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OZET
Doktora Tezi

Arap stimbiilii (Muscari neglectum Guss.) bitkisinin in vitro kiiltiirtinde nekrozu 6nlemek

icin yavas hormon salinimi yapan biyomateryal bazli tasiyici sistemlerinin gelistirilmesi
Muhammad MUJTABA
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Khalid Mahmood Khawar BHATTI ve Es danisman Prof. Dr. Murat KAYA

In vitro doku kiiltliri sirasinda, reaktif Oksijen tiirleri (ROS) aracili oksidatif doku
kararmasi, arastirilan eksplantlarin rejenerasyon kabiliyetini sinirlayan baslica kisitlamalar
arasinda yer almaktadir. Bu fenomenin arkasindaki ana neden, ROS ve fitohormon hemostaz
gardiyaninin bozulmasidir. Bu durum dokularda asir1t ROS birikmesine neden olup ciddi
hiicre ve doku hasarina yol agmaktadir. Mevcut tez ¢alismasinda, M. negelectum Guss.'un
doku kararmasini kontrol etmek i¢in yeni bir ¢6ziim gelistirilmistir. Bu amag i¢in {i¢ farkl
biyomateriyal tabanli tasiyici, sirasiyla, G. macandrewii'den y-APTES’ile islevsellestirilmis
biyosilika boncuklar, Juglans regia'dan sporopollenin ve karides atigindan kitin izole edilip
farkl: analitik araclarla karakterize edilmistir. iki farkli fitohormon (BAP ve NAA), izole
edilmis tasiyici sistemler iginde basariyla enkapsiile edilmistir. Sonuglara gore, tasiyici
sistemler, BAP ve NAA'nin sert dis kosullardan korunmasinda 6nemli bir rol oynamuistir.
BAP ve NAA'nin kontrollii salimi, eksplantlarin normal biiylimesiyle sonuclanmaigtir.
Gelistirilen her {i¢ tasiyic sistemin tiimii hem simiile edilmis tampon hem de doku kiiltiirti
kosullarinda kontrollii salim modelleri sergilemistir. Yiikleme yiizdeleri, halihazirda
gelistirilmis birgok tasiyict sistemden daha yiiksek kaydedilmistir. Ayrica, tez ¢alismanin
hipotezi fizikokimyasal, enzimatik ve enzimatik olmayan analizlerle de desteklenmistir.

BAP ve NAAin kontrollii salimi, eksplantlarin normal biiylimesiyle sonuclanmistir.
2020, 205 sayfa

Anahtar kelimeler: Fitohormonlar, yavas salim, biyosilika, sporopollenin, kitin



ABSTRACT
PhD Thesis

Development of biomaterial based carrier systems for the slow release of hormones to

prevent necrosis during in vitro culture of grape hyacinth (Muscari neglectum Guss.)
Muhammad MUJTABA
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Khalid Mahmood Khawar BHATTI and Co-Supervisor Prof. Dr. Murat KAYA

During the in vitro propagation, reactive Oxygen species (ROS) mediated oxidative tissue
browning is among the major constraints limiting the regeneration ability of explants under
investigation. The main reason behind this phenomenon is the disturbance of ROS and
phytohormones hemostats gradient that leads to the excessive accumulation of ROS in tissue
causing serious cell and tissue damage. In the current thesis, a novel solution has been
developed to control the tissue browning of M. negelectum Guss. Three different
biopolymeric based carriers i.e., y-APTES functionalized biosilica microbeads from G.
macandrewii, sporopollenin from Juglans regia and chitin from shrimp waste were isolated
and characterized through different analytical tools. Two different phytohormones (BAP and
NAA) were successfully encapsulated inside the isolated carrier systems. The carrier
systems played an important role in protecting the loaded BAP and NAA. All the three
carrier systems displayed controlled release patterns for the loaded phytohormones in both
simulated buffer and tissue culture conditions. The encapsulation percentages were recorded
higher from many already developed carrier systems. The thesis hypothesis was also
supported and confirmed by physicochemical enzymatic and non-enzymatic assays.
Controlled release of BAP and NAA resulted in normal growth with higher regeneration

from explants compared to the direct application of plant growth regulators.
2020, 205 pages

Keywords: Phytohormones, controlled release, biosilica, sporopollenin, chitin
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1 GIRIS

In vitro duyarsizlik olarak adlandirilan engelleyici faktorlerden birisi oksidatif kararma olup
doku kiiltiirii kosullarinda birgok bitki tiirii, in vitro kosullarda rejenerasyonuna olumsuz
sekilde etkilenmektir (1). Son yillardaki arastirmalar asirt ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri)
tiretiminin in vitro kosullarda, biiyiimenin engellenmesi, hiicre 6liimii, zayif rejenerasyon,
stirgiinlerin kagig1 (explant escape) ve diger bitki metabolik yollarin etkilenmesi gibi
birgok yonden smirlandirict bir faktdr oldugunu ortaya koymaktadir. In vitro kosullarda
yapilan g¢alismalarda kararma siddeti, hembitki tiirleri ve gesitlerine bagli oldugu kadar
hemde dokunun fizyolojik durumuna gére degismekte ve bitki biiylimesini ciddi 6l¢iide
sinirlamaktadir.

Doku kararmasinin esas nedeni, doku ve kiiltiir ortamlarinda fenolik bilesiklerin birikmesi
ve ardindan bu bilesiklerin oksitlenmesidir. Ayrica, eksplant hazirlig1 sirasinda yaralanma
gibi in vitro mekanik hasarlar, ROS seviyesinde bir artisa neden olmakta ve buna bagli olarak
eksplanttan rejenerasyon ve kallus olusumu sirasinda kararma meydana gelmektedir (2).
Stres kosullarinda hiicrelerde zincir sekilde iiretilen ROS, polar oksin ve sitokin
tasiyicilarinin baskilanmasi yoluyla biiyiime diizenleyicilerin yeniden dagitilmasi lizerinde
etkili olabilmektedir. Kiiltiir ortamlara biiyiime hormonlarinin disardan takviyesi, kiiltiir
ortaminda bitkilerin rejenere olmasma ve canli kalmasina katki saglamaktadir. Ancak,
rejenerasyon baslangicindan kisa bir siire sonra (3-4 giin) eksplantlarda kararma baglamakta
ve nihayetinde kok ve gévde olusum asamasinda, kallusun biiyiime ve farklilasma veriminde
azalma meydana gelmektedir. Doku kiiltiir ortamina digardan biiyiime diizenleyicilerinin
takviyesi durumunda da doku kararmasi meydana gelmektedir, ancak bu kararma 1)
uygulanan hormonlarin ani salim1 2) 11k, sicaklik ve pH gibi ¢evresel faktorlerin etkisi ile
hormonlarin islevsiz hale gelmesinden kaynaklanmaktadir (3).

Biyomalzeme alanindaki yeni gelismeler ve son teknolojiler, malzemelerin detayli
karakterizasyonuna olanak saglamistir. Bunun sonucu olarak biyomalzeme teknolojisi bitki
bilimi de dahil olmak iizere yasam bilimlerinin farkli dallarinda uygulamaya girmistir.
Uygulanan zirai kimyasallarin (herbisit, pestisit, biiyiime diizenleyici maddeleri vb.) bitki
tarafindan yavas ve siirdiiriilebilir bir sekilde alinmasi ve sonrasinda kullanilmasi igin
kontrollii salinim sistemlerinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda son yillarda,

bitki yetistirmede kullanilan s6z konusu kimyasallarin miktarinin azaltilmasi i¢in biyobazli



tasiyict sistemlerin gelistirilmesi oldukga dikkat ¢ekmektedir (4). Bu kapsamda bitki
gelisimi icin gerekli olan besin maddelerinin ve biiylime diizenleyicilerinin yavas
salimimlarini saglayarak erken kayiplarini 6nlemek igin biyomalzemelerin modifikasyonu ile
bir takim tasiyici sistemler gelistirilmistir. Diger bir ifade ile biyomalzeme bazli salinim
sistemleri arasinda, kontrollii ve siirdiiriilebilir salinim avantajina sahip kargo dagitim
sistemleri olarak 6nem kazanmustir.

Bu tezin amaci fitohormon tasiyici sistemlerin gelistirilecegi farkli kaynaklarin temini, bu
tasiyic1  sistemlerin izolasyonu, kapsamli fizikokimyasal Kkarakterizasyonu, tasiyici
sistemlere bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerinin yiiklenmesi, bu hormonlarin in vitro
ve Muscari neglectum (Arap siimbiilii) bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda ROS kaynakli
kararmanin engellenmesi amaciyla kontrollii salim deneylerinin gergeklestirilmesi ve bu

deneylerin teyitidir.



2 KURAMSAL TEMELLER
2.1 BITKILERDE DOKU KARARMASI

Oksidatif stres kaynakli nekrotik hiicre 6liimii bitki doku kiiltiiri ¢alismalar1 yaparken ortaya
cikan en yaygin sorunlardan biridir (5). Nekroz, rejenerasyon ve ¢ogalma mekanizmalarini
etkileyerek doku 6liimiine yol agmaktadir (6). Doku kararmasinin olusumu ve siklig1 tiirden
tiire ve ¢eside gore degismektedir. Ayrica, doku kararmasi, doku veya bitkinin fizyolojik
durumuyla da iligkilidir (7). Tiim bu faktorler, arastirmacilarin bitki biiyiimesini, gelisimini
ve rejenerasyonuna manipiile etme becerilerinin kisitlanmasina neden olmaktadir (Sekil
2.1.) (8). Oksidatif doku kararmasinin arkasinda yatan temel neden, gesitli fenolik
bilesiklerin doku kiiltiir ortamlarinda asir1 birikmesi ve ardindan bu fenolik bilesiklerin

oksitlenmesidir (9).

v

v V

\ 4

Sekil 2.1. Doku kiiltiirii sirasinda meydana gelen doku kararmasi.

Tuzluluk, kuraklik, metal toksisitesi, asir1 sicaklik, hava kirleticileri, ultraviyole-B (UV-B)
radyasyonu, pestisitler ve patojen enfeksiyonu gibi ¢esitli ¢evresel faktorlere maruz kalma,
bitkilerde oksidatif strese neden olur ve bu da birden fazla sekilde oksijen temas sonucu
tizerinde olusan yaralar ile reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi yoluyla bitki hiicrelerinde
hidroksil radikallerini, tekli oksijeni ve hidrojen peroksiti igerir ve hiicresel metabolizmada
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarda bazi degisikliklere yol agan sinyal
yollarim1 aktive etmektedir. Doku kiiltiir kosullarda, fenolik bilesikler bitkinin 06zel
dokularinda sentezlenmekte ve yara, stres veya mikroorganizmalar gibi herhangi bir dis
etmene karsi birincil savunma tepkisi olarak islev gormektedir (10). Bilindigi tizere doku
kiltirti prosediirlerinin ¢ogu Kkesilmis doku pargalarin, ¢esitli fenolik bilesiklerin

iiretilmesine ve salinmasina yol acan simiile edilmis ve stresli kosullarda kiiltiirlenmesini



icermektedir (11). Bu toksik bilesiklerin dokularda asir1 birikimi hiicre hasarina ve

nihayetinde bitki 6liimiine yol agmaktadir (11, 12).

Tohum ¢imlenmesini engellemek

o

03\";

(NI
®

Polen canlihgini azaltmak

Kok uzlama\inhibisyonu

Sekil 2.2. ROS’un bitki iizerinde etkileri ve hiicre igi biriki (13).

Doku kiiltiirii sirasinda karsilastiklart kisitlamalari g6z Oniinde bulundurarak, kiltiir
ortamindaki doku kararmasini 6nlemek veya azaltmak i¢in yeni protokollerin gelistirilmesi
ve optimizasyonu iizerinde yogunlagmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Giinlimiize kadar,
aragtirmacilar kararma ve doku Oliimiinii azaltmaya yonelik bazi onemli ilerlemeler
kaydetmistir (14-17). Bunlar, kiiltiir kosullarinin ve ortam bilesenlerinin sik sik
manipiilasyonunu icermektedir. Ornek olarak, karanlik kosullarda biiyiitiilen dokularda, 151k
altinda biiyiiyen dokulara kiyasla daha diisiik oranda kararma kaydedilmistir (18). Bu durum
ise, dokulardaki su molekiillerini iyonize ederek OH ve H20: gibi fenolik bilesiklerin ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine yol acan 151k noksanligina atfedilebilmektedir
(Sekil 2.2.) (19).

Alternatif bir yaklagim, bilylime ortaminin bilesiminin degistirilmesi ile doku kararmasinin
azaltilmasinin saglanabilecegi konusunda o6nemli sonuglar elde edilmistir (20, 21).
Arastirmacilar, kiiltiir ortamlarinda farkli bitki biiyiime diizenleyicileri konsantrasyonlarini
test etmisler ve bu deneylerden olumlu sonuglar elde etmislerdir (9, 22). Ayrica,
antioksidanlarin uygulanmasi, fenolik bilesiklerin zararl etkilerini azaltmak i¢in daha hedef

odakl1 bir yaklasim olarak rapor edilmistir (23).
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Sekil 2.3. Bitkilerde ROS tiretimi ve programli hiicre 6liimii.

Doku kararmasi sirasinda ortaya ¢ikan radikal molekiilleri ndtralize etmek igin askorbik asit,
melatonin ve sitrik asit gibi ¢ok sayida antioksidan kullanilmistir (24-26). Baz1 durumlarda
stres altindaki dokulardan zararli fenolik bilesiklerin salindig1 rapor edilmistir. Salinan bu
fenolik bilesiklerin saglikli dokular etrafinda da birikerek kararmaya yol agtig: bildirilmistir.
Ortamdan bu tiir zararli fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasi amaciyla aktif komiir ve
polivinilpirolidon (PVP), gibi farkli emici malzemeler kullanilmistir (17, 27). Tim bu
yaklagimlar, farkli protokol asamalarinda dokularin alt kiiltiirlenmesini igermektedir. S6z

konusu alt kiiltiiriin, bitki dokusunu daha da zorlayarak sorunu artirdig1 diistiniilmektedir.

Yukarida belirtilen yaklasimlar, doku kararmasinin bir dereceye kadar hafifletilmesine
yardimci olurken, problem hala devam etmektedir. Bu nedenle oksidatif kararma problemini
tamamen ¢ozmek icin yeni protokollere ve metodolojilere ihtiya¢ duymaktadir. Mevcut
egilimlere ve sorunun istesinden gelmek igin olasi ¢oziimlere gegmeden oOnce, doku

kararmasi siirecine dahil olan mekanizmalari tanimlamak gerekmektedir.



2.2 DOKU KARARMA MEKANIZMALARI

Bitki rejenerasyonu ile ilgili olarak, 1slah, ekonomik agidan ©Onemli bitki tiirlerinin
biyoteknolojik kullanimi i¢in 6nemli bir sinirlayici faktor olabilir ve ayni zamanda in vitro
koruma tekniklerinin daha genis uygulamasina zarar verebilir. In vitro kosullarda ¢lalismalar
yaparken bitki hiicrelerinin, dokularinin ve organlarinin doku kiiltiirii manipiilasyonlarina
yanit verememesi “in vitro rekalsitrans” olarak bilinmektedir (28). In vitro rekalsitrans,
hiicresel yetersizlik ve nekroz gibi bir¢ok faktor tarafindan kontrol edilmekte ancak yine de
bu sorunun kesin nedenleri belirsizligini korumaktadir. Oksidatif doku kararmasi, in vitro
rekalsitrans ve nekroz, in vitro kosullar altinda genel doku rejenerasyon siirecini ciddi
sekilde etkilemektedir (1).

Yukarida bahsedildigi gibi, simdiye kadar arastirmacilar tarafindan, doku kararmasinin
altinda yatan ana etmenin, kiiltiir edilen dokularda stres durumuna bagli olarak asiri
miktarlarda ROS sentezi oldugu belirlenmistir. ROS un asirt birikimi, dokularda hiicre

olumiine ve nekroza neden olmaktadir.

Literatiir raporlarina gére ROS, birkag reaktif molekiilden olusmaktadir (29-32). Bu
molekiiller, reaksiyonlarinda yiiksek derecede reaktif (hidroksil radikal) ve daha az reaktif
(stiperoksit ve hidrojen peroksit) olarak kategorize edilebilir. ROS, diisiik molekiiler agirlikli
ve eslesmemis bir elektrona sahip molekiillerdir (Sekil 2.3.). ROS ve serbest radikaller,
hiicrelerde bulunan biyomolekiillerin ¢ogu ile reaksiyona girmekte ve serbest radikal
tiretiminin  zincirleme reaksiyonunun baglamasina neden olmaktadir. Serbest radikal
sentezinin bu zincirleme reaksiyonunu durdurmak icin, bu molekiillerin ya baska bir serbest

molekiil ya da stipiiriicii bir molekiil (antioksidanlar) ile kars1 karsiya gelmesi gerekmektedir.

Redoks aktivitesi, normal kosullarda proliferasyon, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
veya gen ifadesi gibi ¢ok sayida hiicresel siiregte hayati bir rol oynamaktadir. Ancak
oksidatif stres durumunda, bu olumlu etki negatif hale gelebilmekte ve doku kararmasina

neden olabilmektedir.

ROS, tiim aerobik organizmalar tarafindan tiretilmekte ve par¢alanmaktadir, bu durum ise
ROS’un, ya normal hiicre islevi i¢in gerekli olan fizyolojik konsantrasyonlarinda ya da

oksidatif stres olarak adlandirilan asirt miktarlarda birikimlere yol agmaktadir (33-35). Asir



ROS iiretimi genellikle oksidatif strese, hiicre fonksiyonunun kaybina ve nihayetinde de
proteinler, lipidler ve DNA dabhil gesitli biyomolekiillerle etkilesimi nedeniyle apoptoza veya
nekroza yol agmaktadir (36). Normal hiicresel siireglerin devami i¢in oksidan ve antioksidan

molekiillerin arasinda bir dengenin olusmasi gerekmektedir (37).
2.2.1 ROS’UN SENTEZ YOLAKLARI

Bitki hiicresinde biiyiik hasarlara neden olan en belirgin ROS radikalleri arasinda siiperoksit
radikali (O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikaller (OH’) ve peroksil radikali
bulunmaktadir (RO") (38). In vivo sentezlenen siiperoksit, biiylik 6l¢iide siiperoksit dismutaz
(SOD) ile katalize edilmekte veya enzimsel olmayan dismutasyon yoluyla H2O:'ye
doniistiiriilmektedir (39). H2O2nin glikolat oksidaz tarafindan enzimatik {iretimi rapor
edilmistir (40). H202 ve Oz'nin smurli reaktivitesine ragmen, H202 hiicrede molekiiler
hedefleri bulabilmekte ve dogrudan hasara neden olabilmektedir. H2O2'nin zar gegirgenligi
O'den daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (41). Literatiir raporlarinda, hidroksil radikalinin
(OH") oksidatif doku kararmadan sorumlu reaktif tiirler arasinda en aktif bir tir oldugu

bildirilmistir.
OH’ radikalinin olusumu ti¢ farkli mekanizma ile gerceklesmektedir (42).

i) Ilk sentez mekanizmasinda, hidroksil radikalinin (OH’) iiretimi sirasinda, demir ve bakir
gibi katalitik gecis metal iyonlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu metal iyonlari, hidroksil
radikalinin (OH’) iiretim siirecini katalize etmekte ve oksidatif doku kararmasina neden

olmaktadir (43).

i) Bir diger mekanizma ise, hidroksil radikali (OH’) iiretimi, dokularin hidroksil radikal
(OH’) iretimini uyaran iyonlastirict radyasyona maruz kalmasiyla gergeklesmektedir.
Radikalin sentezi, dokunun hiicreleri i¢indeki su molekiiliiniin iyonlagma yoluyla boliinmesi
ile gergeklesmektedir. Bu mekanizmanin tiretim hizi veya verimi, bir oncekine gore nispeten

yavastir (44).

i) tgiinci olarak ise hidroksil radikalinin (OH’) sentezi de sirastyla O serbest radikal
nitrik oksit (NO) ve hipoklor6z asidin (HOCI) reaksiyonu ile gergeklesmektedir (45).



2.3 ROS BIRIKIMININ, ENDOJEN BiTKi BUYUME DUZENLEYIiCiLERININ
HEMOSTAZ GRADIENTINI OLUMSUZ SEKILDE ETKILEMESI

Bitki biiyiime hormonlar1 arasinda yer alan oksin, rejenerasyon asamasinda bitkinin
biiyiimesinde ve gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir. Oksin ve oksinin dagilim oranlarina
bagli olarak bitki biiylimesi, apikal (tepe tomurcugu hakimiyeti) ve vaskiiler gelisimi, tropik
yanitlar ve organ olusumu gibi gelisimsel siireclerin pek c¢ok safhasinda kilit rol
oynamaktadir (46). Bitkilerde, oksin biyosentezi ¢oklu asamalardan olusmakta olup ve bu
asamalarda bitki tiirleri ve ¢esitlerine 6zgli oksin tretilmektedir (47). Oksin, hidatodlarin

yani sira yapraklarin kenarlar1 boyunca mezofil hiicre adaciklarinda tiretilmektedir (48).

Yaygin bir oksin formu olan indol-3-asetik asit (IAA) ise indol dnciilerinden triptofan (Trp)
bagimh veya Trp-bagimsiz olmak {izere iki yolakla sentezlenmektedir (49, 50). Bitki
biiyiimesi ve gelisimi, biiyiik 6l¢iide oksin seviyelerinin ve dagiliminin zamansal-uzamsal
kontroliine baglidir (51). Bu nedenle, oksin dengesi, bitki biiylimesinin ve gelisiminin en iyi
sekilde kontrol edilmesini saglayan farkli mekanizmalarla yonetilmektedir. Bu
mekanizmalar arasinda oksinin de novo biyosentezi, tasinimi, bozulmas: ve konjugasyon-

dekonjugasyon reaksiyonlari bulunmaktadir (46).

Indiikleyici ajanlara maruz birakilarak oksidatif stres olusturulan Arabidopsis fidelerinde,
oksin hemostazinda degisiklikler gozlenmistir. Oksin hemostazindaki bu degisiklere bagl
olarak tohum kabugunun hizli a¢ilmasi, kok uzamasinin engellenmesi, kotiledon sayisinin
azalmasi ve yaprak genislemesi gibi fizyolojik degisiklikler yasanmistir (52). ROS
seviyeleri, oksin gradientlerine, hassasiyetine, oksinin oksidatif bozulmasina (53),
taginmasina, dagilimina (54, 55), oksin tasiyict PIN-FORMED (PIN) proteinlerinin

polariteleri ve hiicreler aras1 oksin akisinin yoniinden etkilemektedir (56-58).

Bazen ROS birikiminin in vitro kosullarda oksin hemostazi {izerindeki olumsuz etkilerini
dengelemek igin, bitki kiiltiir ortamlarina disaridan oksinler ve sitokinler gibi bazi bitki
biiyiime diizenleyicileri ilave edilmektedir. Biiylime hormonlarinin disardan takviyesi,
kiiltiir ortaminda bitkilerin rejenere olmasina ve canli kalmasina katki saglamaktadir. Ancak,
rejenerasyon baslangicindan kisa bir siire sonra (3-4 giin) yeni olusan dokularda kararma
baslamakta ve bunun sonucunda kék ve gévde olusum asamasinda, kallusun biiyiime ve

farklilagsma veriminde azalma meydana gelmektedir.



Doku kiiltiir ortamina disardan biiyiime diizenleyicilerinin takviyesi durumunda dokuda
kararma meydana gelmektedir, ancak bu kararma i) uygulanan hormonlarin ani salimi ii)
1s1k, iii) sicaklik ve iv) pH gibi gevresel faktorlerden dolayr hormonlarin islevsiz hale
gelmesinden kaynaklanmaktadir (59). Doku kiiltiiriinde ilave edilen bitki biiyiime
diizenleyicilerinin ani salimi nedeniyle olusan doku kararmasini 6nlemek amaciyla ise
askorbik asit, melatonin veya sitrik asit gibi antioksidan maddelerin (60), sorbentlerin (aktif
komiir veya PVPP gibi) eklenmesi veya ortamdaki hormon konsantrasyonunun
degistirilmesi gibi stratejiler gelistirilmistir (60). Fenolik bilesiklerden kaynaklanan
kararmay1 azaltmaya yonelik bir strateji ise eksplantin sik araliklarla alt-kiiltiirlere alinmasi
gerekmektedir. Ancak, bir¢ok bitki tiirlerinde bu alt-kiiltiir uygulamalar1 ise eksplantlarin

daha fazla strese girmesine neden olmaktadir (61).

2.4 DOKU KARARMASINI ONLEMEK iCIN STAREJILER
2.4.1 ANTIOKSIDANLARIN UYGULANMASI

Oksidatif stres, cesitli stres kosullarina maruz kalan tiim aerobik organizmalarda hiicresel
hasara neden olan ana unsurlardan biri olarak bildirilen bir fenomendir (62). Siiperoksit
radikalleri, H2O- ve OH radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin lipid peroksidasyonunda,
membran hasarinda ve dolayisiyla yaprak yaslanmasinda onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Yaprak yaslanmasi sirasinda serbest radikal siipiirme aktivitesindeki azalma
ile proteinler, fosfolipidler ve pigmentlerin serbest radikaller tarafindan pargalanabilecegi

gosterilmistir (63).

Serbest radikaller hem hayvan hem bitki hiicrelerinde programlanmis hiicre o6liimiinde
onemli gorevler istlenmektedir (64). Antioksidan koruma, karotenoidler, askorbik asit,
tokoferol, glutatyon, sistein, fenolikler ve flavonoidler gibi bilesikleri ve siiperoksit dismutaz
(SOD), guiacol peroksidaz (GPX) ve askorbat peroksidaz (APX) katalaz (CAT) ve glutatyon
rediiktaz (GR) dahil olmak tizere bir dizi enzimi icermektedir (65).

