inertlik, miikemmel

biyouyumluluk ve diisiik sitotoksisite gibi dogal ve ayni zamanda benzersiz
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Ozelliklere sahiptirler. Tim bu avantajlara dayanarak, karbon noktalar1 kimyasal
algilamada c¢ok yonlii roller oynarlar (Gongalves vd., 2010; Guo vd., 2015). Onceki
caligmalar, karbon noktalarinin hayvanlara biyolojik toksisitesinin, 2200 mg/L' lik
yiiksek bir konsantrasyonda bile, cok diisiik bir etkisi oldugunu ya da toksik
olmadigini gostermistir (Yang vd., 2009a,b).

Bununla birlikte, bitkilerde, karbon noktalarinin etkileriyle ilgili az sayida ¢alisma
yapilmistir ve sinirl sonuglar sadece ¢imlenme asamastyla ilgilidir (Wang vd., 2012;
Song vd., 2013; Li vd., 2014; Tripathi ve Sarkar, 2015). Bircok calismada ise
sonuglar tartismali olmustur. Ornegin, 1500 mg/L' deki karbon noktalarmin fasulye
i¢in toksik olmadigini, diisiik konsantrasyonlu (1200 mg/L) karbon noktalarinin ayni
bitkinin, fide gelisimini dnemli 6l¢iide engelledigini gézlemlemistir (Qu vd., 2012;

Livd., 2014).

Bu nedenle, karbon noktalarinin bitkilerdeki etkileri ve potansiyel mekanizmalari
hakkinda fenotipik ve fizyolojik seviyelerde halen daha fazla arastirmaya gerek
vardir. Ek olarak, bitkilerde TNM'lerin alimini ve tasmmmasimi arastirmak cok
onemlidir, ¢iinkii bitki tarafindan alinmas1 TNM'lerin gida zincirinde biyolojik olarak
birikmesi i¢in potansiyel bir yoldur. Gegtigimiz birka¢ yilda, o6zellikle floresan
ozellikleri bitkilerde alimlarin1 ve hareketlerini gozlemlemekte yardimci olan

kuantum noktalar1 i¢in TNM'lerin kaderi {izerinde daha fazla arastirma yapilmistir.
1.4.1 Karbon Nano Noktalarin Sentezi

Karbon noktalari, miikemmel floresan ozellikleri, iyi biyouyumluluk ve diisiik
toksisite nedeniyle biyosensorler (Lin vd., 2014), gen aktarimi (Liu vd., 2012), ilag
reseptorleri (Wang vd., 2015) ve biyolojik goriintiileme problart (Luo vd., 2013)
olarak degerlendirilmektedir. Karbon nano noktalar uygun floresan ozellikleri,
analitik kimyadaki, o6zellikle ¢evresel ve biyolojik algilama ve goriintiilemedeki
uygulamalar i¢in biiyiik bir potansiyel gostermistir (Luo vd., 2013; Sun vd., 2013;
Ding vd., 2014; Hola vd., 2014; Wang vd., 2014; Zheng vd.,2015; Du ve Guo, 2016).
Sun vd. (2006), polietilen glikol (PEG) pasivasyonu ile karbon dotlarin floresansini
arttirmak icin etkili bir yol saglayan kimyasal-pasivasyon yontemi ile yiiksek

kuantum verimine sahip karbon dot'lar elde etmislerdir.
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Liu vd. (2007), karbon dot'un floresan mekanizmasi i¢in ayrintili bilgi saglayarak, jel
ayirma yoluyla farkli renk floresan karbon dot'lar1 elde etmislerdir. Zheng vd. (2009),
karbon dotlar1 hazirlamak i¢in elektrokimyasal bir yaklasim kullanmis ve bu karbon

dotlarin miikemmel elektrokimyasal (ECL) 6zelliklere sahip oldugunu bulmuslardir.

{au et al. (Purdue Umiv) Sun et al. (Clemson Univ)
Angew. Chem. Ind Ed4 YA Chern Sow. 2006,

2007, 46, 6473 128, 7750

Zha et al. (i Umiv)
Angew. Chem. Ind. Ed
2013, 52

Zhu ¢t al. (Chin Acad Sci)
Chem. Comupun. 2000, S118
,
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Apgew Chem Ind Ed 2009, 48 4598 J Am. Chem Soc., 2009, 13), 4563
- “ N S ~
W - —“.f e { .
(.- ] >3 g 0. :
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Sekil 1.2 Cesitli Karbon dotlarin sentezinin sematik gosterimleri (Sun vd., 2006; Zhu
vd., 2013).

Bu aragtirmalar, fiziksel veya kimyasal yontemler kullanarak karbon malzemeleri
karbon dotlara bolmiis ve bu nedenle “yukaridan asag1’” yontem olarak
adlandirilmigtir.  Mikrodalga ve hidrotermal teknolojilerin gelismesiyle, kiiciik
molekiiller, biyomolekiiller ve biyokiitleden karbon dotlar hazirlamak i¢in ¢esitli
“asagidan yukariya” yontemleri arastirilmistir. Mikrodalga yontemi 10 dakika i¢inde
karbon dotlar1 hazirlamak i¢in elverisli oldugu belirtilmistir (Zhu vd., 2009). Zhu vd.
(2013), karbon dotlar1 hidrotermal yontemle hazirlamiglardir ve olusum

mekanizmalarini, algilamalarini ve ¢ok renkli goriintiilemelerini incelemisledir.
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Sekil 1.3 Grafen nanodotlar1 / karbon nanodotlarinin (A) yukaridan agagiya yontemi

ve (B) asagidan yukariya yontemi ile sentezi (Shen vd., 2012).

Karbon nanodotlar, "asagidan yukar1" polimerizasyon ile sakarit, sitrik asit ve amino
asitten elde edilebilir. Ayrica, yumurta, ¢imen, greyfurt kabugu ve ipek karbon
nanodotlarini sentezlemek i¢in karbonize edilmistir (Wang vd., 2012; Liu vd., 2012;
Lu vd., 2012; Li vd., 2013; Wu vd., 2013). Karbon nanodotlarin iiretiminin sentetik
yontemleri arasinda hidrotermal yaklagim, ultrasonik yaklasim, mikrodalga ve
notrlestirme 1s1s1 vb. yer almaktadir (Wang vd.,2010; Wang vd., 2011; Liu vd., 2011;
Wu vd., 2013; Xu vd., 2013; Wei vd., 2014a; Wei vd., 2014b; Kang vd., 2015).

Hidrotermal yaklasim nanomateryallerin sentezlenmesinde popiilerdir. Karbon
nanodotlar liretmek icin ¢esitli organik molekiiller karbonize edilebilir. Li vd. (2014)
tarafindan 70-150 nm boyutunda bir karbon kiiresi hazirlanmistir. Karbon kiiresinin
olusum mekanizmasi niikleer manyetik rezonans yontemiyle basarili bir sekilde
ispatlanmistir. Hidrotermal reaksiyon ile karbon nanodotlar1 sentezlemek i¢in karbon
kaynagi olarak glukozamin kullanmiglardir (Yang vd., 2011a). Ayrica, mavi ve yesil
renk yayan C-dotlar1 sentezlemek icin katalizor olarak fosfat kullanilmistir (Yang
vd., 2011b). Hidrotermal yaklagim yiiksek sicaklik ve yiliksek basing altinda
yapildigindan, yumurta, ¢imen, greyfurt kabugu ve ipek gibi baz1 materyaller karbon
nanodotlar1 hazirlamak i¢in de kullanilmistir (Lu vd., 2012; Li vd., 2013; Wu vd.,

2013). Grafen nanodotlarin sentez prosesi ile karsilastirildiginda, karbon
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nanodotlarin sentez prosesi kolaydir ve giiclii oksidanlar ve asitler gerektirmez. 3-
(3,4-dihidroksifenil) -L-alanin, L-histidin, ve Onciiler olarak L-arginin kullanildig:

bildirilmistir (Xu, 2013).
1.4.1.1 Hidrotermal Yontem

Hidrotermal yontemi (HC), biyokiitleden 6zellikle degersiz atik biyokiitleden degerli
karbon malzemelerin sentezlenmesinde giiglii bir teknik olarak kullanilmaktadir.
Farkli reaksiyon sartlar1 ve mekanizmasma gore HC isleminde iki farkli yol
kullanilmaktadir (Sekil 1.4). Temel olarak biyokiitle pirolizine benzer olan yiiksek
sicaklik HC islemi ile karbon nanotiipler, grafit, aktif karbon malzemeler yiiksek
sicaklik ve basing altinda sentezlenebilirler. 250 °C sicakliga kadar gerceklestirilen
diisiik sicaklik hidrotermal karbonizasyon islemi ise yiiksek sicaklik hidrotermal
karbonizasyon islemine gore basamakli bir kimyasal doniisiim saglar. Ayrica HC
isleminde reaksiyon ortaminin su olmasi, zehirli ¢oziiciilere ihtiya¢ duyulmamasi,
isletme maliyetinin diisiik olmasi, ¢ikis maddesinin fiyatinin yani prosesin ucuz ve
Olceklendirilebilir olmas1 gibi avantajlari mevcuttur. Yapilan bu calismada
karbonizasyon islemi i¢in diisiik sicaklik hidrotermal karbonizasyonu tercih edildi.
Diisiik sicaklik hidrotermal karbonizasyon islemiyle yiiksek sicaklik hidrotermal

islemine gore, ¢cok daha farkli yapida malzemeler sentezlemek miimkiindiir.

