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YESIL SENTEZ YONTEMIYLE DEMIiR NANOPARTiIKULLERIN
BAL FENOLIK EKSTRAKTIYLA SENTEZI VE BiYOLOJIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

OZET

Bu ¢alismada; bal ekstrakti kullanilarak yesil sentez yontemiyle demir nanopartikiiliiniin,
antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri karsilastirilarak degerlendirmesi
yapilmistir. Ayrica Elde edilen bu NP’lerin yapisal, morfolojik ve optik ozellikleri
UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, TEM, EDX ve Zeta potansiyeli kullanilarak karakterize
edilmistir. Devaminda DPPH, ABTS, metal selatlama aktivitesi ve toplam antioksidan
kapasitesi ile antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda balin toplam
fenolik ve flavonoid igerikleri belirlenmis ve yesil sentezle elde edilen demir
nanopartikiiliine baglanan bal ekstraktinin fenolik ve flavonoid bilesenleri miktarsal
olarak karsilastirilmistir. Antimikrobiyal aktivitede ise Saccharomyces cerevisiae ATCC
76521 Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-), Staphylococcus aureus ATCC 35150
Gram (+), Candida Albicans mikroorganizmalarinda etkinligi arastirilmistir. Ayrica
demir nanopartikiiliiniin. Antikanser aktivitenin degerlendirilmesinde A549 akciger
kanser hiicre hatt1 lizerinde etkinligine bakilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bal, yesil sentez demir nanopargacik, antikanser, antimikrobiyal.



SYNTHESIS OF IRON NANOPARTICLE WITH HONEY
PHENOLIC EXTRACT AND DETERMINATION OF THEIR
BIOLOGICAL ACTIVITIES BY THE GREEN SYNTHESIS
METHOD

ABSTRACT

In this study; Comparative evaluation of antioxidant, antimicrobial and anticancer
activities of iron nanoparticle by green synthesis method using honey extract was made.
In addition, the structural, morphological and optical properties of these NPs were
characterized using UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, TEM, EDX and Zeta potentials.
Afterwards, DPPH, ABTS, metal chelating activity and total antioxidant capacity and
antioxidant activities were evaluated. At the same time, the total phenolic and flavonoid
contents of honey were determined and the phenolic and flavonoid components of the
honey extract bound to the iron nanoparticle obtained by green synthesis were
quantitatively compared. In antimicrobial activity, its effectiveness was investigated in
Saccharomyces cerevisiae ATCC 76521, Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-),
Staphylococcus aureus ATCC 35150 Gram (+), Candida Albicans microorganisms. In the
evaluation of anticancer activity, its effectiveness on the A549 lung cancer cell line was
examined.

Keywords: Honey, green synthesis iron nanoparticle, anticancer, antimicrobial.



1. GIRIS

Nanoteknoloji gelisen teknoloji i¢inde giliniimiiz diinyasinda énemli bir ¢aligma alanidir.
Interdisipliner ¢alismalar1 6n planda tutarak gelecek donemin teknolojisi olacagi ongoriilen
ve boylelikle giinliik hayatimiza giren ‘ ‘Nanoteknoloji’’ sayesinde metal partikiillerin nano
boyutta kullanimi ile ileri teknolojik malzemelerin kullanimi giderek artmaktadir.
Nanopartikiil 1-100 nm boyutunda parcaciklara indirgenen malzemelerdir boylelikle
fiziksel 6zellikleri ve yiizey kimyas1 degisir. Bu degisimle ¢evresel etkilesim ve dagilimi
farklilasir ve yeniden sekillenir bu sayede meydana gelen farklilagma yeni ve farkli
driinlerin Uretebilme olanagini1 arttirr. Nanoteknoloji, maddeye yeni Ozellikler
kazandirmasi sayesinde yakin zamanda sanayiye ve insan yasamina yenilik¢i bir sekil
verecegi ongoriilmektedir. Nanoteknoloji, molekiil dlcekte 6zel yontem ve tekniklerle
yapilarin, materyallerin, araglarm insa edilmesini saglayacak yenilik¢i bir yaklagimdir. Bu
Olcekte 6lgme, izleme, tahmin etme ve yapim faaliyetlerinde bulunarak bu 6lgegin bazi

temel Ozelliklerinden yararlanma yetenegini belirtmektedir (Lee, 2007).

Biyo uyumlu demir nanopargaciklarinin sentezlenmesinde bitki ve dogal kaynaklarin
kullanildig1 ““Yesil Sentez’’ son zamanlarda ilgi ¢eken bir yaklagimdir. Yesil sentez
yonteminde toksik kimyasal kullanilmadig1 gibi ayn1 zamanda yiiksek basing, sicaklik ve
enerji ihtiyacina gerek duyulmaz. Cevre dostu, maliyeti az olan farmasotik biyomedikal

uygulamalarda kullanilabilirligi daha faydalidir (Yorug ve Ugraskan, 2017).

Bal, olaganiistii tibbi, kimyasal, fiziksel ve farmasotik degerlerle diinyanin en eski besin
kaynag1 olarak belgelenmistir. Bal estrakti kullanilarak yapilan yesil sentez, son birkag
yilda altin, giimiis, karbon, platin ve paladyum nanopargaciklarini sentezlemek icin
kullanilan nispeten yeni bir kavramdir. Bal hem stabilize edici hem de bir ajan olarak
hareket eder ve daha Onemlisi nanopargacik sentezinde bir Oncii olarak islev goriir.
Indirgeyici Bal fenoligi kullanilan yesil sentez, basit uygun maliyetli biyouyumlu,
tekrarlanabilir, hizli ve giivenli bir yontem saglar. Bal ile fonksiyonellestirilmis
nanopartikiillerin 6zel aktivitesi, ¢esitli alanlarda ¢ok sayida uygulama ile degerli son

tirtinler saglanabilir (Balasooriya et al., 2017).



Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi ile bal fenolik ekstraktiyla yesil sentez yontemi ¢aligamalari
ile sentezlenen demir nanopartikiillerin karakterizasyonu farkli teknikler kullanilarak
yapilmig ve c¢esitli biyolojik aktiviteleri (Antikanser, Antioksidan, Antimikrobiyal

aktivitesi vb.) degerlendirilmistir.

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, madde boyutlarinin 1-100 nm dlceklikte elde edilmesi sayesinde tasarim,
diizenleme, modelleme ve Ol¢glim gibi calismalarda fayda saglayan bir bilim dalidir.
Maddeyi atom ve molekiiler boyutta gelistirerek yeni fiziksel, biyolojik ve kimyasal
ozellikler saglamay1 hedefleyen hizli ayn1 zamanda yeni gelismis teknolojik bir alandir

(Beykaya ve Caglar, 2016).

1.2. Nanopartikiiller (NP)

Boyutlar1 1-100 nm arasinda meydana gelen toz veya tanecikler yani nanopartikiiller,
nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir. Farkli ve iistiin 6zellikler gostermesi sayesinde
ve milyonlarca atom igermesiyle nanopartikiiller dikkat c¢ekmistir. Nano boyuttaki
malzemelerin normal boyuttakine gore farkli 6zellik gostermesinin sebebi elde edilen
yiizey etkisi ve kuantum etkisi sayesindedir. Nanopartikiiller yiizey atomlarmin essiz
ozellikleri, kuantum boyut etkileri, elektronik yapismin boyut bagimliligi ve yiiksek
yiizey/hacim orani ile benzersiz fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklere sahip olmuslardir

(Baglioni ve Giorgi, 2006; Buzea et al., 2007).

Yalgin 2014 yilinda yaptigi calismada nanopartikiillerin immobilizasyonlar1 sonucunda
cevrimici sistem kullanilmistir. Bu sayede biyomolekiillerin ylizey alanini genisleterek

daha duyarli ve elektif analizlerin yapilmas1 saglanmistir.



1.3. Metalik Nanopartikiillerin Simiflandirilmasi

Faraday 1857 yilinda cozelti halinde ilk metal nanopartikiiliin varligini rapor etmistir
(Edwards ve Thomas, 2007). Nanopartikiil alaninda metal nanopartikiiller yeni bir
terminoloji olarak ortaya ¢ikmistir. Altin, platin ve glimiis gibi soy metaller ile sentezlenen
nanopartikiiller biyouyumlu yapilardir (Bhattacharya ve Mukherjee, 2008). Metal
nanopartikiil sentezlenmesi ve stabilizasyonu ic¢in farkli fiziksel ve kimyasal yontemler
kullanilmaktadir; Elektrokimyasal degisiklikler, fotokimyasal indirgeme ve kimyasal
indirgeme (Geethalakshmi ve Sarada, 2012). Metal nanopartikiilleri heterojen ve homojen
kataliz, sensor, biyosensorler ve yakit hiicresi katalizi gibi farkli biyolojik ve endiistriyel

uygulamalarda kullanilmaktadir (Lee et al., 2007).

Metalik NP’ler giimiis, titanyum, altin, talyum ¢inko, seryum, platin, ve demir saf gibi
metallerden veya hidroksitler, oksitler, kloriirler, floriirler, siilfitler ve fosfatlar gibi
bunlarin bilesiklerinden yapilmis submikron 6lgekli maddelerdir (Pifion-Segundo et al.,

2013).

Nanopartikiilleri ve nano yapili materyaller farkli 6zelliklerine gore farkli smiflamalar
bulunmakla birlikte en giincel haliyle Tablo1.1'de gosterildigi gibi dort materyal-bazl
kategori halinde smiflandirmasi1 yapilmistir (Aktas et al., 2018).