SOD'un, O2 ’yi H20, ve Oz'ye doniistiiriilmesini katalize ettigi i¢in antioksidan sistemLerde
onemli bir rol oynadigina diisiinilmektedir (66). H202'nin suya doniisiimii, APX ve GR'yi
igeren askorbat-glutatyon dongiisii ile sitozol ve kloroplastlarda gerceklesmektedir (67).

Bitki hiicreleri bu oksidatif hasara kars1 askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve



stiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin yani sira glutatyon, karotenoidler, askorbat
ve a-tokoferol gibi enzimatik olmayan bilesikler tarafindan korunmaktadir (68).
Poliaminlerde stres kosullarina yanit olarak kolayca indiiklenmekte ve bundan dolayi bitki

hiicrelerini oksidatif hasara kars1 korumada rolii oldugunu rapor edilmistir (69).

Yapilan bir ¢calismada patlicanin ekstrakti ve taze kesilmis dokularinda enzimatik kararmay1
kontrol eden antioksidanlarin etkisi incelenmistir. Deneyin ilk asamasinda askorbik asit,
sitrik asit, perasetik asit, kalsiyum kloriir, siklodekstrin, sistein, heksametafosfat ve 4-
heksilresorsinoliin  antioksidan etkisi, patlican ekstrakt ve pelletlerinde farkli
konsantrasyonlarda incelenmistir. Hem ekstrakt hem de pelette siklodekstrin, sistein ve
heksilin 10 mM’lik konsantrasyonlari etkili olmustur. Askorbik asit (20 mM), sitrik asit (50
mM) ve perasetik asit (50 mM) ile muamele edilen numunelerde ise enzimatik kararmanin
etkili bir sekilde kontrol altina alinabilmesi i¢cin daha yliksek konsantrasyonlara ihtiyag
oldugunu rapor edilmistir. Daha sonra, askorbik asit, sitrik asit, perasetik asit, siklodekstrin,
sistein ve heksilin raf Omrii uzatmasindaki rollerinin aragtirllmasit igin farkli
konsantrasyonlarda 5°C'de saklanmis taze kesilmis patlican dokular1 iizerinde
uygulanmistir. Sistein, %1 konsantrasyonda uygulandiginda 5 °C'de patlican dokularin raf
omriinii 9 giine kadar uzattigi kaydedilmistir. Sonuglara gore askorbik asit ve hekzil
konsantrasyonlarindaki artisin doku kararmasiyla dogru orantili oldugunu rapor edilmistir

(70).

Ndakidemi, Mneney (24) tarafindan yapilan bir ¢alismada, nesli tehdit altinda bir agag tiirii
olan Brachylaena huillensis (Asteraceae)'de oliimciill doku kararmasini Onleyerek
rejenerasyon hizini arttirmak icin askorbik asit uygulanmistir. Dokular, 6-benzilaminopurin
(BAP) ile birlikte farkli konsantrasyonlarda askorbik asit ile muamele edilmistir. Sonuglar,
fenolik bilesiklerin tiretiminde 6nemli bir azalma oldugunu ortaya koymustur. En iyi kontrol,
BAP ile zenginlestirilmis odunsu bitki besiyerine askorbik asidin 200-250 mg/litre oraninda

eklenmesiyle elde edilmistir.

Misra, Toppo (71) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, 15-20 giinliik kiiltiirlemeden
sonra nodal eksplantlarda doku kararmasi gozlenmistir. Doku kararmasi ve nekroz
problemini ¢ozmek i¢in glutatyon, askorbik asit, tokoferol ve sistein gibi farkli antioksidan

ajanlar besiyerinde ayr1 ayr1 ve bilesim halinde kullanilmistir. Sonuglar, fenolik bilesiklerin
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tiretiminde 6nemli bir azalma oldugunu ortaya konmustur. En iyi kontrol, askorbik asidin

BAP igeren odunsu bitki besiyerine 200-250 mg/litre oraninda eklenmesiyle elde edilmistir.

Benzer bir calismada, 15-20 giinliik kiiltiirlemeden sonra nodal eksplantlarda doku karamasi,
glutatyon, askorbik asit, tokoferol ve sistein gibi farkli antioksidan ajanlar, doku kararmasi
ve nekroz problemini dnlemek amaciyla besiyerinde ayri ayri ve kombinasyon halinde
uygulanmistir (24). Indirgenmis glutatyon ve askorbik asidin dahil edilmesi, miikemmel
yaprak golgelik alanina sahip ¢ogalan filizler, taze, yesil ve herhangi bir alt kiiltiir olmadan
yapmadan 40 giine kadar rejeneratif kalmistir. Ote yandan, siiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri, kontrol siirgiinlerinde daha yiiksek oldugu izlenmistir,
bu da doku kararmasi/nekrozun oksidatif stres ile iliskili oldugunu kanitlanmistir. Ayrica

kontrol siirgiinlerinde daha yiiksek H2O> ve fenolik bilesik orani bu delili desteklemistir.

Anthony, Senaratna (72), tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, Conostephium pendulum
eksplantlarinin embriyojenik yeterliligini artirmadaki antioksidan etkilerini incelemek i¢in
li¢ antioksidan test yapilmistir. Antioksidanlar, bitki eksplantlarina dogrudan 6n muamele
ve kiiltiir ortamLarma eklenme olmak {izere iki farkli yol ile uygulanmistir. Elde edilen
sonuglara gore, tri-potasyum sitrat ve sitrik asit ile 6n isleme tabi tutulan kalluslarda nekroz
oraninda 6nemli azalma kaydedilmistir. Kiiltiir ortamina dahil edilen tri-potasyum sitrat ve
sitrik asit kombinasyonu, fenolik kararmayr onemli Ol¢iide azaltmistir, ancak bu
uygulamanin somatik embriyolarin sayisi tizerinde 6nemli bir etkisi gézlenmemistir. Bu
durum, doku kararmasinin onlenmesinin eksizyon sirasinda oksijen ile temasi azaltarak

miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Askorbik asit ayrica cv. Mzuzu yerel muz eksplantlarinin hazirlanmasi sirasinda 6liimciil
doku kararmasini kontrol etmek icin de kullanilmistir. Bu ¢alismada, 6-benzilaminopurin
(BAP) ile bilesim halinde uygulanan farkli askorbik asit konsantrasyonlar1 kararmanin

etkisini 6nlemistir (73).
2.4.2 MOLEKULER INHIBiSYON VE MEDIiA MANUPULASYONU

Fenolik bilesiklerin birikimi ve oksidasyonu doku kararmasinin ana onciileri olmasina
ragmen, doku kararmasi ayrica fenilalanin amonyak-liyaz (PAL) aktivitesi ile de yakindan

iligkilidir (6, 9). PAL, fenilalanini trans-sinnamik aside doniistiirerek fenolik bilesiklerin
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daha fazla sentezi i¢in substrat saglayan ilk 6zel enzimler arasinda yer almaktadir (10). Bir
dizi ¢alisma, doku kararmasi olayr sirasinda veya Oncesinde PAL aktivitesinin arttigini
bildirmistir. Doku kararmasinin O6nlenmesine yonelik c¢alismalar, biiylik Olglide PAL

aktivitesinin azaltilmasina dayanmaktadir (6, 9, 10).

Yukarida bahsedildigi tizere, fenolik oksidasyonun bir sonucu olarak {iretilen radikal
molekiilerini temizlemek ig¢in bir dizi antioksidan uygulanmaktadir. Ancak, oksidasyon
sonucunda olusan kararmay1 azaltmak i¢in ana mantiksal yaklagimin, doku kararma olay1
sirasinda daha yiiksek PAL aktivitesini 6nlemek veya azaltmak oldugunu bilinmektedir.
Yeni bir yaklagim ise, aktif bir PAL inhibitorii olan aminoindan-2-fosfonik asit (AIP)
eklenerek PAL’mn inhibe edildigi raporlarda bildirilmistir.

AIP, Artemisia annuamin kiltir ortamina eklenmis ve elde edilen sonuglar, kiiltir
kosullarinda doku biiyiimesine eslik eden doku kararmasinda 6nemli bir diisiis oldugu
gozlemlenmistir. Bu veriler, AIP ile fenilpropanoid biyosentezinin inhibe edilmesinin, A.

annua'da doku kararmasini azaltmak i¢in etkili bir yaklasim oldugunu gostermektedir.

Ulmus americana ve Acer saccharum ile yapilan diger arastirmalar, bu yaklagimin birgok
tirde etkili oldugunu ve oksidatif karmanin gelisiminin kisitladigi biyoteknolojik

sistemlerde genis bir uygulamaya sahip olabilecegini gostermektedir (18).

Doku kararmasi, saglikli fidelerin gelisme oranini engelledigi i¢in endiistriyel olarak 6nemli
stis bitkilerinin kiiltiire alinmasinda ve ¢ogalmasinda biiyiik bir zorluk haline gelmektedir.
Bu durum, 6nemli bir tibbi ve siis bitkisi olan Agag sakayiklar i¢in de (Paeonia suffruticosa
Andrews) gegerlidir. Sakayiklarin mikro kiiltiirii, in vitro ¢ogaltma sirasinda PAL aktivitesi
ile hizlandirillan oksidatif kararma nedeniyle kisitlanmistir. Bu calismada arastiricilar,
oksidatif kararma olay1 sirasinda farkli sekilde ifade edilen bir dizi geni analiz etmislerdir.
Transkriptom dizilimi ile taze yaprak sapindan ve ii¢ tiir kararmis yaprak sapindan toplam
218,957 unigen elde edilmistir. Bu transkriplerin ortalama dizi uzunlugu 446 bg ve N50 igin
493 bg olarak kaydedilmistir. Fonksiyonel aciklama analizi, sirasiyla 43,428, 45,357,
31,194, 30,019 ve 21,357 unigenler NCBI-NR veri tabani, Swiss-Prot, KOG, GO ve KEGG
kullanilarak anote edilmistir. Toplamda 33 farkli eksprese olan genin (DEG), kallus
kararmasi ile potansiyel olarak iligkili oldugu tanimlanmistir. Bu farkli eksprese olan genler

arasinda, 12 genin fenolik bilesiklerin biyosentezine katildigi, iic genin fenolik bilesiklerin
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oksidasyonuna dahil oldugu ve altt genin kallus rejenerasyonuna katildigr tahmin
edilmektedir. Dahasi, taze yaprak sapinda alti transkripsiyon faktoriinlin ve agag

sakayiklarinda islenmis ti¢ yaprak sapinda farkli sekilde ifade edildigi gozlenmistir (74).

Stres kosullar1 sirasinda PAL aktivitesinin inhibisyonu, ¢esitli diger bitki sistemLerinde AIP
ile 6nlenmistir (75-77). Kamelya sinensis var. Sinensis’in in vitro ¢ogaltmasi sirasinda doku
kararmasi1 bliylik bir problem haline gelmektedir. Bu kararmanin ana nedeni fenolik
bilesiklerin birikimidir ve kararmay1 6nlemek amaciyla en iyi strateji olarak PAL inhibitori
olan AIP, test edilmistir. Kontrol deneyi olarak, antibiyotikler bir grup ¢ay eksplantlarina
uygulanmistir. Bu bilesikler, farkli konsantrasyonlarda 6-benzilaminopurin ve tidiazuron ile
birlikte normal bitki biiylime ortaminda uygulanmistir. Veriler, 2 pM AIP'nin doku
kararmasini etkili bir sekilde engelledigini, EGC bollugunu énemli l¢iide azaltabildigini ve

kallus indiiksiyonunu ve biiylimesini biiyiik 6lgiide iyilestirdigini ortaya konmustur.

Jones and Saxena (18) doku kiiltiirii ortamina AIP eklenmesinin seker akgaagaci (Artemisia
annua) ve amerikan karaagacinda doku kararmasini 6nledigi gosterilmistir. Benzer sekilde,
kesilmis marul yapraginin orta damardaki di-kafeoil tartarik ve 5-kafeoilkinik asit kaynakli

kararmanin AIP uygulamasi nedeniyle azaldig1 rapor edilmistir.

Yukarida belirtilen tim bu yaklasimlar, bitkilerde stres indiiksiyonu olasiligini artiran ve
nihayetinde bitkilerde oksidatif kararmaya yol agan siirekli alt kiiltiirlerin yapilmasini
gerektirmektedir. Ayrica uygulanan biyomolekiiller veya antioksidanlar zamanla
aktivitelerini kaybetmekte ve oksidatif kararma bitkiye yeniden saldirmaktadir. Bu tiir
yaklagimlar, kisa stireli kiiltirleme gerektiren bitkiler i¢in faydali olabilmektedir ancak daha
uzun siire kiiltiir kosullarinda kalmasi gereken bitkiler, ¢esitli biyomolekiillerin veya
antioksidanlarin uzun siireli aktivitesine ihtiya¢ duymaktadir. Fakat 151k, 1s1 ve pH'daki
degisiklikler gibi belirli dis etkenler bu molekiilleri par¢alamaktadir. Bu nedenle bu

molekiillerin bu tiir cevresel etkilerden korunmasi gerekmektedir.
2.5 BITKI BILIMINDE BIlYOMALZEMELERIN KULLANIMI

Bitki biliminin su, giibre (azotlu, fosforik, potasik giibreler ve organometal) ve pestisit
uygulamalarini eksik veya yanlis yonetimlerin kullanilmasiyla nedeniyle besin kayiplari,

patojenler ve diistik iirtin verimi gibi bir dizi zorlukla kars1 karsiya oldugu iyi bilinmektedir.
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Yogun miktarda giibre kullanim1 hem ¢evre hem de saglik sorunlarina neden olmaktadir ve
bu soruna, ciftciler tarafindan makro ve mikro besinlerin uygulanmalari yoluyla ¢6ziim
sunulmaktadir. Benzer sorunlar, baz1 bitkilerin (siis bitkileri, tibbi tirinler ve tahillar) in vitro
¢ogaltilmasi sirasinda da yasanabilmektedir; burada ROS aracili doku kararmasina neden
olmakta ve eksplantlarin saglikli rejenerasyonunda 6nemli bir kisitlayict gii¢ haline

gelmektedir.

Aragtirmacilar, durumun istesinden gelmek ic¢in, ortam igerigindeki degisiklikler
(hormonlar normalde farkli konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda uygulanir), gesitli
antioksidanlarin uygulanmasi, ortama salinan fenolik bilesiklerin emilimi i¢in absorbanlarin
uygulanmasi1 ve PAL enzimLerini inhibe edici molekiillerin kullanimi1 gibi ¢oziimler
tiretmistir. Ancak tiim bu alternatif yaklasimlar, biiyiikk deneysel ¢alisma, zaman, para ve en
onemlisi eksplantlarda strese neden olan alt kiiltiirlenmeyi gerektirmektedir. Ayrica bu
biyomolekiiller, antioksidanlar ve hormonlar uyguladiktan kisa bir siire i¢inde 151k, sicaklik
ve yliksek pH kosullar1 gibi birtakim faktdrlerden dolay: etkinliklerini yitirmektedir. Mevcut
durum g6z Oniine alindiginda hem besin kayiplarin1 hem de ¢evre ve saglik tehlikelerini

ortadan kaldirarak daha giivenli ve ekonomik alternatif yaklasimlari gerektirmektedir.

Sekil 2.4. Malzeme bazli tastyicilarin bitkilerdeki gesitli uygulamalari (78).

Biyomateriyal bilimi ve nanoteknolojideki mevcut gelismeler biyomalzemelere, bitki
bilimLeri de dahil olmak tizere farkli alanlardaki uygulamalari agisindan yeni perspektifler

kazandirmaktadir (Sekil 2.4.). Besinler, fungisitler, fitohormonlar ve giibreler gibi farkl
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biyomolekiillerin salimi i¢in bu biyo-bazli materyallerin kullanilmasi, biyo-uyumluluk,
toksik olmama ve biyomolekiiller i¢in afinite, verimli kapsiilleme, uzun siireli salinim vb.

cesitli avantajlar sunmaktadir (78).

Simdiye kadar ¢ok sayida c¢alisma biyopolimerleri, bitkilerin ihtiyag duydugu farkli
molekiillerin kontrollii salim1 amaciyla basarilt bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.
Bu biyopolimerlerin kullanimi, sadece belirli streslerin azaltilmasina katkida bulunmakla
kalmay1p, ayn1 zamanda farkli bitkilerin bliylimesini ve verimini de énemLi 6l¢iide tesvik
etmektedir. Biyolojik olarak pargalanabilirlik, toksik olmama ve biyouyumluluk gibi istenen
Ozelliklerin yanm1 sira farkli bitki ortamlarinda yiik tagima kapasitesine sahip yeni
malzemeleri ortaya ¢ikarmak i¢in kapsamli arastirmalar devam etmektedir. Simdiye kadar
farkli biyopolimerler, biyolojik koken, toksik olmama, ekonomiklik, biyolojik olarak
parcalanabilirlik ve biyo-uyumluluk gibi ¢ekici 6zellikleri ve benzersiz fizikokimyasal
ozellikleri sayesinde arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Bu biyopolimerler arasinda
kitosan, seliiloz, kitin ve lignin, farkli bitkilerde nano tasiyicilardan elisitorlere kadar farkli

formlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.5.1 BIYOMALZEME BAZLI TASIYICILAR

Biyomalzeme alanindaki yeni gelismeler ve son teknolojiler, malzemelerin detayl
karakterizasyonuna olanak saglamistir (79). Uygulanan zirai kimyasallarin (herbisit, pestisit,
biiylime diizenleyicileri vb.) bitki tarafindan yavas ve siirdiiriilebilir bir sekilde alinmasi1 ve
sonrasinda kullanilmasi i¢in kontrollii salinim sistemlerinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir
(80, 81). Farkli biyopolimerik tasiyicilar yoluyla kontrollii salim, buharlasmay1 kisitlayarak
aktif bilesenlerin kaybini ve etkinligini arttirmakta, ayrica kontaminasyon risklerini de ¢evre

ve saglik agisindan 6nemli 6lgiide 6nlemektedir.

Biyopolimerik tasiyicilar, kapsiillenmis molekiiller (fitohormonlar, besinler, giibre,
fungisitler) i¢in koruyucu bir ortam saglayip bu molekiillerin kontrollii salimini
gerceklestirmektedir (Sekil 2.5.) (82, 83). Giintimiize kadar seliiloz, kitin, kitosan, kollajen,
aljinat ve nisasta dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli biyopolimerler, tarimsal kimyasallarin

kontrollii salim1 i¢in nanotasiyicilar olarak uygulanmistir (84). Calismalar ayrica seliiloz
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kullaniminin nisasta veya lignin tiirevleri kadar kapsamli olmadigimni gostermektedir (85).
Bu baglamda son yillarda, bitki yetistirmede kullanilan s6z konusu kimyasallarin miktarinin

azaltilmasi i¢in biyobazli tasiyici sistemlerin gelistirilmesi olduk¢a dikkat gekmektedir.

Bu amagla, tez ¢alismasi kapsaminda kitin fiberler, sporopollenin ve biyosilika boncuk

olmak {izere biyomalzeme temelli {i¢ farkli fitohormon tasiyici sistem secilmistir.

QO Biyosid

0 Polimerik Partikiit

Sekil 2.5. Polimerik tastyicilarin salimdaki olumlu etkileri ve koruma mekanizmasi.

2.5.1.1 Kitin

Kitin seliillozdan sonra yerytiziinde en bol bulunan ikinci polimer olarak bilinmektedir. Kitin
kabuklulardan eklembacaklilara kadar bir¢cok organizma icin temel yapisal destegi
saglamaktadir ve alfa (o), beta (B) ve gama (y) olmak iizere ii¢ kristalografik formda
bulunmaktadir. o ve f en yaygin olarak bulunan kitin formlaridir ve farkli kaynaklardan bol
miktarda ve kolaylikla izole edilebilmektedir. Bununla birlikte, gama kitinin kaynaklari ¢ok
siirl olup, dogru karakterizasyonu bile uzun yillar boyunca gergeklestirilememistir. Bu
nedenle son 16 yilda, tiim arastirmacilar, gama kitinin varligi ve kimyasi hakkinda ¢ok az
bilgi veren yayinlanmis bir arastirma sonucu tizerinde hemfikir olmuslardir (86). Ancak,
giincel mevcut analitik araglarla desteklenen ve tiim fizikokimyasal 6zellikleri bildiren yeni
bir rapor bu durumu degistirmistir. Rapora gore, gama kitin alfa kitine fizikokimyasal

ozellikleri agisinda benzerlik gostermektedir (87).
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Kitin, 14 baglarla baglanmig 2-amino-2-deoksi-d-glikoz ve 2-asetamido-2-deoksi-d-glikoz
monomerlerinden olusan dogrusal bir polimerdir. Yapisal olarak a ve v, kitinin  formuna
kiyasla fizikokimyasal 6zellikler agisindan birbirine yakinlik gostermektedir. Molekiiler
agirlik, biyolojik ve fizikokimyasal ozellikler, saflik, kaynaktan kaynaga ve ayrica

ekstraksiyon yontemine gore degisiklik gostermektedir (88).

[.Deniz canhlarn atik l

l

| HCL soliusyonunda dekalsifikasyon |

I

MaOH solisyonunda deproteinizasyon

l

| Renk giderme |

OH cr:( OH

Kitin deasetilasyon CHy

oH o= .
e AH Kitosan
H 0
0 %o 0o e
NH;
0H OH

Sekil 2.6. Kitin ve kitosan izolasyonu.

Kitosan, kitinin deasetillenmis bir tlirevidir ve zincir boyunca uzanan amino gruplari
sayesinde daha islevsel bir polimerdir (89). Kitosan, gida kaplamalari, gida ambalajlari,
karisim kompozit tiretimi ve benzeri birgok uygulama alaninda yararli olmasini saglayan

miilkemmel bir film olusturma 6zelligine sahiptir. Kitosanin baslica 6zellikleri arasinda
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toksik olmayan (LDso = 16 g/kg siganlarda) muko yapiskanligi (90), hemostatik, film
olusturma yetenegi (91), mitkemmel adsorpsiyon matrisi, antiviral, antibakteriyel, antifungal
(92), antioksidan (93), antikolesterolemik (94) gibi 6zellikleri sayesinde bir¢ok uygulamada
dikkat ¢ekici bir bilesen haline getirmektedir.

2.5.1.1.1 Kitinin bitki bilimindeki uygulamalari

Kitin bitkilerde biyopestisitler, biyo giibreler ve tohumlarda, gidalarda ve kaplamada tarim
filmi gibi farkli uygulamalara sahiptir. Kitosan ayrica, herhangi bir mikrobiyal hastalik
durumunda bitkilerin dogal bagisiklik sistemini tetikledigi igin farkli bitki hastaliklarina
kars1 bir uyaric1 olarak biiyiik 6l¢lide kullanilmigtir. Mahsul iiretimini gelistirmek i¢in bir
dizi kitosan bazli polimerler tasarlanmistir. Topraga kitin eklenmesi mikrobiyal topluluklar
hem bollukta hem de yap1 olarak gelistirmektedir. Bununla birlikte, bitkilerdeki tiim bu iyi
uygulamalarina ragmen, suda veya zayif asitlerde ¢6ziiniir olmamasi nedeniyle kitinden bu

tiir uygulamalarda yiiksek verimlerde yararlanilamamaktadir.

2.5.1.1.2 Antimikrobiyal aktivite

Kitosanin toprak zenginlestirme tiriinii olarak kullanilmasi, Fusarium solgunlugu (95, 96)
ve gri kiif (97, 98) gibi birgok mantar hastaliginin 6nemli 6l¢iide kontrol altina alinmasini
saglamistir. Kitosan ayrica hem biyotrofik hem de nekrotrofik patojenlere karsi etkisini
gostermigtir. Kitosan uygulamasinin ayrica oomycete patojenlerine karsi da etkili oldugu
tespit edilmis ve biberlerde Phytophthora capsici (99) ve patateste Phytophthora infestans
(100) patojenlerine kars1 onemli sonuglar elde edilmistir. Karideslerden izole edilen kitinin,
patates yumrularinda kabuklanma hastaligina neden olan patojen Streptomyces patojeninin
inhibisyonu i¢in basari ile kullani1ldig1 ve hastalik yogunlugunun %22'den %4'e diistiriildiigi

rapor edilmistir (101).

Kitosan ayrica, bitkilerde birgok viral hastaliga karsi antiviral aktiviteye sahiptir (102).
Ancak literatiirde kitosanin antiviral etkisinin, dogrudan ya da diger molekiiller araciligiyla
dolayl1 olarak gergeklesip gergeklesmedigi konusunda kisitli bilgi bulunmaktadir. Kitin bazli
formiilasyonlarin topraga dahil edilmesi, fitopatojenik nematod tiirleri olan Meloidogyne
arenaria ve Heterodera glisinlerinin seviyelerini énemli 6l¢iide azaltmistir. Bu azalma

orani, ticari bulunan nematokistlerden (6rnegin, ClandoSan® 618) daha yiiksek olarak
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kaydedilmistir. Ayrica, domates lizerinde yapilan bir calismada, kitin ilavesiyle bitki

biiyiimesi iyilestirilirken, basarili bir nematod kontrolii gozlenmistir (103).

2.5.1.1.3 Kitinin bitki biiyiimesi, gelisimi, beslenmesi ve abiyotik strese kars1 direnci

uizerindeki rolii

Kitin bazli formiilasyonlarin uygulanmasi, hasere ve hastalik kontrolii tizerindeki etkilerden
bagimsiz oldugu diisiiniilen ¢esitli tarim ve siis bitkilerinde gelismelerle sonuglanmistir.
Kitinin uygulamasinin, daikon turplar1 (Raphanus sativus) (104), lahana (Brassica oleracea)
(105), soya fasulyesi filizi (106), tath feslegen (107), asma (108), Gerbera ve Dendrobium
orkideleri gibi siis bitkilerde (109) biiyiimeyi 6nemli 6lgtide artirdigi rapor edilmistir.