Diisiik sicaklik hidrotermal karbonizasyonuyla; farkli sekil, boyut ve morfolojide
karbon igerigi yiiksek malzeme sentezlemek miimkiindiir. Ayrica bu yontem cesitli
malzemeler ile birlikte kullanilarak, yiizeyi fonksiyonel gruplara sahip nano boyutlu
malzemeler (nanokiire, nanotiip, nanofibril vb.), nanokompozitler, nanohibritler ve
ici bos metal oksit kiireler sentezlenebilmektedir. Diisiik sicaklikta gerceklestirilen
hidrotermal 3 karbonizasyon islemi, dogal komiirlesme islemine olduk¢a c¢ok
benzemektedir ayrica milyonlarca yilda olusan komiir, bu islem ile elde
edilebilmektedir. Bu durum, atik biyokiitlelerin degerlendirilmesinde bir Oneme

sahiptir.
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Sekil 1.4 Hidrotermal yontemleri ve elde edilen {iriinler

1.4.1.2 Yogunluk Fonksiyonel Teorisi

Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (YFT); ¢oklu cisimlerden olusan sistemlerin 6zellikle
atomlarin, molekiillerin ve yogunlastirilmis fazlarin elektronik yapilarini taban
durumdaki enerjilerini temel alarak inceleyen, son yillarda fizik, kimya ve malzeme
bilimlerinde oldukca popiiler olan hesaplamali modelleme yontemidir. YFT olarak
ifade edilmesinin sebebi elektron yogunlugunun fonksiyonellerinin kullanilmasindan
otiiriidiir. YFT; yogun madde fizigi, hesaplamali fizik ve hesaplamali malzeme
alanlarinda mevcut olarak kullanilan en popular ve ¢ok yonlii yontemler arasinda
gosterilmektedir. YFT, malzeme katihal fiziginde 1970’lerden beri hesaplamalar icin
kullanilmaktadir (Sholl ve Steckel, 2009). Ancak, YFT 1990' I1 yillara kadar
kuantum kimyasinda hesaplamalar i¢in yeterince dogru kabul edilmemistir. Teoride;
degis tokus ve korelasyon etkilesimlerinin yeniden diizeltilmesiyle birlikte, birgcok
durumda YFT’nin hesaplama sonuglar1 kati hal sistemler i¢in deneysel verilerle
oldukca uyum gostermektedir. Geleneksel yontemlere kiyasla 6rnegin; Hartree-Fock
Teorisi ve onun tlirevi olan karmasik c¢ok elektronlu dalga fonksiyonuna dayali
hesaplamalara gore maliyetinin daha diisiik olmasi da YFT’ nin bir baska tercih

sebebi haline gelmistir (Burke, 2007).

Kuantum mekaniginde bir ¥ dalga fonksiyonu; bir sistemin enerjisi, momentumu,
konumu ve sistemdeki pargacik yogunlugu ile ilgili tiim bilgiler verir. Tek pargacikli

veya ¢ok pargacikli bir sistem i¢in ¥ dalga fonksiyonunu hesaplarken bir v (r)
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potansiyelini belirleyip Schrodinger denkleminde yazmak yeterlidir. ¥ dalga
fonksiyonunu tek parcacikli veya ¢ok parcacikli sistemler i¢in hesaplamada bu iki
durum arasindaki tek fark belirlenen v (r) potansiyelinin karmasikligindan ileri

gelmektedir. Tek parcaciktan olusan bir sistemin Schrodinger denklemd;

—hv?

2m

+ v(r)] o(r) = =¢(r)

esitligiyle ifade edilir. Bu denklemde % Planck sabitini, m pargacigin kiitlesini, v (1)
sistemin potansiyelini, ¥ dalga fonksiyonunu ve ¢ ise enerjiyi temsil etmektedir.
Eger birden fazla elektron varsa yani ¢ok parcacikli bir sistem i¢in Schrodinger

denklemi;

2

—h*V3
2 +L‘ (rkj)—I_ Z U[rkrr}']]@[rlrrj:---:rrj :E"p[:rj_rrj:---rrl"j

esitligiyle ifade edilir. Bu ifadede T elektron sayisini, U (rk, rj) elektron etkilesimini
temsil etmektedir. Bu ifadedeki tiim 6l¢iilebilir nicelikler Schrodinger denklemi (SD)
ile belirlenen bir operatoriin beklenen degerinin kullanilmasiyla elde edilebilir. Bu

durum;

o) (el o)
"wir) = e, .. ) S oOlgiilebilir nicelikler" seklinde ozetlenir (Capelle,

2006).

Cok parcacikli sistemlerde ilave -elektron-elektron etkilesimlerini Schrodinger
denklemiyle ¢ozmeye c¢alismak olduk¢a karmasik ve simiilasyon programlarinda
hesaplanmaya calisilmas1 ise maliyet ve zaman gerektiren bir istir. Birkag yiiz
elektrondan fazlasina sahip sistemler i¢in ¢ok pargacikli bir tam dalga fonksiyonuna
ait Schrodinger denklemini ¢6zmeye calismak bugiinkii modern hesaplama giiciiniin
cok otesindedir. Boyle bir durumda, biitiin elektron-elektron etkilesimlerini ortadan
kaldirarak ¢ok pargacikli bir sistemi tek pargacikli bir sistem haline indirgeyen
Yogunluk Fonksiyonel Teorisi alternatif bir yontem olarak segilebilir. Bu durumun
temelinde Hohenberg-Kohn Teoremi ve Kohn-Sham esitlikleri vardir (Hohenberg ve

Kohn, 1964; Kohn ve Sham, 1965).
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Kohn - Sham denklemi yogunluk (p) diislinelerek cok parcali sistemden tek parcali
sisteme dondstiiriilerek yapinin en kii¢lik enerji diizeyleri hesaplanarak malzemenin

modellemesi yapilir.
Elp] = T.[p] + Ve [P] + Vi [p] + E . [p]

Burada, son terim degis tokus fonksiyonu olarak tanimlanir. Degisim korelasyonu

islevsel olarak temelde bir kullanimda yapilan hatanin toplamudir.
1.4.2. Karbon Nano Noktalarin Bitkilere Etkisi

Nanoteknoloji alanindaki dikkat c¢ekici gelismeler ile birlikte, karbon bazl
nanomalzemeler (KBM), bitki sisteminin farkli alanlarinda sayisiz uygulamada
yaygin olarak kullanilmaktadir. KBM’in birikimi, yer degistirmesi, bitkilerin biiyiime
asamasindaki tepkileri ve bitki sistemindeki stres modiilasyonlar1 hakkindaki mevcut
anlayis yeterli degildir. Bitki-KNM etkilesimleri ve sonuglart hakkinda daha yeni
bilgiler edinmek arastirmacilar tarafindan siirekli c¢aba sarf edilmistir. Bitki
biyoteknoloji uzmanlar1 tarafindan yapilan arastirma raporlari, KNM'lere maruz
kalmasinin, bitki veriminin artmasindan akut sitotoksisiteye kadar olan karigik
etkilerini ortaya koymustur. Biiyiime ve verim durumu tiirden tiire degismekte ve
uygulanan KNM'lerin dozajina bagli olmaktadir. Bitkilerin KNM'lere maruz kalmasi
ve etkilesimleri, KNM'lerin biiyiikligt, tipi, sekli, yiikii, kimyasal bilesimi,
reaktivitesi, ylizey kaplamasi ve dozu da dahil olmak {izere 6zelliklerine bagli olarak
secilen bitki tiirlerinde cesitli fizyolojik degisikliklere neden olabilmektedir. Belirli
bir KNM tiiriiniin etkinligi bitkiden bitkiye degisir ve KNM-bitki etkilesimlerinin
sonucu (Onemsiz, faydali, zit) her zaman konsantrasyona baghidir. KNM'lerin
bitkilerde yiik, boyut, sekil, konsantrasyon, maruz kalma miktar1 / siiresi, bitki
tepkilerini (6nemsiz, pozitif, negatif), tohum cimlenmesini, fide biiylimesini ve
gelisimini ve ayrica toksik etkilerini etkileyen rollerle ilgili olarak etkileri son
zamanlarda, KNM’ lerin cesitli tiplerinin (fullerenler, fulleroller, KNP’ler ve
KNT’ler) bitki biiylime diizenlenmesinde potansiyel kullanimlarindan dolayr énem
kazanmistir. Cogunlukla, KNM tiplerine bagli olarak, bunlarin konsantrasyonu,
maruziyet siiresi, maruz kalan bitki tiirleri ve biiyiime kosullarina bagli olarak, artan
arastirma raporlart bitkiler {izerine zit etkisi oldugu kadar faydali etkisi oldugunu da

gostermistir. Bazi karbon bazli NM'ler (KNM'ler: fullerenler, karbon NP'leri, fullerol
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ve digerlerinin yanm sira tek duvarlit KNT / ¢ok duvarli KNT) bitki biiyiimesini
diizenlemedeki olas1 uygulamalar1 nedeniyle yakin zamanda ilgi gérmektedir (Khot

vd., 2012).

Karbon noktalarin toksisitesi son birkag¢ yilda genis capta arastirma konusu olmustur
(Yang vd., 2009; Anand vd., 2018). 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum
bromid (MTT) analizleri, in vitro ortamda ortak bir toksisite analizidir. Birgok grup,
KN’larin toksisitesini MTT analizleriyle degerlendirmistir. Hela hiicrelerinde
KN’lerin 50400 pg / ml konsantrasyon araliginda ihmal edilebilir toksisiteye sahip
oldugunu bulmuglardir (Zhang vd., 2014). KN’lerin 1929 hiicre hatlarina toksik
olmadiklarini ve uzun siireli inkiibasyon siiresi (72 saat) boyunca yiiksek dozda (200

pg / ml) tolere edilebildigini gostermislerdir (Sahu vd., 2012).