Tablo 1.1. Nanopartikiillerin siniflandirilmasi

Nanopartikiiller- Nano yapili materyaller

Karbon Bazh Inorganik Organik Bazh Kompozit Bazh
Nanomateryaller Bazh Nano Nanomateryaller Nanomateryaller

Materyaller
Fullerenler (C60) Altin Dendrimerler Kitosan
Karbon nanotiipler Glimiis Miseller Hidroksietil metakrilat
(CNT) Titanyum dioksit | Polimer nanopartikiiller | Polilaktik asit
Karbon nanofiberler Cinko oksit Lipozomlar
Grafen (Gr) Demir oksit

Silisyum

Kuantum noktalar




Tablo 1.2. Metalik nanopartikiillerin avantaj, dezavantaj ve karakterizasyonu

Metalik Nanopartikiiller

Avantajlari Dezavantajlari Karakterizasyonu

Artmis rayleigh sagilimi | Nanopartikiillerin Absorbans Spektroskopisi

Yiizeyce giiclendirilmis | kararsizligi Infrared Spektroskopisi

raman sagilmasi Safsizlik GecirimliElektron mikroskobu (TEM)
Giiclii plazma emilimi Nanomalzemelerin Atomik Kuvvet Mikroskobisi (AFM)

Biyolojik sistemleri | biyolojik olarak toksik | X-1sinlar1 Kirmim Difraktometresi (XRD)
goriintiileme olmalari Fourier Déniisiimlii Infrared Spektroskopisi
Nano skaladaki metalik | Patlayict olmalari (FTIR)

substrat hakkimdaki | Sentez zorlugu Uzamig X-1sinlart Sogurumlu Ayrintili Yapi
kimyasal bilgileri (EXAFS)

belirleme X 1511 Fotoelektron Spektroskopisi

1.4. Demir Elementinin Ozellikleri

Demir, yetigkin bir insan viicudunda onemli bir mikro besin olup bir insan viicudunda
ortalama 3-5 gram demir bulunmaktadir. Demir; %65°1 hemoglobine, %4’ii miyoglobine,
%1°1 ¢esitli hem bilesiklerine, %1°1 de plazmada transferine baghdir. Geri kalan %15-30
kadar1 da ferritin halinde retikiiloendoteliyal sistem ve karaciger parankim hiicrelerinde
(Hepatosit) depo edilir. Oksijen tasimada gorevli olan hemoglobin, alyuvarlarda bulunan
porfirin tiirevinden bir proteindir ve kana kirmizi rengini verir. Kaslarda oksijen
tutulumunda ise miyoglobin proteini gorev alir. Dokulardaki oksidasyonu saglayan, kanda
ve kirmizi kan hiicrelerindeki hemoglobin, demirin biiyiik bir oranini bulundurur. Hiicrenin
enerji metabolizmasinda kritik rol alan enzimlerin yapisinda, fonksiyonunda ve hiicre
poliferasyonunda yer alan 6nemli nutrientlerden biri demirdir. Bircok metabolik yolaklarda
kofaktor islevi goren demir onemli bir redoks elementidir. DNA sentezinde, coklu DNA
onarim enzimlerinde, DNA metabolizmasinda, ve riboniikleotit rediiktaz da kofaktor

olarak kullanilan demir vazgecilmez bir elementtir (Tuna Yildirim et al., 2020).



1.5. Demir Oksit Nanopatikiiller

Demir (III) oksit (Fe»Os) kirmizimsi kahverengi, dogada inorganik bir paramanyetik
bilesiktir ve li¢ ana demir oksitten biridir. Diger ikisi FeO ve Fe3O4'tiir. Siiper paramanyetik
olan Fe304dogada mineral manyetik olarak ortaya ¢ikmistir. Demir oksitin nanopartikiiller
(SPION) manyetik ozellikleri, biyouyumluluklar1 ve ¢ok kiigiik boyutlar1 sayesinde;
diyabet, ateroskleroz, inflamatuar ve kanser hastaliklarinin erken teshisinde
kullanilabilmektedir. Manyetik rezonans goriintiillemede kullanilmasi icin gelistirilmis olan
demir oksit, c¢oziiniirliik kontrast ajan, manyetik ila¢ rezonans goriintiileme (MRG),
hedeflendirilmis ila¢ tasima, goriintiileme, hipertermi, gen tedavisi, kok hiicre izleme,
molekiiler/hiicresel izleme, manyetik ayirma teknolojileri (6rnegin hizli DNA dizilimi) gibi
cesitli biyomedikal uygulamalarda da umut verici olarak ortaya ¢ikmistir (Pandey ve

Dahiya, 2016).

Demir oksit nanopartikiiller tiimor hiicresini, NIR gibi non-toksik dalga boyu radyasyonu
yoluyla veya Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) iiretimini veya hipertermiyi toksik uyaranlara
dontstiirebilecek absorbe edilebilecek salimimli manyetik alanlar ile dogrudan
oldiiriilebilmektedir. Genellikle kanserde hipertermi tedavisinde, yiiksek manyetik ve
radyo-frekans ozellikleri nedeniyle demir oksit NP'leri kullanilmaktadir. Demir oksit
NP'leri, dekstran gibi farkli polimerlerle kaplama, ligand baglama ve PEG molekiilii ile
yiizey fonksiyonelleGtirme yoluyla hedeflendirilir bu da stabilite, daha uzun yarilanma

Omiir saglar (Sharma et al., 2017).

1.6. Metal Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiiller birgcok uygulama kullanilarak farkl sekil ve boyutlarda elde edilir. Sentez
teknikleri asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklasimlar olarak adlandirilir. Bu
teknikler Sekil 1.1’ de sematize edilmistir. Yukaridan asagi teknikte giimiis metalini toplu
halde kullanilir daha sonra litografi ve lazer ablasyon gibi 6zel metodolojilerle boyutunu
nano Olgege mekanik olarak kiiciiltiir (Amendola et al., 2007). Asagidan yukariya teknigi,
giimils tuzunun bir ¢oziicli i¢inde ayrigmasini ve ardindan indirgeyici bir ajanin ilave
edilmesiyle ve gerekirse nanoparcaciklarin birikmesini engellemek icin stabilize edici

ajanlarin ilave kullanimini igerir. Bu islemlerde kullanilan ¢oziiciiler ve indirgeyiciler, elde



edilen glimiis nanopargaciklarin morfolojik ve fiziksel 6zelliklerini etkiler (Tan et al.,

2007).

NANOPARTIKUL SENTEZI

Yukarldar_! i.\.gaélya (Boyut Asagidan Yukariya (Kiigiik
Kiigiiltme) Ogelerden Olusturmak)

- |
Kimyasal/elektrokimyasal ¢kelme
Buhar biriktirmesi
Mekanik Bilye Ogiitme Atomik/molekiiler yogunlasma

Kimyasal Asindirma Sol jel prosesleri
Sicaklik lazer uzaklastirma, sprey prolizi
Patlama prosesleri Lazr pirolizi

Piiskiirtme Y, Aerosol prosesleri J

Biyorediiksiiyonlar

Metal Tuzlar NADPH

Metal Nanopartiikiiller NADP

Bitkilermikroorganizmalar,makrofunguslar,makroalgler,

Butin organizmaj/doku kullanimi

Bitkiler,mikroorganizmalar, yosunlar, mikrobiyal hiicreler

Sekil 1.1. Nanopartikiil sentezi i¢in kullanilan teknikler
1.6.1. Asagidan Yukariya Yaklasimi (Bottom-up)

Molekiiler veya atomik boyutta yapilar kimyasal reaksiyonlar araciligi ile biiyiiterek
nanopartikiil elde edilmistir. (Sekil 1.2). Asagidan yukariya yaklagiminda en ¢ok kullanilan
teknikler; Sprey piroliz, sol jel kaplama, buharlastirma ve atomik yogunlastirma

yontemleridir (Singh et al., 2020).



1.6.2. Yukaridan Asagiya Yaklasimi (Top-down)

Hacimsel olarak bliylik olan malzeme disaridan kimyasal, mekaniksel islemlerle veya
enerji verilmesiyle nano boyuttaki kiiciik parcalarin elde edilmesi saglanmustir. (Sekil 1.2).
Bu alanda kullanilan en yaygin yontem mekanik asindirma teknigidir. Patlatma prosesleri,
puiskiitme gibi diger yaygin kullanilan teknikler ise klasik 6glitme islemlerinden ¢ok daha

fazla enerji tiikketimi meydana gelmistir (Giirmen et al., 2008).
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Sekil 1.2. Asagidan yukariya yaklagimi ve Yukaridan asagiya yaklasimi



1.7. Nanopartikiil Sentezinde Yesil Sentez Metodu ve Onemi

Nanopartikiillerin daha basit ve etkili sentezi son yillarda ¢ok sayida teknik gelismesini
saglamigtir. Nanopartikiil sentezi icin kimyasal, biyolojik ve fiziksel metod olmak iizere ii¢
temel sentez teknigi kullanilmigtir. Metal nanopartikiillerin elde edilmesinde 6nemli olan
metal iyonlarmin indirgenmesi icin kullanilan indirgeyici ve stabilize ajanlarin
gelistirilmesidir. Kimyasal ve fiziksel sentez yonteminde oldukga tehlikeli ve toksik
kimyasal stabilizor ve indirgeyici ajanlar kullanilir bu sebeple hiicre ve cevre icin toksisite
riski artmaktadir. Bu sebeple, belirtilen yontemler insan i¢in uygulanabilir olmadig1 gibi
yararlida degildir. Bu sebeple son zamanlarda yesil sentez yontemi iizerinde durulmaktadir.
Yesil sentezde kullanilan bu ajanlar, biyolojik organizmalar i¢inde dogal olarak
bulunmakta ve genel olarak toksik etki gostermemekle birlikte cevreye faydalidir.
Biyouyumlu 6zellige sahip bu maddeler, biyolojik olarak gelistirilmis kimyasallardir. Ayn1
zamanda kimyasal ve fiziksel tekniklerin pahali ve karmasik olmasinin, toksik madde
kullanilmasinin 6niine gegmek i¢in kabul edilebilir bir yontemdir ayrica yesil sentez ¢evre
dostu ve toksik olmayan bir yontemdir (Pandey et al., 2015). Yesil sentez teknigi ile
nanopartikiil sentezinde yaygin olarak bakteriler, mayalar, kiifler ve alg gibi

mikroorganizmalar ayni zamanda bitki 6zleri kullanilmaktadir.

Bir¢ok ¢alismada, metal nanopartikiiller yesil sentez teknigi kullanilarak, ¢evre dostu bir
teknikle iyi karakterize edilen farkli Ozelliklere sahip yapilar elde edilmistir. Yesil
sentezinin bircok avantaji vardir; biiyliik Olcekli iiretim yapilabilir, hizli ve kararh
nanopartikiil sentezlenir (Zaitsev et al., 1999). Kimyasal sentez yontemi icin kullanilan
indirgeyici ajanlar ve metal tuzlar1 gibi bir¢cok kimyasalin temini zor ve olduk¢a pahalidir.
Fakat yesil sentez yonteminde kullanilacak kimyasallardan en 6nemli olan metal tuzlarinin
maliyeti olarak bildirilmistir. Makarov ve arkadaslar1 (2014) indirgeyici ajan olarak bitki

atiklarini kullanmis ve bu sayede nanosentez maliyetini oldukc¢a diislirmiislerdir.



1.8. Nanopartikiillerin Bal Aracih Yesil Sentezi

Balin 6zel kimyasal 6zellikleri, nanoparcaciklarin yesil sentezini kullanmasini saglar. Bal
aracili sentez, mikroorganizma aracili yontemlere gore cesitli avantajlar sunar; mikrobiyal
yonteme kiyasla nispeten hizli bir iglemdir. Ayrica mikroorganizmalarin ¢ok dikkatli bir
sekilde kiiltiire edilmesi ve nanopartikiillerin mikroorganizmalar tarafindan
doniistiiriilmesi  i¢in  belli bir zaman gerekmektedir. Ayrica, nanopartikiillerin

mikroorganizmalardan ayrilmasi zor bir islemdir (Balasooriya et al., 2017).