Bittelli ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada (110), kitosan ile muamele edilmis
biber bitkilerinde %26-43 oraninda su kullanildigini  bildirilmistir. Bu sonuglar
arastirmacilari, kitosanin bitkiler tizerinde anti-transpirasyon etkiye neden oldugu sonucuna
gotiirmektedir. Bu durum kitosanin, asir1 su kaybinin istenmedigi tarimsal uygulamalarda
biiylik 6lgekte kullanim potansiyeli tasindigini gostermektedir. Ayrica arastirma sonuglari
kitosan uygulamalarinin , stomalarin agilma ve kapanma mekanizmasinda 6nemli bir role
sahip olan ABA ve jasmonik asitin (111) konsantrasyonlarinda artis sagladigini rapor
etmislerdir (112).

Bazi1 bahge bitkileri tizerinde kitin ve kitosan uygulamasi ¢igeklenmeyi de tetiklemektedir.
Yapilan bir ¢alismada, kitosanin (deasetilasyon seviyeleri; %70-90) Dendrobium
orkidelerine 1-100 mg/L konsantrasyonlarinda uygulanmasi, vejetatif biiylimede higbir

degisiklige neden olmaksizin erken ¢i¢eklenmeye neden olmustur (113).

Yapilan benzer bir ¢calismada, toprak zenginlestirme ajani olarak kitosan uygulamasindan

sonra, Passiflora edulis'te erken ¢igeklenme oranin 6nemli 6lgiide arttigi bildirilmistir (114).

Kitosan ve kitinin tohum olusumu sirasinda embriyojenezin indiiksiyonunda rol oynadigi
diistiniilmektedir, ancak kesin mekanizma bilinmemektedir. Literatiir verilerinde misir ve
bugday tohumlarmin kitin ile islenmesinden sonra ¢imlenme oranmin iyilestigi

kaydedilmistir (115, 116).
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Kitosan, ¢ok sayida literatiir raporu ile belgelenmis olan giiclii bir antioksidan polimerdir
(117). Kitosan oligomerleri iizerinde bulunan hidroksile amino gruplari, onlart hidroksil
radikalleri, hidrojen peroksit ve anyon siiperoksit i¢in son derece etkili siipiiriiciiler haline
getirmektedir (117). Ancak, stresli yetistirme ortamlarinda kitin bazli islemlerin bitkilerin
hayatta kalmasini ve performansini nasil arttirdigina dair yaymlanmisg bir kanit
bulunmamaktadir. Stresli ortamlarda kitosan ile muamele edildikten sonra piring bitkilerinin
biiyiimesinde ve tiretiminde 6nemli bir artis bildirmistir (113). Bu artisin nedeni olarak,
kitosanin stomatal aktivite ve transpirasyon hizi iizerindeki etkilerine gostermekte ve

dolaysiyla Kitosan bitkilerde transpirasyon oranlarinin azalmasina neden olmaktadir.

2.5.1.1.4 Kitin ve Kkitosan bazh salim sistemleri

Birgok ¢aligsma Kitin ve kitosanin, farmasotik ilaglar, biyomolekiiller, nutrasotikler ve bocek
ilaglar1 gibi etken maddelerinin salimi i¢in kullanildigini bildirmistir. Simdiye kadar
bitkilerde, Kkitinin dogrudan bir salim malzemesi olarak ya da bitki hormonlarinin kiiltiir
ortamina salimina yonelik herhangi bir ¢aligma rapor edilmemistir. Ancak arastirmacilarin
kitosan bazli tasiyicilari, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ve diger tarimsal kimyasallarin

kontrollii salimi i¢in kullandiklari ¢alismalar biiyiik 6l¢iide rapor edilmistir (113).
Bitki bilyiime ve diizenleyici maddelerin salim

Bitkilerde biyotik ve abiyotik stres cevabinin ve toleransinin altinda yatan mekanizmalar
oldukca karmasiktir. Fitohormonlar, yiiksek verime sahip, g¢esitli streslere karsi direngli
bitkiler iiretmek i¢in tercih edilen bir yontemdir. Fitohormonlar, c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda {iretilen, ancak bitkilerde c¢esitli hiicresel siiregleri diizenleyebilen
molekiillerdir. Fitohormonlar, bitkilerin abiyotik stres yanit1 sirasinda anahtar roller

oynamakta, ¢esitli sinyal iletim yollarin1 koordine etmektedir (113).

Pereira, Silva (118) tarafindan yapilan bir ¢alismada, giberellik asidin kontrollii salinimi i¢in
kitosan / aljinat ve kitosan / tripolifosfat nano tastyicilar kullanilmistir. Nano tasiyicilar,
giberellik asit i¢in %100 kapsiilleme etkinligi gostermistir. Kullanilan nano tasiyicilarla, 60
giin boyunca giberellik asidin stabilitesi korunmus ve her iki tasiyici i¢in farkli salim
kapasitesi gozlemlenmistir. Salimdaki bu farkliklar1 pH ve sicaklik gibi faktorlere bagli

oldugu rapor edilmistir.
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Phaseolus vulgaris kullanilarak yapilan biyoaktivite analizleri, kitosan / aljinat / giberellik
asit nanopartikiillerinin yaprak alanimi ve klorofil ve karotenoid seviyelerini artirmada en

etkili oldugunu ortaya konmustur.

Pereira, Sandoval-Herrera (119) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, giberellik asitin
salim1 i¢in y-poliglutamik asit / kitosan nanopartikiiller kullanilmistir. Calisma sonuglarina
gore giberellik asit, %60 degerindeki genel kapsiilleme verimi ile nanopartikiillere basariyla
yiiklenistir. TEM ve SEM goriintiileri, bitki hormonunun homojen dagilimini ve
nanopartikiillere yiliklendigini dogrulamistir. Calismada, 48 saatte %58 degerinde kiimiilatif
salim belirlenmis ve kapsiillenmis giberellik asitin, yapraklarda ve ana ve yan kok

gelisiminin indiiksiyonunda serbest hormona goére daha verimli oldugu kaydedilmistir.

Quifiones, Garcia (120) tarafindan, brassinosteroidlerin kontrollii salimi igin kitosan
mikrokiirelerin kullanimi bildirilmistir. Kitosan mikrokiireler sodyum trifosfat varliginda
koaservasyon-gapraz baglama yoluyla iiretilmis ve kapsiilleme verimi %10 ila %50 arasinda
kaydedilmistir. Etanol ve su (pH 7.0) ortaminda salim orani, 10 saat boyunca sabit bir salim

gostermistir.
2.5.1.1.4.1 Fungusit salimi

Aragtirmacilar, fungusit, insektisit ve herbisitlerin kontrollii salinimi i¢in yeni mikro ve nano
tagiyicilar gelistirmektedir. Bu bilesiklerin kontrollii salimina duyulan ihtiyag, bitkiler
tizerinde uygulama sirasinda karsilasilan bir dizi problemden kaynaklanmaktadir. Bu
sorunlar arasinda bozulma, si1zinti, buharlagma, kullanilan pestisit miktari, uygulama sayis1
ve toksik yan etkiler yer almaktadir (121). Aragtirmacilar, tarim kimyasallarinin etkinligini,
¢oziinlirliiglinii ve stabilitesini arttirabilen bu mikro ve nano tasiyicilarin, kiigiik boyutlar ve
yiiksek ylizey alanlar1 sayesinde yukarida belirtilen sorunlarin iistesinden gelmek i¢in faydali

olabilecegini diistinmektedir.

Chauhan, Dilbaghi (122) tarafindan yapilan bir calismada, heksakonazoliin kontrollii
salmimi i¢in kitosan nanopartikiiller kullanilmistir. Nanopartikiiller, iyotropik jellesme
olarak bilinen ve yaygin olarak kullanilan tekniklerle gelistirilmistir. Fungisitin kapsiilleme
etkinligi %73 olarak kaydedilmis ve salim deneyi pH 4.0 ve pH 7'de gergeklestirilmistir. pH

4'te gerceklesen salimin, 10 saat siiren pH 7'ye kiyasla hizli oldugu belirlenmistir.
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Yapilan bagka bir calismada pestisit yavas salinimi i¢in kitosan kapli silika nanopartikiiller
kullanilmigtir (123). Kapaksiz ve kapakli silika nanopartikiiller i¢in kapsiillime verimliligi
sirasiyla %26,7 ve %40,3 olarak kaydedilmis ve Sistem tarafindan basarili ve kontrollii bir

salim gergeklestirilmistir.
2.5.1.2 Biyoesilikanin bitkilerdeki uygulamari

Biyomineraloji, dogal olarak olusan biyomineralizasyon, demineralizasyon ve
remineralizasyon fenomenleriyle ilgilenen disiplinler arasi bir arastirma dalidir.
Biyomineralizasyonun modern tanimi, "canlt organizmalarin ¢ok islevli ozelliklere sahip
mineraller iirettikleri temel biyolojik siiregtir (113). Biyominirallerin, ¢ogunlukla
hayvanlar tarafindan iretilmektedir. Silikon dogal hali ile silisik asit formunda
bulunmaktadir. Tatli su ve okyanuslarda, silisik asit konsantrasyonlar1 10 ila 180 uM
arasinda degismekte ancak 2 pM'nin tizerindeki konsantrasyonlarda ve dogru pH'ta, bu dogal
silisik asit otopolimerizasyon siirecinden gegmekte ve silikaya doniismektedir (113). Bu
nedenle silikonun dis ortamlardan alinmasi ve canli hiicreler tarafindan biyosilika'ya
doniistiiriilmesi ¢ok 6zel bir biyokimyasal mekanizma gerektirmektedir. Bu karmasik
biyokimyasal stirecler, farkli yiizey morfolojileri ve ozellikleri ile farkli yapisal
geometrilerde biyosilika olusumuna neden olmaktadir. Simdiye kadar biyosilika'nin farkli
yapisal organizasyonlarina dogada rastlanmigtir. Biyosilika, diatomlar, siingerler ve bitkiler

gibi farkli organizma formlarindan izole edilebilmektedir.

2.5.1.2.1 Biyosilikanin kaynaklari

Modern silika iiretim dongiisiine biiyiik 6l¢tide fitoplankton salgilayan silis hakimdir ve buna
ornek olarak diatomlar verilebilmektedir. Giiniimiizde diatomlar, diger tiim kaynaklar
arasinda en kapsamlr arastirilan organizmalardir. Bu tek hiicreli mikro algler, asidik kaplica
sular1 (pH 1.5, 88°C) (113) ve Antarktika denizlerindeki buz bazl kopiikler iginde —20°C’lik
ekstrem kosullarda bile organik sablonlar kullanarak silisli hiicre duvarlarim

tiretebilmektedir (113, 124).

Biyosilika iireten organizmalarin bir diger grubu ise, tiim mevcut siingerlerin %95'ini igeren
demosponglardir (Demospongiae Sollas 1885) (125). Siingerlerin iskeleti, ayri liflerde
kollajen benzeri bir protein siingeriyle veya gevsek bir sekilde kiimelenmis ve egik kolajin

liflerle birbirine baglanan monoaksonik ve tetraksonik silisli spikiillerden olugmaktadir.
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Biyosilikanin yap1 ve kompozisyonu, hafif yapilar, fotonik nanomalzemeler, sensorler,
laboratuvarda ¢ip yapilari, biyoyakitlar, enerji depolar1 ve ilag salimi i¢in malzemelerin
olusturulmasi ve tasarimina iligskin ¢esitli biyomimetik sentez yaklasimlarina ilham vermeye

devam etmektedir (126-133).

2.5.1.2.2 Silikatein aracihi biyosilika sentezi

Morse ve arkadaslari tarafindan, farkli organizmalarda biyosilika tiretiminden sorumlu olan
silikatin proteini tanimlanmistir (134). Silikatin, silikanin silikon alkoksitlerden sentezini
katalize eden enzimatik olarak aktif bir proteindir. Silikatein, digerlerinin yani sira
demospong golf topu siingeri (Tethya aurantium) ve miinzevi yengeg siingerinde (Suberites
domuncula) bir protein olarak tanimlanmistir (135-137). Biyosilika olusumu sirasinda
silikatinin aktif rolii birgok ¢alismada deneysel olarak kanitlanmistir. Silikateinin silikatein
-0, -} ve —y olarak bilinen ii¢ izoformu bilinmektedir. Demosponge S. domuncula'dan (137)
silikatein-a geninin birincil protein translasyon iriinii, bir sinyal dizisi, bir propeptid ve

olgun, enzimatik olarak aktif proteinden olusmaktadir.

Silikatein, enzimatik olarak sentezlenen iiriin i¢in hem bir enzim hem de bir iskelet gorevi
gormektedir (138). Mekanik olarak, silikatein ile katalize edilen polikondensasyon
reaksiyonu, Kkatalize edilmemis reaksiyona benzemekte, ancak daha disik
konsantrasyonlarda ve notr pH kosullarinda gergeklesebilmektedir. Katalitik triadin ¢
amino asidini de iceren silikatein aracili polikondensasyon i¢in bir reaksiyon mekanizmasi

Onerilmistir (138).
2.5.1.2.3 Bitkilerde uygulamalari

Bugiine kadar, zirai kimyasallarin yavas salinimi icin kapsiiller, mikrokiireler ve
nanopartikiiller seklinde bir¢ok nanoformiilasyon gelistirilmistir. Bu nanoformiilasyonlar ya
inorganik bilesiklerden sentetik olarak {iretiimekte ya da dogal kaynaklardan elde
edilmektedir.

Bildirilen tek bir ¢alismada biyosilika, biyokdmiir ve saman kiilii ile karigtirilmistir. Bu
karisim daha sonra pestisitlere eklenmistir. Biyosilika, goézenekli bir mikro/nanoyapiya
sahiptir ve bu nedenle, bitki yapraklarinin piiriizlii yiizeyi tarafindan tutulma egiliminde olan

cok sayida pestisit molekiiliinii adsorbe edebilmekte ve yapraklar iizerinde yiiksek bir
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yapisma performansi sergilemektedir, bu nedenle pestisit kayb1 azalmakta, bitki igin yeterli

pestisit saglanmakta ve pestisitin kirlilik riski onemli 6l¢iide azaltilabilmektedir (139).
2.5.1.2.4 Tezde kullanilan biyosilika

Biyosilika, morfogenetik olarak aktif ve biyouyumlu dogal inorganik bir polimerdir.
Inorganik iskeletlerini olusturmak icin silisli siingerlerde bir silikatin aracilik ettigi
reaksiyonu ile olusmaktadir (140). Ici bos gdzenekli silika kiireler, daha yiiksek
enkapsiilasyon kapasitesi saglayabilmeleri ve kontrollii salim kinetigi gostermeleri

nedeniyle, ilag ve gen salimi i¢in biiylik dikkat ¢ekmektedir.

Ancak, bugiine kadar higbir ¢aligmada, in vitro bitki kiiltiir sirasinda bitki biiylime ve
diizenleyici maddelerin  (fitohormonlarin) kontrollii salimi igin siinger silika
mikrokiirelerinin kullanildig1 rapor edilmemistir. Mevcut tezde, in vitro bitki kiiltiirii
sirasinda ROS birikimini 6nlemek i¢in sitokin ve oksin fitohormonlarinin kontrollii salinimi1

icin slinger-mikrokiireleri tasiyici ve salim sistemleri olarak ilk kez kullanilmstir.

Calismada Geodiidae familyasina ait Geodia macandrewii mikrokiire (oval, yuvarlak, vs.)
seklindeki sterrasters yapilariin kimyasal modifikasyonu sonucu, gozenekli mikro cam
boncuklarin {iretimi yapilmistir. Ardindan bu {retilen mikrokiirelere belirlenen
konsantrasyonlarda oksin ve sitokin fitohormonlarin enkapsiilasyonu yapilmis ve in vitro

bitki kiiltiirtinde kontrollii salimi incelenmistir.
2.5.1.2.5 Silika/Biyosilika yiizey islevsellestirilmesi

Hidrofilik silanol grubuna sahip silika makro ve nanopartikiiller, substrat erisilebilirligini
kisitlayarak istenen 6zelliklerin azalmasina neden olmaktadir. Silika ve biyosilikanin farkli
uygulamalarda kullanilmasi i¢in silika yiizeyini organik ve inorganik gruplarla
islevsellestirmek igin bir dizi ¢caligma yapilmistir. Bugiine kadar, silika / biyosilikanin yiizey
aktivasyonu / islevsellestirilmesi i¢in iki yontem yaygin olarak benimsenmistir. Bu
yontemler, dogrudan birlikte yogunlasma sentezi (direct co-condensation synthesis) ve
sentez sonrasi asilama olarak bilinmektedir (141). Sentez sonrasi agilama yontemi, silis
yiizeyine organosilan gruplariin eklenmesini igermektedir. Bu yontem, silikanin yapisal
biitiinliigiine herhangi bir zarar vermediginden, silikanin islevsellestirilmesi i¢in yaygin

olarak benimsenmistir (142).
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3-aminopropyltriethoxysilane (3-APTES), silika yiizeyini modifiye etmek i¢in en sik
kullanilan ajanlar arasinda yer almaktadir. Bu ajan, kimyasal olarak reaktif amino gruplarini
(—NH32) silikon bazl1 substratlara baglayan bir organosilan baglama tiirtidiir. —NH2 ug
gruplarinin mevcudiyeti, DNA, proteinler ve diger biyomolekiiller gibi bircok molekiil i¢in
baglayict bolge gorevi gérmektedir. Silika yiizeyinde bu amino gruplariin yoklugunda,
biyomolekiillerin silikaya karsi ¢ok diisiik bir afinitesine sahip oldugunu bilinmektedir.
Ayrica, sulu kosullarda, bu gruplar SiO2'nin negatif yiiklerini tersine ¢evirerek negatif yiiklii
molekiiller igin daha aktif hale getirmektedir (141).

Benzer sekilde, mevcut tezde biyosilika G. macandrewii 'den izole edilmistir. izole edilen
byiosilika boncuklar, NAA ve BAP'in kontrollii salim1 igin tasiyict olarak kullanilmustir.
Yiizey, biyosilika boncuklarinimn yiikkleme verimliligini artirmak i¢cin APTES kullanilarak

islevsellestirilmistir.
2.5.1.3 Sporopollenin

Bitkilerde, degerli genetik materyaller polen taneleri olarak bilinen 6zel koruyucu yapilar
tarafindan tasinmaktadir. Polen tanelerinin yapist ve morfolojisi tlirden tiire biiyiik 6l¢iide
degisiklik gostermektedir (143). Polen tanelerinin yapisi intine (i¢ katman) ve exine (dis
katman) olarak adlandirilan iki katmandan olusmaktadir. Polen tanesinin yapisi,
sporopollenin ad1 verilen bir polimerden olusmaktadir. Sporopollenin, sert ve saglam yapisal

Ozellikleri sayesinde bitkiler aleminin elmasi olarak da adlandirmaktadir (144).

Sporpollenin, polen tanelerinin asit ve baz islemleriyle mikrokapsiil formunda kolayca izole
edilebilmektedir. Asit ve baz islemleri, proteinin ve diger genetik materyallerin polen
taneleri boslugundan uzaklastirilmasini saglamaktadir. Ek olarak, kloroform islemi, kalan
lipitlerin veya renk pigmentlerinin ¢ikarilmaktadir. Sporpollenin, olaganiistii kimyasal
direng, yliksek termal stabilite, i¢ malzemeleri ¢ikardiktan sonra alerjik olmama ve dogada
binlerce y1l bozulmadan kalabilme gibi muazzam oOzellikler sergileyen c¢apraz bagli bir

biyopolimerdir (145).
2.5.1.3.1 Uygulama alanlan

Sporopollenin, ila¢ salimi, kozmetik, farmasotik ve gida endiistrileri gibi farkli alanlarda bir

dizi farkli uygulamaya sahiptir (146). Homojen boyut ve dar gbzenek dagilimi,
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sporopollenini yavas salimi i¢in miikemmel bir materyal haline getirmektedir. Bir dizi
calisma, sporopolleninin farkl: ilag tiirleri igin yavas salim potansiyelini ortaya koymustur.
Sporopollenin, kapsiillenmis malzeme (ilaglar) igin sert pH'lara, 1s18a ve yiiksek sicakliga
kars1 koruyucu bir kalkan saglamaktadir. Kapsiilleme verimliligi ve salim potansiyelleri
farkl tiirlerde gozenek dagilimi ve gozenek morfolojisi nedeniyle tiirden tiire degisiklik
gostermektedir. Mujtaba, Sargin (145) tarafindan, Platanus orientalis'in polenlerinden
sporopollenin mikro kafesini izole edilmistir. izole edilen sporopolleninlerin fizikokimyasal
Ozellikleri, FT-IR, TGA ve SEM gibi analitik tekniklerle dogrulanmistir. Yiikleme kapasitesi
pasif yiikleme teknigi i¢in %8,2 ve buharlastirmali yiikleme teknigi i¢in %23,7 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismalar, P. orientalis'ten sporopolleninin, ilag yiikleme ve kontrollii

salim ¢alismalar1 i¢in uygun bir tasiyici olarak 6nerilebilecegini ortaya ¢ikarmistir.

Sporopollenin, polen tanelerinin dis kabugundan ekstrakte edilen dogal bir biyopolimerdir
(147). Sentetik ve diger biyobazli malzemelerle karsilastirildiginda, sporopollenin asidik ve
bazik ortamda yiiksek stabilite, diisiik maliyet, biiyiik i¢ bosluklu monodispers makro
gozenekli partikiiller, homojen boyutlar sergilemek gibi ¢esitli avantajlara sahiptir (148).

Sentetik olarak bu tarz geometrik Ozellikleri tasiyan malzemelerin enkapsiilasyon
uygulamalarina yonelik sentezi zor ve maliyetli bir islemdir. Bu yonlerden sentetik tasiyici
sistemlere kiyasla sporopollenin biyolojik olarak uyumludur ve dogal makro/mikro
gozenekleri sayesinde ilag salim sistemi olarak kullanilmaktadir. Sporopolleninin ilag salim
sistemleri olarak kullanim potansiyeli kisitli sayida aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir
(146). Bununla birlikte, sporopollenin aracili kontrollii fitohormon salimina yonelik bir

caligma literatiirde daha dnce rapor edilmemistir.

Bu baglamda mevcut tez ¢alismasinda, in vitro bitki kiiltiirii sirasinda fitohormonlarin
sporopolleninin ile enkapsiilasyonu ve kontrollii salinim potansiyeli ilk kez ortaya
konulacaktir. Bu amagla Juglans regia'min sporopollenleri fitohormon tasiyict sistemler
olarak sec¢ilmistir. J. regia monad tip polenler olup, 26-50 um arasinda degisen (orta boy)
boyutlara sahiptir ve porate sinifinda yer almaktadir. Polenin sekli daireseldir ve diizensiz
katlanma 6zelligi sergilemektedir. Polenin yiizeyinde bulunan porlarin sayisi>6'dir. J. regia

polenlerinin, bu tiir bitki uygulamalar1 i¢in uygun bir materyal olmasini saglayan en biiyiik
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avantaj dogada bol miktarda bulunmasi ve dolayisiyla kolaylikla temin edilebilmesidir

(149).
2.5.1.4 Muscari neglectum Guss.

Mevcut tez ¢alismasinda M. neglectum (Arap stimbiilii) model bitki olarak se¢ilmistir. Arap
stimbiilii Hyacinthaceae (Stimbiilgiller) familyasina aittir ve bataklik alanlar, tarlalarda
yagayan soganli, otsu bir bitki tiiridiir. Endemik M. neglectum Guss. Muscari tiirleri arasinda
en gilizel kokulu bitkidir ve siis bitkisi olma potansiyeli yiiksektir. Anavataninin Akdeniz,
Kuzey Afrika, Gliney Afrika, Giiney Dogu ve Orta Asya lilkelerinin (Tiirkiye ve Yunanistan
da dahil) oldugu bilinmektedir (Sekil 2.7.)(150).

Muscari neglectum

Native (incl. archaesophutes)
Alien (status unknown)

Botanical Museum, Helsinki, Finland 2018
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Germany

Sekil 2.7. Muscari neglectum Guss. bitkisinin diinya {izerine daglim haritas: (151).