Islevsellestirilmis KN’lerin toksisitesi de arastirilmistir. Ciinkii KN’lerin toksisitesi
yiizey pasiflestirme ajanlar1 (Wang vd., 2011), PEG (Yang vd., 2009), PAA (poli
akrilik asit) gibi modifiye edilmis materyallerle iligkilidir (Wang vd., 2011). Ancak,
sonuclar acikga bu KN’lerin hala in vitro ortamda diisiik toksisitesi oldugunu
gostermektedir. Ayrica, KN’lerin in vivo toksisitesi de bazi gruplar tarafindan

degerlendirilmistir.

1.5 Calismanin Amaci

Nanomateryallerin ¢cevre ve insan sagligi iizerine etkileri ile ilgili kaygilar ve riskler
son zamanlarda onem kazanmistir. Bunlarin c¢evrede ve canlilardaki durumlari,
taginmalari, maruziyet kaynaklar1 ve toksisiteleri ile ilgili yapilan arastirmalar
olduk¢a giinceldir. Bu nedenle, calismamizda mandalina suyundan sentezlenen
karbon nano noktalarin, iilkemizde ekimi yapilan ekmeklik bugday cesitlerinden
Triticum eastivum L. cv. Golia’daki fizyolojik ve histokimyasal etkilerinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Wang vd. (2018) yaptiklar1 c¢alismada, karbon noktalarin (KN) fakh
konsantrasyonlarinda mas fasulyesi yetistirerek bitki biiyiimesini ve fotosentezini
incelemiglerdir. Karbon noktalarin, kok gelisimi, govde uzamasi ve bitki biyokiitlesi
de dahil olmak iizere, mas fasulyesi fidelerinin biiylimesi {lizerinde bir doz-yanit
etkisi gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica optimum konsantrasyondaki karbon
noktalarin tohumlarin kok canliligin1 ve nem seviyesini yiikselttigini belirterek, bu
durumda bitki biiylimesinin ve gelisiminin tesvik edilmesine yol agmis olabilecegini
ileri stirmiislerdir. Dahasi, KN ile muamele edilmis mas fasulyesi filizlerinin,
kontrole kiyasla karbonhidrat igeriginde % 21,9'a kadar bir artis oldugunu
bulmuglardir. Karbonhidratlarin artmasinin, KN’nin fotosentezdeki roliiyle ilgili
olabilecegini varsaymiglardir. Daha ileri arastirmalar ise, KN nin elektron transfer
hizin1 artirarak fotosistem etkinligini artirabildigini ortaya koymuslardir. KN’nin
uygulanmasi sonucunda ayrica klorofil icerigi ve RUBISCO aktivitesi gibi
fotosentezdeki diger kritik gostergeleri de etkiledigini gérmiislerdir. Bu bulgularin
biyolojik arastirmalar ve tarimsal iiretim konusunda biiyilk umut vaat ettigini

belirtmisleridir.

Hao vd. (2018) farkl1 oksijen igerikli bir dizi ~ 5 nm biiylikliigiinde karbon noktalar
piring bitkisinin biiylimesi tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Karbon noktalar
hiicre cekirdekleri de dahil olmak iizere piring bitkilerinin tiim bdliimlerine
tutundugu goriilmiistiir. Sistematik arastirmalar sonucunda tohum ¢imlenmesi, kok
uzamasi, fide uzunlugu, enzim (RuBisCO) aktivitesi ve karbonhidrat iiretiminin
arttig1 tespit edilmistir. Karbon noktalar hiicreye girebilir, ¢cekirdege ulasabilir, DNA
yapisin1 gevsetebilir ve nihayetinde piring bitkisinin hastaliga direng kabiliyetini

arttiran tiyonin (Os06g32600) gen ekspresyonunu arttirabildigi bulunmustur.
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Chen vd. (2016), yaptiklar1 ¢aligmada, suda c¢oziiniir karbon nano noktalarinin
(scKNN) misir (Zea mays L.) bitkisinde alinim ve tasinmasini incelenmislerdir. Kum
matrisinde 4-2000 mg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda s¢gKNN’ye 4 hafta
boyunca maruz birakmislardir. s¢cKNN fitotoksisitesinin konsantrasyona bagh
oldugunu bulmuslardir. 250 ve 500 mg/L' deki s¢gKNN musir bitkisi i¢in toksisite
gostermemis oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte, 1000 ve 2000 mg/L
derisimlerde, kokiin taze agirligimi % 57 ve % 68 oraninda ve Onemli diizeyde
azaldig1 belirlenmistir. Ayrica siirgiin taze agirliginin ise sirasiyla % 38 ve % 72
oraninda azalttifin1 saptamiglardir. Misir kdklerinin, 2000 mg/L'ye maruz kalmasi,
H»0, igerigini ve lipid peroksidasyonunu (sirasiyla 6,5 ve 1,65 kat daha yiiksek) ve
ayrica antioksidan enzimlerin aktivitelerini énemli 6lgiide arttirmistir. Ote yandan,
floresans mikroskobu analiziyle yan koklerin sapka hiicrelerinde, kok korteks ve
iletim demetlerinde ve yapraklarin mezofil hiicrelerinde karbon nano noktalar
gozlenmistir. Bu da karbon noktalarinin misirda sistemik olarak emildigini ve yer

degistirdigini géstermektedir.

Cano vd. (2016) 40 giin boyunca tek duvarli karbon noktalarin etkisini misir
bitkisinde iki farkli calisma ile arastirmiglardir. Calisma 1'de musir, farkli
islevselliklere (fonksiyonel olmayan, OH-fonksiyonellestirilmis veya siirfaktan
stabilize edilmis) sahip ¢esitli tek duvarl karbon noktalarin konsantrasyonlarina (0,
10 ve 100 mg / kg) maruz birakilmistir. 0,1 pg / g'da saptama sinir1 olan saplarda ve
yapraklarda (2—-10 pg / g) en az birikimle, kdklerde (0-24 pg / g) biriken tek duvarl
karbon noktalar1 belirlemek icin mikrodalga kaynakli bir 1sitma ydntemi
kullanmiglardir. Alimin fonksiyonel gruba bagli olmadigini belirlemislerdir. Caligsma
2'de musir, optimum sekilde biiyiitiilmiis veya su kitlig1 kosullar1 altinda 10 mg/kg
tek duvarli KNT'lere (fonksiyonellestirilmemis veya COOH islevli) maruz
birakmislardir. Bitki fizyolojik stresi, c¢alisma 2 boyunca fotosentetik oranin
Olciilmesi ile belirlemislerdir. Kontrol ve tek duvarli karbon noktalarin uygulanmasi

arasinda anlamli bir fark olmadig: belirlemislerdir.

Floresan karbon noktalar1 biyobilim ve biyo-goriintilemede genis capta
kullanilmasina ragmen, bunlarin bitkiler {izerindeki etkisi nadiren aragtirilmigtir. Wei
vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, mas fasulyesi bitkilerinde kirmizi yayicit karbon
noktalarin fitotoksisitesini, alimini ve translokasyonunu incelemislerdir. Karbon

noktalarin 0,1-10 mg/ml derisimlerinde fizyolojik yanitlar indiiklenmis ve biiyiime
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tizerinde herhangi bir fitotosisite olusturmamistir. Konfakol goriintleme ile karbon
noktalarin kokten govde ve yapraklara vaskiiler sistem yoluyla apoplastik olarak
tasindig1 tespit edilmistir. Cimlenme ve biliylime donemlerinde karbon noktalarin
yogun olarak mas fasulyesi tarafindan inkiibe edildigi kinetik alim g¢alismalariyla

gbzlemlenmistir.

Tripathi ve Sarkar (2014), suda ¢oziiniir karbon nano noktalarinin (s¢gKNN) aydinlik
ve karanlik kosullar altinda bugday bitkilerinin kok biliylimesi ve stirgiinleri
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. scKNN’nin hem aydinlik hem de karanlik
kosullarda kok ve govdede biiylimeyi attirici etki yaptigini gozlemlemislerdir.
S¢KNN'nin kok biiylimesi tizerindeki etkisinin, gévdeye kiyasla daha fazla oldugu
saptanmistir. Taramali elektron ve Floresan mikroskobik analizi sonucunda, sgKNN
lerin bitki bilinyesine alindigini1 belirlenmistir. Raman spektroskopisi de bunu
dogrulamistir. Bu ¢alismada, scKNN 'lerin bugday bitkisi i¢in toksik olmadiklarini

ve tahil mahsuliiniin {iretimini arttirmak i¢in kullanilabilecegini géstermislerdir.

Li vd. (2014) karbon kuantum noktalarint (KKN) kullanarak doért karbon bazh
nanomalzemenin (degistirilmemis) toksisitesini incelemislerdir. Fasulye filizini
yetistirmek i¢in grafen kuantum noktalari, grafen oksit ve tek duvarli karbon
nanotilipleri  kullanilmistirlar.  Sonuglar, bu dort karbon nanomalzemesinin
toksisitesinin konsantrasyonun artmasi ve uygulama siiresine bagli olarak arttiginm
gozlemlemislerdir. Ayrica, karbon bazli nanomalzemelerin sudaki etkisini incelemek
icin pH testi uygulamislardir. Soliisyon pH'sinin belirgin olmayan bir sekilde doza
bagimli  oldugunu belirtmislerdir. Ancak nanomalzemeler aslhinda diisiik
konsantrasyonda bile pH iizerinde O©nemli bir etkiye sahip oldugunu da

belirtmislerdir.