D%, @
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DS RD i D )
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ee%‘s’e @ (RT, spesifik pH)
[Metallyon cozeHisiinns
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(RT, spesifik pH)

3
I f;@?’:"' : [(3) Stabilizasyon |
;o) ;WJ" ((RTESpESIfik pEDIY

Bal kaplimetal | Metal atom kumeleri
SapliLne

[nanopartikdller

Sekil 1.3. Nanopartikiillerin bal aracili yesil sentezinin genellestirilmis sematik diyagrami (Balasooriya et al.,
2017)

1.9. Dogal Bal

Insanoglu igin bal asirlar boyunca énemli bir besin kaynagi olmustur. Bal, farkli cins
arilarin bircok bitkiden nektar toplayarak olusturdugu bir iriindiir. Arilar tarafindan
cigeklerden salgilanan nektarlar veya bitkiler iizerinde yasayan bazi canlilarin salgilarmi
topladiktan sonra arilar viicutlarinda kendine 6zgii maddeler ile karistirip degisiklige
ugratir ve bal peteklerine depolarlar ve bunun neticesinde olusan {iriin olgunlasir tath

madde saglanir (Martin, 1979; Otles, 1995).
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Diinyanin en eski besin kaynagi olarak belgelenen dogal bal, yliksek enerji ve besleyici
degeri olan miikemmel bir besindir. Apis mellifera (bal aris1) tarafindan bitki nektarindan,
salgilarindan tiretilir (Balasooriya et al., 2017). Dogal bal, eski ¢aglardan beri tibbi amaglar
i¢cin kullanilmustir. Balin ilag olarak kullanildigma dair ilk kamt MO 2100-2000 yillarina
kadar uzanir. Bir Stimer tabletinde ila¢ ve merhem olarak balin kullanildig1 yazilmustir.
Ayrica, birgok hayvan temelli calisma da kardiyovaskiiler hastaliklarda balin uygulandigini
kanitlamistir (Balasooriya et al., 2017).

1.9.1. Bahlin Fiziksel Ozellikleri

Dogal bal, su igerigine bagh olarak yapiskan ve viskoz bir ¢ozeltidir (Cakir et al., 2017).
Ayrica ortamdaki nemi emme ve tutma 6zelligine de sahiptir (Eteraf-Oskouei and Najafi
2013). %18,8 veya daha az su igerigine sahip normal bal, %60'n izerinde bagil neme sahip
havadaki nemi emecektir (Olaitan et al., 2007). Siv1 balin rengi berrak ve renksizden (suya
benzer) koyu kehribar veya siyaha kadar degisebilir. Balin rengi sar1 ve kehribarin tiim
tonlarinda goriiliir; yas, botanik koken ve saklama kosullar1 renk degisikligine neden olur,
ancak berraklik veya seffaflik polenlerin yani asili pargaciklarin miktarma baghdir
(Balasooriya et al., 2017). Viskozite, akiciliga kars1 koyma 6zelligi olarak ifade
edilmektedir. Viskozite balin bulundurdugu su miktar1 ve sicaklik ile ilgilidir. Koyu renkli
yavasca akan balin viskozitesi yiiksek iken, agik renkli ve gevsek yapili ballarin viskozitesi

diistiktiir (Krell, 1996).

1.9.2. Balin Kimyasal Ozellikleri

Dogal bal, amino asitler, vitaminler, mineraller ve enzimler dahil olmak iizere yaklasik 200
madde icerir, ancak oncelikle seker ve su igerir. Seker, balin kuru maddesinin %95-99'unu
olusturur (Alam et al., 2014). Balda bulunan baslica sekerler: Fruktoz (%32,56 - %38,2) ve
glukoz (%28,54 - %31,3) gastrointestinal kanalda kolayca emilir. %80-85 karbonhidrat
(esas olarak glikoz ve fruktoz), %15-17 su, %0,1-0.4 protein, %0,2 kiil ve az miktarda
amino asit, enzim ve vitamin ile fenolik antioksidanlar gibi diger maddelerden olusur.
Dogal balin kesin kimyasal bilesimi ve fiziksel 6zellikleri, arilarin yiyecek aradigi bitki
tiirlerine, iklim kosullarindaki farkliliklara ve bitki ortiisiine gore farklilik gdsterir. Ayrica

diger sekerler icerisinde sakaroz, maltotrioz, maltoz, turanoz, panoz, izomaltoz, melibiyoz,
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melezitoz ve nigeroz gibi disakkaritler yer alir. Oligosakkaritler de bal icerisinde de
mevcuttur. Bal, prebiyotik ajanlar olarak hizmet eden %4 ile %5 fruktooligosakkaritler

icerir (Balasooriya et al., 2017).

1.9.3. Balin Antimikrobiyal Ozellikleri

Dogal balin geleneksel tiptaki 6nemli roliine ek olarak, son birka¢ on yilda laboratuvar ve
klinik arastirmalara tabi tutulmustur. Balin antimikobiyal aktivitesi; balin ozmotik etkisine,
asiditesine, fitokimyasal faktorlere ve glukozun glukoz oksidaz enzimi araciligiyla
parcalanmasiyla elde edilen hidrojen peroksit (H2O) miktarina baglanmaktadir (Giines,
2005). Balin antibakteriyel etkinligi ilk kez 1892 yilinda Hollandali bilim adami Van Ketel
tarafindan fark edilen en Onemli bulgulardan biridir. Baln antimikrobiyal aktivite
mekanizmalari, bakterinin hiicre duvarini yok eden veya hiicre i¢ci metabolik yollar1
engelleyen antibiyotiklerden farklidir. Antibakteriyel aktivite balin dort 6zelligi ile ilgilidir.
[k olarak bal, ortamdaki nemi ¢eker ve bdylece bakterileri kurutur. Balin seker igerigi de
mikroorganizmalarin  biiylimesini  engelleyecek kadar yiiksektir, ancak balin
antimikrobiyal 6zelliklerinin tek nedeni seker igerigi degildir. (Alam et al., 2014) Ikincisi,
balim pH"1 3,2 ile 4,5 arasindadir ve bu asitlik cogu mikroorganizmanin biiylimesini
engelleyecek kadar diisiiktiir. Glikoz oksidaz tarafindan iiretilen hidrojen peroksit ii¢lincii
ve muhtemelen en 6nemli antibakteriyel bilesendir, ancak bazi yazarlar nonperoksit
aktivitenin daha dnemli olduguna inanmaktadir. Baz1 bilim adamlar1, balda antibakteriyel

aktivite i¢in birkag fitokimyasal faktor tanimlanmistir (Alam et al., 2014)

1.9.4. Balin Antioksidan Ozellikleri

Konsantrasyonu diisiik olan bir¢ok organik bilesigin serbest radikaller sayesinde
mekanizmali oksidasyonunu engelleyen ya da onyelen bilesiklere ‘‘Antioksidan’’ denir.
Insan viicudunda dogal siiregler igerisinde siirekli olarak serbest radikaller meydana gelir.
Serbest radikaller; belirli bir diizeyin iizerine ¢iktiginda kararsiz kimyasal yapilar
nedeniyle saglikli hiicrelere zarar vererek kanser, diyabet, Alzheimer, kalp hastaliklar1 gibi
cesitli hastaliklara yakalanma riskini artirir. Antioksidanlar ise serbest radikalleri notralize

ederek etkisiz hale getiren yapilardir.
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Son yillarda yapay antioksidanlarin kanserojen oldugu diisiiniilmektedir bu sebeple bitkisel
temelli antioksidanlar daha c¢ok ilgi gormektedir. Bitki 6ziitlerinden toplanan potansiyel bir
antioksidan olarak dikkat ¢eken bal bir besin maddesidir. Bal igerisindeki fenolik bilesikler
antioksidan aktivite ile pozitif bir iliski kurmaktadir ve dogrudan etkilemektedir. Bal koyu
renk oldugu zaman ¢ok fazla fenolik bilesik igermektedir ayrica E vitamini ya da askorbik
asite kiyasla daha ¢ok antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Cakir et al., 2017).
Bal igerisinde en fazla bulunan fenolik bilesik fenolik asit ve flavonoiddir. Bu bilesikler;
anti-alerjik, anti-enflamatuar, anti-trombatik ve antibakteriyel etkilerinin yani sira
epidemiyolojik caligmalar, kanser ve kardiyovaskiiler hastalik tedavilerinde 6nemli bir rol

aldig1 belirlenmistir (Karadal, 2012).

1.9.5. Balin Kanser Uzerine Etkisi

Cigegin farkl bdlgelerinden toplanan nektar ve arilarin salgilar1 balin dogal bir metabolit
icermesini saglar. Bu sayede bal, kanser hiicresi ve tiimor gelisimi yavaslatici ve durdurucu
etkiye sahip dogal bir gida oldugu bir¢ok calismada tespit edilmistir. Balin flavonoid ve
fenolik asit benzeri biyoaktif molekiilleri sayesinde Kanser hiicreleri inhibe olabilirler. Bu
gibi 6zelliklerin yanisira bir¢ok ¢alismada; kolon, karaciger ve mide kanserlerinde tadavi

olarak bal diyetinin pozitif etkileri oldugu tespit edilmistirmistir (Mutlu et al., 2017).

1.9.6. Bahn Fenolik Bilesiklerinin Ozellikleri

Fenolik bilesikler, bilinen en az 8000 farkl1 yap1 iceren bitkilerde meydana gelen en 6nemli
bilesik gruplarindan biridir. Bu bilesiklerin digerlerinin yan1 swra antikanserojenik,
antienflamatuar, antiaterojenik, antitrombotik, immiin modiile edici ve analjezik aktiviteler
sergiledigi ve bu islevleri antioksidanlar olarak uyguladig: bildirilmektedir. Balin fenolik
bilesikleri, balin botanik kdkeninin potansiyel belirtecleri olarak kabul edilen fenolik asitler
ve flavonoidlerdir. Fenoliklerin antioksidan aktiviteleri, serbest radikal siipiiriicii, hidrojen
bagisi, singlet oksijen sondiirme, metal iyon selasyonu ve siiperoksit ve hidroksil gibi
radikaller i¢in bir substrat gérevi gorme gibi bir dizi farkli mekanizma ile iligkilidir (Alam

et al., 2014)
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2. KAYNAK OZETLERI

Ahmad et al. (2020) yaptiklar1 calismada, Tamarix aphylla ekstiresi kullanarak demir
nanoparikiillerin sentezini ger¢eklestirmislerdir. Tamarix aphylla estrakti hem indirgeyici
hem de kapama ajani olarak iglev goriir, bu da Demir, Oksijen ve Nanopartikiillerin hizli
ve basarili eko-iyi sentezine yol actig1 goriilmiistiir. UV /Vis spektroskopisi, XRD, EDX,
SEM ve TEM teknikleri, demir nanopartikiillerin farkl 6zelliklerini gostermistir. UV/Vis
calismalar1 Fe, O, NP'lerin yiizey plazmon rezonans absorpsiyonuna bagli olarak 390
nm'de doruk noktasi gostermistir. XRD caligmalari, Fe, O, NP'lerin dogada kristalin
oldugunu gostermistir. Fe, O, NP'lerin yapisal 6zellikleri ve zihinsel bilesimi ve geometrisi
SEM, EDX ve TEM tarafindan onaylanmistir. Sentezlendigi haliyle Fe O, NP'ler, Metilen
mavisi boyasmin %100'tnii 4 mg / 25 mL metilen mavisi ile par¢alamak icin etkili etkinlik
gostermis ve daha kararli DPPH serbest radikalinin (1 mg / mL) %9011 temizledigini
gosterilmis, ayrica, Fe, O, NP'ler, patojenik coklu ilaca diren¢li bakteri suslarma karsi
mitkemmel antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bu g¢alismanmn sonuglari,
Tamarix aphylla ekstratinin potansiyel azaltma, kapatma o6zelligini, 6ldiiriicii organik
kirleticilerin ve mikroplarin etkili bir sekilde iyilestirilmesi i¢in alternatif bir materyal
olabilecek eko-iyi sentezlenmis Fe, O, NP'lerin fotokatalitik ve biyomedikal

uygulamalarini aragtirmiglardir.