Tiirkiye'de (Denizli, Karabiik ve Antalya vb.) bulunan 25 muscari tiiriinden, M. neglectum
da dahil olmak tizere on tiir endemiktir (152). Cok sayida muscari tiirii siis bahge bitkisi

olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.8.). Ancak, M. neglectum tiiriiniin kesme ¢igek ve agik bahge
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bitkisi olarak ticari amagla kullanim1 heniliz yaygimlagsmamustir. Tiirkiye soganli ¢igek
ihracati konusunda 6nemli bir yere sahiptir. Hollanda, Tiirkiye’den ¢ok sayida yabani
soganli ¢icek tiiriinii ithal etmekte ve baz1 kiigiik islemlerden sonra yeniden etiketleyerek
tim diinya pazarlarina ihra¢ etmektedir. Dolayisiyla, Hollanda bu ticaretin nihai
faydalanicisidir. Glintimiizde, M. neglectum popiilasyonlari, dogal kaynaklar tizerinde artan
baski, siirdiiriilemez tarim, ormancilik uygulamalari, hizli kentlesme, artan sanayi
faaliyetleri ve fosil yakit tiiketimine bagli olarak artan CO2 kirliligi dahil olmak {izere,
abiyotik ve biyotik stresler nedeniyle biiyiik baski altinda bulunmaktadir. Tiirkiye'de M.
neglectum tiiri ex situ koruma igin, ihracat yasakli bitki tiirleri listesine dahil edilmistir
(153). Gegmis literatiir ¢alismalar1 M. Comosum (154, 155), M. Botryoides (156), M.
Armeniacum (157) M. armeniacum, M. azureum, M. latifolium, M. moschatum, M.
neglectum, M. paradoxum, M. tubergenianum (158), M. macrocarpum (159), M. Aucheri
(160), tiirleri tizerinde birkag in vitro ¢ogaltma ¢aligma ile sinirlidir. Son zamanlarda yapilan
bir ¢alismada (161), eksplant olarak olgunlasmamis embriyolar1 kullanarak M. muscarimi
tiirliniin in vitro rejenerasyonunu rapor etmislerdir. Ama doku kararma gibi sorunlardan
dolay: rejenerasyon verimligindeki disiisler hala bu bitki i¢in optimize bir ¢ogaltma
protokolii bulunmamaktadir. Bu nedenle tez ¢alismada, M. neglectum bitkilerini kentsel
peyzaj planlama ve benzeri alanlarda ticari siis bitkisi olarak kullanilabilir hale getirmek i¢in

biyomalzeme destekli kullaniglt ve hizli bir in vitro rejenerasyon teknigi gelistirilmistir.
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3 GEREKCE VE AMAC

Bitkilerin in vitro kiiltiirti sirasinda doku kararmasi ortaya ¢ikan en yaygm sorunlardan
biridir. Doku kararmasi, istenen sonuglar i¢in ilgili eksplantlarin manipiile edilmesini
zorlastirmaktadir. Oksidatif kararma olarak da bilinen doku kararmasmin, fenolik

bilesiklerin birikmesi ve oksidasyonundan kaynaklandigina inanilmaktadir (18).

Bitki hiicresi ve dokusu i¢inde bu fenolik bilesiklerin yogun birikimi ve oksidasyonu
hiicrelerin cogalamsina engellemekte, doku ve eksplantlarin rejeneratif kabiliyetini
azaltmaktadir (163-166). Simdiye kadar yapilan ¢alismalar, fenolik oksidasyon siirecine
dahil olan reaktif oksijen tiirleri (ROS), fenolik bilesikler ve oksidatif enzimlerin

varhigi/etkisi gibi doku kararmasindan sorumlu bir¢ok faktorii ortaya ¢ikarmistir (167-169).

ROS, hiicreler arasi iletisim gibi bitkinin farkli siireclerinde 6nemli roller oynamaktadir.
Bununla birlikte, in vitro kiiltiir sirasinda yaralanma, soguk, UV 15181, tuzluluk, kuraklik ve
patojenler ile kontaminasyon gibi farkli stres kosullarina yanit olarak ROS seviyeleri
artmaktadir (170). Eksplant hazirligi sirasindaki mekanik hasarin, kallus indiiksiyonu
sirasinda kararmaya neden olan ana faktor oldugu diistiniilmektedir. Kiiltiir kosullarda bitki
hiicresi, belirli bir ROS seviyesini korumakta ve bunu yalnizca hiicreler arasindaki iletisim
ve hiicre igindeki diger bazi 5nemli gorevler i¢in kullanmaktadir (171). ROS ayrica sitokinler

ve oksinler gibi endojen fitohormonlarin taginmasinda bilinen bir igleve sahiptir (172).

ROS’un asir1 birikimini dengelemede hiicre i¢i fitohormonlarin rolii ¢ok 6nemlidir. Hiicre
i¢i fitohormonlar biriken ROS molekiillerini detoksifiye etmek i¢in belirli enzimatik yollari
aktive etmektedir. Biyotik veya abiyotik stres durumunda, endojen fitohormonlarin
konsantrasyonuna kiyasla ROS iiretimi yiiksek seviyelere ¢ikmaktadir. ROS ve hiicre igi
fitohormonlarin homeostaz gradiyentinin bozulmasi, dokularin nihai oksidatif kararmasina
yol agan yolaklar1 tetiklemektedir (173). ROS ve hiicre i¢i fitohormonlarin homeostaz

gradiyentinin dengeli bir sekilde korunmasi gerekmektedir.

Simdiye kadar arastirmacilar, bu durumun iistesinden gelmek i¢in bir dizi dnleyici stratejileri
savunmuslardir. Bu stratejiler, oksidatif kararma sirasinda PAL aktivitesini inhibe etmek igin

molekiiler inhibitorlerin eklenmesini, fazla ROS molekiillerini temizlemek icin farklh
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antioksidanlarin uygulanmasi, farkli fitohormonlarla kiiltiir ortaminin manipiilasyonunu ve

salgilanan fenolik bilesikler i¢in absorbanlarin kullanimini icermektedir.

Fitohormonlarin ortama uygulanmasi, kararmayir oOnlemek i¢in en sik uygulanan
yontemlerden biridir. Ancak bu yontem kisa bir siire sonra etkisin kaybetmektedir. Bunun
nedeni uygulanan fitohormonlarin bozulmasi ve ani salimidir, dolaysila fitohormonlar,

bitkiler tarafindan ihtiyag¢ aninda (abiyotik stres) kullanilamaz hale gelmektedir.

In vitro kiiltiir sirasinda doku kararmasini kontrol etmek i¢in, yeni ve daha siirdiiriilebilir

Onleyici stratejilerin belirlenmesine yonelik gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda;

a) Eksplantlarn ROS aracili oksidatif kararmasini Onlemek igin kiltiir
ortaminda fitohormonlarin bozulmadan ve siirekli olarak verilmesine yonelik
biyouyumlu ve toksik olmayan tasiyici sistemleri gelistirilmesi,

b) Ve bu amaca ulagmak i¢in, milkemmel fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle
islevsellestirilmis biyosilika, sporopollenin ve kitin gibi 1-NAA ve 6-BAP
yiiklii yeni biyopolimerik tastyici sistemlerin izolasyonu ve test edilmesi,

c) M. neglectum Guss'un in vitro kiltir kosulunda gelistirilen tasiyici

sistemlerin doku kararma onleyici etkisinin analiz edilmesi,
tezin gerekgesini olusturmaktadir.

Bilgimiz dahilinde diinya literatiiriinde ilk ¢alisma 0Ozelliginde olan bu arastirma
sonuglariyla, 1-NAA ve 6-BAP gibi fitohormonlar i¢in yeni biyomateriyal tabanli tasiyici
malzemelerin gelistirilmesi ve M. neglectum Guss. gibi ekonomik bir siis bitkisinin
kullanilmasiyla doku kiiltiirii sirasinda ROS aracili doku kararmasinin 6nlenmesi

hedeflenmistir.
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4 MATERYAL VE YONTEM
41 MATERYAL

Tezde kullanilacak kitin, biyosilika boncuklar ve sporopollenin tasiyicit sistemlerin
gelistirilmesi amaciyla ii¢ farkli kaynaktan 6rnek toplanmistir. Bitki sporopollenin bazli
tastyicinin  gelistirilmesi i¢in Juglans regia bitki tiirii secilmistir. Biyosilika boncuklar
Geodiia macandrewii cinsine ait siingerden tiretilmistir. Calismada kullanilan hidroklorik
asit (HCI), sodyum hidroksit (NaOH), kloroform, metanol, Sodyum hipoklorit (NaOCI), etil
alkol ve hidroflorik asit gibi kimyasallar ise Merck (ABD)’dan temin edilmistir.

4.2 YONTEM
4.2.1 SPOROPOLLENIN iZOLASYONU

Sporopollenin izolasyonu igin 10 g J. regia polenleri, 50°C' de 2 saat 4M HCI ¢ozeltisi ile
muamele edilmistir. 110 pm gdzenek boyutuna sahip filtre kagidi ile notral pH ya ulasincaya
kadar saf su ile yikama yapilmistir. Ardindan 4 M NaOH ¢ozeltisi ile 150°C' de 6 saat
proteinlerin uzaklagsmasi i¢in bekletilmistir. Filtre kagidi ile pH notrelenize oluncaya kadar
saf su ile numuneler 2x tekrarlanarak durulanmistir. Daha sonra asit ve bazla muamele edilen
polen 6rnekleri, kloroform: metanol: su ¢ozeltisi (4: 2: 1 v:viv) ile 1 saat boyunca oda
sicakliginda (24+1 °C) bekletilmistir. Son olarak, sporopollenin numuneleri saf su ile iyice

yikanmustir ve etiivde 48 saat boyunca bekleterek 60°C'de kurutulmustur (145).
4.2.2 KITIN IZZOLASYONU

Karides 6rnekleri boyutlarina gore ayrilmis ve saf su ile yikanarak viicut yapilar: tizerindeki
olas1 partikiiller uzaklastirilmistir. Sonrasinda kitin fiberlerin elde edilmesi amaciyla

sirastyla dekolorizasyon, deproteinizasyon ve demineralizasyon islemleri uygulanmustir.

4.2.2.1 Demineralizasyon

Yapida bulunan kalsiyum karbonati uzaklastirmak i¢cin 2M HCI kullanilarak

demineralizasyon islemi yapilmistir (174).
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4.2.2.2 Deproteinizasyon

Kitinle kuvvetli kovalent bag ile baglanan proteinleri ¢6zmek i¢in drnekleri 2M NaOH ile
muamele edilmistir. Ornekler %1°lik NaOCl ¢dzeltisinde bekletilerek proteinlerin yapidan
tamamen uzaklagmasi saglanmistir. Ardindan elde edilen kitin 6rnekleri sonra saf su ile pH

nétral (7,0) olana kadar yikanmis olup kurutulmustur (175).
4.2.2.3 Dekolorizasyon

Ornekler, iizerinde bulunan pigment tiirii bilesikleri uzaklastirmak igin %1°’lik NaOCI

cozeltisi ile 2 saat boyunca muamele edilmistir (176).

4.2.3 BIYOSILIKA BONCUKLARIN SUNGERDEN IZOLE EDILMESI
4.2.3.1 Asit uygulama ile minerallerin uzaklastirilmasi

Biyosilika boncuklarin siingerden izole edilmesi i¢in daha dnce literatiirde rapor edilen bir
protokol takib edilmistir (177). Stingerin yapisinda bulanan silika harici mineral ve benzeri
yapilarin uzaklastirilmasi islemi icin 2M’lik HCI ¢ozeltisinde oda sicakliginda 2 saat
muamele edilmistir. Ardindan saf su ile notral pH’ya ulasincaya kadar siiziilmiistiir. Bu
basamakta siingerin yapisinda bulunan mineral ve benzeri yapilarin uzaklastirilmasi

saglanmstir.
4.2.3.2 Baz uygulamasi ile protein ve benzeri yapilarin uzaklastirilmasi

Bu basamakta mineral ve benzeri yapilarindan arindirilmis olan numuneye, 2M NaOH
¢oOzeltisi ile bir reflux sistemi igerisinde 100°C’de 2 saat muamele edilmistir. Ardindan
protein ve benzeri yapilarin uzaklastirilmasi amaciyla yine saf su ile notral pH’ya ulagincaya

kadar stiziilerek yikanmistir.

4.2.3.3 Alkol uygulamasi ile renk giderimi

Burada %10’luk etil alkol ¢ozeltisinde oda sicakliginda 1 saat bekletilen 6rnekler ardindan
saf su ile notral pH’ya ulasincaya kadar siiziilerek yitkanmistir. Bu basamakta elde edilen
cam boncuklarin yiizeyinde kalabilecek herhangi bir pigment veya benzeri yapinin

uzaklagtirilmasi gergeklestirilmistir.
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4.2.3.4 Hidroflorik asit ¢ozeltisi ile camn iist katmanlarimin asindirilmasi

Istenilen yiizey geometrisine sahip gézenekli mikro cam kiirelerin {iretimini saglamak i¢in
50 mg cam boncuklara %25°1ik hidroflorik asit ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 20 dk. muamele
edilmistir. Ardindan saf su ile nétral pH’ya ulasincaya kadar siiziilerek yikanmistir. Daha

sonra oda sicakliginda kurutulmustur.
4.2.4 ISIK MIKROSKOBU ANALIZI

Izole edilmis sporopollenin ve silika cam mikrokiire ornekler 1s1tk mikroskop altinda
incelenmistir. Bu amacgla LEICA DM 4000 B Led markali mikroskop kullanilmistir. Analiz
oda sicaklik kosullarda gergeklestirmistir.

4.3 STOK FITOHORMON COZELTISI HAZIRLAMA (BAP, NAA)

Naftalin asetik asit (NAA) ve 6-Benzylaminopurine (BAP) hormonlariin stok ¢ozeltileri,
enkapsiilasyon ve salim ¢alismalari i¢in hazirlanmistir. Kisaca 900 mg BAP ve NAA, 0.1333
N Sodyum Hidroksit (NaOH: 300 ml) ¢ozeltisi igerisinde 3:1 oraninda ¢ozilmiistiir.

Hazirlanan stok ¢ozeltiler, sonraki deneylerde kullanilmak tizere 4°C'de muhafiza edilmistir.

4.4 BIYOSILIKA BONCUKLARIN 3-AMINOPROPILTRIETOKSISILAN (3-
APTES) iLE ISLEVSELLESTIRILMESI

60 mL saf etanol ve silan baglayict maddesi y-APTES (ylizey hidroksil sayisina karsilik
gelen miktarda) hacimce esit oranlarda (v/v) karigtirilmistir. 10 g biyosilika boncuklar
hazirlanan bu c¢ozeltisi icerisinde eklenerek, karisimin reaksiyona girmesi i¢in 70°C’ye
ayarlanan su banyosunda 2 saat siire ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda, numune bir
manyetik karistirici kullanilarak 80°C'de 40 dk. siire ile karistirilmistir. Ornekler
sogutulduktan sonra santrifiij islemine tabi tutulmustur (10.000 rpm ve 10 dk.). Santrifiij
islemi sonrasi elde edilen pelletler, reaksiyona girmemis y-APTES’in uzaklastirilmasi igin
saf etanol ile 2 veya 3x durulanmis, ardindan 110°C'de 2 saat kurutulmus ve sonra

islevsellendirilmis silika elde edilmistir.
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45 BAP VE NAA'NIN KIiTiN, BIiYOSILIKA BONCUKLARA VE
SPOROPOLLENINE ENKAPSULAYONU

Bu calismada, BAP ve NAA, Mundargi, Tan (178) tarafindan bildirilen protokolde bazi
degisiklikler yapilarak pasif yiikleme teknigi ile kitin, biyosilika cam mikrokiirelere ve
sporopollenin igerisine enkapsiile edilmistir. BAP ve NAA'nin sporopollenin, kitin ve silika
mikro kiirelere enkapsiilasyonu igin her bir tagiyicidan 90 mg alinarak yukarida belirlenen
konsantrasyonlarda (3:1) hazirlanan BAP ve NAA stok hormon (her bir malzeme igin 50
mL) ¢ozelti i¢erisinde 10 dk. vorteks islemine tabi tutulmus ve ardindan 250 rpm’de 48 saat
oda sicaklig1 kosullarinda karistirtlmistir. Enkapsiile edilmis BAP ve NAA o6rnekleri, 110
um gozenek caplarma sahip Whatman filtre kagidi kullamilarak filtre edilmistir. Ornekler
60°C’ye ayarlanan etiivde 2 saat siire ile kurutulmaya birakilmistir. Daha sonra kurutulan
sporopollenin mikrokapsiilleri, kitin ve biyosilika cam mikrokiireler, +4°C'de diger

karakterizasyon deneyleri i¢in muhafaza edilmistir.
46 ENKAPSULASYON VERIMLILiGIiNIN BELIRLENMESI

BAP ve NAA’nin deneme de kullanilan {i¢ farkli tasiyici malzemelere yiiklenme
verimliliginin (enkapsiilasyon verimi) degerlendirilmesi igin Mundargi, Tan (178)
tarafindan bildirilen yontem takip edilmistir. Kalibrasyon egrisini elde etmek icin BAP ve
NAA’nm farkli standart konsantrasyonlar1 (5, 10, 15, 20 ve 25 ug/ml) hazirlanmistir. Bu
¢ozeltilerin absorbansi, UV-vis spektrofotometre (Agilent- CN22804011) kullanilarak 285
nm'de &lgiilmiis ve R? degerleri hesaplanmustir. Yiikleme verimliliginin hesaplanmasi
caligmalarinda, 2 mg hormon yiiklii mikro tastyicilar 3 mL PBS (pH 7.4) igerisinde siispanse
edilmistir. Siispansiyonlar 10 dakika siire ile vortekslenmis ve ardindan 6 dakika boyunca
3000 rpm'de santrifiijlenmistir (Hettich Universal Santrifiij). Daha sonra siispansiyon
halindeki mikro tagiyict numunelerinin her biri, SONICS vibra cell sonikator kullanilarak 15
dakika siireyle (60 genlik) sonike edilmistir. Mikro tasiyict numunelerinin her birinin
siipernatantlar1 125 pum goézenek boyutlu Whatman filtre kagitlar1 kullanilarak filtre
edilmigtir. Cozeltideki BAP ve NAA miktart (pg/mL), Agilent 8453 UV-vis
spektrofotometre (285 nm'de) yardimi ile belirlenmistir. Enkapsiilasyon verimliligi

asagidaki denklemler kullanilarak hesaplanmistir:
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(Absorbans x seyreltme fatorii)

BBD miktar: (mg) = Egim x 1000

) , llag miktart
BBD yiiklemesi (%) = < —— - - x 100
llag yiikli tastyict kltlesi

; e Hesaplama ilag ytukleme
BBD yiikleme vermiligi (%) = Teorik ilac ylkleme x 100

BBD = Bitki biiylime diizenleyici madde
4.7 BAP VE NAA YUKLU TASIYICILARLA in vitro SALIM CALISMALAR

Pasif yiikleme teknigi kullanilarak hazirlanan BAP ve NAA yiiklii tasiyicilardan, pH 7.4 ve
5.8’¢ ayarlanan (PBS) iki farkli simiile edilmis in vitro bitki kiltiir ortamima salim
calismalari, 120 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca salimin takibi ile gergeklestirilmistir
(Sekil 4.1.). Bu amagla kisaca, 5 mg hormon yiiklii mikro tasiyicilar, 5 ml PBS tamponu (5.8
ve 7.4) igerisinde siispanse edilmis, daha sonra silispansiyonlar, diyaliz torbalarina
(SERVAPOR®, MWCO 12000-14000) aktarilmistir. Her bir numunenin eklendigi diyaliz
torbalari, salim ortami olarak hazirlanan 50 ml PBS tampon (pH 7.4 ve 5.8) igerisine
aktarilmis ve 100 rpm ve 25°C'e ayarlanan calkalamali inkiibator (BELLC, Shel Lab)
kullanilarak 168 saat boyunca karistirilmistir. Mikro tasiyicilardan simiile edilmis ortama
salinan BAP ve NAA miktarini hesaplamak ig¢in, farkli zaman araliklarinda (5 dk., 15 dk.,
30dk., 1. saat, 2. saat, 6. saat, 18. saat, 24. saat, 48. saat, 72. saat, 120. saat, 144. saat ve 168.
saat) salim ortamidan 2 ml numune alinmis ve ayn1 miktarda taze PBS tampon ¢ozeltisi
ortama ilave edilmistir. Toplanan numunelerin, ortama salinan BAP ve NAA miktarina
karsilik gelen absorbansi, 285 nm'de bir UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Ayrica, her bir mikro tasiyiciya yliklenen NAA ve BAP miktarlarina karsilik gelen saf NAA
ve BAP (1.333 N NaOH iginde ¢oziilmiis 3mg/mL hormon) konsantrasyonlar1 PBS igerisine
eklenmis ve in vitro salim ¢alismalari i¢in kontrol grubu olarak kullanilmistir. Tiim deneyler
ic tekerriirlii olarak yiirlitiilmiis ve veriler ortalama + SD (SD: standart sapma) olarak
sunulmustur. Asagida verilen denklemler NAA ve BAP hormonlarin kiimiilatif yiizde

salimin1 hesaplamak i¢in kullanilmistir.
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m
BBD konsantrasyonu (ﬁ) = (Absorbans x Egim) + kesisim

BBD miktar: (mg) = (Konsantrasyon x Coziinme kiivet hacmi)

Ornegin alindigt hacim (ml)

Kumilatif salim (%) = ( xP(t—1)+ Pt

Kuvet hacmi (ml)

BBD = Bitki biiylime diizenleyici madde

Pt, t zamanindaki serbest salinim oranini. P (t-1), t’den Onceki serbest salinim oranini

belirtilmektedir.

PBS Tampon (5.8, 7.4)

diyaliztorbalarina aktarilan hormon
yukla tagiyicilar

Sekil 4.1. Tampon ortamlarda fitohormonolarin salim deney plani.

4.8 SALIM KINETIiGi CALISMALARI

Literatiir ¢alismalarinda, farkli ilaglarmn in vitro salimini rapor edilmistir (145, 177). In vitro
salim, ila¢ salim calismalarinin 6énemli bir unsurudur. Salinan ilaglar in vitro salinim
davranigini daha iyi anlamak i¢in farkli matematiksel modeller uygulanmistir (145). Mevcut
tez ¢alismasinda, BAP ve NAA'nin biyosilika boncuklar, sporopollenin ve kitinden salim
kinetiklerini karsilastirmak i¢in sifir derece (First order), birinci derece (Second order) ve
Higuchi kinetik modelleri kullanilmistir. Sifir derece, birinci derece ve Higuchi kinetik

modellerini hesaplamak i¢in asagidaki denklemler kullanilmistir.

Sifir derece kinetik modeli asagida verilen denkleme gore hesaplanmstir;
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Q: = Qo+ Kot

Qt, t zamaninda salinan kiimiilatif ilag miktarina karsilik gelmektedir; Qo, ortamdaki
baslangig ila¢ miktarina karsilik gelmektedir, Ko, sifir dereceli salim sabitini temsil eder ve t,
zamandir. PH 5.8 ve 7.4'te li¢ tasiyicidan BAP ve NAA'nin salim kinetigini hesaplamak igin,

zamana (12 saat) kars1 kiimiilatif ila¢ salim1 miktar1 grafigi ¢izilmistir.
Birinci derece kinetik modeli asagida verilen denkleme gore hesaplanmistir (179);
logQ: = logQy + k.t/2.303

Qt, t zamaninda salinan kiimiilatif ilag miktarma karsilik gelir; Qo, ¢ozeltideki ilk ilag
miktarini temsil eder, K1, birinci derece salim sabitine karsilik gelmektedir ve t, zamandir.
Ug tastyicidan BAP ve NAA'nin salim kinetigini belirlemek amaciyla ilacin kiimiilatif

yiizdesinin logaritmasi, zamana kars1 ¢izilmistir. k1 / 2.303 dogrunun egimini vermektedir.

Higuchi modeli, zaman denkleminin basitlestirilmis karekokii ile hesaplanmistir. Model,

Fickian difiizyon mekanizmasina dayanmaktadir (180).

Q; = Qo+ kyt'/?

Burada kn, Higuchi sabiti ve t, zamandir. Salinan ilacin kiimiilatif miktari, ila¢ salim

kinetigini agiklamak i¢in zamanin karekdkiine gore ¢izilmistir.
4.9 MUSCARI NEGLECTUM GUSS. DOKU KULTURU OPTIMIZASYONU

M. neglectum i¢in doku kiiltiirii optimizasyon ¢alismalar1, % 5 ve % 10 olmak tizere iki farkli
sodyum hipoklorit konsantrasyonunda gerceklestirilmistir. Ayrica, sodyum hipoklorit
muamelesi 10, 20 ve 30 dk. olmak tizere ti¢ farkli inkiibasyon siiresi igin ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen veriler baz alinarak daha ileri doku kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in optimum

konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi se¢ilmistir.

4.9.1 ORNEK HAZIRLAMA

M. neglectum sivi kiiltiiriinii optimize etmek i¢in toplanan soganlarin, kum ve diger

safsizliklardan arindirilmast icin ticari deterjan ve steril su kullanilmistir. Daha sonra
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soganlarin dig kabugu, bisturi yardimu ile ¢ikarilmis ve soyulmus soganlar dort esit pargaya
boliinmiistiir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Muscari neglectum Guss. soganlarin hazirmlanmasi.

49.2 MSHAZIRLANMASI

M. neglectum soganlar1 hazirlandiktan sonra, doku kiiltiiri ¢alismalar1 igin
kullanilacak olan MS-0 medium, 30 mg/L sukrozun steril su iginde ¢Oziilmesi ile
hazirlanmistir. Daha sonra ¢ozeltiye 4,13 mg/L oraninda Murashige ve Skoog mediumu

(MS) (Duchefa-M0222) ilave edilmistir. Hazirlanan doku kiiltiiri mediumu 350 rpm'de ve
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oda sicakliginda karigtirllmis, nihai pH"1 5,8 olarak ayarlanmis ve 121°C'de 20 dakika

boyunca otoklav yardimu ile steril edilmistir.