Lahiani vd. (2013), ¢cok duvarli karbon nanotiiplerin (CDKNT) tii¢ farkli kiiltiir
bitkisinde (arpa, soya fasulyesi, misir) tohum c¢imlenmesi, biliylimesi ve gelisimi
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Arastirmalar steril agar ortaminda yapilmistir.
CDKNT'ler uygulama ortamina eklendiginde, erken tohum ¢imlenmesi ve fidelerde
bliylimenin aktivasyonu gozlemlemislerdir. Benzer sekilde, CDKNT'ler tohum
yiizeylerinde biriktiginde test edilen tiim tiirleri i¢in tohum c¢imlenmesinin aktive
edildigi belirlenmistir. CDKNT'lerin musir, arpa ve soya fasulyesi tohum kabuklarina

niifuz etme kabiliyetleri, Raman spektroskopisi ve transmisyon elektron mikroskobu
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(TEM) kullanilarak tespit edilmistir. Sonu¢ olarak CDKNT'lerin fidelerin
cimlenmesi ve biiylimesi lizerindeki olumlu etkisinin mahsul tiirleri arasinda tekrar
iretilebilir oldugunu géstermistir. Bu tiir caligmalar, karbon nanotiiplerinin ¢imlenme
ve bitki biiylimesinin diizenleyicileri olarak 6nemli potansiyelinin oldugunu

kanitlayabilmektedir.

Nair vd. (2012), sentezlenen nanomalzemelerin nihai kaderini, dagilimimni ve
potansiyel ¢evresel etkilerini anlasilmasimnin gerektigini belirtmislerdir. Yiiksek
bitkilerin kullanildig1 fitotoksisite caligmalarinin, miihendislik nanomalzemelerin
olumsuz etkilerini anlamak i¢in 6nemli bir proses oldugunu diisiinmiislerdir. Bu
arastirmacilar  yaptiklar1  ¢alismada, ¢esitli boyutlardaki iglenmis karbon
nanomalzemelerinin (karbon nanotiipler, fulleren ve grafen) piring tohumlarinin
¢imlenmesi iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bunlarin bir kisminin, 6zellikle
nanotiiplerin mevcudiyetinde, piring tohumlarinda ¢imlenme oraninda belirgin bir
artis gézlemlenmislerdir. Cimlenme sirasinda karbon nanomalzemelerin uygulandigi
tohumlarda, kontrollere kiyasla su iceriginin arttig1 bulunmustur. Uygulama yapilan
fidelerin, kontrol fidelerine kiyasla kok ve siirgiin sistemlerinin daha 1yi gelistiginin
daha saglikli oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda, uygulanan karbon
nanomalzemelerin piring fidelerinin biiylimesini artirici olarak olast kullanimini

gostermislerdir.

Khodakovskaya vd. (2012) karbon nanotiipler tohum ¢imlenmesi ve bitki
bliylimesinin diizenleyicileri gibi iimit vericidir. Bu ¢alismada, ¢cok duvarli karbon
nanotiiplerin (CDKNT'ler) genis bir konsantrasyon araliginda (5-500 pg/mL) tiitiin
hiicresi kiiltliriinlin biiylimesini (kontrole gére % 55-64 artis) artirma yetenegine
sahip oldugunu gdstermislerdir. Aktif karbon sadece diisiik konsantrasyonlarda (5
pg/mL) hiicre biiylimesini (% 16 artis) uyarirken, daha yiiksek konsantrasyonlarda
(100-500 pg/mL) hiicresel biiylimeyi 6nemli dlciide inhibe ettigini tespit etmislerdir.
Cok duvarli KNT’lere maruz kalan hiicre biiylimesinin aktivasyonu ile hiicre
boliinmesi/ hiicre duvart olusumu ve su taginmasinda rol oynayan genlerin
upregiilasyonu arasinda bir korelasyon bulmuslardir. Tiitiin akuaporin (NtPIPI)
geninin ekspresyonu ve NtPIPI proteininin iiretimi, kontrol hiicrelerine veya aktif
karbona maruz kalanlara kiyasla ¢ok duvarli KNT'lere maruz kalan hiicrelerde
onemli Olgiide arttigin1 gostermislerdir. Hiicre boliinmesi (CycB) ve hiicre duvari

uzatmasi (NftLRX1I) i¢in marker genlerin ekspresyonu da kontrol hiicrelerine veya
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sadece aktif karbona maruz kalanlara kiyasla ¢cok duvarli KNT'lere maruz kalan

hiicrelerde upregiiledir.

Tripathi vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada suda ¢oziiniir karbon nanotiiplerin, nohut
(Cicer arietinum) bitkisinin biiylime oranmin arttirildigini  gostermistirler. 6,0
pg/mL’ye maruz kalmis bitkinin kok, siirgiin ve dallanmas1 da dahil olmak iizere her
bolgesinde artmis bir bliylime hizinin oldugunu gdstermistirler. Suda ¢oziiniir karbon
nanotiiplerin ile muamele edilmis ve kontrol nohut tohumlar: arasinda su aliniminda

gbze carpan fark bulunmustur.

Khodakovskaya vd. (2009), karbon nanotiiplerin (KNT) domates tohumlarinin
¢imlenme ve biiylime oranlarini etkiledigi bulmuslardir. Kontrolle kiyaslandiginda
KNT derisimlerinin ¢imlenmeyi 6énemli diizeyde artirmistir. Sonug olarak KNT’lerin
kalin tohum kabuguna niifuz edebildikleri; bdylece domates tohumlarinin su

alimlarina destek olabilecekleri gosterilmistir.

Tan vd. (2009) yaptiklar1 ¢alismada ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin (CDKNT'ler)
bitki hiicreleri iizerindeki olasi toksik etkilerini aragtirmiglardir. Siispansiyon piring
hiicreleri (Oryza sativa L.) CDKNT'ler ile muamale edilmistir CDKNT’nin
kullaniminin reaktif oksijen tiirlerini (ROT) arttirdigin1 ve piring bitkisinin hiicre
canliligi ise azalttig1 belirlenmistir. Primer antioksidan olan askorbik asit, kiiltiir
stispansiyonuna verildiginde, ROT igeriginin azaldifi ve hiicre canliliginin

arttirdigin1 gozlemlemislerdir.

Tek duvarli karbon nanotiipler bir¢ok potansiyel faydali kullanim alanina sahiptir ve
yeni uygulamalar siirekli arastirilmaktadir. Bununla birlikte, benzersiz 6zellikleri,
sadece insanlarda ve hayvanlarda degil aynm1 zamanda bitkilerde de toksisite
konusunda potansiyel bir endise yaratmaktadir. Canas vd. (2008), nanotiiplerin
bitkiler {iizerindeki etkilerini belirlemeye yonelik protokollerin gelistirilmesine
yardimc1 olmak icin, fonksiyonellestirilmis ve islevsiz tek duvarli karbon
nanotiiplerin altt mahsul tiiriinlin (lahana, havug, salatalik, marul, so§an ve domates
kok uzamasi tizerindeki etkileri iizerine bir pilot calisma yapmistirlar. Nanotiipler,
poli-3-aminobenzensiilfonik  asit ile islevsellestirilmistir. Kok  biiylimesi,
uygulamanin ardindan O, 24 ve 48. saatlerde Olgiilmiistiirler. Taramali elektron
mikroskobu, karbon nanotiiplerin potansiyel alimini degerlendirmek ve nanotiiplerin

kok yiizeyi ile etkilesimlerini gozlemlemek icin kullanilmigtirlar. Genel olarak,
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islevsellesmemis karbon nanotiipler kok uzunlugunu fonksiyonel nanotiiplerden daha
fazla etkiledigini belirlemislerdir. Islevsellesmemis nanotiipler domatesde kok
uzamasini inhibe etmistir. Aksine salatalik ve soganda ise kok uzamasini artirmistir.
Islevsellestirilmis nanotiiplerin ise marulda k&k uzamasmni inhibe ettigini
belirlemiglerdir. Lahana ve havucta ise nanotiiplerin higbir sekilde etkisiz oldugu
gozlemlemislerdir. Mikroskopi goriintiileri, kok yiizeylerinde nanotiip tabakalarinin

varligin1 gostermistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Karbon Nano Noktalarin Sentezi

Ik olarak, 60 mL mandalina suyu ve 40 mL dH-O ile iyice karigtirildi. Daha sonra
karisim 110 mL teflon astarli otoklav igine aktarildi ve 12 saat 170 © C'ye 1sitildi.
Sonra, bu karigim dogal olarak oda sicakliginda sogutuldu. Biiylik pargaciklar, bir
mikrometrik filtre membran1 kullanilarak filtrasyon yoluyla karisimdan c¢ikarildi.
Daha sonra bu iiriin, 15 dakika boyunca 14000 rpm'de santrifiij yoluyla toplandi. Bu
slipernatan, karakterizasyon ve daha sonraki kullanim i¢in 4 ° C'de muhafaza edildi.

Bu proses Sekil 3.1°de sematize edilmistir.

oy

'& 170 °C, 12 Saat L Y

Hidrotermal ®eo0 %0 'y
@ p4 @ @

Karbon nano noktalar

Sekil 3.1 Hidrotermal yontem ile karbon nano noktalarin hazirlanmasi

3.1.1 Karbon Nano Noktalarin Simiilasyonu

Bu calismada ab initio tekniklerinden olan Yogunluk Foksiyonel Teorisi kullanildi.

Malzemenin atomik veya nano Olgekte modellenmesi icin kullanilan yazilim
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programi olan Quantum Espresso (QE) paketi tercih edildi.(Paolo vd., 2009).
Yapinin en kararlt enerjisini bulmak i¢in genellestirilmis gradyan yaklasimi (GGA)
PAW-PBE potansiyeli tercih edilmistir (Peter, 1994). Ayrica, Van Der Waals (vdW)
etkilesimlerinin etkisi Grimme'in DFT-D3 yonteminin kullanilarak dahil edilmistir

(Stephan vd., 2011).