Demirezen et al. (2019) yaptiklar1 calismada, demir oksit nanopartikiillerini sentezlemek
icin Ficus carica (adi incir) kurutulmus meyve ekstiresi kullanmiglardwr. Kuru incir
Oziindeki biyomalzemeler, kapama ve stabilize edici ajanlar olarak gorev demir Oncii
tuzunu indirgenerek demir nanopartikiillerini sentezlenmistir. Nanopartikiiller 20 nm
captan daha kiigiik {iiretildi ve ortak incir kurutulmus meyve 6ziindeki yiiksek fenolik
bilesik icerigi nedeniyle oksitlenir. Nanopartikiiller X-1511 spektroskopisi (EDX),
transmisyon elektron mikroskobu (TEM), UV ile goriilebilir spektroskopi, X-1s1n1 kirmimi
(XRD), Fourier doniisiimii kizildtesi spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edilmistir. ilk
olarak, demir nanopartikiil sentezi nedeniyle renk degisikligi ve pH diisiisii hemen
gerceklesti. TEM goriintiileri sonucunda nanopartikiiller kiire seklinde oldugu ve tek

dagilimli bir dagilima sahip sekiller 9 = 4 nm capinda ve metalik ¢ekirdek-oksit kabuk
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formunda oldugu goriilmiistiir. EDX, XRD ve FTIR analiz sonuglar1 da demir oksihidroksit
/ oksit olusumu gdstermistir. Demir metalik ¢ekirdek hidroliz tirtinleri nedeniyle 205 nm
ve 291 nm'de absorpsiyon zirveleri tespit edilmistir. Nanopartikiillerin yogunluk-ortalama
cap1, DLS analizi ile 475 nm ¢apinda hesaplandi. Kolloid stabilitesi 20.7 mV'de orta olarak
ortaya koymuslardir.

Bar et al. (2009) bu ¢alismada, Gilimiis nanopartikiillerin hizli sentezi i¢in ¢evre dostu bir
siire¢, Jatropha curcas'in sulu tohum ekstrakti kullanilarak yapilmistir. Farkli AgNO3
konsantrasyonlarinda stabil glimiis nanopartikiillerin olusumu, ¢ogunlukla ¢ap1 15 ila 50
nm arasinda degisen kiiresel partikiiller elde edilmistir. Elde edilen giimiis parcaciklari,
HRTEM, XRD ve UV-vis spektroskopik teknikler kullanilarak karakterize edilmistir. XRD
calismasi, parcaciklarin yiiz merkezli kiibik geometri ile dogada kristalize oldugunu ortaya

koymustur.

Kulkarmi ve Muddapur (2014) yaptiklar1 calismada metal nanopartikiillerin sentezi

gergeklestirerek parcacik morfolojisini incelemislerdir.

Baska bir calismada, demir oksit nanopartikiilleri (Fe3Os-NP'ler), ana faktor olarak
stilfatlanmig polisakkaritler iceren kahverengi deniz yosunu (Sargassum muticum)
ekstrakti ile demir kloriir ¢ozeltisinin indirgenmesi ile hizli, tek agsamali ve tamamen yesil
biyosentetik bir yontem kullanilarak sentezlenmistir (Mahdavi et al., 2013). Indirgeyici
ajan ve etkili stabilizator gorevi goren FesO4-NP'lerin yapisi ve 6zellikleri X-1s1n1 kirmimu,
Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi, alan emisyonu taramali elektron mikroskobu
(FESEM), enerji dagitici X-15m1 floresan spektrometresi (EDXRF), titresimli numune
manyetometrisi (VSM) ve iletim ile incelenmistir. Elektron mikroskobu TEM ile belirlenen
ortalama pargacik ¢ap1 18 + 4 nm olarak bulunmus, X 15m1 kirinimi, nanopartikiillerin

dogada kiibik bir sekle sahip olduklarini kanitlamistir.

Mahmoudi et al. (2010) bu caligmada siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin
(SPION) sitotoksisitesini ve hiicre ortamu bilesenleri iizerindeki etkisini arastirmislardir.
Bu amagla, kaplamasiz ve polivinil alkol kapli, dar boyut dagilimmna sahip
siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerle birlikte c¢okeltme yontemi ile

sentezlenmistir. Fare fibroblast hiicre hatt1 L929, biyolojik uygulama sirasinda manyetik
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nanopartikiillerin toksisitesini aragtirmak i¢in SPION'lara maruz birakilmig, SPION'larin
neden oldugu hiicre ortamindaki degisiklikler, zeta potansiyeli Ol¢timleri, ultraviyole
goriiniir spektroskopi (UV / vis) ve 3- [4,5-dimetiltiyazol-2il) -2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) testi ile analiz edilmistir. SPION ile muamele edilmis hiicrelerde gaz
keseciklerinin olustugu goézlenmistir. Toksisite, geleneksel olarak, SPION'larin
biyomolekiillerle etkilesime girme egiliminden dolayt DMEM'in pH'imdaki ve
bilesimindeki degisikliklerle agiklanmaktadir. Nanopartikiillerin in vitro toksisitesini daha
titiz bir sekilde incelemek icin yeni bir prosediir 6nerilmisg, in vivo ve in vitro toksisite

calismalar1 arasindaki iliskide bir gelisme saglamislardir.

Madubuonu et al. (2019) bu calismada, Psidium guavaja-Moringa oleifera (PMC)
bitkilerinin yaprak ekstrakti ile sentezlenmis demir oksit nanopartikiillerine (Fed-NP'ler)
bir antibakteriyel ajan olarak iyi huylu, kolay, biyouyumlu, uygun maliyetli ve cevre dostu
bir yaklasim getirmistir. PMC NP'ler, daha diisiik konsantrasyonlarda bakteri suslarina
kars1 farmakodinamiginin terapdtik biyomedikal alanda devaminda ortodoks antibakteriyel
ilaglar i¢in gelismis bir ikame gorevi goriir ve ayrica su aritimi i¢in iyi bir bilesen olarak

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Karpagavinayagam ve Vedhi (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Avicennia marina bitkisinden
bir ¢icek 6zii kullanarak demir oksidi sentezlemek icin tehlikeli olmayan bir yontemi
aciklamamislardir. Demir oksit nanopartikiillerinin (FeO-NP'ler) UV-Vis absorpsiyon
spektrumu, 295-301 nm bolgesinde bir tepe gostermistir. FeO-NP'lerin FTIR spektrumu
3354 cm’, 1630 cm, 1380 cm™ ve 610 cm™'de bantlar gostermistir. FeO-NP'lerin boyutu
ve morfolojisi, sirasiyla: taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) kullanilarak arastirilmisti. SEM sonuglarindan, FeO-NP'lerin
ortalama boyutunun 30 ila 100 nm araliginda oldugu goriilmektedir. FeO-NP'lerin tane
boyutu XRD ile incelenmistir. FeO-NP'lerin redoks davramigini degerlendirmek i¢in
elektrokimyasal caligmalar yapilmigtir. Hazirlanan nanopartikiiller endiistriyel, boya

bozunmasinda ve ¢evre kirliliginin kontroliinde kullanilabilecegini gostermislerdir.

Izadiyan et al. (2020) yaptiklar1 calismada, Juglans regia (Adi ceviz) yesil kabuk
ekstraklarin1 kullanarak demir oksit nanopartikiil boyut kontroliindeki kabiliyetini

arastirmak istenmistir. J. regia ekstresi ve demir oksit nanopartikiilleri ayr1 ayr1 ¢okeltme
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yontemi ile sentezlenmistir. Her iki test icin de diger deneysel kosullar aynidir. Yiiksek
¢Oziiniirliklii transmisyon elektron mikroskobuna gore, birlikte cokeltme yontemi
kullanilarak sentezlenen demir oksit nanopartikiillerinin ortalama ¢ap1 ve standart sapmasi
ve 1 J. Regia /demir oksit nanopartikiillerinin sirasiyla 12.50 +2.87 ve 5.77 £ 1.66 nm
oldugu goriildii. Bu sonuglar, ekstrakti kullanilarak sentezlenen J. Regia /demir oksit
nanopartikiillerinin, birlikte ¢cokeltme yontemi ile iiretilen nanopartikiillerden daha kiiciik
bir boyuta sahip oldugunu gosterdi; dahasi, yesil kabuk ekstrakti, boyut kontrolii olarak
ana rolii oynar. J. regia ekstrakti kullanilarak iiretilmis manyetik nanopartikiillerin saflig1,
X-1sm1 kirmimmu (XRD), yiiksek ¢oziiniirliiklii gegirimli elektron mikroskobu (HRTEM),
alan emisyonu taramali elektron mikroskobu (FESEM) ve enerji dagitict X 151 (EDX) ile
elde edilen sonuclar birbirleriyle karsilastirilmali olarak degerlendirildiklerinde uyum
icinde olduklarini belirlediler. Bununla birlikte, titresimli 6rnek manyetometresinde
(VSM), J. Regia /demir oksit nanopartikiillerin, uygun manyetik 6zelliklerinden dolay1
yiiksek doygunluk manyetizasyonuna ve diisiik koersiviteye sahip olduklarini gosterdiler.
FTIR spektrumuna gore, J. regia basarili bir sekilde demir oksit nanopartikiil olusumunu
saglamis ve ylizeyini kaplamistir. J. Regia /demir oksit nanopartikiil konsantrasyonunun
1000 pg / ml'nin altindaki toksik olmayan etkisi, sirasiyla normal ve kanserli hiicre hatlar1
iizerindeki in vitro sitotoksisite ¢aligmalarinda gozlenmistir. Doza baglh toksisite, ¢esitli

tibbi uygulamalar i¢in uygun bir 6zellikte oldugunu gostermistir.

2014 yilinda Sarkar ve Sil yaptiklar1 calismada Fe,Os (demir nanopartikiiiillerinin) son
zamanlarda tibbi goriintiilemede ve endiistride de yaygin olarak kullanildigini ve sonug
olarak, insanlar bu nanoparcaciklara her gecen giin daha fazla maruz kaldigmi
sOylemislerdir. Fe;O; NP'lerin olumsuz etkisi daha diisiikk dozlarda o kadar Onemli
olmadigini, ancak daha yiiksek dozlarda FeoO3 NP'leri hiicrelere dnemli zarar verdigini
kanitlamiglardir. Calisma modeli olarak farelerin hepatositlerini kullanarak FeoO3 NP'lerin
indiikledigi oksidatif stres ve sitotoksisiteye bagli hiicre sinyal mekanizmasin

arastirmislardir.