4.9.3 MUSCARI NEGLECTUM GUSS. SOGANLARININ STERILiZASYONU

M. neglectum Guss. soganlarmin sterilizasyonu bir Laminer flow igerisinde
gerceklestirilmistir. Deneye baslamadan oOnce, kabin igerisi %70 etanol ve ardindan 30
dakikalik UV ile sterilize edilmistir. Kesilen soganlar, 1 ml Tween 20 igeren %5 ve %10
sodyum hipoklorit ile muamele edilmistir. Bu muamele 10, 20 ve 30 dakika boyunca ortam
kosullarinda 120 rpm'e ayarlanan manyetik karistirict kullanilarak gergeklestirilmistir.
Belirtilen siirelerin sonunda soganlar steril su kullanilarak ti¢ kez yikanmistir. M. neglectum
soganlarinin sterilizasyonunun test edilmesi igin, steril MS ortami igeren magenta kutulari
kullanilmigtir. Sterilizasyon i¢in gerekli sayida magenta kutular otoklavlanmistir (121°C'de
20 dk. boyunca). Her magenta kutuya yaklasik olarak 30 mL hazirlanan MS-0 ortami
eklenmistir. Daha sonra 250°C’de 1s1 ile sterilize edilmis penset yardimiyla 3-4 adet sogan
parcasi, MS igeren magentalara yerlestirilmistir. Daha sonra dokularin konuslandirildigi
magenta kutulara, mikroorganizma ve diger safsizliklarin steril kiiltiir ortamina girmesini
onlemek igin stre¢ film ile sarilmistir. Magenta kutular, 100 rpm ve 25°C’ye ayarlanan
thermoshaker icerisinde 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda doku

kiiltiiri ortaminda herhangi bir kontaminantin olup olmadig: incelenmistir.

4.10 DOKU KULTURU ORTAMLARDA YAVAS SALIM
4.10.1 SIVI MS ORTAMLARINDA DOKU KULTURU

M. neglectum soganlar1 hazirlandiktan sonra, doku kiiltiirii galismalar1 i¢in kullanilacak olan
MS-0 medium, 30 mg/L siikrozun steril su i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir. Daha sonra
cozeltiye 4,13 mg/L oraninda Murashige ve Skoog mediumu (MS) ilave edilmistir.
Hazirlanan doku kiiltiirii ortam1 350 rpm'de ve oda sicakliginda karigtirilmig, nihai ortam
pH'1 5,8 olarak ayarlanmis ve 121°C'de 20 dk. boyunca otoklavda steril edilmistir.

Doku kiiltiirii igin gerekli sayida magenta kutular 121°C'de 20 dakika otoklavlanmigtir. Her
magenta kutuya hazirlanan MS ortamindan yaklasik olarak 30 mL eklenmistir. Daha sonra
250°C’de 1s1 ile sterilize edilmis penset yardimiyla 3-4 adet sogan parcasi, MS-0 igeren

magenta kutulara ekilmistir. Daha sonra dokular1 iceren magenta kutular, mikroorganizma
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ve diger safsizliklarin steril kiiltiir ortamina girmesini 6nlemek i¢in stre¢ film ile sarilmistir.
Magenta kutulari, 100 rpm ve 25°C’ye ayarlanan termo calkalayici igerisinde 4 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda doku kiiltiirii ortaminda herhangi bir

kontaminasyonun olup olmadigi kontrol edilmistir.
4.10.2 KULTUR ORTAMLARDA SALIM DENEYLERI

Belirlenen siire (4 giin) sonunda kontamine olmayan magenta kutular1 salim deneyi igin
secilmistir. Pasif yiikleme teknigi kullanilarak hazirlanan BAP ve NAA yliklii tastyicilardan,
bitki kiiltiir ortamina salim ¢aligmalari, 168 saat inkiibasyon siiresi boyunca salimin takibi
ile gergeklestirilmistir. Bu amacla kisa, 2 mg fitohormon (NAA, BAP) igeren mikro
tastyicilar (silika boncuk, sporopollenin ve kitin), 5 ml PBS tamponu (5.8) igerisinde
siispanse edilmis, daha sonra siispansiyonlar, diyaliz torbalarina (SERVAPOR®, MWCO
12000-14000) aktarilmistir. Her bir 6rnegin eklendigi diyaliz torbalari, bitki dokularini
igeren sivi MS ortamlarinin igerisine aktarilarak 100 rpm ve 25°C'e ayarlanan ¢alkalamali
inkiibator yardimiyla 168 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Mikro tasiyicilardan
kiltlir ortamina salinan BAP ve NAA miktarin1 hesaplamak igin, farkli zaman araliklarinda
(5 dk., 15 dk., 30 dk., 1. saat, 2. saat, 6. saat, 18. saat, 24. saat, 48. saat, 72. saat, 120. saat,
144, saat ve 168. saat) salim ortamindan 2 ml numune alinmis ve ayn1 miktarda taze PBS

tampon ¢Ozeltisi ortama ilave edilmistir.

Toplanan 6rneklerin, ortama salinan BAP ve NAA miktarina karsilik gelen absorbansi, 285
nm'de bir UV-VIS spektrofotometre kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Ayrica, her bir mikro
tasiyiciya yiiklenen NAA ve BAP miktarlarina karsilik gelen saf NAA ve BAP (1.333 N
NaOH iginde ¢oziilmiis 3mg/ml) konsantrasyonlart PBS igerisine eklenmis ve kiiltiir salim
calismalar1 icin kontrol grubu olarak kullanilmistir. Tiim deneyler ii¢ tekerriirlii olarak
yiirlitiilmiis ve veriler ortalama + SD (SD: standart sapma) olarak sunulmustur. Asagida
verilen denklemler NAA ve BAP hormonlarin kiimiilatif yiizde salimimi hesaplamak igin

kullanilmistir.
BBD konsantrasyonu (mg/ml) = (Absorbans X Egim) * kesisim

BBD miktar: (mg) = (Konsantrasyon X Coziinme kivet hacmi)
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Ornegin alindigr hacimml (ml)

Kumilatif salinim (%) = < > X P(t—1)+ Pt

Kuvet hacmi (ml)
BBD = Bitki biiylime diizenleyici madde

Pt, t zamanindaki serbest salinim oranini. P (t-1), t’den Onceki serbest salinim oranini

belirtilmektedir.

411 BIYOSILIKA MIKRO KURELERIN, SPOROPOLLENIN VE KIiTIiNIN
FiZIKOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

4.11.1 FOURIER DONUSUM KIZILOTESI SPEKTROSKOPi/ ZAYIFLATILMIS
TOPLAM YANSIMA KIZILOTESI SPEKTROSKOPI (FT-IR/ATR)

Tiin 6rnekler i¢in FT-IR spektrumlari, i¢ yansima elmas kristal lens igeren ve Zayiflatilmis
Toplam Yansitma (ATR) techizati ile donatilmis bir Perkin Elmer markali FT-IR
spektrometresi kullanilarak kaydedilmistir. Spektral araligi, 8 cm™ ¢dziiniirliik ile 600 ile

4000 cm™ arasinda sabitlenmistir.
4.11.2 XRD (X-ISINI KIRINIM ANALIZi)

Tastyicilarin kristal yapilari, Cu-Ka radyasyonu kullanilarak bir Bruker AXS D8 Advance
difraktometre ile donatilmis X-1s1n1 kirtnim cihazi ile analiz edilmistir. Analiz 26'da 40 kV
ve 30 mA'da 10-70° tarama agis1 araliginda gergeklestirilmistir. Step boyutu 0,04 ve step

basina siire 353 sn. olarak ayarlanmistir. Analiz, oda sicakliginda gergeklesmistir.
4.11.3 TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM) ANALIZi

Tastyicilarin ylizey morfolojisi, ZEISS LS-10 Life Science Taramali Elektron Mikroskopu
kullanilarak belirlenmistir. Fotograf ¢ekilmeden once altin kaplama yapilmis ve goriintiiler

500X-50.000X biiyiitmeler arasinda ¢ekilmistir.
4.11.4 TERMOGRAVIMETRIK ANALIZI (TGA)

Tastyicilarin 1s1] kararhiliklarini 6lgmek ve fitohomonlarin kapsiillenmesini dogrulamak i¢in
termogravimetrik analiz yapilmistir. Analiz, 30-900°C (Exstar-TG/DTA 7300) araliginda

10°C/dk'lik bir 1sitma hizinda nitrojen atmosferi altinda gergeklestirilmistir.
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4.11.5 ENERJi DAGILIM X-ISINI SPEKTROSKOPISi (EDX)

Biyosilika mikrokiirelerin y-APTES ile islevsellestirilmesini ve ii¢ tasiyici tarafindan bitki
biiyiime ve diizenleyici maddelerin kapsiillenmesini dogrulamak amaciyla Enerji Dagilim
Spektroskopisi analizi ger¢eklestirilmistir. Her numune i¢in enerji dagilim spektrumu 20 kV

ve 5.000X biiylitmede (EDAX-Octane Pro) elde edilmistir.
4.11.6 DIFERANSIYEL TARAMALI KALORIMETRE (DSC)

Numunelerin termal &zellikleri Mettler Toledo DSC822e (Schwerzenbach, Isvigre)
araciligiyla arastirilmistir. Her test icin 50 mg numune, N2 atmosferi altinda hermetik

aliminyum tavada 25 ila 900°C'de 1sitilmistir. Isitma 5°C /dK. da yapilmustir.
4.11.7 NINHIDRIN DENEY1

Fonksiyonellestirilmis biyosilika mikro kiireler lizerinde yiizey amin gruplarinin varhigini
dogrulamak i¢in ninhidrin deneyi yapilmistir. Ninhidrin reaktifi, etanol icinde %5 (agirlik /
hacim) bir ¢ozelti olarak hazirlanmistir. PBS (pH 7.4, 10 mM) iginde bir PBS bos veya 20
mg/ml nanopartikiil ¢ozeltisinin 1 ml’lik bir numunesi, 1 ml ninhidrin reaktifi ile
karistirilmistir. Cozelti, 78 °C'lik bir su banyosunda 20 dk. siireyle inkiibe edilmis ve daha
sonra 10 dk. boyunca sogumaya birakilmistir. Siire sonunda numunelerin gorsel olarak renk
degisikligi acisindan degerlendirilmis ve renk degisimi (koyu mor) pozitif bir sonug olarak

kabul edilmistir (181).

4.12 FOTOSENTETIK PIGMENTLERIN TAYIiNi
4.12.1 KLOROFIL

M. neglectrum dokulari (100 mg), %80 aseton (Merck) ile homojenize edilmis ve ekstraklar,
1 ml aseton ile siiziilmiistiir. Numuneler daha sonra 10 dk. siire ile 10000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Siipernatanlar, 1.5 ml efendorp tiiplerine aktarilmistir ve Beckman
stirgiiliit DU 730 Life Sciences UV / VIS Spektrofotometresi kullanilarak 663 nm ve 645 nm
dalga boyunda okunmustur. Klorofil igerigi asagida verilen formiil kullanilarak
hesaplanmistir (182). Her okumadan once, cihaz %80 aseton ile kor okuma kullanilarak

sifirlanmustir.
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Klorofila (mg/g) = (12.7 x A663) — (2.69 x A645) x H / A x 10000
Klorofil b (mg/g) = (22.91 x A645) — (4.68 * A663)x H / Ax 10000

Toplam Klorofil = Klorofila + Klorofil b

4.12.2 KAROTENOID MiKTAR TAYIiNi

Karotenoid konsantrasyonu, 450 nm dalga boyunda (Beckman Coulter DU 730 Life
Sciences UV/VIS Spektrofotometre) klorofil miktarinin belirlenmesinde kullanilan ekstrakt

okunmus ve Jaspars formiilii izlenerek hesaplanmistir (182).
Karotenoid (mg/g) = (4.07 x A450 — (0.0435 x klorofila + 0.367 X Klorofil b)
4.12.3 BETA-KAROTEN MIiKTAR TAYINI

B-karoten miktar tayini i¢in 100 mg numune 1 ml aseton-heksan (92: 3, v : v) karisimi iginde
1 dk. homojenize edilip stiziilmistiir. Filtratlarin absorbanst 453, 505 ve 663 nm'de
kaydedilmistir (182). pB-karoten igeriginin hesaplanmasi i¢in asagidaki denklem

kullanilmistir.
p — karoten (mg/g)/100 mg = 0.0458 x A663 + 0.372 A505 - 0.0806 x A453

4.12.4 LIKOPEN MIKTAR TAYINi

Likopen miktar tayini i¢in 100 mg numune 1 ml aseton-heksan (92:3) (Sigma Aidrich ABD)
karisimi iginde 1 dK. siire ile homojenize edilmis ve siiziilmiistiir. Filtrelenmis ekstraklar
453, 505 ve 663 nm'deki absorbans degerlerinde dl¢iilmiistiir. Likopen miktarini hesaplamak

icin agagidaki formiil kullanilmistir (182).
Likopen (mg/g) = 0.216 x A663 - 0.304 x A505 + 0.452 x A453

4.13 TOPLAM FENOLIK BIiLESIKLERIN TAYINi

Toplam fenolik konsantrasyonun belirlenmesi i¢in daha d6nce birka¢ yazar tarafindan
bildirilen standart bir metodoloji takip edilmistir (18). Yeni kesilmis M. neglectum

eksplantlar1 (100 mg) su ile homojenize edilmistir. Daha sonra 6rnekler 1,5 ml mikro
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santrifij tlipline (Fisher Scientific, Canada) aktarilmistir. Doku ¢6ziicii oran1 1:10 olacak
sekilde her tiipe bir ekstraksiyon ¢oziiciisii (1: 1: 1 su: metanol: aseton) aliquotu ilave
edilmistir. Tiipler daha sonra vortekslenmis ve su banyosuna yerlestirilerek ii¢ saat siireyle
sonikasyona tabi tutulmustur. Siire sonunda tiipler, 22,2 g'de 10 dk. santrifiijlenmistir. Her
numuneden alinan siipernatant, yeni bir mikro santrifijj tiipiine aktarilmigtir. 100 ul numune
900 pL distile su ile karigtirllmistir. Her numuneye 1 ml Folin ve Ciocalteu fenol reaktifi
eklenmis ve 6rnekler 5 dk. inkiibe edilmistir. Daha sonra her numuneye 2 ml Na,COs (0,25
M) ilave edilmis ve karanlik ortamda 90 dk. inkiibe edilmistir. 765 nm'de absorbans

Olclilmiis, tiim numuneler kor kullanilarak standardize edilmistir.

4.14 ENZIM AKTIiVITESI TAYINI

4141 ENZIM  AKTIVITESi iCiIN M. NEGLECTUM  SOGANININ
HOMOJENIZASYONU

M. neglectum Guss. sogan dokularindaki enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla -
80°C’de muhafaza edilen numuneler soguk zincir bozulmadan tartilip sivi azot yardimi ile
pargalanarak toz haline getirilmistir. Ardindan her bir numune agirhgmin 3 kati kadar
homojenat tamponu (pH:7,2 50 mM Potasyum-fosfat) eklenerek homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenat 4°C ve 15000 rpm’de 1 saat siireyle santrifiij edilmistir. Siire sonunda iistte

kalan siipernatant enzim ¢ozeltisi olarak kullanilmistir (183).

4142 M. NEGLECTUM SOGANININ PROTEIN TAYiNi (BRADFORD
YONTEMI)

M. neglectum sogan dokularmin protein tayininde Bradford yontemi kullanilmigtir (183).
Bradford yontemi, Coomassie Brillant (parlak mavisi) Blue G-250 boyasinin farkli
konsantrasyondaki protein g¢ozeltilerindeki asidik ve bazik gruplar ile etkileserek farkli
siddette mavi renk olusturmasi esasina dayanmaktadir. Standart olarak ise, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan BSA (Bovine Serum Albumin) kullanilmigtir. Numunelerin
protein tayini i¢in cam tiiplere 100 uLL homojenat eklenmis ve kor olarak enzim yerine saf
su kullanilarak son hacim 5 mL olacak sekilde Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi
eklenilerek iyice vortekslenmistir (184). Her bir numune 3 tekerriirlii olarak ¢alisilmis ve

ardindan 10 dk. siire ile inkiibasyona birakilmistir. Ornekler 3 ml hacimde kuvars kiivetlere
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almarak UV-Vis Spektrofotometrede (Thermo Scientific) 595 nm dalga boyunda okumalar
alinmig ve absorbans degerleri kaydedilmistir. BSA protein konsantrasyonlari icin elde
edilen ortalama absorbans degerleri baz alinarak bir standart egri ¢izilmis ve y= ax £ b
denklemi olusturulmustur. M. neglectum numunelerinin farkli konsantrasyonlar1 igin
kaydedilen absorbans degerleri denklemde yerine konularak protein tayini

gerceklestirilmistir.

4.14.3 M. NEGLECTUM SOGANININ SUPEROKSIT DIiSMUTAZ (SOD) ENZIiM
AKTIVITESI

M. neglectum sogan dokularmin SOD enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Sun,
Oberley (185) tarafindan belirtilen yontem bazi kiigiik modifikasyonlar yapilarak takip
edilmistir. 0,3 mmol/L ksantin stok ¢6zeltisi 52 ml (400 mmol/L Na;COs3 ile hazirlanmustir),
0,6 mmol/L EDTA 20 mL, 150 umol/L NBT 20 ml, 1g/L BSA 6 ml alinarak reaktif karisim
hazirlanmis ve bu reaktif karisimdan 245 pL alinarak iizerine 10 L homojenat ilave edilmis
ve ardindan 40 pL distile su ilave edilmistir. Daha sonra 2 mol/L (NH4)2SOa4 soguk ¢ozelti
ile seyreltilen 0,167 EU/mI olan Ksantin oksidaz enzim ¢6zeltisinden 5 pL eklenmistir.
Ornekler 25°C’ye ayarlanan su banyosunda 20 dk. boyunca inkiibe edilmis ve iizerine 100
uL 0,8 mmol/L CuCl; ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Kor olarak reaktif ve
kontrol olarak homojenatsiz karisim kullanilmistir. Reaksiyonun sonlandirilmasinin
ardindan 560 nm’de Multiskan GO (Thermo Scientific) cihazinda absorbans degerleri

okunmustur.
% inhibisyon = ((Kontrol Abs — Numunenin Abs)) / (Kontrol Abs) x100
EU/mL = (% inhibisyon)/(50x(0,01))
0, 01: Kullanilan Homojenat miktar1 (mL)
50,0: NBT’ nin %50’sini indirgeyen aktivite
4.14.4 M. NEGLECTUM SOGANININ PEROKSIDAZ (POX) ENZiMi AKTIVITESI

M. neglectum sogan dokularinin POX enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Desser,

Himmelhoch (186) tarafindan tanimlanmis olan metot takip edilmistir. 50 mM Potasyum
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fosfat tamponu, 100 mM Guaiacol ve 0,0017% (w/w) Hidrojen Peroksit, pH 7.0 son hacim
100 mL olacak sekilde saf su ile hazirlanmigtir. Son hacim 3,035 mL olacak sekilde kuvars
kiivetlere tampon ve 35 puL homojenat eklenmistir. Kor olarak enzimsiz karigim
kullanilmistir. Orneklerin, UV-Vis Spektrofotometrede (Thermo Scientific) 470 nm dalga
boyunda 1 dk. daki absorbans artis1 kaydedilerek absorbans farki belirlenmistir. Orneklerin,

enzim aktivitesi asagida belirtilen formiiller takip edilerek hesaplanmstir.
A=z¢b.c

c=A/(e.b)
A: 1 dk. sonunda okunan absorbans
B: Isigin gectigi mesafe
C: Konsantrasyon (umol/mL)
E: Ekstinksiyon katsayis1 (5000 M x cm™)

4.14.5 M. NEGLECTUM SOGANININ KATALAZ (CAT) ENZIM AKTIiVITESI

M. neglectum sogan dokularinin CAT enzim aktivitesi, Aebi (187) tarafindan belirletilen
metodoloji tizerinde bazi kiiciik modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. 25 mM Potasyum
fosfattan (KH2PQO4, pH:7.0) 1400 puL ve 15 mM H202’den 1500 uL kullanilarak bir karsim
hazirlanmis ve lizerine pipetaj yapilan sogan doku homojenati 100 uL olacak sekilde
eklenmigtir. Numuneler ve kor (enzimsiz karisim) UV-Vis Spektrofotometrede (Thermo
Scientific) 240 nm dalga boyundaki absorbans diisiisii kaydedilerek 1 dk. sonundaki
absorbans farki belirlenmistir. Enzim aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak EU/mL

cinsinden hesaplanmstir.
EU/mL: (A0D/(0,0396)) = (Vt/Ve)
Vt: Toplam hacim

Ve: Enzim (homojenat) hacmi
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5 ARASTIRMA BULGULARI
5.1 ISIK MIKROSKOP ANALIZI

Sporopollenin, karides kitin ve biyosilika boncuklar 151k mikroskobu ile ayr1 ayr1 analiz
edilmistir (Sekil 5.1.). Isik mikroskobu ile sporopollenin olusumu da dogrulanmistir. Hem
polen hem de sporopollenin mikroskop altinda analiz edilmis ve i¢ genetik materyalin

polenlerden basariyla uzaklastirildig: tespit edilmistir.

Sekil 5.1. Isik mikroskop altinda a, b) J. regia polenleri ve c, d) sporopollenlerin goriintiileri

Isik mikroskobu goriintiileri, asit ve baz muamelelerinden sonra sporopollenin ig
bosluklarinin agik oldugunu ortaya konmustur. izole polenlerin ortalama ¢ap1 yaklasik 200

um olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.2. a) Geodia macandrewii. Siinger, b, d) Geodia macandrewii siingerin’den izole
edilmis silika cam mikrokiirelerin 151k mikroskop goriintiileri ¢) Geodia macandrewii
siingerin’den izole edilmis silika cam mikrokiirelerin dijital gérintii.

Biyosilika boncuklart 151tk mikroskobu goriintiileri iist katmanin basarili bir sekilde
uzaklastirildigini ve bdylece boncuklarin gdzenekli katmanimnin agiga ¢iktig1 belirlenmistir
(Sekil 5.2.). Ayrica, bu sonuglar ilerde bahse edilecek SEM, FTIR ve EDX analiz sonuglar

tarafindan da desteklenmistir.
52 YUKLEME VERIMLILIGI

BAP ve NAA'nin yikleme etkinligi metodolojide verilen denklem kullanilarak
hesaplanmistir. Sonucglara gére BAP i¢in, ii¢ tasiyict da NAA'ya kiyasla daha yiiksek bir
yiikleme verimi kaydedilmistir (Sekil 5.3.). Polen-NAA'nin enkapsiilasyon verimi %16,70,
toplam yiiklii hormon ise %22,79 olarak kaydedilmistir. Ayni sekilde sporopollenin-BAP
icin bu degerler %50,29 ve %80,29 olarak kaydedilmistir. Biyosilika boncuk-NAA igin,
kapsiilleme ve toplam hormon yiiklenme verimliligi sirasiyla %22,79 ve %36,46 olarak
kaydedilmistir (Sekil 5.5.). Biyosilika boncuk-BAP igin, bu degerler %49,64 ve %79,41
olarak belirlenmis olup, biyosilika boncuk-NAA'ninkinden nispeten daha yiiksek bir verim
kaydedilmistir. Kitin i¢gin hem BAP hem de NAA degerleri beklendigi gibi daha yiiksek
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oranlarda kaydedilmistir. Kitin-NAA durumunda, kapsiilleme verimliligi ve hormon
yiiklemesi sirasiyla %25,22 ve %40,36 olarak belirlenmistir. Kitin-BAP i¢in ise bu degerler
%68,91 ve %110,25 olarak kaydedilmistir (Sekil 5.4.).
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Sekil 5.3. Biyosilika, Kitin ve Sporopolleninin hormon yiikleme oranlar1 (%).
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Sekil 5.4. Biyosilika bonucklar, Kitin ve Sporopolleninin enkapsiilasyon verimliligi.
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Sekil 5.5. Kitin, sporopollenin ve biyosilika’nin toplam hormon yiikleme oranlar1 (ug mg™).
53 DOKU KULTURU OPTIMIZASYONU

Yapilan denemeler sonucunda en iyi sonuglar %5 sodyum hipoklorit ile 30 dk. siire ile
muamele edilen M. neglectum sogan 6rnekleri igin kaydedilmistir. Diger iki parametre i¢in

sogan kiiltlirii ortamlarinda kontaminasyon kaydedilmistir (Sekil 5.6.).
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Sekil 5.6. Sterilizasyon ¢alismalarinda kaydedilen kontaminasyon goriintiileri.

54 BAP VE NAA YUKLU TASIYICILAR ILE GERCEKLESTIRILEN in vitro
SALIM CALISMALARI

NAA ve BAP"1n in vitro salim ¢alismasi, 5.8 ve 7.4 olmak tizere iki farkli pH kosulunda
gerceklestirilmistir. Bu, tez calismasinda kullanilan {i¢ polimerik tastyicinin yavag salinim
yetenegini dogrulamak igin bir 6n kontrol ¢alismasidir. In vitro bitki kiiltiirii sirasinda gerekli
pH 5,6-5,8 civarindadir (Sekil 5.7.). Mevcut ¢alismada kullanilan pH kosullar1 da in vitro
kiiltiir kosullarina goére secilmistir. Ayrica, mevcut calismada, tasiyicilarin yavas salim
kapasitelerindeki pH'ya bagli degisiklikleri dogrulamak i¢in notr pH 7,4” de kullanilmustir.

Sonuglar Cizelge 5.1'te verilmistir.
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Sekil 5.7. BAP ve NAA vyiiklii biyosilika boncuklar ile gerceklestirilen farkli tampon
ortamlarinda (pH 5,8) salim ¢aligmalari.

Sonuglar, kitin, biyosilika ve sporopolleninden tampon ¢6zeltilerinde kapsiillenmis bitki
biiyiime ve diizenleyici maddelerin kontrollii salimimni gergeklestigini ortaya ¢ikarmistir
(Sekil 5.8.). Kitinden bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin salinimi, sporopollenin ve
biyosilikadan nispeten daha hizli gergeklesmistir. Bu goriingii, kullanilan kitinin yapisal
morfolojisine baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Burada karideslerden izole edilen Kitin,
derin gozenekleri olmayan siki bir sekilde paketlenmis lifli bir yapiya sahiptir. Bu tip ylizey
morfolojisi, bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin yalnizca yiizeyde adsorpsiyonuna yol

acmistir. Ayrica, biyosilika ve sporopollenin miikemmel enkapsiilasyon yiizdesi ve daha

kontrollii salim patenleri sergilemistir.
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Sekil 5.8. BAP ve NAA yiiklii sporopollenin ile gergeklestirilen farkli tampon ortamlarinda
(pH 7,4) salim ¢alismalari.