3.2 Deney Ortam ve Uygulama

Arastirmamizda Gaziantep ilinde ekimi yapilan ekmeklik bugday cesitlerinden 7.
aestivum L. cv. Golia tohumlar1 kullanilmistir. Cimlenme deneylerine baslanilmadan
once, tohumlar %5’lik sodyumhipoklorit’te 15 dakika steril edilmistir. Tohumlar
sonra liger defa distile sudan gegirilerek yilizeylerindeki hipokloritten arindirilmistir.
Arastirmamiz petri kaplarinda (120 mm) yiiriitilmiistiir. Deney baglamadan 6nce
petri kaplart steril edilmistir. Petri kaplarinin altina iki kat kaba filtle kagidi
yerlestirilmistir. Ug tekrarli olarak, her petri kabina 20 tohum gelecek sekilde deney
diizenegi olusturulmustur. Tohumlar 0, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 mg/L’lik
karbon nano nokta derisimleri ile sulanmistir (Sekil 3.2). Kontrol olarak saf su
kullanilmistir. Giinliik olarak petri kaplari kontrol edilmis, gerekli oldugu durumlarda
kendi uygulama c¢ozeltileri ile sulanmislardir. Petri kaplarindaki bugday tohumlari
kontrollii sartlarda, bir iklimlendirme dolabinda 24+1 °C’de inkiibe edilmistir.

Uygulamanin yedinci giiniinde deney sonlandirilarak 6l¢iim ve analizler yapilmustir.

Sekil 3.2 Bugday tohumlarina uygulanan karbon nano nokta derigimleri

3.3 Olciimler

Deney sonunda, bugday fidelerinin kok ve otsu govde uzunluklari cetvel ile

Olclilmiistiir.
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3.4 Analizler

3.4.1 Protein Analizi

Bugday organlarinin protein miktarlarini belirlemek icin taze 6rnekler 5 mL 0,1 M
fosfor tamponunda (pH 7,4) homojenize edildikten sonra santrifiij edilmistir.
Stipernatanttan 0,1 mL alinarak {izerine 0,4 mL distile su eklenmistir. Sonra 2,5 mL
alkali ¢ozelti ilave edilip 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra 0,25 mL
Folin-Ciocalteu ayiract eklenerek 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek UV/VIS
spektrofotometrede (Cintra 202) 750 nm’de okunmustur. Protein miktarini
belirlemek icin standart olarak bovin serum albumin kullanilmistir (Lowry vd.,

1951).
3.4.2 Toplam Karbonhidrat Analizi

Bugday fide organlarinin toplam karbonhidrat analizi Plummer (1998) ’e gore
belirlenmistir. Bunun icin taze bugday kisimlari kullanilmistir. Orneklerin
homojenizasyunu takiben santrifiij islemini yapilmistir. Siipernatanttan 0,1 mL
almarak distile su ile 3 mL’ye tamamlanmistir. Uzerine 5 mL Antron ¢ozeltisi
eklenerek 80°C’de sicak su banyosunda yaklasik 5 dakika bekletilmistir. Soguk su
banyosunda sok sogutulan bu  Orneklerin  absorbanslart 620 nm’de
spektrofotometrede okunmustur. Karbonhidrat miktarinin belirlenmesi i¢in standart

olarak glukoz kullanilmistir.
3.4.3 Toplam Fenolik Bilesik Analizi

Bugday kok ve siirgiinlerinin toplam fenolik bilesik igerikleri Ratkevicius vd.
(2003)’ne gore belirlenmistir. Santrifiij edilen orneklerin siipernatantindan 50 pL
aliarak son hacim 1 mL olacak sekilde % 3’liik sodyum karbonat ve 0,3 N Folin-
Ciocalteau eklenerek oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra bu
ornekler spektrofotometrede 765 nm’de okunmustur. Standart olarak gallik asit

kullanilmistir.
3.4.4 Protein Olmayan Siilfidril Gruplarin Analizi

Protein olmayan siilfidril gruplarin belirlenmesi Ellman (1959) ’a gore yapilmistir.

Taze bugday oOrnekleri 5 mL % 5’lik meta-fosforik i¢inde homojenize edilmistir.
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Homojenizat santrifiij edildikten sonra, siipernatanttan 500 pL alinmis ve {izerine 2,5
mL fosfat tamponu (pH 7,4) eklenmistir. Son olarak 0,5 mL 5,5’-ditiyo-bis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) eklenmis ve vortekslenmistir. Yirmi dakika
inkiibasyondan sonra hazirlanan Ornekler spektrofotometrede 412 nm’de

okunmustur. Standart olarak rediikte glutatyon kullanilmigtir.
3.4.5 Hidrojen Peroksit Analizi

Bugday organlarinin hidrojen peroksit igerikleri Sergiev vd. (1997) ’ne gore
belirlenmistir. Tartilan taze fide organlart %0,1°lik trikloroasetik asitte homojenize
edilmistir. Santriflij edilen numunelerden 0,5 mL alinarak iizerine 0,5 mL fosfor
tamponu ve 1 M’lik KI’dan 1 mL eklenmistir. Bu karisim 390 nm’de UV/VIS

spektrofotometrede okunmustur. Standart olarak H>O» kullanilmustir.

3.4.6 Malondialdehit Analizi

Farkli derisimlerde karbon nano nokta derisimlerinin etkisinde kalan bugday fidesi
kok ve siirglinlerinin malondialdehit (MDA) analizleri i¢in, o6rnekler %10’luk
TCA’da homojenize edilmistir. Bu numuneler santrifiij edildikten sonra, 2 mL
siipernatantan alinarak tlizerine 2 mL tiyobarbiitirik asit eklenmis ve 95°C’de 30
dakika su banyosunda bekletilmistir. Bu islemi takiben numuneler buzlu su
ortaminda sok sogutulmustur. MDA miktarinin belirlenmesi i¢in 6rnekler UV/VIS

spektrofotometrede 532, 600 ve 450 nm’de okunmustur (Zhou, 2001).

3.4.7 Histokimyasal Analizler

Histokimyasal analizlerde kullanilacak bugday kokleri birka¢ dakika 0,5 mM
CaCly’de (pH 4,5) yikanmistir. Beklenmeden kurutma kagidinda kurulandiktan sonra
uygulamalar yapilmistir. Lipid peroksidasyonun histokimyasal olarak belirlenmesi:
Kokler Schiff’s reagentinde 60 dakika bekletilmistir. Daha sonra boyanan kokler
0,05 M HCI’de hazirlanmis % 5°lik K»S20s5’de koklerdeki renk kirmizi olana kadar
durulanmigtir. Daha sonra yeterince saf su ile yikandiktan sonra fotograflari
cekilmistir (Pompella vd., 1987). Plazma memran integritesinin durumunu
belirlemek i¢in bugday kokleri %0,025’lik Evans Blue ¢ozeltisinde (pH 5,6) 30
dakika bekletilmistir (Yamamato vd., 2001).
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3.4.8 istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (SPSS 11.0 for Windows) paket
programi kullanilarak yapilmistir. Hangi grubun ya da gruplarin farkli oldugunu
belirlemek  amaciyla ~ One-Way ANOVA  LSD  testi  uygulanmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1 Karbon Nano Nokta

Bugdaya uygulanan karbon nanodotun temel 6zelliklerini anlamak i¢in bu ¢alismada
Yogunluk Fonksiyonel Teorisinden yararlanilarak malzemenin modellemesi ve

simiilasyonu, DOS analizi, XRD ve TEM analizleri yapilmistir.

Sekil 4.1 Karbon nanodot modeli

Sentezlenen karbon nanodot parcaciklarin ab initio metotlarindan biri olan yogunluk
fonksiyonel teorisinden yararlanilarak modellenmesi yapildi. Sekil 4.1de karbon
nanodot modeli gosterilmistir. YFT bazli quantum dot ile ilgili bircok caligma
mevcuttur (Pathak ve Rasto, 2007; Ribas vd., 2011; Zhang vd., 2016). Hidrojenle
pasiflestirilmis karbon nano dot ile ilgili YFT c¢alismalar1 azdir. Biz bu ¢alismada
Karbon nano dot parcaciklarini hidrojenle pasiflestirdik. Parcaciktaki stabiliteyi
azaltan kenar etkisini ve hesaplama maliyetini azaltmak i¢in hidrojenle pasiflestirdik.
Sekil 4.1°de gorildiigii gibi nanoparcacik armchair (koltuk) dizilisinden olusan

hekzagonal yapidaki karbon elementlerinden olusmaktadir.
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Sekil 4.2 Karbon nanodot DOS analizi

Durum yogunlugu (DOS) malzemedeki aktif olan elektronlar ile ilgili bilgi verir.
DOS analizi yiik tasima 6zelligi ve bu tasiyicilardaki enerjinin dagilimi ile ilgili bilgi
vermektedir. Malzemenin karakteristik 6zellikleri arasindadir. Uretilen karbon
nanodotun DOS analizi ile bitki igerisindeki hangi malzemeyle kolayca tepkimeye
girip girmeyecegini anlamamiz1 saglar fakat bitki igerisindeki inorganik maddelerin
bitki icerisinde alinan karbon nano dot ile tepkinelibilirligi bu tezin ana konusu
olmadigindan dolayr bu béliimde sadece DOS analiziyle elde edilen sonuglar
tizerinde duracagiz. Sekil 4.2°de YFT hesaplamasi sonucu elden edilen karbon
nanodotun DOS analizi verilmistir. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi bir¢ok tepe noktasi
gorilmektedir. Tepe noktalarinin fazla olmasi karbon nano dotun kararsiz oldugunu
ve bitki icerisindeki bircok malzeme ile tepkimeye girebilme Ozelligini

gostermektedir.