Veisi et al. (2015) yaptiklar1 bir caligmada; Fe3O4 nanopartikiiller amidoksim gruplarmin
asilama ile yeni bir Fe;Os/amidoksim (AO)/Pd nanokatalizor sentezi gerceklesmisdir. Bu
calismada amidoksim (AO) asilanmasindan Once, 2- siyanoetiltrietoksisilan ve Fe3O4'iin

birlestirilmesiyle hazirlanan 2-siyanoetil- fonksiyonellestirilmis Fe3Os4 nanoparcaciklari,
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hidroksilamin ile muamele etmislerdir. AO- asili Fe3sOs nanopartikiilii, Pd

nanopartikiillerinin sentezlenmesi i¢in platform olarak kullanilmistir.

Mirza et al. (2018) ¢aligmalarinda Agrewia optiva (Dhaman veya Biul) ve Prunus persica
(Seftali) yapragi ekstresi kullanarak, biyojenik sentez yoluyla tehlikeli toksik kimyasallar
kullanilmadan, kapatma ve stabilize etme ajani olarak demir oksit nanopargaciklari
sentezlenmis, cesitli karakterizasyonlar1 yapilmis ve antibiyotik Siprofloksasin ve
Gentamisin, sirastyla gram (+) ve gram (-) bakteriler i¢in referans standart ilaglar olarak
kullanilmistir. Fito ekstraktlarinin ve hazirlanan nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi,
standart olarak L askorbik asit kullanilarak 2,2 difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest

radikal analizi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Igbal et al. (2020) ¢aligmasinda IONP’leri hem indirgeyici hem de stabilize edici maddeler
olarak Rhamnella gilgitica yaprak oziitii kullanilarak basitce sentezlemis ve SEM, TEM,
XRD, DLS, FT-IR, EDX ve Raman spektroskopisi kullanarak karakterize etmislerdir.
HepG2 kanser hiicrelerine karsi antikanser aktivitesini incelemis ve disk diflizyon yontemi

ile 6nemli antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmistir.

Radini et al. (2018) calismalarinda Trigonella foenum-graecum ekstrakti ile sifir degerli
demir nanopargaciklar1 (Fe0) (ZV-Fe NP'ler) sentezlemis ve bu nanopargaciklari sulu bir
ortamda stabilize etmislerdir. Ayrica Fe NP'ler UV-goriiniir spektrometri, X-15m1 kirmimi
(XRD), termogravimetrik analiz-tiirev termo-gravimetrik (TGA/DTG), manyetizasyon,
Fourier transform kizilétesi (FTIR) spektroskopisi ve transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) goriintiileri ile karakterize etmisler ve ayrica E. coli ve S. aureus gibi

mikroorganizmalarla Fe NP'lerin antibakteriyel etkinlikleri belirlenmistir.

Karaduman et al. (2017) bu ¢aliymada; y- Fe2O3 nanopartikiilii yesil sentez yontemiyle elde
edilmis ve metan gazi sensoril icin kullanilmistir. Ficus carica ve Euphorbia amigdaloides
bitkilerinin yaprak oOziitleri ile peroksidaz enzimi elde edilmistir ve y- Fe2O3
nanopartikiillerinin (NP) sentezi i¢in kullanilmistir. y- Fe;Os; NP'lerinin morfolojik
ozellikleri, yapisal hali incelenmistir ayn1 zamanda metan gazi algilama 6zellikleri tespit
edilmistir. Peroksidaz enziminden elde edilen y- Fe2O3 NP'ler, 150 ppm'de 150°C de 1 ppm
metan gazi iginde %15 yanit verdigi tespit edilmistir. Euphorbia bitkisiyle peroksidaz
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enziminden elde edilen y- Fe,O3 NP'lere gore daha fazla yanit vermistir ve seciciligi kisa
yanit zamanda gostermistir. Empedans spektroskopisi analizi, tane smirlar1 nedeniyle
olusan direncin, gaz algilama oOzelliklerine Onemli Olciide katkida bulundugunu
gostermistir. Sonug¢ olarak incir bitkisinden saflastirilmis peroksidaz enzimleri ile
sentezlenen y- FeoO3 NP'lerin endiistriyel uygulamalarda biiyiik potansiyele sahip oldugu

gorilmistir.

Yang et al. (2009) Fe3;04 nanopartikiilii (Fe;O4 NP'ler) nafion filmin anti-parazit yetenegi
ve biyomimetrik peroksidaz benzeri aktivitesinin biitlinlesmesi sayesinde glikoz
biyosensorii gelistirilmistir. FesO4 NP ile Glikoz oksidaz (GOD) karistirilarak daha sonra
kitosan (Cs), glutaraldehit, platin (Pt) elektroduyla ¢apraz baglanmis daha sonra ince bir
nafion film ile cevrelenmistir. Biyosensor, yiiksek duyarlilik (11.54 pA cm™ 2 mM ™ 1),
diisiik tespit sinir1 (6x10°° M) ve iyi depolama kararlilig1 gdstermistir. Konsantrasyon
aralig1 genis tutulmustur 6x107° ile 2.2x10~> M daha sonra dogrusal kalibrasyon ¢izimi
elde edilmistir. Bir araya getirilmis elektrot, glikoz saptanmasi esnasinda girisimi fiilen
ortadan kaldirabilmistir. Ayni1 zamanda, serum numunesinden glikoz tespiti i¢in biyosensor
basarili bir sekilde uygulanmistir. Glikoz biyosensorii bu sekilde tiretilmesi i¢in pratik
uygulamada sartlarmm optimize edilmesi ve uygulanan prosediir daha sikintisiz olmasi

sayesinde daha fazla ilgi gdrmiistiir.

Philip (2010) yaptig1 caligmada kagit, indirgeyici ve stabilize edici maddeler olarak bal
kullanan giimiis nanoparcaciklarin pH kontrollii sentezini bildiriyor. Metal iyonlar1 ve bal
iceren sulu ¢Ozeltinin pH''m1 ayarlayarak, oda sicakliginda ¢esitli boyutlarda
nanopartikiiller elde edilmistir. Nanopartikiiller, UV-goriiniir, yiiksek ¢oziiniirliikli TEM,
XRD ve FTIR olgiimleri ile karakterize edilmistir. 8.5 pH'da elde edilen kolloidin
biyosentezde dnemli bir ilerleme olan ~4 nm biiyilikliiglinde monodispers ve kiiresel giimiis
nanoparcaciklardan olustugu bulunmustur. Fcc fazli yiliksek kristallik, yiiksek
¢oziiniirlikli TEM goriintiisii incelenmis, FTIR spektrumu, nanopartikiillerin karboksilat
iyon grubu aracilifiyla proteine baglandigi gostererek ayni zamanda AgNOs ve balin sulu
cozeltisi kullanilarak ortam kosullar1 pH 8.5 oldugu goriilmiistiir. Burada muhtemel
indirgeyici ajan glikozdur ve stabilizasyondan sorumlu malzeme balda bulunan
proteinlerdir. Bu yesil yontemin, siirecinin kolay olmasi, dlceklenebilir ve ekonomik gibi

avantajlar1 oldugunu gostermistir.
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Philip (2009) yapmis oldugu ¢aligmada, altin nanoparcaciklarinin daha yesil bir sentezi i¢in
indirgeyici ve kapatict maddeler olarak bal kullanmistir. HAUCI ve sulu ¢ozeltilerdeki bal
konsantrasyonlarini ayarlayarak, oda sicakliginda daha biiyiik bir anizotropik veya kiiresel
nanokristal egilimine sahip kolloidler elde edilebilebilecegini gostermistir. Elde edilen
nanopartikiiller, UV-goriiniir spektrumlar, yiiksek ¢oziiniirlikli TEM ve XRD ile
karakterize edilmis, XRD deseni ve TEM goriintiisii ile 15 nm'lik bir boyuta sahip oldugu
gosterilmistir., Fcc fazh yiiksek kristallik, SAED modelindeki parlak dairesel noktalar ve
yiiksek ¢oziiniirliiklii TEM goriintiisiindeki net kafes sacaklarla kanitlanir. Karboksilik asit
grubu titresimleri ve amid I ve II bantlari, proteinin karboksil yerine amin grubu araciligiyla

Au yilizeyine baglandigini gostermistir.

Kaya et al. (2016) yapmis oldugu bir calismada HPLC analizi ile baldaki fenolik
bilesiklerin; klorogenik asit, kaffeik asit, krisin, siringik asit, sinapik asit, ferrulik asit ve
gallik asit oldugu tespit edilmistir. Mikroorganizmalari; gram negatif (-), gram pozitif (+)
bakteriler (Staphylococcus aureus 6538P, Bacillus subtilis IM622, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae EMCS, Salmonella typhimurium NRRLE 4413,
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071) ve mayalar (Saccharomyces cerevisiae ve Candida
albicans) olugsmaktadir. Arastirmalar sonucunda, bal 6ziitiiniin gram pozitif (+) ve gram

negatif (-) bakteriler icin antimikrobiyel etkisinin oldugu belirtilmistir.

Neupane et al. (2019) yaptiklar1 calismada Himalaya balin1 demir oksit nanopargaciklarina
(IO-NP'ler) yiiklemek ve bunlarin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemek

icin kullanmislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Bal, Amberlite® XAD®-2, FeCl,, FeCl;, NaOH, (steril diskler, DMEM besiyeri
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium), Nutrient agar, Nutrient broth, distile su,
DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical), gallik asit, Amonyum molibat, sodyum
karbonat, Quersetin, Folin, Sodyum nitrat, Ferrozin, monosodyum fosfat, Siilfirik asit,
sodyum hidroksit Folin-Ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat, potasyum asetat, aliiminyum
klorid, Sodyum hidroksit (NaOH), L-glutamin, streptomisin, ampisilin, tripsin-EDTA,
WST-1 Hiicre canlilik kiti, hidroklorik asit (HCL), tripsin, Tripan Blue boyasi, %70 etanol,

metanol kullanilmastir.