Biyosilikanin yiizeyindeki miikemmel gbzenekleri, biyosilika yapisinin merkezi boslugu
icinde BAP ve NAA'nin kapsiillenmesine tesvik etmistir. Ek olarak, 3-APTES ile yiizeyin
islevsellestirilmesi, biyosilikanin kapsiilleme verimliligini artirarak daha fazla BAP ve NAA
molekiiliiniin baglanmasina yardimci olmustur. Ay sekilde, sporopollenin yiizeyindeki
gozenekler, mikro kafeslerin boslugu icinde BAP ve NAA'nin kapsiillenmesini
kolaylastirmistir (Sekil. 5.9.). Ug tastyicinin tiimii igin kiimiilatif salim degeri, serbestce
uygulanan BAP ve NAA'dan daha diisiik kaydedilmistir. Ek olarak, ilk iki saatte, tim
tastyicilar nispeten daha yiiksek bir BAP ve NAA salimi sergilenmistir.
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Sekil 5.9. BAP ve NAA yiiklii kitin ile ger¢eklestirilen farkli tampon ortamlarinda (pH 7,4)
salim caligsmalari.

Bu ilk ani salim etkisi, yiizeysel olarak baglanmis fitohormonlara bagli oldugunu
diistiniilmektedir. Iki saat sonra, 168 saate kadar sabit bir salim paterni gézlemlenmistir. Ote
yandan, serbestge uygulanan BAP ve NAA i¢in salim modeli yukar1 yonde olup, iki saat
icinde BAP ve NAA'nin tam salimin izlenmistir. Genel olarak, ii¢ tasiyict da her iki pH
kosulunda BAP ve NAA i¢in yavas bir salim gostermistir.
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Cizelge 5.1. BAP ve NAA yiiklii tastyicilarla pH 5.8 ve pH 7.4°te in vitro salim.

Numuneler pH5.8’dailkiki 5.8 pH’dal68 7.4 pH>da ilk iki 7.4 pH’da 168
saat sonunda saat sonunda saat sonunda salm  saat sonunda
salim (%) salim (%) (%) salim (%)

Biyosilika boncuk-NAA 48.23 52,19 28,36 52,68

Serbest Kontrol 70.23 71,72 62,98 77,71

Biyosilika boncuk-BAP 51,34 51.24 31,63 29,67

Serbest Kontrol 72,43 78.12 48,23 51,86

Sporopollenin-NAA 15,12 14,40 20,45 20,11

Serbest Kontrol 42,36 41,04 50,45 48,23

Sporopollenin-BAP 29,90 29,18 31,32 33,11

Serbest Kontrol 65,12 58,88 52,21 54,23

Kitin-NAA 60,77 49.45 57,61 53,15

Serbest Kontrol 76,57 71,12 70,12 77,65

Kitin-BAP 36,18 47,39 29,12 37,58

Serbest Kontrol 57,45 59,15 54,45 60,53

55 KULTUR ORTAMLARINDA SALIM DENEYLERI

M. neglectrum Guss.'in in vitro kiiltiir sirasinda nekrozun iistesinden gelebilmesi i¢in, kiiltiir
ortaminda kitin, biyosilika ve sporopolleninin aracili NAA ve BAP fitohormonlarmbitki
biiyiime ve diizenleyici maddelerin salim gergeklestirilmistir (Cizelge 5.2.). Segilen
biyomateriyal tabanl tasiyicilar hem BAP hem de NAA i¢in kontrollii bir salim modeli
sergilemistir. Kitin salinim yiizdesi, biyosilica ve sporopolleninden daha yiiksek kaydedildi.
Bu, lifli yiizey morfolojisine bagl oldugunu diistiniilmektedir (Sekil 5.10.).
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Sekil 5.10. BAP ve NAA yiiklii biyosilika boncuklari ile gergeklestirilen Muscari
neglectum doku kiiltiir ortamlarinda kiimiilatif salim ¢alismalari..

Kitin i¢indeki gdzenek ve bosluk eksikliginden dolay1i, BAP ve NAA adsorpsiyonu yalnizca
lifler tarafindan gergeklesir. Lifli yapidan salinim daha hizli bir sekilde gergeklesmistir
(Sekil 5.12.). Bunu neden ise hi¢bir morfolojik veya geometrik kuvvet kontrol etmemesidir.
Kitinden BAP ve NAA salimi sirastyla %44,34 ve %60,32 olarak kaydedilmistir. Ote yandan
biyosilika'dan salim yiizdesi 168 saatin sonunda %43,98 (NAA igin) ve %30,40 (BAP i¢in)
olarak kaydedilmistir. Bu, her iki hormonun serbest salinimindan 6nemli 6l¢iide daha diisiik

bulunmustur.
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Sekil 5.11. BAP ve NAA yiiklii sporopollenin ile gergeklestirilen Muscari neglectum doku
kiiltlir ortamlarinda kiimiilatif salim ¢aligmalari.

Ayrica, deneyin ilk iki saatinde, ylizeysel olarak eklenmis BAP ve NAA'ya bagl yiiksek
oranda bir salim atis1 kaydedilmistir. Sporopollenin i¢in salinim yiizdesi, 168 saatin sonunda
%36,83 (NAA igin) ve%35,12 (BAP igin) olarak kaydedilmistir. Bu salim, M. neglectum
kiiltiirii ortamina serbest¢ce uygulanan BAP ve NAA'ninkinden 6nemli dlclide daha diigiik
olarak gdzlemlenmistir (Sekil 5.11.). ilk iki saat boyunca ilk yiiksek oranda salim artig1, BAP

ve NAA'nin kiiltiir ortamina aniden salinmasi ile iligkili bulunmustur..
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Sekil 5.12. BAP ve NAA yiiklii Kitin ile gergeklestirilen Muscari neglectum doku kiiltiirii
ortamlarinda kiimiilatif salim ¢aligmalari.
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Cizelge 5.2. BAP ve NAA vyiiklii tastyicilarla doku kiiltiirii ortamlarinda salim.

Niimiine ilk iki saat sonunda salim Serbest 168. saat sonunda salim Serbest
(%) salim (%) salim

Biyosilika boncuk- 48.24 65.16 43.98 72.31

NAA

Biyosilika boncuk- 35.31 45.12 30.40 64.23

BAP

Sporopollenin-NAA 28.12 48.91 36.83 65.34

Sporopollenin-BAP 28.34 45.12 35.12 76.12

Kitin-NAA 53.12 70.23 60.32 81.56

Kitin-BAP 38.12 59.56 44.34 63.13

5.6 SALIM KiNETiGi CALISMALARI

BAP ve NAA iki farkli pH kosulunda (5,8 ve 7,4) biyosilika boncuklar, sporopollenin ve

kitinden saliminin kinetik parametreleri, kinetik modellerinden (Birinci derece, sifir derece

ve Higuchi) hesaplanmistir.

pH 5.8'de biosilika boncuklar, sifir derecesinde ve Higuchi'de en iyi korelasyon katsayisini

(R?) gostermistir (Cizelge 5.3.). Aym sekilde, sporopollenin igin her ii¢ modelde de en iyi

korelasyon katsayis1 (R?) kayededilmistir. Kitin igin her ii¢ modelin hepsinde neredeyse

benzer bir korelasyon katsayis1 (R?) ortaya ¢ikardi. Tiim kinetik parametre sonuglar, iic

biyomateryal tabanl tasiyicidan salinimin Fickian difiizyon yoluyla gergeklestigi ortaya

koymustur.

Cizelge 5.3. NAA ve BAP yiiklii biyomateriyal tabanli tasiyicilarin kinetik parametreleri

(PBS pH: 5.8).
Kinetik modeller Sifir derece Birinci derece Higuchi
(PBS pH: 5.8) (Zero-order) (First-order)
R? R? R?
Biyosilika boncuk-BAP 0,955 0,602 0,928
Biyosilika boncuk-NAA 0,902 0,643 0,895
Sporropollenin-BAP 0,915 0,924 0,907
Sporopollenin-NAA 0,901 0,901 0,785
Kitin-BAP 0,888 0,886 0,882
Kitin-NAA 0,818 0,821 0,797
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pH 7.4'te biosilika boncuklar her ii¢ modelde de en iyi korelasyon katsayismi (R?)
gostermistir ve R? 0,900%in iizerinde kaydedilmistir (Cizelge 5.3.). Aym sekilde,
sporopollenin-BAP her ii¢ modelde de en iyi korelasyon katsayisin1 (R?) gdstermistir.
Sporopollenin-NAA igin R, her ti¢ modelde de 0,900"in altinda kaydedilmistir. Kitin igin
tic modelin hepsinde neredeyse benzer bir korelasyon katsayisi (R?) ortaya ¢ikarmistir. Tim
kinetik parametre sonucglarindan, ii¢ biyomateryal bazli tasiyicidan salimmmin Fickian
difiizyonundan kaynaklandigi sonucuna varilabilir. Bu sonuglar, farkli kaynaklardan
sporopolleninin farkli terapotik ilaglar igin bir tagiyict olarak kullanildigi 6nceki literatiir

raporlartyla uyumlu olarak bulunmustur (145, 188).

Cizelge 5.4. NAA ve BAP yiiklii biyomateryal tabanli tasiyicilarin kinetik parametreleri
(PBS pH: 7.4).

Kinetik modeler Sifir derece Birinci derece Higuchi
(PBS pH: 7.4) (Zero-order) (First-order)
R? R? R?
Biyosilika boncuk-BAP 0,907 0,904 0,939
Biyosilika boncuk-NAA 0,970 0,971 0,954
Sporropollenin-BAP 0,928 0,925 0,952
Sporopollenin-NAA 0,885 0,884 0,872
Kitin-BAP 0,890 0,887 0,957
Kitin-NAA 0,966 0,967 0,942

57 BIiYOSILIKA BONCUKLARIN, SPOROPOLLENIN VE KIiTiNIiN
FiZIKOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

5.7.1 NINHIDRIN ANALIiZ

Ninhidrin testi, ylizeyde y-APTES molekiillerinin asilanmis oldugunu dogrulamak i¢in
uygulanmistir. Mor-mavi renk, biyosilika boncuklarin yilizeyinde y-APTES molekiillerinin
basarili bir sekilde asilanmasini dogrulayarak kaydedilmistir. Bu sonuglar onceki literatiir

ile uyumlu olarak kaydedilmistir (189).
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Sekil 5.13. Biyosilika boncuklarin y-APTESile islevsellstirme mekanizmasi.

5.7.2 FOURIER DONUSUM KIZILOTESI SPEKTROSKOPI/ ZAYIFLATILMIS
TOPLAM YANSIMA KIZILOTESI SPEKTROSKOPI (FT-IR/ATR)

Fourier-transform kizilotesi  spektroskopi (FTIR), farkli malzemelerin kizilGtesi
spektrumunun sogurulmasi veya yayilmasi hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilan analitik
bir tekniktir. Genis bir spektral aralikta yiiksek ¢oziiniirliiklii bir veri toplanmakta, bu da onu
daginik spektrometreye gore daha avantajli hale getirmektedir. Zayiflatilmis toplam yansima
(ATR), kat1 veya ince film numunelerinin hacim 6zelliklerinden ziyade yiizey 6zelliklerini
6lgmek i¢in kullanilan FTIR spektrofotometrenin bir aksesuaridir. Genel olarak, ATR,
numune kosullarina bagli olarak yaklasik 1 veya 2 mikrometre penetrasyon derinligine

sahiptir.

Mevcut ¢alismada, secilen tastyicilarin BAP ve NAA'nin kapsiillenmesinin dogrulamasi
amaciyla bu bitki biiylime ve diizenleyici maddelerin yiiklii oldugu biyosilika, kitin ve
sporopollenin numuneleri i¢in FT-IR/ATR analizi gergeklestirilmistir. Ayrica, sporopollenin

ve iglevsellestirilmis biyosilika tiretimi de FT-IR / ATR analizi ile dogrulanmustir.
5.7.2.1 Biyosilika boncuk

Biyosilika boncuklarin, y-APTES fonksiyonellestirilmis biyosilika boncuklarin, NAA yiiklii
biyosilika boncuklarin ve BAP yiiklii biyosilika boncuklarin FT-IR / ATR spektrumlar1 Sekil
5.14'te gosterilmistir. Dort farkl biyosilika drneginin spektrumlarinda ~1050 cm™'de genis
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bir pik kaydedilmistir. Bu pik Si—O—Si gerilmesinin varligina baglanabilmektedir. ~1525
cml'de gozlenen kiiciik bir N-H baglanma piki NH2 gruplarmin varligindan
kaynaklanmaktadir. N—H gerilmesine karsilik gelen pikin O—H gruplarimin 3500 cm™
Y'deki gerilme titresimleri ile ortiismesi beklenmektedir. Biyosilika y-APTES ile muamele
edildikten sonra ~950 cm™'de kiiciik bir pik olustugu bilinmektedir (190). Bu pikin
goriiniimii, silis ylizeyinde silanol gruplarinin varligina karsilik gelmektedir. Biyosilikanin
yilizeyinde silanol gruplarmin varligi, ylizeydeki serbest -OH gruplarimin mevcudiyetini
dogrulamigtir. BAP spektrumlarinda 1634 cm™ ve 1633 cm™'de gézlenen pikler, sirasiyla

BAP ve NAA'min enkapsiilasyonunu dogrulayan v (C=N) titresimlerine karsilik
gelmektedir.
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Sekil 5.14. Biyosilika boncuk, biyosilika boncuk/ y-APTES ve hormone yiiklii biyosilika

boncuk i¢in fourier doniisiim kizilotesi spektroskopi/ zayiflatilmis toplam yansima kizilotesi
spektroskopi (FT-IR/ATR) spektrumu.

5.7.2.2 Sporopollenin

J. regia poleni, sporopollenin ve fitohormon vyiiklii sporopolleninlerin FT-IR/ATR
spektrumlari, farkli izolasyon ve enkapsiilasyon asamalarinda meydana gelen kimyasal

degisiklikleri agiklamak icin dl¢iilmiistiir. J. regia poleninin, spektrumlarinda 3276 cm™'de
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gbzlenen genis pik O-H bagi ile iliskilendirilmistir. 2918 cm™ ve 2850 cm™'de gozlenen iki
keskin pik ise alifatik C—H germe titresimlerine karsilik gelmektedir. Polisakkarit emilimi
ise 1032 cm™'de keskin bir pike atfedilebilmektedir. 1641 cm™'deki zayif pik ise, polenin -
tabaka protein yapilarmin amid I baglantisindan kaynaklanmaktadir (191). 1541 cm™ ve
1512 cm Y'de zayif pik C—N ve N—H biikiilmesine karsilik gelmektedir.

Simdiye kadar, sporopolleninin kesin kimyasal yapisi tam olarak tanimlanmamistir, ancak
arastirmacilar, yapi ile birlikte bazi fonksiyonel gruplari tanimlamislardir. Bu fonksiyonel
gruplarin, uzun yag asitlerini ve aromatik gruplar1 i¢erdigi bilinmektedir (146, 192, 193). J.
regia polenin kimyasal yapisinda asit ve baz muamelesinden sonra bazi degisiklikler
gozlenmistir (Sekil 5.16.). Bu degisiklikler, bazi piklerin kaymasi ve kaybolmasiyla birlikte
yeni IR pikleri seklinde yansimistir. Polen spektrumundaki O-H baginda gozlenen genis pik
3276 cmlden 3341 cmle kaymistir. 1675 cmlde gozlenen keskin pik ise,
sporopollenindeki karbonil fonksiyonel gruplara karsilik gelmektedir. 1573 cm™de
gozlenen pik (alifatik C-C germe), sporopollenindeki doymamis yag asit yapilarini temsil
etmektedir. 1511 cm™de ki pik de sporopolleninde karakteristik C-C gerilmesine
atfedilmektedir. Sporopolleninin aromatik dogasi, ester bagli n-karboksilik asit

monomerlerinin alkalin hidrolizinden kaynaklanmaktadir (194).

BAP ve NAA'nin IR spektrumlar1 kaydedilmis ve sonuglar Sekil 5.15'da gosterilmistir. BAP
spektrumlarinda 1687 cm™'de gozlenen keskin pik, v (C=N) titresimlerine karsilik
gelmektedir. 1197 cm™'de bir C—O gerilme piki kaydedilmistir. Ek olarak, 930 cm™'de
keskin bir C-C biikiilme piki ve 775 cm™'de keskin bir C—H piki kaydedilmistir. NAA'nin
IR spektrumlar1 da BAP'1in kine benzer birka¢ pik vermistir. NAA spektrumlarinda, 1603
cm™'de keskin bir C-C gerilme piki, 1445 cm™'de giiglii bir O—H biikiilme piki ve 1712 cm’
'de kiigiik bir C-O germe piki gdzlenmistir. Ayrica, 680 ve 650 cm™'de bdliinmiis pikler C-
C biikiilmesi olarak kaydedilmistir.
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Sekil 5.15. BAP ve NAA i¢in fourier doniisiim kizil6tesi spektroskopi/ zayiflatilmis toplam
yansima kizil6tesi spektroskopi (FT-IR/ATR) spektrumu.

BAP ve NAA yiikli sporopolleninin (sporopollenin-BAP ve sporopollenin-NAA) FT-IR
spektrumlar1 Sekil 5.7'de gosterilmistir. Her iki fitohormonun varligi, sporopollenin-NAA
ve sporopollenin-BAP spektrumlarinda yeni piklerin ortaya ¢ikmasi ve bazi mevcut piklerin
kaymasiyla dogrulanmistir. Sporopollenin-BAP spektrumunda, v (C—=N) titresimlerine
karsilik gelen 1660 cm™de yeni kiigiik bir pik ortaya ¢ikmistir. 1262 cm™'de bir C—N
gerilme piki, 1377 cm™ ye kaymustir. Bu degisim BAP'in varligindan kaynaklanmaktadir.
Ayrica, BAP'in kimyasal bagina bagh olarak 1112 cm™de ki pik 1105 cm™'e kaymistir.
Sporopollenin-NAA spektrumunda, v (C—N) titresimlerine karsilik gelen 1660 cm™'de yeni
bir kii¢iik pik ortaya ¢ikmustir. Ek olarak, NAA'nmn varligina karsilik gelen 1437 cm™'de
kiiciik bir O—H biikiilme piki de ortaya ¢ikmustir. 1203 cm™'de C—O ve 1152 cm™'de C—
N gerilme pikleri, NAA'nin yapiya dahil edilmesiyle daha keskin hale gelmistir.
Spektrumlarda, sporopollenin yapisindaki NAA'nin varligimi giiclii bir sekilde dogrulayan
yeni bir C-H biikiilme piki de belirlenmistir.
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Sekil 5.16. Polen, Sporopollenin ve hormon yiiklii sporopollenin igin fourier doniisiim

kizilotesi spektroskopi/ zayiflatilmis toplam yansima kizilotesi spektroskopi (FT-IR/ATR)
spektrumu.

5.7.2.3 Kitin

Kitin safligi ve kitine BAP ve NAA kapsiillemesinden sonra meydana gelen kimyasal
degisikliklerin gbzlemlenmesi amaciyla FT-IR analizinden yararlanilmigtir (Sekil 5.17.).
Kitinin IR spektrumlarinda, 3438 cm™'de major bir pik gdzlenmistir ve bu pik O—H’a
atfedilmektedir. 3256 cm™ ve 3098 cm™'de ki iki pik —C—0O---NH_ bagma karsilik
gelmektedir (195). Literatiirde, o kitin igin {i¢ karakteristik pik bulunmaktadir, yani 1650 cm
11620 cm™ ve 1554 cm™, amid | (C=0 ikincil amid gerilmesi), amid Il (N—H biikiilmesi,
C—N gerilmesi) olarak tanimlanmistir (196). Mevcut ¢alismada bu pikler 1653 cm™, 1629
cmtve 1547 cm? olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar, izole edilmis kitinin a-kitin oldugunu
dogrulamustir. 1360 cm™ 'de gozlenen pik simetrik CHs ve CH biikiilmesini temsil ederken,
1005 cm™ 'de gozlenen daha keskin pik C—O gerilmesine gerilmesine baglanabilir (197).
Kitin-NAA'da, 1629 cm™ 'deki pik NAA’dan dolay1 1625 cm™ 'e kaymistir. Ayrica NAA
kapsiillemeden sonra 1448 cm™ ve 876 cm™ 'deki pikler daha yogun hale gelmistir. Kitin-
BAP spektrumlarinda 1457cm™®, 1158 cm™, 775 cm™ 'de pikler BAP adsorpsiyonundan
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sonra daha yogun hale gelmistir. Sonuglar daha Onceki literatlir ile uyumlu olarak

gozlenmistir (198).
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Sekil 5.17. Kitin ve fitohormon yiikli kitinin fourier doniistim kizilotesi spektroskopi/
zayiflatilmig toplam yansima kizilotesi spektroskopi (FT-IR/ATR) spektrumu.

5.7.3 XRD (X-ISINI KIRINIM ANALIZi)

X Ism Kirmimu, siklikla XRD olarak kisaltilmakta ve kristalin malzemelerin yapisini analiz
etmek icin kullanilan tahribatsiz bir analiz yontemidir. XRD analizi, kristal yapinin
incelenmesi yoluyla, bir malzemede bulunan kristalin fazlarini tanimlamak ve boylece
kimyasal bilesim bilgilerini ortaya ¢ikarmak icin kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, BAP ve
NAA'in kapsiillenmesinden sonra secilen tasiyicilarin faz degisimleri hakkinda bilgi almak
icin BAP ve NAA vyiiklii Biyosilika, kitin ve sporopollenin numuneleri icin XRD analizi
yapilmistir. Ayrica, sporopollenin ve y-APTES ile islevsellestirilmis biyosilika da XRD

analizi ile dogrulanmistir.
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5.7.3.1 Biyosilika boncuk

BAP ve NAA yiiklii biyosilika, biyosilika-APTES ve biyosilika boncuklar icin XRD analizi
gerceklestirilmistir. Difraktogramlar Sekil 5.18'de gosterilmistir. Dogal biyosilika boncuklar
i¢cin, 22° merkezli maksimum yogunluk ile 16° ile 35° arasinda 20’ da tek bir genis pik
gozlemlenmistir. Diger piklerin yoklugu, G. macandrewii'den izole edilmis biyosilikanin
nihai safligin1 gostermistir. Biyosilika ve biyosilika-APTES difraktogramlar1 arasinda
Oonemli bir fark gozlenmemistir. y-APTES ile modifikasyondan sonra, 22° 'deki genis amorf
silis piki, pikin yogunlugunda hafif bir azalma olsa da bozulmadan kalmistir. Yogunluktaki
bu azalma ayni zamanda silikanin makroskopik diizeninin islevsellesmeye bagli olarak
azalmasinin bir sonucudur (199). Bu, y-APTES'in biyosilika yapisini degistirmedigini
gostermistir. Bu sonuglar ayni zamanda asilama reaksiyonunun baskin olarak silikanin dis
yiizeyinde (yani, genellikle katmanlarin kenarlarinda) maksimum ve katman arasi1 boslukta
minimum modifikasyon ile gergeklestigini gostermistir (200). NAA ve BAP yiikli
biyosilika ornekleri icin, 19° 'de kiigiik bir pik gozlemlenmistir. Bu yeni gozlenen pik,
biyosilikadaki NAA ve BAP'n varligi nedeniyle ortaya ¢ikmistir. Onceki yapilan bir
calismada da XRD pikini 19,5° 'de bildirmislerdir ve bu ¢alismanin sonuglar1 ile benzer

oldugu gozlenmistir (198).
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Sekil 5.18. Biyosilika boncuk, Biyosilika boncuk/ y-APTES ve hormon yiiklii biyosilika
boncugun X-1s1n1 Kirmim difraktogramlart.

5.7.3.2 Sporopollenin

J. regia polen, sporopollenin ve BAP, NAA yiiklii sporopollenin i¢in XRD analizi
yaptlmustir (Sekil 5.19.). J. regia poleninin difraktograminda iki ana pik (20° ve 26°) ve ii¢
kiigiik pik (27°, 29° ve 30°) gozlenmistir. Gozlemlenen bu pikler, polenin kristal yapisini
tanimlamaktadir. XRD analizi, J. regia poleninden, sporopollenin mikro kafeslerinin basarili
bir sekilde izole edildigini dogrulamistir. Sporopollenin difraktograminda 27°, 29° ve 30°'de
pikler kaybolmustur. 20° ve 26° 'de sadece iki pik kaydedilmistir. Sporopolleninde 18°'de
yeni bir pik ortaya c¢ikmistir. Sporopolleninlerin difraktogramindan kiiciik piklerin
kaybolmasi, genetik materyalin, lipitlerin, proteinlerin ve diger pigmentlerin polenden
tamamen uzaklastirildigint dogrulamistir. Sporopollenin-BAP ve sporopollenin-NAA'da 18°

ve 26°'de yansima piklerinin yogunluklarinda bir azalma kaydedilmistir. Bu, molekiiler
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diizeyde sporopollenin ve bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin etkilesimine karsilik

dayandirabilir. Bu sonuglar 6nceki ilgili literatiir ile uyumludur (201).
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Sekil 5.19. Polen, sporopollenin ve hormon yiiklii sporopolleninin X-1sin1  Kirinim
difraktogramlari.