Sentezlenen karbon nanodot nanopartikiiliiniin kristal 6zelliklerini arastirmak i¢in
CuK, radyasyonu kullanan Philips X’Pert PRO XRD (A= 0.154056 nm, 40 kV-30
mA olarak ayarlanmig) X-1s11 kirmimi (XRD) yontemleri kullanildi. XRD grafigi
Sekil 4.3’de gosterilmistir. Mandalinadan elde edilen karbon nanodotun XRD
sonuclarina gore herhangi bir tepe noktasi gozlenmediginden dolayr yapi1 amorf
mikroyapisal 6zellik gostermektedir. Elde edilen sonuglar literatiirdeki sonuglarla

uyumludur (Ashmi vd., 2013; Liang vd., 2013).
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Sekil 4.3 Karbon Nanodot’ un XRD analizi

Sekil 4.4 Karbon Nanodot” un TEM goriintiisii

Transmisyon elektron mikroskopisi (TEM) karekterizasyonu JEOL JEM 2100
(UHR) modeli kullanilarak yapildi. TEM ile sentezlenen Karbon nanodot
pargaciklarinin morfolojik ozellikleri ve yapisal Ozellikleri incelendi. Karbon

nanodotun hegzogonal yapis1 Sekil 4.4’de agikc¢a goriilmektedir.
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4.2 Genel Bulgular

Bu calismada, sentezlenmis karbon nanonoktalarn (0-1000 mg/L) farkh
derigimlerinin etkisinde ve kontrollii sartlarda yetistirdigimiz ekmeklik bugday
cesitlerinden 7. aestivum L. cv. Golia’daki fizyolojik ve histokimyasal degisimler
belirlenmigtir. Karbon nano nokta derisimlerinin etkisindeki bugday fidelerinin genel
goriiniimleri Sekil 4.5°de ve petri kabindaki goriimleri ise Sekil 4.6’de gosterilmistir.
Bunlar her iki sekil de incelendiginde, 1000 mg/L’lik derisimde herhangi bir
¢imlenmenin olmadig1 goriilebilir. Ayrica, 500 mg/L’lik derisimde her ne kadar
cimlenme ve gelisim olsa da fizyolojik analizler i¢in yeterli miktarda biyomas elde

edilememistir.

Sekil 4.5 Farkli derisimlerde karbon nano nokta uygulanmis bugdaylarin deney sonu

genel goriintimleri
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Sekil 4.6 Farkli derisimlerde karbon nano nokta uygulanmis bugday tohumlarinin

¢imlenme sonrasi genel goriiniimleri
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4.3 Biiyiime Uzerine Etkisi

Yedi giinliik boyunca sentezlenmis karbon nano nokta derigimlerinin etkisindeki
bugday fide kok ve siirgiinlerinin uzunluklar1 artan derisimle birlikte azalmistir
(p<0,05). Buna gore, koklerin uzunluklar1 25, 50, 100 ve 250 mg/L’lik derisimlerde
kontrole gore sirasiyla %8,8, %19,9, %44,5 ve %79,0 oranlarinda azalmistir (Sekil
4.7). Benzer sekilde fide siirglinlerinde ise ayni derisimlerde ve sirasiyla %13,3,
%17,0, %20,7 ve %57,7 diizeylerinde azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Karbon nano nokta derisimi (mg/L)

m Kok = Siirgiin

Sekil 4.7 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fidelerinin kok ve
stirgiin uzunluklari. Barlar {izerindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde

istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

Sentezlenmis karbon nano nokta derisimlerinin etkisindeki bugday fide kok ve
stirglinlerinin oranlar1 Sekil 4.8’de verilmistir. Buna gore, 25 mg/L’lik derisimdeki
oran kontrole gore dnemsiz diizeyde artmistir (p>0,05). Ayrica 50 mg/L’lik dersimde
ise bu oran dnemsiz bir azalma gostermistir (p>0,05). Bunun aksine, 100 ve 250
mg/L’lik derisimlerde ise kok/govde orani kontrole gore sirasiyla %30,2 ve %49,5

diizeylerinde ve dnemli oranda azaldig1 bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.8 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fidelerinin kok/
stirgiin oranlari. Barlar tzerindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde

istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

4.4 Toplam Karbohidrat Miktari

Sentezlenmis karbon nano nokta derisimlerinin etkisindeki bugday fide kok ve
siirglinlerinin toplam karbonhidrat icerikleri Sekil 4.9°te verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, uygulanan karbon nano nokta derisimleri kok ve siirgiinlerin toplam
karbonhidrat iceriginde artisa neden olmustur. Buna gore, koklerin karbonhidrat
icerigi 25, 50, 100 ve 250 mg/L’lik derisimlerde kontrole gore sirasiyla %64.9,
%71,6, %54,3 ve %14,0 (p<0,05) diizeylerinde arttig1 belirlenmistir. Bu igerik
siirglinlerde ve aynmi dersimlerde ise sirasiyla %19,1, %1,0, %13,3 ve %16,5
diizeylerinde olmustur (p>0,05). Sirgiinlerin toplam karbonhidrat igerigi kokle
karsilastirildiginda daha az artig gostermistir.

4.5 Protein Miktari

Uygulanan karbon nano nokta derisimleri bugday kok ve siirglinlerin protein
igeriklerinde artisa neden olmustur (Sekil 4.10). Koklerin protein miktarindaki en
yiiksek artis %135,8 ile 25 mg/L’lik derisimde olmus iken, en diistik artis %44,5 ile
250 mg/L’lik dersimde bulunmustur. Bununla birlikte, siirgiinlerin en yiiksek protein
artist ise 250 mg/L’lik derisimde ve kontrole gore %70,6 diizeyinde olmustur.
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Sekil 4.9 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fide kok ve
siirglinlerinin toplam karbohidrat miktarlari. Barlar iizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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Sekil 4.10 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fide kok ve
siirglinlerinin protein miktarlari. Barlar {izerindeki farkli harfler p<0,05

diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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4.6 Toplam Fenolik Bilesik Miktar:

Bugday fide organlarinin toplam fenolik madde igerikleri uygulanan karbon nano
nokta derisimlerinin etkisinde artmistir (Sekil 4.11). Elde edilen sonucglara gore,
koklerin fenolik bilesik icerikleri 25, 50, 100 ve 250 mg/L’lik dersimlerde kontrole
gore sirastyla %81,8, %65,3, %92,7 ve 171,2 diizeylerinde 6nemli diizeyde arttig1
bulunmustur (p<0,05). Kokteki icerige kiyasla daha az olmakla birlikte, siirgiinlerin
fenolik madde icerikleri de ayni derisimlerde ve kontrole goére sirasiyla %21,6,

%54,6, %95,5 ve %77,2 diizeylerinde artmistir (p<0,05).
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Sekil 4.11 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fide kok ve
stirgiinlerinin toplam fenolik bilesik miktarlari. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.7 Protein Olmayan Siilfidril Gruplarin Miktari

Bugday fide organlarinin protein olmayan SH grup miktarlar1 uygulanan karbon
nano nokta derisimlerinin etkisinde arttig1r belirlenmistir (Sekil 4.12). Koklerin
protein olmayan SH grup miktarlar1 uygulanan 25, 50, 100 ve 250 mg/L’lik
dersimlerde kontrole gore sirasiyla %70,8, %30,4, %31,7 ve %84,2 diizeylerinde
onemli diizeyde arttigi bulunmustur (p<0,05). Siirgiinlerin dokularinin protein
olmayan SH grup miktarlarinin ise 6zellikle 250 mg/L’lik derisimde kontrole gore

9%155,6 diizeyine kadar artig gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.12 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fide kok ve
stirglinlerinin protein olmayan SH grup miktarlari. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

4.8 Hidrojen Peroksit Miktarlar:

Uygulanan karbon nano nokta derisimlerinin bugday kok ve stirgiinlerinde oksidatif
strese neden olup olmadiklarini belirlemek i¢in hidrojen peroksit analizi yapilmistir
(Sekil 4.13). Yapilan analizlere gore, kok ve siirglinlerin hidrojen peroksit igerikleri
25, 50 ve 100 mg/L’lik derisimlerde anlamli bir degisime neden olmamistir (p>0,05).
Bunun aksine, kok ve siirgilinlerin hidrojen peroksit icerikleri 250 mg/L’lik derisimde
kontrollerine gore sirasiyla %76,4 ve %62,8 diizeylerinde artis gosterdigi tespit

edilmistir.

4.9 Lipid Peroksidasyon Miktarlar

Uygulanan karbon nano nokta derisimlerinin bugday kok ve siirgiin hiicre zarlarinda
lipid peroksidasyonuna neden olup olmadiklarint belirlemek i¢in malondialdehit
analizi yapilmistir (Sekil 4.14). Uygulanan karbon nano nokta derisimleri sonucunda
kok ve siirgiinlerin MDA igeriklerinin 6nemli diizeyde arttig1 belirlenmistir (p<0,05).
Koklerin malondialdehid igerikleri 25, 50, 100 ve 250 mg/L’lik derisimlerde kontrole
gore sirasiyla 1,2, 3,0, 5,8 ve 9,4 kat arttifi hesaplanmistir. Benzer olarak,
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stirglinlerin malondialdehit igerikleri de 25, 50, 100 ve 250 mg/L’lik derisimlerde
kontrole gore sirasiyla 4,1, 5,9, 13,2 ve 21,1 kat arttig1 belirlenmistir.

b B
A - a a
. ' ' '
0 25 50 100 250

Karbon nano nokta derisimi (mg/L)

Hidrojen peroksit miktar1
(mikro mol/g TA)
CWh OO PR O ®

B Kok ® Siirgiin

Sekil 4.13 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fide kok ve
stirglinlerinin hidrojen peroksit miktarlari. Barlar tizerindeki farkli harfler

p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Sekil 4.14 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fide kok ve
siirglinlerinin malondialdehit (MDA) miktarlari. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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4.10 Histokimyasal Analiz Sonuclari

Uygulanan karbon nano nokta derisimlerinin oksidatif strese neden olup olmadiklari
histokimyasal analizler ile kalitatif olarak da belirlenmistir. Bugday koklerinin Schiff
reaktifi ile 6zellikle yiiksek derisimlerde boyanmis olmasi, lipid peroksidasyonun bir
gostergesidir (Sekil 4.15). Ayrica, 6zellikle uygulanan derisim artist ile koklerin
Evans Blue ise boyanmasi da membran integritesinin degistigini gostermistir

(Sekil4.16).

0mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 250 mg/L 500 mg/L

Sekil 4.15 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fidelerinin

koklerindeki lipid peroksidasyonun histokimyasal olarak belirlenmesi

0mg/L 25 mg/L 50 mg/L 100mg/L 250 mg/L 500 mg/L

Sekil 4.16 Farkli karbon nano nokta dersimlerin etkisindeki bugday fidelerinin

koklerindeki membran hasarinin  histokimyasal olarak belirlenmesi
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Cevre kirliligi, Diinyanin bugiin kars1 karsiya oldugu énemli sorunlardan biridir. Bu
sorun her gecen yil artarak Diinya’da ciddi etkiler olusturmaktadir. Atmosfer, CO,
kloroflorokarbonlar, ugucu organik bilesikler, hidrokarbonlar ve azot oksitler gibi
cesitli kirleticileri icermektedir. Su ve toprak ise ayn1 zamanda organik ve inorganik
bilesiklerle kirlenmektedir. Bu Kkirleticilerin baglica kaynaklar1 lagim suyu,
endiistriyel atiklar, pestisitlerin rastgele kullanimi, giibreler ve petrol sizintilaridir

(Krug, 2009; Bhawana ve Fulekar, 2012; Khan vd., 2014; Das vd., 2015).

Endiistri ve medeniyet faaliyetlerinin siirekliligi, dogal kaynaklar1 en aza
indirgemektedir. Ayrica, c¢evre kirliligine (hava, su ve toprak) neden olmakta,
dolayisiyla halk sagligim1 ve ekolojik giivenligi tehdit eden birgok tehlikeli atik
olusturmaktadir. Bu g¢evresel kirleticiler yeme, emilme veya soluma yoluyla viicuda
girmesi sonucunda insan saghg: iizerinde zararli etkilere neden olabilmektedir
(McMichael vd., 2003). Bu nedenle, toksik g¢evre kirleticilerinin tespit edilmesi ve
dogru bir sekilde ele alinmasi i¢in; yeni, daha verimli ve ekonomik teknolojilere acil

bir ihtiya¢ vardir (Adeleye vd., 2016).

NP'ler dogal (volkanik patlama), tesadiifi (bitkilerin yanmasi) ve planlanan (motorlu
tasitlar) faaliyetlerinden kaynaklanabilir. Hem NP'ler hem de KNM'ler tarimda,
kimyada, biyoloji, tip ve enerji alanlarinda potansiyel kullanimlari i¢in laboratuvarda
insanlar tarafindan iiretilir (Treuel vd., 2014; Gao vd., 2014). Nanopartikiiller (pozitif
yiikli nanogold), bitki hiicrelerinde plazma zar1 igsellestirme (endositoz)
mekanizmalar1 hakkinda fikir edinmek icin faydali problar olarak kullanilmistir

(Onelli vd., 2008).

Bugiin, metaller, seramikler, polimerler, akilli tekstiller, kozmetikler, giines
koruyuculari, elektronikler, boyalar ve cilalar dahil olmak iizere piyasada ¢ok genis

bir ticari iirlin yelpazesi bulunmaktadir. Bu nedenle nanomalzemeler, nanometrik
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Olgekte malzemelerin spesifik Ozelliklerini elde etmek i¢in insanlar tarafindan
iiretilir. Ote yandan, dogal nano partikiiller de vardir: 6rnegin, erozyon tozu veya
volkanik patlama tozu veya deniz spreyi. Diger nanopargaciklar, yanma olaylari
sirasinda istemeden iiretilir: 6rnegin, odun yakarken veya dizel motorlar1 yakarken

(Wagner vd., 2014).

Karbon nanopartikiiller olaganiistii elektriksel iletkenlige, 1s1 iletkenligine ve
milkemmel mekanik Ozelliklere sahiptir. Karbon nanopartikiiller saf karbondan
olusur, bu nedenle yliksek stabilite, diislik toksisiteye sahiptirler, cevre dostudurlar
ve 1iyi iletkenlik gosterirler (Yan vd., 2016). Karbon nanopartikiiller, ilag dagitima,
gen transferi ve biyo-goriintiileme gibi biyomedikal sektoriindeki bir¢ok uygulamada

bulunur (Lin vd., 2016).

Nanomateryallerin artan {riinlerinin ekolojik ortamda kagmilmaz bir sekilde
dagilacag1 goz oniine alindiginda, c¢evre kirliligi ve ekolojik etkilerine son yillarda
biiylik dikkat ¢ekmistir (Nel vd., 2006; Kahru ve Dubourguier, 2010; Batley vd.,
2013). Ekolojik ¢evre ile yakin etkilesimleri nedeniyle, bitkilerin nanomateryallerden
dogrudan etkilendigi diisiiniilmektedir (Navarro vd., 2012). Son zamanlarda,
NM'lerin bitkiler tizerindeki etkilerini aragtirmaya dair artan bir ilgi duyulmaktadir
(Pokhrel ve Dubey, 2013; Taylor vd., 2014; Nair ve Chung, 2014). Cok cesitli
NM'leri arasinda, karbonik nanomalzemeler, 6zellikle de karbon nanotiiplerin,
malzeme bilimi, biyosensing, biyotip, vb. gibi genis uygulama alanlarindan dolay1
bilimsel ¢aligmalar i¢in genis ilgi alanlarina ilham vermistir (Hsieh vd., 2015; Qiu

vd., 2015; Tertis vd., 2015; Tonelli vd., 2015).

Son on yilda, karbon nanomalzemelerin yiiksek bitkiler tizerindeki etkileri yogun bir
sekilde incelenmistir. Bunlarin hem pozitif hem de negatif etkileri gézlemlenmistir
(Khodakovskaya vd., 2013). Karbon nano-borularinin da karasal bitkilerin
biliylimesini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (Lahiani vd., 2015). Saxena vd.
(2014), suda ¢oziinliir KNP'lerin bugday iizerindeki konsantrasyona bagl etkilerini
incelemistir. Bitkiler 20 giine kadar toprakta 10-150 mg/L KNP ile muamele
edilmistir. Sonucta, kok ve siirglin uzunlugunun, 50 mg/L’de kontrollere kiyasla ii¢
kat artig1 bulunmugstur. 24 saat boyunca 25, 50 ve 100 pg/ml'de KNB'lere maruz
birakilmig tiitiin bitkisi hiicreleride, kontrollere kiyasla, 25 ug / mL' de anlamli bir

etki goriilmezken, 100 pg/mL' de hiicrelerinin biiyiimesinde % 78'lik bir artis
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kaydedilmigtir (Lahiani vd., 2015). Benzer olarak, yapilan bir ¢alismada, 40 pg/mL
grafen ile muamale edilmis domates tohumlari, kontrollere kiyasla sirasiyla % 26,6,

43,4 ve % 13,5 artmis oldugu goézlemlenmistir (Zhang vd., 2015).

Calismamizda, sentezlenmis karbon nano noktalarin 0, 25, 50, 100, 250, 500 ve
1000 mg/L derisimlerinin etkisinde, kontrollii bir iklimlendirme dolabinda
yetistirdigimiz ekmeklik bugday cesitlerinden 7. aestivum L. cv. Golia’daki
fizyolojik ve histokimyasal degisimler belirlenmistir. Sentezlenmis nano nokta
derisimlerinin etkisindeki bugday fide kok ve siirgiinlerinin uzunluklar1 artan
derisimle birlikte azaldigi belirlenmistir. Bunun yaninda, bugday fide kok ve
stirgiinlerinin oranlar1 25 mg/L’lik derisimdeki oran kontrole gore dnemsiz diizeyde
artmistir. Ayrica 50 mg/L’lik dersimde ise bu oran 6nemsiz bir azalma gostermistir.
Uygulanan yiiksek derisimlerde ise kok/gévde orani onemli oranda azaldigi
belirlenmistir. Mondal vd. (2011), tek duvarli KNT'nin Brassica juncea lizerindeki
etkisini incelemislerdir. Aragtirmacilar, artmis ¢imlenmenin yani sira kok ve siirgiin
bliylimesinin arttigin1 bildirmislerdir. Bununla birlikte, daha yiiksek tek duvarl

KNT'ye maruziyetin ¢imlenme oranini azalttigini bildirmislerdir.