3.1.1. Kullamilan Mikrorganizmalar

Saccharomyces cerevisiae ATCC 76521
Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-)
Staphylococcus aureus ATCC 35150 Gram (+)
Candida Albicans

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Blender, Manyetik Karistirici (IKA C MAG HS7), Etiiv (Memmert), Santrifiij (Hettich
Universal 320 R), UV-Visible Spektrofotometre (Shimadzu UV-3600), X-Ismi
Difraktometresi (Rigaku Ultima IV), Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (Perkin
Elmer Spectrum 100), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (Jeol JSM 6510), Gegirimli
Elektron Mikroskobu (TEM) (Hitachi High Tech HT7700), Biyogiivenlik Kabini (Bilser),
Otoklav (HIRAYAMA), ELISA Okuyucu (Spektramax 384 Plus), Rotary Evaporator (BS 302)
kullanilmagtir.
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3.2. Yontem
3.3. Bal Ekstraktinin Elde Edilmesi

Yerel marketten temin edilen bal kullanilarak Kaya et al., 2016 kaynaginda belirtilen
yonteme gore Sekil 0.1’deki basamaklardan gecilerek estrakt hazirlanmistir. Bunun igin
100 gr bal tartilarak tizerine 496 mL su 4 mL HCL eklenerek bir saat karistiricida
karigtirilmasi saglanmis, karisim bir saat karistirildiktan sonra adi siizgeg kagidi ile
siiziilerek kat1 partikiillerden uzaklastirilmistir. Siiziintii iizerine 100 gr AMBERLITE
(XAD2) eklenerek 1 saat daha karstirilmistir. Karisim kromotografiye yiiklenerek
yikanmasi ve bal bilesenlerinden uzaklastirilmasi saglanmistir. Kramotografide 6nce 300
mL ye tamamlanan HCL, pHmetresi 2 ye ayarlanan 300 mL deiyonize su ile yikama
yapilmistir. Sonra 1000 mL metanol ile yikanarak fenolik maddelerin bulunmasi
amaclanmistir. Elde edilen ¢6zelti 40°C’de rotary evaporatorde azaltilmis basing altinda
metanoliin ugurulmasi saglanarak fenolik ekstresi elde edilmistir. Elde edilen ekstrakt

etiivde kurumaya birakilmis ve bal ektrakti elde edilmistir.

Sekil 3.1. Bal fenolik ekstraktinin elde edilmesi asamalar1
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3.4. Demir Nanopartikiiliiniin Biyolojik (Green) Sentezi

Elde edilecek 100 mL bal ekstraktina FeCls: FeClz (2:1 molar oranda) eklenmis, manyetik
karstiricida 60°C’de 1 saat karistirilmustir. Karistirma isleminin yirminci dakikasmda 20
mL 0.1 M NaOH damla damla eklenmistir. Sekil 3.2°de gosterilmistir. Olusan ¢okeltinin
santriflij cihazinda 4.500 rpm’de 10 dakika distile su ile 3 kez yikama islemi yapilmustir.
Daha sonra etanol ile ayni sekilde 2 kez yikama islemi gergeklestirilerek, yikama islemi
tamamlanmistir. Sekil 3.2 b segeneginde verilmistir. Son olarak elde edilen demir

nanopartikiilii etiivde kurumaya birakilmistir.

Sekil 3.2. a) Demir nanopartikiil ¢ozeltisinin santrifiijden Onceki b) Demir nanopartikiil ¢ozeltisinin
santrifiijden sonraki hali

3.5. Demir Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu

Yesil sentez yontemi ile sentezlenen demir nanopartikiiliiniin (HPE@FeNPs) topografik,
yapisal, morfolojik ve optik 6zellikleri UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, TEM, EDX ve Zeta

potansiyeli kullanilarak karakterizasyonlar1 yapilmistir.
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3.5.1. UV-Visible Spektrofotometre Analizi

Biyolojik olarak sentezlenen demir nanopartikiiliiniin UV-Visible spektrofotometre
cihazinda nanopartikiiliin dalga boyunun ve saf olarak elde edilip edilmeginin anlamak
icin, bagka bir deyisle, i¢erisinde kalintinin olup olmadiginin tespiti i¢in 200-800 nm dalga

boyu araliginda absorbans degeri olciilmiistiir.

3.5.2. XRD Analizi

X-1sm1 difraksiyonu, malzemelerin kristallografik 6zelliklerinin ve igerdikleri fazlarin
belirlenmesini saglayan hasarsiz analiz yontemidir. Bu analiz yOnteminde demir
nanopartikiiliiniin ~ karakteristik  kristal yapisin1  belirlemek amaciyla  X-Isim
Difraktometresi cihaziyla analizi yapilmistir. X-15mn1 difraksiyonu sayesinde toz
numunelerin kristal yapisinin yani sira, tane boyutu ve tercihli yonlenme gibi 6zellikleri de

belirlenebilmistir.

3.5.3. FTIR Analizi

Bu analizde ise Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi cihaziyla biyolojik
sentezlenen demir nanopartikiiliiniin bal fenolik, alkoloid, karbonil vb. gruplarin
nanopartikiile baglanip baglanmadigmnin tespiti yapilmistir. Bunun icin 400-4000 cm-1
dalga sayis1 araliginda analiz edilmistir. Calismada bal ekstraktinin ve nanopartikiiliin ayr1
ayr1 analizi yapilarak, sonuglar karsilastirilmistir (Umaralikhan ve Jamal Mohamed Jaffar,

2018).

3.5.4. SEM (Scanning Electron Microscope) Analizi

Taramali elektron mikroskobu cihaziyla mikroskobunda nanopartikiiliin yiizey morfolojisi

degerlendirilmistir.
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3.5.5. TEM (Tranmission Electron Microscope) Analizi

Demir nanopartikiiliiniin boyut, sekil yapilarmn analizi i¢in Erzurum Atatiirk Universitesi
Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde (DAYTAM) analiz
yapilmistir.

3.6. Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi
3.6.1. Toplam Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

28 Mm NaH;PO4 tamponu, 0,6 M H>SO4 ve 4 Mm (NH4)6M07024.4H>O (amonyum
molibat) ¢cozeltisi hazirlanarak, HPE@FeNPs ve bal fenolik ekstraktnin her birinden 25 pLL
almmis, hazirlanan amonyum molibdat ¢ozeltisinden her ikisinin {izerine 250 pL eklenerek
karistirilmigtir.  Sonra  95°C’de 90 dakika su banyosunda bekletilmistir. UV
Spektrofotometre cihazinda 695 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilarak sonuclar a-Torolox

standart grafigine gore degerlendirilmistir (Inbathamizh et al., 2013).

3.6.2. Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi

9%50’lik Folin-Ciocalteu Reaktifi ve %2’lik Na,COs ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bal Fenolik
ekstraktindan ve HPE@FeNPs nanopartikiiliiniin her birinden 1 mg/mL konsantrasyon
hazirlanmig ve bu konsantrasyondan 100 uL alinarak tizerlerine 100 uLL Folin-Ciocalteu
coOzeltisi eklenerek 5 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda her birinin tizerine 100 puL
sodyum karbonat eklenerek 25 °C’de 90 dakika karanlikta bekletilmistir. Siire biriminde
UV Spektrofotometre de ya da Elisa Plaka Okuyucu cihazinda 760 nm’de absorbans
Olctimii yapilmustir. Sonuglar Gallik Asit ile hazirlanan standart kalibrasyon grafigine gore

degerlendirilmis ve GAE (Gallik Asit Eslenigi) olarak hesaplanmistir (Kaya et al., 2016).

3.6.3. Toplam Flavanoid Iceriginin Belirlenmesi

%4’ lik NaOH ¢ozeltisi, %15°lik NaNO» ¢ozeltisi, %10’ luk AICI; ¢ozeltisi hazirlanmustir.
Bal Fenolik ekstraktindan ve HPE@FeNPs nanopartikiiliiniin her birinden 10 pL alinarak
tizerine 40 pL distile su ve 6 uL sodyum nitrat eklenerek vortekslenmis ve 6 dakika
bekletilerek tizerine 3 puL aliiminyum kloriir eklenmistir. Vortekslenerek iyice karistirilmisg

ve 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 40 puL sodyum hidroksit ile 100 pL
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saf su her iki ornek karisimima eklenerek vortekslenmistir. U.V. Spektrofotometre
cihazinda 415 nm’de absorbansi 6l¢iimii yapilmis ve Quercetin ile hazirlanacak olan
standart kalibrasyon grafigine gore hesaplama yapilarak sonuglar QE (Quercetin Eslenigi)

olarak hesaplanmistir (Kaya et al., 2016).

3.6.4. DPPH ve ABTS

0,1 mM’lik DPPH ¢o6zeltisinde 200 mL metanolde 4 mg DPPH eklenerek hazirlanmistir.
Bal fenolik ekstratinda ve demir nanopartikiiliinden 50 pL alinarak tizerine 200 uL DPPH
eklenmistir. Karanlik ortamda 60 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbansi
Olgiilerek sonuclar BHA’ ya gore degerlendirilmistir. ABTS icin 7 Mm ABTS cozeltisi
hazirlanmistir. Bal fenolik ekstrati ve demir nanopartikiiliinden 15 pL alinarak iizerine 285
uL ABTS ilave edilmistir. Vortekslendikten sonra 2 saat karanlkta bekletilmis ve sonra
734 nm’de absorbans1 6l¢iilmiistiir. Sonuglar BHT ye gore degerlendirilmistir (Kaya et al.,

2016).

3.6.5. Metal Selatlama Aktivitesinin Olciilmesi

5 mM ferrozin ve 2 mM FeCl, ¢ozeltisi hazirlanmistir. Demir nanopartikiiliinden ve bal
ekstraktindan 50 pL almarak, 160 uL distile su 5 uLL FeCl> eklenerek vortekslenmistir.
Daha sonra 20 pL ferrozin eklenerek karistirilmistir. 10 dakika sonunda 562 nm’de
absorbans Ol¢iimii yapilarak sonuglar EDTA standart grafigine gore degerlendirilmistir

(Phull et al., 2016).

3.7. Demir Nanopartikiiliiniin Antimikrobiyal Aktivitesini Belirleme

Demir nanopartikiiliiniin antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk diifiizyon
yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismada gram pozitif ve gram negatif olan bakteri suslar1
iizerinde antibakteriyel aktivite degerlendirilmesi yapilmistir.  Otoklavlanarak
sterilizasyonu saglanan nutrient agar besiyerinden her bir petri kabina 20 mL olacak sekilde
dokiilerek katilagsmasi beklenmistir. Daha sonra bakteri suslariin aktif soliisyonundan 100
uL alarak kat1 agar besiyerine steril L ¢ubugu kullanilarak ekileri yapilmistir.(Kaya et
al., 2016).
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3.7.1. Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.7.1.1. Agar Disk Difiizyon Metodu ile Ekstrelerin Antimikrobiyal Etkinin
Belirlenmesi

Berge ve Vlietinck tarafindan aciklanan metoda gore bal orneklerinin antimikrobiyal
aktivite testleri yapilmstir. (Berghe ve Vlietinck, 1991). Dimetilsulfoksit (DMSO)
icerisinde c¢oziiciileri ugurulmus kuru bal ekstreleri, 25 mg/mL olacak sekilde
cOzdiriilmiistiir. HPLC saflikta filtrasyon yapan 0,22 um’ lik naylon membran filtreler
kullanilarak siiziilen ekstreler kullanilmistir. Testte kullanilan mikroorganizmalarm kiiltiir
siispansiyonundan 200’er pL (yaklasik olarak Mc Farland 0,5 esitligine gore 10° koloni
icerir), Mueller Hinton Agar iceren petri kaplarma aktarilarak ekiivyon cubugu ile petri
yiizeyine yayilmistir. Daha sonra 6 mm ¢apa sahip 40’ar pL. (20 pL +20 pL) ekstre
emdirilmis diskler, steril bir pens yardimiyla tizerine bakteri ekilen petri kaplar1 iizerine
yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak 40 pL DMSO emdirilen diskler, Pozitif kontrol
olarak da Streptomisin kullanilmistir. Petri kaplar1 1 saat 4°C’ de daha sonra 24 saat 37°C’
de inkiibe edilmistir. Antimikrobiyal aktivite, ekstre emdirilen disklerin etrafindaki

inhibisyon zon caplarinin dl¢iilmesi ile belirlenmistir (Yildirim 2013).