5.7.3.3 Kitin

Kitinin XRD pikleri, 26 araliginda toplam alt1 yansima gostermistir. Major pik yansimalari
9° ve 19°'de kaydedilirken, mindr pikler ise 12°, 20°, 23° ve 27°'de kaydedilmistir (Sekil
5.20.). Tim bu XRD yansimalari, a-kitin i¢in karakteristik yansima pikleri olarak rapor
edilmektedir (87). NAA ve BAP yiiklenmis kitinin difraktogramlarinda biiyiikk bir fark
gozlenmemistir. Cilinkii 19°'da NAA ve BAP'a karsilik gelen XRD yansimasi, kitinin dogal
pik noktasidir. Bununla birlikte, kitin-NAA ve Kitin-BAP difraktogramlarindaki piklerin
yogunluklarindaki azalma, BAP ve NAA'nin molekiiler diizeyde kitin ile etkilesimini

yansitmigtir.
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Sekil 5.20. Kitin ve hormon yiiklii kitin’in X-1g1n1 kirinim difraktogramlari.
5.7.4 TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM) ANALIZI

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), goriintii olusturmak icin bir ylizey iizerinde
odaklanmis elektron 151k demetini taramaktadir. Isik demetindeki elektronlar, yiizey yapisi
ve bilesimi hakkindaki verilere ulagmak icin kullanilabilecek farkli sinyaller iireterek
numune ile etkilesime girmektedir. SEM'de elde edilen maksimum ¢oziiniirliik, elektron 151k
demeti boyutu ve elektron 1sininin 6rnek ile etkilesim hacmi gibi bir¢ok faktore baglidir.
Atomik ¢Oziiniirlik saglayamasa da bazi SEM'er 1.0 nm'nin altinda ¢oziiniirliige
ulagabilmektedir. Tipik olarak, modern tam boyutlu SEM'ler 1-20 nm arasinda bir
¢Oziinlirlik saglarken, masalistii sistemler 20 nm veya daha fazla c¢oziinirlik

saglayabilmektedir.

Bu ¢alismada, secilen fitohormon tasiyicilarinin ylizey morfolojileri SEM araciliiyla analiz
edilmistir. BAP ve NAA'nin enkapsiillendigi de SEM analizi ile dogrulanmistir. Ek olarak,
biyosilika ve sporopollenin gézenekli yapilarin agiga c¢ikarilmasi da SEM analizi ile

dogrulanmistir.
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5.7.4.1 Biyosilika boncuk

Gozenekli biyosilika boncuklar, G. macandrewii dogal siingerin korteks yapisindan hafif bir
hidrojen flioriir ¢6zeltisi ile muamele edildikten sonra elde edilmistir. Sterco mikroskop
gorlntiilerinden de gozlenebilecegi lizere, sterassterler dis kortekste yogun bir sekilde
paketlenmistir. Bu kiiresel boncuklarin altinda igne benzeri yapilar da mevcuttur. Bu igneye
benzeyen yapilar oyuktur ve biyosilikadan olugmaktadir. Orijinal boncuk yapilarmin dig
cikintilar1 vardir ve bu ¢ikintilarin altinda orta bosluga acilan kanallar bulunmaktadir.
Hidrojen flioriir (HF) isleminden 6nce bu gbzenekler, koruyucu bir tabaka ile kaplidir. HF
islemi tabakayi asindirarak bu gozeneklerin agilmasina neden olmaktadir (Sekil 5.21.).
Gozenekli boncuklarin ¢aplar1 209,4 + 38,5 um ve boncuklarin yiizeyindeki gézeneklerin
(kanallarimn) ¢aplar1 ise 2,3 = 1,1 pm'dir. Tiim kanallar (yaklagik 3000 adet) birbirine temas
etmeyen bagimsiz bir merkezi bosluga agilmaktadir (140). SEM goriintiileri ile basarili bir
sekilde gozenekli biyosilika boncuk izolasyonunun yapildigi dogrulanmistir. BAP ve NAA
yiiklenmis biyosilika boncuklarin goriintiileri, Sekil 5.21'de gosterilmistir. Fitohormonlar
biyosilika boncuklarin gdzeneklerinin i¢cinde ve yiizeyinde acgik¢a goriilebildigi icin BAP ve

NAA'nn kapsiillenmesi bu goriintiilerden dogrulanmistir.
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Sekil 5.21. Siingerden Sterraster (orijinal boncuk) izolasyonu ve ardindan goézenekli
biyosilika boncuklarin iiretimi. a) Caligmada kullanilan siinger tiirii (G. macandrewii) ve
izerinde sterrasterler; b) siingerin dis kabugundan ice dogru bir boliim; ¢, d) Sterrasterlerin
SEM goriintiileri. Sterrasterlerin ve kanallarin merkezindeki boslugu. Goriildiigii gibi
kanallar disariya agilmiyor; e, f) hidrojen fliioriir muamelesinden sonra. Kanallar bosluk
cekirdegine agiliyor ve gozenekli biyosilika boncuklar ortaya c¢ikiyor. Tiim kanallar,
boncugun ortasinda agikca bir bosluga acilmaktadir.
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Sekil 5.22. SEM goriintiileri; a, b) hidrojen fliioriir uygulamasindan sonra goézenekli
biyosilika boncuklari, ¢, d) fitohormon yiikli biyosilika boncuklari

5.7.4.2 Sporopollenin

J. regia polenleri, polenin yiizeyi boyunca dagilmis kapali yiizeysel porlar ile yuvarlak {iggen
bir sekle sahiptir. Polenlerin boyutu yaklasik olarak 38 pum olarak o6lgiilmiistiir. Porlar
sporopolleninde asit ve baz muamelesinden sonra ortaya c¢ikmistir. NAA ve BAP
enkapsiillenmis sporopollenin de SEM ile analiz edilmistir. Porlarin i¢inde ve sporopollenin
yiizeyinde fitohormonlar gozlenmistir (Sekil 5.23.). SEM mikrograflar1 basarili bir sekilde

BAP ve NAA'nin sporopollenine homojen olarak enkapsiillendigini géstermistir.
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Sekil 5.23. SEM goriintiileri; a) polen, b) sporopollenin ¢, d) hormon yiiklii sporopollenin

5.7.43 Kitin

Izole edilen kitinin yiizey morfolojisi SEM ile analiz edilmistir (Sekil 5.24.). SEM
mikrograflari, kitinin gozenekli ve lifli ylizey morfolojisine sahip oldugunu gostermistir. Bu
mikro gozenekler kitinin yiizeyi boyunca dagimistir ve ylizeyinde kalin lifler de
gozlenmistir. Kitin lizerinde BAP ve NAA'nin adsorpsiyonu ve buna bagli olarak yiizeyin
tamamen BAP ve NAA ile kaplandig1 goriilmiistiir. Fitohormon yiizeysel kalintilari, kitinin
yiizeyl boyunca gozlenmistir. Ayrica, fitohormonlar, kitin yiizeyindeki gozenekli yapilar

tarafindan da adsorbe edilmistir.
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Sekil 5.24. SEM goriintiileri; a, b) kitin, ¢) hormon yiiklii kitin fiberleri

5.7.5 ENERJIi DAGILIMLI X-ISINI SPEKTROSKOPISI (EDX)

Enerji dagiliml X-151m1 spektroskopisi (EDX), kat1 yiizeylerin temel bilesimini analiz etmek
icin kullanilmaktadir. X 1s1n1 emisyonu, yiizeyin yliksek enerjili yiiklii parcacik 1siniyla veya
odaklanmis bir X 1sm1 1sinlanmasiyla uyarilmaktadir. Bir atomun elektronik yapisinin
uyarilmasi, her elementin benzersiz bir 6zelligi olan kendine 6zgili bir X-151n1 emisyonu
tiretebilmektedir. Bu nedenle, referans spektrumlarla karsilastirma yoluyla element

tanimlamasina izin veren bir "parmak izi" veya "imza" spektrumu elde edilebilmektedir.

Mevcut c¢alismada, kimyasal modifikasyonlardan (yalnizca biyosilika boncuklar igin) ve
BAP ve NAA'min enkapsiillenmesinden (ii¢ tasiyict i¢in) sonra ylizey degisikliklerini
dogrulamak icin tiim tasiyicilar EDX araciligi ile analiz edilmistir.
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5.7.5.1 Biyosilika boncuk

v-APTES ile biyosilika boncuklarin yiizey islevselligi EDX analizi yapilarak dogrulanmistir
(Sekil 5.25). O (%51,57) ve Si'nin (%48,43) iki giiclii sinyali, modifiye edilmemis biyosilika
boncuklar i¢in kaydedilmistir (Sekil 5.24.). Baska herhangi bir sinyalin olmamasi, biyosilika
boncuk o6rneklerinin safligin1 dogrulamistir. y-APTES ile yilizey modifikasyonundan sonra,
O ve Si' nin yani1 sira C (% 3,77) ve N (% 1,11) icin ekstra sinyaller kaydedilmistir. C ve
N'un varhigi, biyosilika orneklerindeki aminopropilden kaynaklanmaktadir (202). Si ve O
konsantrasyonundaki hafif bir azalma, bu serbest gruplarin aminopropile baglanmasina
atfedilmistir. BAP'in biyosilika boncuklara enkapsiillenmesi de EDX ile dogrulanmistir.
Biyosilika boncuklar-NAA'nin spektrumlarinda giiglii bir C (%47,17) sinyali kaydedilmistir.
C igerigindeki bu belirgin artis, NAAnin (C12H1002) varligindan kaynaklanmaktadir. NAA
enkapsiillemesinden sonra genel N, O ve Si konsantrasyonlar1 azalmistir. Bu, NAA ve yiizey
ana gruplart arasindaki bag olusumuna dayandirilmigtir. Benzer sekilde, biyosilika
boncuklar-BAP spektrumu N (%1,61) ve O (%37,74) artisin1 ortaya g¢ikarmistir. N
konsantrasyonundaki bir artig, biyosilika boncuklarda BAP (Ci2H1iNs) varligindan

kaynaklanmaktadir.

CNOF Na Si

I R A SN el R
” “ Numuneler C N 0 F Na Si
A - - 51.57 - - 4843

== Biosilika Boncuk

. [ == BB-APTES 3.77 1.11 4973 0.14 0.36 44.89
[\ || == BB-APTES/NAA 47.17 0.78 21.98 12.93 0.92 16.22
' /\ " | ==BB-APTES/BAP 7.85 161 37.74 17.18 4.89 30.72

0 0.5 1 1.5 2 keV

Sekil 5.25. EDX spektrumlari; Biyosilika boncuk, Biyosilika boncuk- y-APTES, Biyosilika
boncuk- y-APTES/NAA ve Biyosilika boncuk- y-APTES/BAP (BB: Biyosilika boncuk).

5.7.5.2 Sporopollenin

Polen ve sporopolleninin EDX spektrumu, J. regia poleninin sporopollenine doniigiimii
hakkinda 6nemli bilgiler ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 5.26). Polen i¢in gii¢lii C (%63,63), N
(%2,05), O (%26,27) ve Na (%7,40) sinyalleri kaydedilmistir. Sporopollenin'de, organik
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genetik materyallerin, lipitlerin ve renk pigmentlerinin uzaklastirilmasindan dolayi, N
(%2,05’dan %1,06’a) ve Na' da (%7,40°dan %2,19’a) belirgin bir diisiis kaydedilmistir.
Ayrica, sporopolleninde C ve O konsantrasyonlarinda artis gézlenmistir. EDX analizi, BAP
ve NAA'nin sporopollenin mikro kafesleri i¢ine basarili bir sekilde enkapsiillendigini
gostermistir. Sporopollenin-BAP spektrumlarindaki N (%5,04) artisi, BAP (C12H11Ns)
varligindan kaynaklanmaktadir. Sporopollenin-BAP ile karsilastirildiginda, sporopollenin-
NAA spektrumlar1 yiiksek C konsantrasyonu (%62,79) ve diisiikk bir N konsantrasyonu
(%1,78) gostermistir. Elementlerin  konsantrasyonlarindaki  bu degisiklikler NAA
(C12H1002) varligina karsilik gelmektedir.

C
NO NaMg
-\ Numuneler C N O Na Mg
" o == Polen 63.63 2.05 26.27 7.40 0.65
,’\ w= Sporopolienin 65.31 1.06 31.07 2.19 0.37
57 7 W -} == Sporopollenin-BAP 61.66 5.04 31.88 0.50 0.92
JJ\ == Sporopollenin-NAA 62.79 1.78 2745 7.98 -
0 0.5 1 1.5 2 keV

Sekil 5.26. EDX spektrumlari; Polen, Sporopollenin, Sporopollenin-BAP ve Sporopollenin-
NAA.

5753 Kitin

EDX spektrumlari, BAP ve NAA bitki biliylime ve diizenleyici maddelerin kitine basarili bir
sekilde enkapsiille edildigini gostermistir (Sekil 5.27.). Yalmzca kitin (herhangi bir
fitohormon i¢cermeyen) C (%42,33), N (%7,44), O (%46,72) ve Na (%3,50) icin giiclii pikler
sergilemistir. Bu piklerin yogunluklari, BAP ve NAA yiiklendikten sonra dalgalanma
gostermistir. Kitin-BAP i¢in, C konsantrasyonu BAP (Ci2H11Ns) varligina bagl olarak
artmistir  (%42,33'ten  %60,87'ye). Ayrica, kitin yilizeyi tarafindan BAP’in basarili
adsorpsiyonuna isaret eden O konsantrasyonu azalmistir. Benzer sekilde, N (%7,44'ten
%11,45'e) konsantrasyonundaki artis, NAA'nin kitin yiizeyi tarafindan bagarili bir sekilde

adsorpsiyonunu kanitlamistir.
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’\ “ Numuneler C N 0 F Na Si
A - - 5157 - - 4843

== Biosilika Boncuk

. '[. == BB-APTES 3.77 1.11 4973 0.14 0.36 44.89

I\ I‘

I\ I == BB-APTES/NAA 47.17 0.78 21.98 12.93 0.92 16.22
T | == BB-APTES/BAP 7.85 161 37.74 17.18 4.89 30.72

A \

0 0.5 1 1.5 2 keV

Sekil 5.27. EDX spektrumlari; Kitin, Kitin-NAA ve Kitin-BAP.

5.7.6 TERMOGRAVIMETRIK ANALIZI (TGA)

Termogravimetrik analiz (TGA), bir numune sabit bir oranda 1sitildiginda olusan agirlik
degisimini izleyerek bir malzemenin termal stabilitesini ve ugucu bilesen fraksiyonunu
belirlemek icin kullanilan analitik bir tekniktir. TGA, 6nceden belirlenmis 1sitma hizi ve
sicaklik kosullar1 altinda 1sitmaya tabi tutulan nanomalzemeler ve polimer kompozitlerle

iligkili termal olaylar1 anlamak i¢in degerli bir ara¢ gérevi gormektedir.

Bu teknik, malzemenin kimyasal bilesimi hakkinda bilgi vermektedir, ¢iinkii farkli
elementler ve bilesikler farkli bozulma sicakliklar1 gostermektedir. Bu ¢alismada, NAA ve
BAP'm enkapsiilasyonu veya adsorpsiyonundan sonra tiim numunelerin safliklarini ve

kimyasal degisimlerini 6grenmek i¢in TGA analizi yapilmustir.
5.7.6.1 Biyosilika boncuk

Biyosilika boncuklarin termal 6zellikleri TGA analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 5.28.).
Modifiye edilmemis biyosilika boncuklar igin kiitle kayb1 iki asamada kaydedilmistir. i1k
bozulma 120 °C' nin altinda %1,75 olarak belirlenmistir (Cizelge 5.5.). Bu bozulma, silika
yapidan adsorbe edilmis suyun buharlasmasindan kaynaklanmaktadir. Ikinci kiitle kaybr ise
%S3,13 olarak 120°C ile 900°C arasinda gozlenmistir. Bu kiitle kaybi, artik organik maddenin
biyosilika boncuklarinin ylizeyinden ayrigsmasina baglanabilmektedir. Bu sonuglarin dnceki
literatiir raporlariyla da uyumlu oldugu goriilmiistiir (140, 203). y-APTES ile modifiye
edilmis biyosilika boncuklar i¢in, ilk bozulma piki 0-100°C olarak kaydedilmistir. NAA ile
enkapsiillenmis biyosilika boncuklar i¢in ili¢ degradasyon asamasi kaydedilmistir. %2,44'lik

ilk bozulma 120°C'nin altinda kaydedilmistir. Bu bozulma, biyosilika yapisindan su
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buharlagmasina baglanabilmektedir. ~ %51,75 civarinda ikinci bozulma 224°C'de
kaydedilmistir. Bu kiitle kayb1, y-APTES ile modifiye edilmis biyosilika boncuklar igine
kapstillenmis NAA'nin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde, BAP yiikli
biyosilika boncuklar i¢in kiitle kaybi ii¢ farkli asamada kaydedilmistir. Yaklasik %2,72'lik
ilk kiitle kayb1 200 °C'nin altinda gdzlenmistir. Bu kiitle kaybi, suyun buharlagsmasina
baglanabilmektedir. Yaklasik 9%0,19'luk ikinci kiitle kayb1 312,3°C'de meydana gelmistir.
Bu kiitle kaybi, BAP'm bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Ugiincii kiitle kayb1 ise
320°C'den 900°C'ye %46,92 civarinda gozlenmistir. Bu, biyosilika yapisindaki organik

kalintinin bozulmasina baglanabilmektedir.

Cizelge 5.5. Biyosilika bonuklarinin termogravimetrik analiz sonuglari.

Numuneler 1. kiitle kayb1 2. kiitle kayb1 3. kiitle kayb1

% °C % °C % °C

Biyosilika boncuk (BB) 1,75 120 513 120-900 - -

BB-y-APTES 1,02 0-100 - - - -
BB-NAA 2,44 120 51,75 224 - -
BB-BAP 2,72 200 0,19 3123 46,92 320-900
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Sekil 5.28. Biyosilika boncuk, biyosilika boncuk/APTES ve hormon yiiklii biyosilika
boncuklarin termogravimetrik analizi.

5.7.6.2 Sporopollenin

J. regia poleni ve sporopolleninin termal 6zellikleri TGA ile degerlendirilmistir (Sekil
5.29.). Polen igin kiitle kayb1 dort farkl1 bozulma asamasinda kaydedilmistir. Ilk kiitle kaybs,
yapidan su kaybma karsilik gelebilecek 100°C'nin altinda gdzlenmistir (Cizelge 5.6.).
Spropollenin disindaki polimerik yapilarin bozulmasina bagli olarak maksimum bozulma
sicakligt 278°C olarak belirlenmistir. Bu seliilozik bilesenlere veya hemiseliiloza
atfedilebilmektedir. Sporopollenin i¢in kiitle kayb1 ise {i¢ farkli asamada kaydedilmistir. Bu,
polenden basarili sporopollenin iiretimini dogrulamaktadir. Maksimum bozulma sicaklig
444°C olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, ayn1 zamanda onceki ilgili bir calisma ile
uyumludur (204). Sporopollenin-BAP i¢in, ii¢ bozulma asamasinda kiitle kayb1 meydana
gelmistir. 120°C' de %2,23 olarak gozlenen ilk bozulma asamasi, sporopolleninin polimer
yapisindan suyun buharlagsmasina karsilik gelmektedir. 200-300°C arasindaki ikinci kiitle
kaybi, BAP ve sporopolleninin diger organik bilesenlerinin bozulmasindan

kaynaklanmaktadir.

TGA/dTG sonuglari, BAP'In sporopollenine enkapsiille oldugunu kanitlamaktadir. Bu
sonuglar, BAP yiiklii sporopolleninin kiitle kaybinda azalmay1 ortaya koymustur. Bu
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azalmanin NaOH hidrolizinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Her iki fitohormonun
sporopollenine enkapsiilasyonu 1,33 N NaOH soliisyonunda gergeklestirilmistir. NaOH'nin
BAP ve NAA i¢in bir ¢6ziicii olarak roliiniin yani sira, sporopolleninde kalan herhangi bir
organik bileseni de ortadan kaldirdig: diisiiniilmektedir. Ugiincii kiitle kayb1 458°C'de
gozlenmistir ve bu, BAP yiiklii sporopolleninin degradasyonuna karsilik gelmektedir.
Sonuglardan da goriilebilecegi gibi dTGmax 444,0 °C' den 458,4 °C' ye c¢ikmaktadir.
DTGmax' ta ki bu artis, sporopollenin i¢inde kalan BAP''m degradasyonundan
kaynaklanmaktadir. Sporopollenin-NAA icin benzer sekilde, ili¢ degradasyon asamasi
gozlenmistir. 100°C' nin altindaki ilk bozulma suyun buharlagmasina atfedilmektedir. 250,0
°C' deki ikinci bozulma ise NAA'nin bozulmasina karsilik gelmektedir. Uglincii bozulma ve
dTGmax 449,0 °C' de kaydedilmistir.

Cizelge 5.6. Polen, sporopollenin ve fitohormon yiiklii sporopolleninin termogravimetrik
analiz sonuglari.

Numuneler 1. kiitle kayb1 2. kiitle kayb1 3. kiitle kayb1 4. kiitle kaybi
% °C % °C % °C % °C

Polen 186 0-100 33,01 2783 11,93 430,1 17,17 900

Sporopollenin 1,90 0-100 35,69 2846 37,97 4447 - -

Sporopollenin-BAP 2,23 0-100 2345 2410 50,61 4584 - -

Sporopollenin-NAA 2,69 0-100 2298 250,3 34,66 4490 - -
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Sekil 5.29. Polen, sporopollenin ve hormon yiiklii sporopollenin’in termogravimetrik

analizi.

5.7.6.3 Kitin

Kitinin termal 6zellikleri TGA ile analiz edilmistir (Sekil 5.30.). Kitin i¢in iki bozulma piki
kaydedilmistir. 1k kiitle kayb1 0-100 °C'de %1,31 olarak gdzlenmistir (Cizelge 5.7.). Bu
kiitle kaybi, kitinin polimerik yapisindan dolayr suyun buharlasmasina baglanabilir.
Saniyede kiitle kayb1 389,6 °C' de %92,28 olarak belirlenmistir. Ikinci kiitle kaybi, polimerik
yapinin ¢ogunun bozundugu dTGmax olarak adlandirilmistir. Baska herhangi bir pikin

olmamasi, izole edilmis kitinin safligin1 gostermektedir.

Kitin-NAA i¢in suyun buharlasmasi %1,95 kiitle kaybina neden olmustur. NAA'nin
bozulmasi 100-350°C arasinda gerceklesmistir. Kitin-BAP i¢in ise suyun buharlasmasi
9%0,96 oraninda kiitle kaybina neden olmustur. DTGmax 367,9 °C olarak kaydedilmistir.
DTGmax' da ki genel artis, NAA'nin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 5.7. Kitin ve fitohormon yiiklii kitinin termogravimetrik analiz sonuglari.

Numuneler 1. kiitle kaybi 2. kiitle kaybi
% °C % °C
Kitin 1,31 0-100 92,2 389
Kiitn--NAA 1,95 0-100 76,9 100-350
Kitin-NAA 0,96 0-100 84,6 367,9
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Sekil 5.30. Kitin ve hormon yiiklii kitin’in termogravimetrik analizi.

5.7.6.4 BAP ve NAA

BAP ve NAA'nin termal 6zellikleri de TGA ile analiz edilmistir (Sekil 5.31). Sonuglara gore
NAA 248°C ’de, BAP ise 380-400°C’de bozulmustur (Cizelge 5.8.). Bagka degradasyon

basamaklarinin olmamasi, kullanilan bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin safligini

gostermektedir.
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Cizelge 5.8. 1-NAA ve 6-BAP’1n termogravimetrik analiz sonuglari.
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Sekil 5.31. NAA ve BAP’1n termogravimetrik analizi.
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5.7.7 DIFERANSIYEL TARAMA KALORIMETRISi

5.7.7.1 Biyosilika boncuk

Biyosilika boncuklarin ve fitohormon yiiklii biyosilika boncuklarin termal 6zellikleri DSC
analizi ile tespit edilmistir (Sekil 5.32.). Tim 6rnekler igin cams1 gegis sicakligi (Tg) ve
entalpi degisiminin detay1 Cizelge 5.9'de verilmistir. Biyosilika boncuklar i¢in 141,67°C'de
(ayrica Tg) bir endotermik pik kaydedilmistir. y-APTES ile modifiye edilmis biyosilika
boncuklar i¢in, Tg pikleri 125,26 °C' de kaydedilirken, ikinci ekzotermik pik 457,20 °C' de
kaydedilmistir. Ikinci ekzotermik pik, biyosilikanin yiizeyinde bulunan organik kalint1 y-
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APTES' in bozulmasma karsilik gelmektedir. Bu ayni zamanda, y-APTES araciligiyla
biyosilikanin basarili bir sekilde yilizey islevsellestirmesini de dogrulamistir. NAA
kapsiillenmis biyosilika boncuklar i¢in Tg piki 165,00°C olarak kaydedilmistir. Tg'de Ki bu
artts, NAA'min organik bileseninin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. BAP kapsiillenmis
biyosilika boncuklar i¢in, ikinci endotermik pik 268,58°C'de kaydedilmistir ve bu, BAP'in
degradasyonuna karsilik gelmektedir. Bu sonuglar da dTG/TGA sonuglariyla uyumludur.

Normalize 1s125.2 Jig
Pik 1s1 192.33°C

Normalize i1s1-2.33J/g
Pik 151 291.99°C

Normalize 1s1 54.65 J/g
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Sekil 5.32. Biyosilika boncuk ve BAP, NAA yiiklii biyosilika boncuklarin DSC analizi.