Yaptigimiz arastirma bulgularina gore, 1000 mg/L’lik derisime maruz kalan bugday
tohumlarinda herhangi bir ¢cimlenmenin olmadig1 goriilmistiir. Ayrica, 500 mg/L’lik
derisimde her ne kadar ¢imlenme ve gelisim olsa da fizyolojik analizler i¢in yeterli
miktarda biyomas elde edilememistir. Sonug olarak, bulgular uygulanan en yiiksek
derisimlerdeki karbon nanonoktalarin ¢cimlenmeyi inhibe ettigini géstermistir. Bunun
nedeni, su aliniminin engellenmesi yani fizyolojik stres (ozmotik stres), giberillik asit
ve/veya ¢imlenme esnasinda rol oynayan baskilanmasi enzimlerin baskilanmasi

olabilir. Bunun nedeninin belirlenmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Yapilan c¢alismalarla C-noktalarin bitkiler tarafindan absorblandigi dogrulanmistir
(Qu vd., 2012; Xu vd., 2014). Ayrica, elektron ve floresans mikroskobik analizleri ile
bugday koklerinin i¢ine girdikleri de kanmitlanmistir (Tripathi ve Sarkar, 2015).
Ancak, C-noktalarinin bitkiler tarafindan alimim arastirmalar1 hala baslangic
asamasindadir. Bunlarin doku ve hiicrelerde dagilimlar1 hakkinda 6nemli bilgi acig1
cikmistir. Ayrica, onceki ¢caligmalarda C-noktalar1 sadece fasulye siirgiinlerinde veya

bitki koklerinde gozlenmistir; yapraklara daha fazla tasinip tasinamayacaklar1 konusu
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ise halen gizemli kalmaktadir. Misirda, C-noktalart ile muamele edilmis misirlarin

maruz kalma stirecinde fenotipik degisiklikler gozlenmistir (Chen vd., 2016).

Birgok caligmada karbon nano partikiillere bitkilerin maruziyetinden kaynakli olumlu
etkiler bildirmesine ragmen, calismalarin ¢ogunun yapay biiylime ortamlarinda
yiiksek diizeyde KNT maruziyeti olan kisa siireli c¢alismalara odaklandigi not
edilmistir. C-noktalarinin bitkilerdeki etkileri ve potansiyel mekanizmalar1 hakkinda
fenotipik ve fizyolojik seviyelerde halen daha fazla aragtirmaya gerek vardir. Ek
olarak, bitkilerde TNM'lerin alimin1 ve tasinmasini arastirmak ¢ok 6nemlidir. Ciinkii
bitki tarafindan alinmast TNM'lerin gida zincirinde biyolojik olarak birikmesi i¢in
potansiyel bir yoldur. KNM'lere maruz kalmasinin, bitki veriminin artmasindan akut
sitotoksisiteye kadar olan karigik etkilerini ortaya koymustur. Biiyiime ve verim
durumu tiirden tiire degismekte ve uygulanan KNM'lerin dozajina bagl olmaktadir.
Bitkilerin KNM'lere maruz kalmasi ve etkilesimleri, KNM'lerin biiytikligi, tipi,
sekli, yiikii, kimyasal bilesimi, reaktivitesi, yiizey kaplamas1 ve dozu da dahil olmak
tizere Ozelliklerine bagli olarak segilen bitki tiirlerinde ¢esitli fizyolojik degisikliklere
neden olabilmektedir. Belirli bir KNM tiiriiniin etkinligi bitkiden bitkiye degisir ve
KNM-bitki etkilesimlerinin sonucu (6nemsiz, faydali, zit) her zaman konsantrasyona
baghdir. Cogunlukla, KNM tiplerine bagli olarak, bunlarin konsantrasyonu,
maruziyet siiresi, maruz kalan bitki tiirleri ve biiylime kosullarina bagli olarak, artan
arastirma raporlar1 bitkiler tizerine zit etkisi oldugu kadar faydal etkisi oldugunu da

gostermistir. (Khot vd., 2012).

Yedi giin boyunca, farkli sentezlenmis karbon nano nokta derigsimlerinin etkisinde
yetistirdigimiz bugday fide organlarininda bazi fizyolojik degisimler belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, uygulanan karbon nano nokta derisimleri kok ve
siirglinlerin toplam karbonhidrat iceriginde artisa neden olmustur. Siirgiinlerin
toplam karbonhidrat igerigi kokle karsilastirildiginda daha az artis gostermistir.
Benzer olarak, karbon nano nokta derisimleri bugday kok ve siirgiinlerin protein
igeriklerinde de artisa neden olmustur. Literatiirde bitkilerde karbon nano partikiil
uygulamasinin protein ve karbonhidrat igeriginin artigin1 gdsteren ¢alismalarin

olmas1 sonuglarimizla uyum gostermistir (Tripathi vd. 2017; Wang vd., 2018).
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Stres kosullar1 altinda bitkilerin fenolik bilesik miktarlarinda artiglar meydana geldigi
rapor edilmigtir (Minh vd., 2016). Bugday fide organlarinin toplam fenolik madde
igerikleri uygulanan karbon nano nokta derisimlerinin etkisinde arttigr bulunmustur.
Bununla birlikte, siilfidril bilesikleri olumsuz sartlarda meydana gelen serbest
radikallerle reaksiyona girerek enzimlerin SH gruplarinin okside olmasina engel olur
(Foyer, 1993). Fide organlarinin protein olmayan siilfidril grup miktarlar1 uygulanan
karbon nano nokta derisimlerinin etkisinde arttig1 belirlenmistir. Koklerin protein
olmayan SH grup miktarlart %84,2° kadar 6nemli diizeyde arttigi bulunmustur.
Siirglinlerin  dokularmin ~ protein olmayan SH grup miktarlarinin  ise %155,6
diizeyine kadar artig gosterdigi belirlenmistir. Bitkilerin hasarlanma ve bir¢ok
cevresel stres durumlarinda fenolik bilesiklerinin ve protein olmayan SH grup
miktarlarinda artiglarin  oldugu bilindiginden, uygulanan karbon nano nokta
derigimlerinin bunlarin diizeyindeki artislare neden olmasi, bu bilesiklerin strese

kars1 koymada rollerinin olabilecegini gostermesi bakimindan énemlidir.

Yaptigimiz caligmada, uygulanan karbon nano nokta derisimlerinin oksidatif strese
neden olup olmadigini belirlemek i¢in kantitatif hidrojen peroksit ve MDA analizleri
ise oksidatif stresin histokimyasal olarak belirlenmesi icin kalitatif analizler
yapilmistir. Oksidatif stres, 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimindeki bir
artisa neden olan, oksidatif ve antioksidan sistemler arasinda bir dengesizlige yol
acan yikict bir siiregtir. Bu durum biyolojik makromolekiillerin oksidatif
modifikasyonuna, doku hasarmma ve hizlandirilmis hiicresel O6liime neden
olabilmektedir (Trevisan vd., 2001). H>O» zararli oksijen tiirlerinden biridir ve
bitkilerde peroksizomlarda fotorespirasyonda, mitokondride elektron tagima
sirasinda, kloroplastlarda Mehler reaksiyonuyla meydana gelebilmektedir. Bir bagka
olusum yolu da H20: hiicre zarina yerlesmis NADPH oksidaz ile enzimatik yol iledir
(Slesak vd., 2007). Yapilan analizlere gore, bugday organlarinin hiicrelerinde
hidrojen peroksit igeriklerinde 100 mg/L’ye kadar Onemli bir degisim
belirlenememistir. Bunun aksine, kok ve siirglinlerin hidrojen peroksit igerikleri 250
mg/L’lik derisimde kontrollerine gore sirasiyla %76,4 ve %62,8 diizeylerinde artis
gosterdigi tespit edilmistir. Stress durumunda, hiicrelerde ROT birikimi genellikle
oksidatif strese neden olarak proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara ve DNA'ya zarar
verebilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). Strese maruziyet sonucu olusan ROT’larin

membranlarda lipid peroksidasyonuna neden olarak membran hasarina yol actig
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bilinmektedir (Kendall ve McKersie, 1989). Memranlardaki lipid peroksidasyonunun
en karakteristik gostergelerinden biri de MDA’dir. Uygulanan nano nokta
derisimlerinin bugday kok ve siirgiinlerin MDA igeriklerini 6nemli diizeyde arttig
bulunmustur. Uygulanan karbon nano nokta derisimlerinin oksidatif strese neden
olup olmadiklar1 histokimyasal analizler ile kalitatif olarak da belirlenmistir.
ozellikle ytiksek derisimlerde Schiff reaktifi ve Evans Blue ile kdklerde boyanmanin
olmasi, lipid peroksidasyonu ve memran integritesinin degistigini agik¢a gostermesi
bakimindan 6nemldir. Chen vd. (2016) ozellikle yiiksek derisimdeki karbon nano
noktalarin misir bitkisinde oksidatif strese neden oldugu artan hidrojen peroksit ve
lipid peroksidasyon diizeyi ile agiklamistir. Sonug olarak, bulgularimiza gore, hem
hidrojen peroksit hem de MDA diizeyindeki artislarin bulunmasi, 6zellikle yiiksek
karbon nano noktalarin oksidatif stresi tetikledigi ve lipid peroksidasyonuna

sebebiyet verdigini agikca gostermistir.

Bu c¢alismada, sentezlenmis nano karbon noktalarin, iilkemize ekimi yapilan
ekmeklik bugday c¢esitlerinden 7. aestivum L. cv. Golia’daki fizyolojik ve
histokimyasal etkileri belirlenmistir. Sonug¢ta uygulanan karbon nano nokta
derisimleri bugday fidelerinde fizyolojik ve biyokimysal degisimlere neden oldugu
belirlenmistir. Ayrica yiiksek derisimlerin de bitkide strese neden oldugu kantitatif
ve kalitatif olarak acgikca tespit edilmistir. Ancak bu bulgularin dogal kosullara
uygunlugu bilinmemektedir. Ancak karbon nano partikiillerin bitki tiirleri arasindaki

etkilerinin daha iyi bilinmesi i¢in daha ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.
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