3.8. Antikanser Kapasitenin Belirlenmesi
3.8.1. Bal Ekstraktlarinin ve HPE@FeNPs Hiicre Canlhilik Testi

Yasayan hiicreler hiicre saymmi ile sayilmistir. 96 kuyucukla plakalara hiicre ekimi
yapilacagi i¢in her kuyucukta yaklasik 2x10* hiicre olacak sekilde hiicre ve medium miktari
hesaplanmis ve medium eklenerek 15 mL falkon tiip icinde hazirlanmistir. Kuyucuklarin
her birine 100 pL hiicre konduktan sonra hiicreler %5 CO-’li inkiibatorde cogalmalar i¢in

48 saat bekletilmistir.

Her bir 6rnek i¢cin 1 mg tartilarak, 1.5 mL ependorf tiip icerisinde 1 mL RPMI 1640 besiyeri
icinde c¢oOziinerek istenen konsantrasyon hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonun
sonikatorle iyice karistirilmis ve besiyeri icerisinde homejen olarak dagilmasi saglanmistir.
Tiim kuyucuklarda (96’lik well plate) besiyeri hiicrelere zarar vermeyecek sekilde mikro

pipetle cekilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Kanser hiicreleri, 12,5-2000 ug/ mL olacak
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konsantrasyonlarda bal fenolik ekstrakti ve HPE@FeNPs sahip olan besiyeri ile % 5 COx li
inkiibatorde 48 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubu olarak kuyucuklara sadece RPMI
1640 besiyeri ilave edilmistir. 48 saat sonunda her bir kuyucuga 15 uLL WST-1 maddesi
eklenmistir. Hiicreler %5 CO>li inkiibatorde 37°C 4 saat inkiibasyonu saglanmis, sonra
absorbans degerlerini Olgmek i¢in 96 kutucuklu plate ELISA reader cihazina
yerlestirilmigtir. Tiim kuyucuklarin 440-620 nanometredeki absorbans degerleri alinarak
kaydedilmistir. WST-1 toksisite testinde yasayan hiicreler sar1 renk olusturmasi beklenecek
fakat Oli hiicrelerde renk olusumu gozlenmeyecektir. Toksik etki su formiil ile
hesaplanmistir. % Inhibisyon = [1 — (Test - MI)/(MO - MI)]x100. Test: Inhibitor
uygulamasi yapilan hiicrelerin verdigi absorbansin ortalamasi, MO: Negatif kontrol, MI:

Pozitif kontrol. ( Murat et al., 2017).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Demir Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Biyolojik bir sentez olan yesil sentez yontemi ile sentezlenen HPE@FeNP nin topografik,
yapisal, morfolojik ve optik 6zellikleri UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, TEM, EDX ve Zeta

potansiyeli kullanilarak karakterizasyonlar1 yapilmistir.

4.1.1. UV-Vis (Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopi)

Yesil sentez yontemiyle sentezlenen demirnanopartikiilleri olusturan bilesenlerin 180-
1100 nm dalga boyu arahginda alan taramas1 UV-VIS spektromu ile karakterize edilmistir.
UV-Visble absorbsiyon spektroskopisi metal nanopartikiillerin elektriksel yapis1 ve optik

ozelliklerini karakterize edilmesinde kullanilmistir (Sekil 4.1).

Abs.

2,000

1,000

0,000 | | | | |
180,00 400,00 600,00 800,00 1100,00
nm.

Sekil 4.1. FeNP1’nin UV-Vis alan taramasi
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4.1.2. XRD ve TEM

FeNP’nin kristal yapis1 ve faz tanimlamasi, XRD ile karakterize edilmistir (Sekil 4.2).

Intensity [cps)
4UUUD T T T T T T T T

30000~ -
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10000 -

1 1 1 1 1 1 1 1
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Sekil 4.2. Yesil sentez metodu ile sentezlenen FeNP1’nin XRD grafigi

X-Isin1 Kirinimi teknigi, HPE@FeNP ’nin boyut analizinde ve nanopartikiiliin faz ve kristal
yapisinin tespitinde kullanilmistr. HPE@FeNP’nin Cu ka (L=1.54 A) radyasyonu
kullanilarak 25°C'de 10-90°'lik alanda 26'da toz x-15m1 kirmimi (XRD paterni) ile
belirlendi. Sekil 4.2 'de XRD pikini kullanan karakteristik ¢aligmalar, FAC kompozitinin
pikini gostermektedir. 30,2, 35,5, 43,4, 53,5, 57,1 ve 62,9° 20 degerinde olusan
HPE@FeNP’nin Fe;04'lin olustugunu dogrulamistir. Burada sirasiyla en piklerin (220),
(311), (400), (422), (511) ve (440)'a sekilsel ifadesi olarak belilenmistir. Bu grafik JCPDS
No. 19-0629 ile dogrulanmis ve belirlenmistir (Ha et al., 2021). FeNP1’nin TEM

goriintiileri incelenmistir ve Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Yesil sentez metodu ile sentezlenen FeNP1’nin TEM goriintiisii
4.1.3. FTIR

FTIR analizi sonucunda bal ekstraktindaki fenolik ve flavonid gruplarinin HPE@FeNP’ye
baglanip baglanmadiginin tespiti yapilmistir sekil 4.4’de analiz verilmistir. Demir
nanopartikiiliiniin yesil sentezle elde edilip edilmedigi tesbiti organik gruplarin baglanmasi
ile belirlenmektedir. FTIR analizinde IR bantlarma gére hidroksil (3200-3650 cm™ 1),
alkanlar (1340-1470 cm™ !,2850-2970 cm ™), alkin (2100-2260 cm™ '), karbonil (1690—
1760 cm™ '), C = C alkenler (1610—-1680 cm™!), C = C aromatik halka (1500-1600 cm™ '),
aromatik aminler (1300—-1370 cm™ '), amin — amid (1180-1360 cm™ '), alkol, karboksilik
asit (10501300 cm™ ") ve alifatik aminler (1040-1053 cm™ ') verilen degerlere gore gruplar
belirlenir (Kaya et al., 2018).
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Sekil 4.4. HPE@FeNP FTIR sonucu

4.1.4. SEM ve EDX

Sentezlenen HPE@FeNP’Lerin genel goriintiileri Sekil 4.5°de verilmistir. Burada mevut
olan yapilarin agrege olduklar1 goriilmiistiir. Bu durum Zeta potensiyel ¢alismlarmdaki
negatif degerler ile ortiismektedir. TEM fotograflar1 yapilar hakkinda daha genis bir bilgi

vermektedir.



{SEl. 20kv, /D3

Sekil 4.5. HPE@FeNP SEM goriintiisiit HPE@FeNP’lerin Sem fotografi
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EDX analizi HPE@FeNP igerigindeki elementlerin miktarini tespit etmek icin kullanilir.

Demir (Fe) %45 oraninda iken oksijen (O) %23 oraninda oldugu tespit edilmistir.
HPE@FeNP’lerin EDX sonugclar1 asagida Sekil 4.6°da goriilmektedir. Olusan yapinin Fe

ve O’dan olusan formasyon oldugu belirlenmistir. Bunun Hangi demir oksit formunda

oldugu XRD calismasi ile degerlendirilmistir ve sonu¢ olarak Nanopartikiil sistemi

icerisinde Fe3O4 nanoyapilarin oldugu belirlenmistir.

Cursor=
ert=646 Window 0.005 - 40.955=

Sekil 4.6. HPE@FeNP EDX sonucu

Elt. Line Intensity | Error Conc Units
(c/s) 2-sig
C Ka 31.54 1.690 27.883 wt.%
N Ka 0.46 0.618 0.810 wt.%
o} Ka 4039 1.831 23.254 wt.%
S1 Ka 6.15 1.038 0.984 wt.%
Cl Ka 12.92 1.233 1.742 wt.%
Fe Ka 165.75 3.416 45327 wt.%
100.000 | wt.% Total
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4.1.5. Zeta Sizer ve Zeta Potansiyeli

Yesil sentez metodu sentezlenen HPE@FeNP nin elektriksel yiikii Zeta Potansiyeli ile
belirlenmistir Sekil 4.7°de nm boyutu ve Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de tabloda ayrintil1 bilgi

belirtilmistir. Negatifligin yiiksek olmas1 agregasyon olma seviyesini belirler.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
(=]

4 .......................................................................................
2 .......................................................................................
ol ; ‘ ; ; TN
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Size (d.nm)
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Sekil 4.7. HPE@FeNP Zeta Sizer sonucu

Tablo 4.1. Zeta potansiyal tablosu

Sample Pk1 Pk2 Pk3 |Pk1 Pk2 Pk3 Scatterin
Record | Type Namrt’e T |Z-Ave |PdI |Mean |Mean |Mean|Area |Area |Area Ansle g
Int Int Int Int Int Int g
°C | d.nm d.nm d.nm | d.nm | Percent | Percent | Percent °
728 Size Bal 25 | 1649 | 0,287 | 2149 4600 0 96,8 3,2 0 173
Fenps 1
729 Size Bal 25 | 159,5 {0,303 | 190,1 4438 0 94,8 5,2 0 173
Fenps 2
730 Size Bal 25 | 156,5 | 0,273 | 1879 4453 0 95,6 4.4 0 173
Fenps 3
Mean 728-730 25 | 160,3 | 0,288 | 197,6 4497 0 95,7 4,3 0 173
Std
0 | 4,257 |0,015| 14,99 89,52 0 1 1 0 0
Dev




Tablo 4.2. Zeta potansiyal tablosu
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Record | Type Sample Name T p Mob Cond

°C mV pumem/Vs mS/cm
731 Zeta Bal Fenps 1 19,9 -71,5 -1,513 0,0137
732 Zeta Bal Fenps 2 20 -76,5 -1,62 0,0137
733 Zeta Bal Fenps 3 20 -72,5 -1,535 0,0136
Mean 731-733 20 -73,5 -1,556 0,0137
Std Dev 0,1 2,65 0,05651 5,77E-05

4.2. Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi

Balin yiiksek oranda fenolik madde igerdigi literatiirde bilinmektedir (Sahin et al., 2017).

Gergeklestirilen bu ¢alismada bal ekstrakti ile elde edilen HPE@FeNP nin fenolik icerigi

bal ekstraktina kiyasla daha diisiik oldugu tespit edilmistir Sekil 4.8’de belirtilmistir. Bu

durumda fenolik bilesik miktar1 diisiik olmasmma ragmen varligmi korumaktadir. Yesil

sentezle elde edilen nanopartikiile bal i¢erigindeki fenolik bilesikler veya fenolik gruplarin

baglandig1 netlestirilmistir.
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Sekil 4.8. Bal ekstrakti ve HPE@FeNP’nin gallik asit standart grafigine gére toplam fenolik igerigi
4.3. Toplam Flavonoid Iceriginin Belirlenmesi

Polifenollerin en 6nemli sinifin1 olusturan fenolik asit ve flovanoidlerdir. Bal i¢erigindeki
flovanoid bilesikler antioksidan etkiden sorumludurlar. Balin igerigindeki flovanoid
bilesikler ayn1 zamanda, baldaki pigmentasyonu da etkilemektedir. En koyu ballarm en
fazla flovanoid igerdigi tespit edilmistir (Celik, 2021; Giizel et al., 2019). Yesil sentez
yontemi ile elde edilen HPE@FeNP’ nin bal ekstraktina gore daha diisiik miktarda olsa
icerigindeki flovanoid yapiy1 korudugu tespit edilmistir ve Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Bal ekstrakti ve HPE@FeNP quercetin standart grafigine gore toplam flavonoid icerigi

4.4. Antioksidan Aktivite

4.4.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Giderimi

Yesil sentez yontemi ile elde edilen HPE@FeNP’nin bal ekstraktina gore yiiksek orada
inhibisyon sagladig1 yiizde (%) oranla incelenmistir. Sekil 4.10°da gdosterildigi gibi bu
incelemeler sonucunda bal ekstrakt1 %20 oranla inhibisyon giderimi yaparken HPE@FeNP

%60 oranda inhibisyon giderimi saglamistir.
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Sekil 4.10. Bal ekstrakti ve HPE@FeNP’ nin DPPH giderme aktivitesi (%)
4.4.2. Toplam Antioksidan Kapasitesi

Fenolik bal ekstraktmin antioksidan kapasitesi belirlenmesi icin spektrofotometrik
fosfomolibden yontemi kullanilmistir sonuglar Sekil 4.11°de verilmistir. Bal 6rneklerinin
antioksidan kapasitelerini belirlemek i¢cin 3 paralel tekrar yapilmis ve yapilan dlctimler
hesaplanmistir. El-Haskoury et al. (2018) Fas'n 8 farkli balindaki toplam antioksidan
kapasitesi, 35,03 + 0,61 ila 60,94 + 1,88 mg AAE/g bal araliginda askorbik asit esdegeri
olarak tanimmlamistir. Tornuk et al. (2013) Tiirkiye'nin 35 farkli bal cesidi iizerinde
yaptiklar1 caligmada toplam antioksidan kapasitelerini 57,03 ile 114,69 mg AAE/g arasinda
bulmusglardir. Imtara et al. (2018) Filistin'in 10 bal c¢esidinde toplam antioksidan
kapasitesini 81,18 + 3,01 ila 120,04 + 1,59 mg AAE/g araliginda belirlemistir. Toplam
antioksidan kapasitesi 37,24 + 5,6-267,6 + 9,2 m araliginda belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Bal ekstrakti ve HPE @FeNP askorbik asit standart grafigine gére toplam antioksidan kapasitesi

4.4.3. Metal Selatlama AKktivitesi

Bal ekstrakti ve HPE@FeNP’nin metal selatlama aktivitesi incelenmistir Sekil 4.12
Sonuglar yiizde (%) olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda her iki
bileseninde ayni oranda metal selatlama yaptigi tespit edilmistir. Sonug olarak yesil sentez
ile elde edilen nanopartikiiliin ve bal ektraktinin %60 oraninda metal selatlama kapasitesi

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Bal ekstrakti ve HPE @FeNP metal selatlama aktivitesi (%)
4.5. Antimikrobiyal Aktivite
4.5.1. Bal Ekstrelerinin Antimikrobiyal Aktivitesine ait Bulgular

Bal ekstraktlarmin ve HPE@FeNPs antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla
yapilan ¢aligmalarin bulgular1 Tablo 4.3 ve Sekil 4.13’de verilmistir. Bal ekstresinin ve
HPE@FeNPs mikroorganizma kiiltlirlerinin tamamma kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi saptanmistir. Bal ekstresinin, mikroorganizma kiiltiirlerine karsi olusturdugu
inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla; Escherichia coli >Saccharomyces cerevisae > Candida
albicans > Staphylococcus aureus seklindedir. HPE@FeNPs mikroorganizma kiiltiirlerine
kars1 olusturdugu inhibisyon zon c¢aplar1 ise; Escherichia coli = Candida albicans >
Saccharomyces cerevisae > Staphylococcus aureus olarak sonug¢landirilmistir.
HPE@FeNPs, Candida albicans ve Escherichia coli Ambisilin’e karst maksimum

antimikrobiyal aktivite gostermis olup, 9,5 mm biyiikliglinde inhibisyon zonu
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olusturmustur. Minimum antimikrobiyal aktiviteyi ise Staphylococcus aureus Ambisin’e

karsi, 7 mm inhibisyon zonu olusturarak, gostermistir.

Tablo 4.3. HPE@FeNPs, bal ekstrakti ve kontrol (Streptomycin) zon ¢ap1 degerleri

Test Edilen Mikroorganizma

inhibisyon bolgesi (Zon ¢ap1) (mm)

DMSO | SAM | HE| HPE@FeNPs

Gram (+)
Staphylococcus aureus 0 | 45 | 6 | 7
Gram (-)
Escherichia coli 0 | 10 [95] 9,5
Maya
Saccharomyces cerevisae 0 | 17,5 I 8 | 9
Mantar
Candida albicans 0 | 26 | 7] 9,5

saccharomyces Cerevisiae (1)

Sekil 4.13. Mikroorganizmalarin {izerindeki antimikrobiyal aktiviteleri goriintiisii

Saccharomyces Cerevisiae (2)
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4.6. Antisitotoksik Aktivite

Fenolik ekstraktlarin (akciger kanseri) AS549'in ¢ogalmasi iizerindeki etkileri, Bal
orneklerinin fenolik ekstraktlarmin ve HPE@FeNPs’ nin farkli konsantrasyonlarin A549
hiicrelerinin canlilig1 {izerindeki etkinlikleri WST-1 yontemi ile in vitro olarak
belirlenmistir. Grafik Sekil 4.14'de bal fenolik ekstraktlarinin ve HPE@FeNPs’ nin 24
saatlik bir slire boyunca farkli konsantrasyonlarda A549 kanser hiicreleri iizerindeki
etkinlikleri gosterilmis ve konsantrasyon artikca hiicre canliligini inhibe ettigi goriilmiistiir.
Bal ekstraktina gore nanopartikiil siteminin daha etkin oldugu saptanmistir. Hemen hemen
tiim konsantrasyonlarda nanoparikiil sistemi hiicre canliliginda azalma gosterirken, bal
ekstraktmin hiicre canliligini artrmis oldugu belirlenmistir. Bu da piyasadan alinmis olan
balin icerisinde sekerin fazla oldugunu diistindiirmiistiir. Sekil 4.14'de goriilebilecegi gibi,

bal fenolik 6zleri doz uygulamasi 6nemli bir sitotoksik etkiye neden olmustur.
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Sekil 4.14. Bal ekstraktinin ve HPE@FeNPs’nin A549 hiicre hatlarindaki toplam antioksidan seviyesi



42

5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu yiiksek lisans ¢aligmasinda balin fenolik icerigi ¢ikartilmigtir. Bu ekstraktin
fenolik icerigi, flavonoid igerigi sentezlenen nanopartikiil sisteminden daha yiiksek
olmasma ragmen, DPPH, Metal Selatlama, ABTS ve toplam antioksidan kapasite
degerendirilmesi yapildiginda sentezlenmis olan HPE@FeNPs’ nin bu kapasiteleri daha
yiiksek olarak belirlenmistir. Bu durum bal ekstraktlarinin etkinligi Fe ile birlestirilerek
elde edilen NPs’lerin etkinligini ortaya koymustur. Bu durum az olan fenolik madde ve
Flavonoid maddenin demire baglanmasi ile agiklanamaz. Bu ac¢idan degerledendirildiginde
az miktarda bu igeriklerin varligi demir ile birlestiginde sinerjik bir etki olusturdugu

diistiniilmiistiir.

Antimikrobiyal etkinlik acisindan degerlendirildiginde ise yine ayni sekilde
HPE@FeNPs’nin elde edilmesi incelenen 4 farkli gruba dahil mikroorganizmalarda bal
fenolik ekstraktlarindan daha etkin oldugu belirlenmistir. Ozellikle Candida albicans’da
etkinligi daha bariz olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar literatiirde bitkisel ekstraktlar ile
yapilan ¢alismalarla degerlendirildiginde daha etkindir. Literatiirde 100 mg/mL diizeyi ile
yapilan ¢aligmalarda sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu calismada elde edilen sonuglar
1 mg/mL diizeyindeki konsantrasyonlarda sonuglar almmistir. Bu durum fenolik
maddelerin ve fenolik maddeler ile birlesen Fe’in sinerjik etkisini ortaya koymaktadir.

Nanopartikiil haline gelmis Fe ve fenolik maddelerin sinerjik etisi ile agiklanmaktadir.

Antikanser etkinlik olarak bakildiginda antikanser aktivite c¢alismanin odaklandigi
HPE@FeNPs ‘de daha yiiksektir. Calisilan tiim konsantrasyonlar NPs’nin etkinligi Bal
fenolik ektraktindan daha yiiksektir. Bu durum fenolik ekstraksiyonda elde edilen fenolik
maddlerin hemen hemen hepsinin iizerlerinde ceker bulunduran glikan formundan
kaynaklandigini diisiindlirmiistiir. Fenolik ya da sekonder bilesikler iginde aglikan

formlarinin dogal olarak ¢ok ¢ok az oldugundan kaynaklanabilir.

Sonu¢ olarak yapilan calismanin tamami sonucunda Yesil Sentez HPE@FeNPs’nin

olustugu UV, TEM, XRD ve FTIR sonuglari ile net bir sekilde belirlenmistir. Elde edilen
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NPs’nin biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir. Buna gore biyolojik aktivite agisindan
bal fenolik ekstratinin HPE@FeNPs’den aktivitesi daha diisiik kalmistir. Bunun sonucunda
yapilan ¢alismanin literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz. Sonuglar agik bir sekilde
bu calismanin sonuclarmin &nemli oldugunu belirtmistir. /n-vivo ¢alismalar ile bu
sonuglarin desteklenecegi ve 6zellikle Yesil Sentez nanopartikiillerin hayvan beslenmesi
ile yapilan c¢aligmalarda {irtin verimligi ve hastaliklarin engellenmesi agisindan etkin
olabilecegi diisiincesindeyiz. Daha ileri ¢alismlarda ise insan saglig1 acisindan insan
bedeninde bulunan Fe, Cu, Mg vb gibi metallerin gidalarda fonksiyonel gida terminoljisne

uygulanarak katkida bulunulacagini diisiinmekteyiz.
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