5.7.7.2 Sporopollenin

J. regia poleni ve sporopollenin DSC analizi Sekil 5.33’de gosterilmistir. Sporopolleninin
polenden izolasyonu, DSC analizi yoluyla basariyla kanitlanmistir. Sporopollenin igin
186°C ve 454°C'de (erime zirvesi) iki endotermik piki kaydedilmistir. Tg degerleri polen,
sporopollenin ve fitohormon yiiklii sporopollenin i¢in 37-39°C arasinda kaydedilmistir.
Sporopollenin-BAP ve Sporopollenin-NAA igin, sporopollenin yapisindaki BAP ve NAA
nedeniyle farkli endotermik pikler gozlemlenmistir. Bu sonuglarin 6nceki literatiir

raporlariyla uyumlu oldugu goériilmiistiir.
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Sekil 5.33. Polen, sporopollenin ve BAP, NAA yiiklii sporopolleninin DSC analizi.

5.7.7.3 Kitin

Kitin igin, DSC analizinde iki ana endotermik pik kaydedilmistir (Sekil 5.34.). Ilk
endotermik pik, suyun polimerik yapidan buharlasmasindan kaynaklanmaktadir (87). Ikinci
endotermik pik ise kitinin polimer yapisinin bozulmasina karsilik gelmektedir. Bu sonuglar
da TGA sonuglartyla uyum gostermistir. NAA yiiklii kitin 6rnekleri i¢in, 126°C ve 206°C'de
(Tmax) iki endotermik pik gozlenmistir. ilk endotermik pik, suyun buharlasmasindan ve
ikinci endotermik pik ise NAA'nin bozulmasina karsilik gelmektedir. BAP enkapsiillenmis
kitin 6rnekleri i¢in 187 °C ve 364 °C' de iki endotermik pik kaydedilmistir. Birinci pik, suyun
yapidan buharlagsmasina, ikinci pik ise BAP'1n bozulmasina karsilik gelmistir. DSC analizi,
kitin yiizeyinde hem BAP hem de NAA bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin basarili bir

sekilde adsorpsiyonunu dogrulamastir.
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Sekil 5.34. Kitin ve BAP, NAA yiiklii kitinin DSC analizi.

Cizelge 5.9. Biyosilika, Sporopollenin ve Kitin’in Tg ve AH sonugclari.

550

Ornek Tg (°C) AH (Jg?h
Biyosilika Boncuk (BB) 141,67 25,20
BB-APTES 125,26 54,65
BB-APTES/BAP 120,63 -6,25
BB-APTES/NAA 165,00 9,77
Polen 37,50 -17,51
Spropollenin 38,61 26,78
Spropollenin/BAP 39,32 56,04
Spropollenin/NAA 38,23 21,71
Kitin 147,73 36,22
Kitin/BAP 105,33 3,06
Kitin/NAA 147,57 39,66

87



5.8 M.NEGLECTUM’un REJENERASIYONU

NAA ve BAP yiiklii polimerik tasiyicilar ile muamele edilen pul yaprak eksplantlar, serbest
NAA ve BAP ile muamele edilen eksplantlara kiyasla daha yiiksek rejenerasyon orani
sergilemistir (Sekil 5.35.). Sonuglara gore, kiiltiiriin 1 haftasindan sonra basarili bir kallus
rejenerasyonu gozlemlemistir (Sekil 5.36.). 30 giin sonra, rejenere kallustan sogan gelisimi

gbzlemlemistir (Sekil 5.37.).
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Sekil 5.35. Doku kiiltiirii ortaminda tastyicilar aracili salim yapilan ve serbest uygulanan
explantlarda siirgiin sayisi.
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Sekil 5.36. M. neglectum eksplant kiiltiirii (10. giin); a,b) Serbest NAA ve BAP ile uygulama
yapilan pul yaprak eksplantlar; c,d) Kitin-NAA ve Kitin-BAP ile uygulama yapilan pul
yaprak eksplantlar; e,f) biyosilika bonucuk-NAA ve biyosilika boncuk-BAP ile uygulama
eksplantlar; g,h) Sporopollenin-NAA ve Sporopollenin-BAP ile uygulama eksplantlar.
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Sekil 5.37. M. neglectum eksplant kiiltiirii (30. giin); a,b) Serbest NAA ve BAP ile uygulama
eksplantlar; c,d) Kitin-NAA ve kitin-BAP ile uygulama eksplantlar; e,f) biyosilika bonucuk-
NAA ve biyosilika boncuk-BAP ile uygulama eksplantlar; g,h) Sporopollenin-NAA ve
Sporopollenin-BAP uygulama edilen eksplantlar.
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5.9 TOPRAK KOSULLARINA ALISTIRMA

Tasiyic1 malzemeler ile muamele edilen ve in vitro kiiltiiriinde gelistirilen M. neglectum
Guss. bitkileri (50 giinliik) toprak ortamlarina aktarilmistir (Sekil 5.38.). Serbest NAA ve

BAP ile muamele edilen sogan dokular1 asir1 kararmadan dolay1 rejenere olamamustir.

Sekil 5.38. In vitro kiiltiirda rejenere olan M. neglectum biktilerini toprak kosullarina
alistirma; (a) Sporopollenin-NAA, (b) Sporopollenin-BAP, (c) Biyosilika boncuk-NAA, (e)
Biyosilika-BAP, (d) Kitin-NAA ve (f) Kitin-BAP ile muamele edilen eksplantlardan gelisen
bitkiler.
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5.10 FOTOSENTETIK PIGMENTLERIN TAYIiNi

5.10.1 KLOROFIL iCERIGI

Klorofil igerigi, herhangi bir biyotik veya abiyotik stres durumunda 6nemli farkliliklar
gosteren onemli parametreler arasindadir. Bu ¢alismada, kontrollii ve serbest BAP ve NAA
uygulanmis M. neglectum eksplantlari in vitro kosullarda toplam klorofil i¢erigi i¢in 6nemli
farkliliklar ortaya koymustur (Sekil 5.39.). Fitohormonun biyomateriyal tabanl tasiyicilar
ile dokulara salimi1 klorofil igerigini normal seviyelerdeyken, serbest formdaki fitohormon
verilen dokularda klorofil igeriginde disiis gozlenmistir (Cizelge 5.10.). Elde edilen
sonuglara gore sporopollenin-NAA ile muamele edilmis eksplant i¢in en yiiksek toplam
klorofil igerigi (21,73 £+ 0,35) (klorofil-a + klorofil-b) tespit edilmistir. En diisiikk toplam
klorofil igerigi (11,99 + 0,33), serbest BAP fitohormon ile muamele edilmis eksplant i¢in
kaydedilmistir. Genel olarak, polimerik tasiyicilar kullanilarak gerceklestirilen kontrolli
salima tabi tutulan eksplantlar, serbest BAP ve NAA hormonlar1 ile muamele edilmis
eksplantlara kiyasla daha yiiksek klorofil igerigi gostermistir. Bu sonuglar, bitki biiyiime ve
diizenleyici maddelerin kontrollii salimimin, NAA ve BAP'in aktivitesini korudugunu ve
dolayisiyla dokulardaki stres kosullarini azaltarak kiiltiir kosullarindaki eksplantlarin

biiylimesini olumlu yonde etkiledigini agik¢a ortaya koymustur.

Cizelge 5.10. Fitohormon yiiklii polimerik tagtyicilar ve serbest NAA ve BAP’ile uygulama
yapilan M. neglectum eksplantlarina ait toplam fenolik, kolorofil-a, klorofil-b, toplam
klorofil, karotenoid, B-karotin ve likopen igerigi.

Ornekler Toplam fenolik Klorofil-a Klorofil-b  Total Karotenoid B-karotin  Likopen
icierigi (MgGAE mg L™ mg L™ Krolofil mg g mg g mg g
100gY) mg L™

BB-NAA 21,71£0,45 5,74+0.52 1035+0.56  16,10£0,41  1,61+0,32 0,18+0,09  0,16+0,04

BB -BAP 22,82+0,63 6,59+0,65 11,88+0,45 18,47+0,11  2,34+0,58 0,19+0,08  0,19+0,03

SP-NAA 18,09+0,12 7,75+0,60 13,97+0,26  21,7340,35  2,71+0,56 0,22+0,03  0,22+0,08

SP-BAP 18,65+0,36 4,74+0,55 8,54+0,22  13,29+0,85  1,68+0,65 0,14+0,09 0,16+0,03

Kitin-NAA  23,09+0,85 6,54+0,14 11,88+0,48 1835+049  233+0,23 0,19+0,03  0,19+0,09

Kitin-BAP  23,88+0,45 6,89+0,16 12,4120,32  19,30+0,56  2,85+0,18 0,20+0,04  0,19+0,04

NAA 39,42+0,14 4,66+0,35 8,40+0,65 13,06+0,29 1,48+0,29 0,12+0,01  0,124+0,08

BAP 38,42+0,23 4,28+0,25 7,71+0,36 11,99+0,33 1,60+0,65 0,13+0,06  0,12+0,09
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Sekil 5.39. Serbest BAP, NAA ve sporopollenin, biyosilika boncuk ve kitin aracili yavas
salmim yapilan M. neglectum bitki dokularinda klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerigi

(mg g™).
5.10.2 LIKOPEN, KAROTENOID VE BETA-KAROTEN iCERIGi

Karetonoidler ve likopen de bitkilerde biyotik ve abiyotik stres durumunda siipiiriicii
molekiil gorevi géren onemli antioksidan bilesikler arasindadir. Ayni1 baglamda, kiiltiir
kosullarinda kallusun oksidatif kararmasi sirasinda likopen ve karotenoidler klorofilin
fotoksidasyonunu 6nlemek gibi bazi 6nemli diizenleyici fonksiyonlarda gérev almaktadir.
Bu ¢alismada, kontrollii ve serbest BAP ve NAA uygulanmis M. neglectum eksplantlarinda
toplam likopen, karotenoidler ve beta-karotenoid igerigi hesaplanmustir (Sekil 5.40.).
Likopen, karotenoid ve B-karoten igerikleri, BAP ve NAA yiiklii biyomateriyal tabanli
tastyicilar ile muamele edilen eksplantlarda, bu bitki biiylime ve diizenleyici maddelerin
serbest formda uygulanmasina nazaran daha yiiksek oranlarda kaydedilmistir. En yliksek
karotenoid igerigi (2.85 + 0,18 mg g?), BAP yiiklenmis Kitin tasiyicilarm uygulandig
eksplantlarda kaydedilmistir (Cizelge 5.10.). En diisiik karotenoid igerigi ise (1.48 + 0,29
mg g1), serbest NAA dozu ile muamele edilen eksplantlarda kaydedilmistir. En yiiksek -
karoten icerigi (0,22 + 0,03 mg gt), NAA yiiklenmis sporopollenin tastyicilarin uygulandig
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eksplantlar icin kaydedilmistir. En diisiik B-karoten igerigi (0,12 = 0,01 mg g-) serbest doz
NAA ile muamele edilen eksplantlar i¢in kaydedilmistir. Benzer sekilde, NAA yiiklenmis
sporopollenin tasiyicilarin  uygulandigir eksplantlar i¢in en yiiksek likopen igerigi
kaydedilmistir. En diisiik p-karoten icerigi (0,12 + 0,01 mg g) serbest NAA dozu ile

muamele edilmis eksplantlar i¢in kaydedilmistir.

Sporopolenin-NAA
3.0
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NAA " BAP
BAP : B3¢ Kitin-NAA
>
Biyosilika s'
boncuk-BAP Kitin-BAP
/
Biyosilika bouncuk-NAA
—e— Beta karotin —a— likopen —=—Karotenoid

Sekil 5.40. Serbest BAP, NAA ve sporopollenin, biyosilika boncuk ve kitin aracili yavas
salinim yapilan M. neglectum bitki dokularinda beta karotin, likopen ve karoten igerigi (mg

gh).
5.10.3 TOPLAM FENOLIK iCERIiGi

Bilindigi gibi fenolik igerik, bitkilerin in vitro kiiltiirii sirasinda doku kararmasinin arkasinda
yatan en 6nemli nedenlerden bir tanesidir. Bu baglamda, mevcut ¢aligmada, kontrollii ve
serbest BAP ve NAA uygulanmig M. neglectum bitki dokularinin toplam fenolik igerikleri
hesaplanmistir (Sekil 5.41.). Sonuglara gore, serbest BAP ve NAA hormonlarina tabi tutulan
eksplantlar igin, tastyicilara enkapsiile edilen hormon formuna kiyasla daha yiiksek toplam
fenolik igerik gostermistir (Cizelge 5.10.). Bu sonuglar, bitki dokularinin ilk hasarindan
sonra BAP ve NAA'nin yavas salinmasinin ve dolayistyla BAP ve NAA bitki hormonlarinin

kiiltiir ortaminda siirekli mevcudiyeti nedeniyle ROS iiretiminin yavasladigi ve bu sayede
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homeostaz gradiyentinin verimli bir sekilde dengeledigini agik¢a gostermistir. Sonuglara
gore en yiiksek fenolik icerik serbest doz BAP (38,42+0,23) ve NAA (39,42+0,14) ile
muamele edilen eksplantta kaydedilmistir. En diisiik fenolik icerik ise, NAA (18,09+0,12)
ve BAP (18,65+0,36) tasiyan sporopollenin ile muamele eksplantlarda kaydedilmistir.
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Sekil 5.41. Serbest BAP, NAA ve sporopollenin, biyosilika boncuk ve kitin aracili yavas
saliim yapilan M. neglectum bitki dokularmn toplam fenolik icerigi (mgGAE 100g™).

511 M.NEGLECTUM EKSPLANTLARINDA ENZIiM AKTIiVITELERI
5.11.1 KATALAZ (CAT) ENZIM AKTIiVITESI

M. neglectum bitkilerinin katalaz enzim aktivitesi (CAT) analiz edilmis ve elde edilen
sonuglara gore, en yiiksek CAT aktivitesi sporopollenin-NAA (45,45+2,00) i¢in kaydedilmis
ve bu sonucu BAP ve NAA igeren biyosilika boncuklar (34,55+1,31 ve 35,10+0,87) takip
etmistir (Sekil 5.42.). En diisiik CAT aktivitesi, serbest NAA ve BAP dozlarinin uygulandigi
eksplantlar i¢in sirasiyla 7,324+0,87 ve 2,75 + 0,00 degerlerinde kaydedilmistir. Sonuglar,
kiiltiir ortamlarinda kontrolli NAA ve BAP saliminin, CAT siipiiriicii molekiillerin
seviyelerini arttirdigini ortaya koymustur. Kiiltiir kosullarinda, eksplantlar, kesik, yaralanma
ve Kkiiltiir ortamlarinin neden oldugu birgok stres kosullar1 altinda kalmaktadir. Boyle bir

durumda ROS molekiillerinin birikimi hemen baslamaktadir. Hormonlarin mevcudiyeti,
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CAT ve SOD gibi siipiiriicii molekiillerin tiretiminde 6nemli rol oynamaktadir (205). CAT,

stres kosullari sirasinda iiretilen ROS'un detoksifikasyonunda énemli bir rol oynamaktadir.

a o ;
50 b BlyosmksaoBoncuk BAP
J 40
_ 4 NAA 3 \ Biyosilika boncuk-NAA
= 40 ]
o J — " .
w . Py 10
S 304 0
H l
= 1 BAP t Sporopollenin-BAP)
: )
£ 20-
E | T/l Mo
i 1
8 104
g . Kitin-NAA Sporopollenin-NAA
x /
04 Kitin-BAP
—=— Katalaz Enzim Aktivite (EU mI™")
1 T v | ./ 1 & ¥ 1 . T T
& S & S F F & 7
¥ ¥ N & S S
& & N & € €
< < $ $
& & & &
S & of &
& &
0,05 —
C d Biyosilika Boncuk-BAP
J 0,05
__ 0,04 NAA o9 \ Biyosilika boncuk-NAA
¥ 003
g” ] 0,02
a 0,03 4 0,01
o 00
£ 0,02 BAP w00 - Sporopollenin-BAP)
< T /
£ 1 — N
8 0,01 } ey
wi
b
s 7 Kitin-NAA Sporopollenin-NAA
© 0,00 T
"4
Kitin-BAP
—m— Katalaz Enzim Aktivite (EU mg )
-0101 $ I é L é M L] é r I
~4? *QVY «9 'SVY eo e'g? ® QYY
EANC A
% <$ $ $
& &  F °
& P of &
S <
& @

Sekil 5.42. M. neglectum bitkisine ait katalaz (CAT) enzim aktivitesi; a, b) katalaz enzim
aktivitesi (EU mL™), ¢, d) katalaz enzim aktivitesi (EU mg™).

Mevcut calismada, CAT seviyesi, deney gruplarinda kontrol eksplantlarina kiyasla 6nemli
Olciide artmustir. Artan CAT seviyesi, liretilen ROS molekiillerini 6nemli dl¢lide detoksifiye
etmekte ve eksplanti, programli hiicre 6liimiinden veya oksidatif kararma gibi doku
hasarindan korumaktadir (205). Kontrol grubu eksplantlarinda, NAA ve BAP'm serbest
dozlarinin kisa bir siire sonra aktivitesini kaybetmesi nedeniyle bu homonlar eksplantlar igin

mevcut degildir (Cizelge 5.11.). Sonug¢ olarak, stres kosullari sirasinda tretilen ROS
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molekiilleri, doku kararmasina neden olan CAT siipiiriicii molekiillerin yoklugunda daha

yiiksek konsantrasyonlarda birikmistir.

Cizelge 5.11. M. neglectum eksplantlarina ait katalaz (CAT) enzim aktivitesi

Ornekler EU/mL EU/mg

Biyosilika boncuk-BAP 35.10+0.87 0,045+0,001
Biyosilika bonuck-NAA 34.55+1.31 0,040+0,001
Sporopollenin-BAP 34.09+1.52 0,024+0,001
Sporopollenin-NAA 45.45+2.00 0,029+0,001
Kitin-BAP 15.40+3.06 0,014+0,004
Kitin-NAA 17.68+0.44 0,013+0,000
BAP 2.75+0.00 1,059+0,032
NAA 7.32+0.87 0,015+0,003

5.11.2 PEROKSIDAZ (POD) ENZIM AKTIVITESI

Peroksidaz enzimi (POD), fenolik bilesiklerin oksidasyonunu aktive etmekte ve hidrojen
peroksit varliginda cesitli antioksidan bilesiklerin tek elektron oksidasyonunu katalize
etmektedir (206). POD enzimlerinin, bitkilerde doku kararmasi i¢in bir aday oldugu da
diistiniilmektedir (Sekil 5.43.). Bitkilerde doku kararmasinin 6nemli bir aday enzimi olan

POD enzimlerinin seviyeleri, bu ¢alismada, M. neglectum dokularinda analiz edilmistir.
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Sekil 5.43. M. neglectum eksplantlarina ait peroksidaz (POD) enzim aktivitesi; a, b)
peroksidaz (POD) enzim aktivitesi (EU mL™), ¢, d) peroksidaz (POD) enzim aktivitesi (EU

mg™).

Sonuglara gore, NAA ve BAP'n serbest dozlar1 ile muamele edilen eksplantlarda daha
yiiksek POD enziminin seviyeleri (19.63 = 0.68 ve 17.64 £ 0.55 EU ml-1) kaydedilmistir.
Ote yandan, NAA ve BAP enkapsiile edilmis tasiyicilarla muamele edilen eksplantlarda
daha diisitk POD enzim seviyeleri kaydedilmistir. Bu sonuglar, doku kararmasinda yavas
salinmanin roliinii dogrulamistir (Cizelge 5.12.). Biyomateriyal tabanl tasiyicilar, NAA ve
BAP salinimina aracilik etmis, bu da hormonlarin eksplantlar tarafindan daha uzun siire
kullanilabilmesini saglamistir. Bu, CAT ve SOD yoluyla fenolik bilesiklerin zamaninda
inaktivasyonunu kolaylastirmistir. Kiiltiir ortaminda ROS ve diger fenolik bilesiklerin

bulunmamasi, bu molekiillerin oksidasyonu, POD'un aktivitesini baskilamaktadir.
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Cizelge 5.12. M. neglectum eksplantlarina ait peroksidaz (POX) enzim aktivitesi

Ornekler EU/mL EU/mg
Biyosilika Boncuk-BAP  0.30+0.055 0,0003+0,00008
Biyosilika Bonuck-NAA  2.15+0.122 0,001+0,00006

Sporopollenin-BAP 3.01+0.094 0,002+0,00007
Sporopollenin-NAA 3.59+0.268 0,004+0,00020
Kitin-BAP 2.66+0.069 0,002+0,00013
Kitin-NAA 7.14+0.382 0,005+0,00026
BAP 19.63+0.68 1,364+0,0087
NAA 17.64+0.55 1,221+0,0010

5.11.3 SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) ENZIM AKTIVITESI

Siiperoksit dismutazlar (SOD'lar) metalo enzimlerdir ve antioksidan savunmada 6nemli bir
rol oynamaktadirlar (207). SOD'lar O ?nin H,O'e dismutasyonunu Kkatalize ederken,
H202'nin uzaklastirilmasi katalazlar ve/veya peroksidazlar tarafindan gergeklestirilmektedir.
Mevcut ¢alismada da M. neglectum bitki dokularinda SOD seviyeleri NAA ve BAP'in
enkapsiile edilmis ve serbest dozlari ile muamele edilen eksplantlarda analiz edilmistir (Sekil
5.44)).

99



n
=3
o

1 iyosilik k-BAP
a b Biyosilil gogoncu BA
E —n NAA 160 Biyosilika boncuk-NAA
= ! :
@150 il e ™
= w L |
g »
2 0
% ' 1
£ BAP. 4 Sporopollenin-BAP
5100 -
c
o
N
©
-
5 1 = . \
T 50 Kitin-NAA Sporopollenin-NAA
K] ]
[<]
s Kitin-BAP
Q
é,:,
0 —®— Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (EU ml-1
*? \-e (? Q? OQ ¢§ @ =
Ry $ N S N
g & & & § §
o7 4 *;0 & oQo
& & £
o"S o'}\\ o e
S S
L2 @
0,20 C = d Biyosilika Boncuk-BAP
/ : 0,21
'2 0,18 - - NAA 018t~ Biyosiika boncuk-NAA
=
o 0,1
% 0,16 -
£ ofi2
e
® 0,141 0
£ BAP l 7 Sporopollenin-BAP
N
N |
s 0,12 I .
] /Y N
5 | i n
E 0,10 T e
: Kitin-NAA Sporopollenin-NAA
£ 0,08 -
s 0
2 Kitin-BAP 1
=3 P Lei " . s " =
® 0,06 +— R T TR B T T BT —=—Stp enzim {El.mg )
*“b *?YY e"b ‘?VY 4? o‘gv ® e‘;
S £ & & & ¢
o :0 OQO &
N 3
S é} & &
& @

Sekil 5.44. M. neglectum bitkisine ait siiper oksidaz (SOD) enzim aktivitesi; a, b) Stiper
oksidaz (SOD) enzim aktivitesi (EU mL™), ¢, d) Siiper oksidaz (SOD) enzim aktivitesi (EU
mgl).

Elde edilen sonuglara gore, enkapsiile edilmis BAP ve NAA ile muamele bitki eksplantlari,
yiiksek seviyelerde SOD aktivitesi gostermistir. Bununla birlikte, NAA ve BAP’1n serbest
dozlar1 ile muamele edilen eksplantlar, diisiik SOD seviyeleri gostermistir. Bu sonuglar,
eksplant kararmasinda NAA ve BAP'in yavas salinmasinin roliinii bir kez daha kanitlamistir
(Cizelge 5.13.). Serbest NAA ve BAP dozlari ile muamele edilen bitki eksplantlari, 1 haftalik
kiiltiirden sonra kararmaya baslamis ve 30 giinliik kiiltiirden sonra tamamen kararma

gbzlenmistir.
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Cizelge 5.13. M. neglectum eksplantrina ait Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi

Ornekler EU/mL EU/mg
Biyosilika Boncuk-BAP  144,583+4,192 0,184+0,004
Biyosilika Bonuck-NAA  163,187+5,120 0,098+0,004

Sporopollenin-BAP 164,795+7,404 0,117+0,007
Sporopollenin-NAA 119,294+2,747 0,076+0,002
Kitin-BAP 152,316+6,007 0,134+0,011
Kitin-NAA 146,052+4,306 0,110+0,007
BAP 61,668+5,035  0,100+0,002
NAA 63,259+17,259 0,106+0,022
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6 TARTISMA VE SONUC
6.1 TARTISMA

Bitkilerin in vitro kiiltiirti sirasinda doku kararmasi ortaya ¢ikan en yaygm sorunlardan
biridir. Doku kararmasi, istenen sonuglar icin ilgili eksplantlarin manipiile edilmesini
zorlastirmaktadir. Oksidatif kararma olarak da bilinen doku kararmasmin, fenolik
bilesiklerin birikmesi ve oksidasyonundan kaynaklandigina inanilmaktadir (18). Bitki
hiicresi ve dokusu i¢inde bu fenolik bilesiklerin yogun birikimi ve oksidasyonu biiylimeyi
engellemekte, doku ve eksplantlarin genel rejeneratif kabiliyetini azaltmaktadir (163-166).
Simdiye kadar yapilan calismalar, fenolik oksidasyon siirecine dahil olan reaktif oksijen
tirleri (ROS), fenolik bilesikler ve oksidatif enzimlerin varligi/etkisi gibi doku
kararmasindan sorumlu birgok faktorii ortaya ¢ikarmistir (167-169). Normal kosullarda
ROS, hiicreler arasi iletisim gibi bitkinin farkli siireglerinde 6nemli roller oynamaktadir.
Bununla birlikte, in vitro kiiltiir sirasinda yaralanma, soguk, UV 15181, tuzluluk, kuraklik ve
patojenler ile kontaminasyon gibi farkli stres kosullarina yanit olarak ROS seviyeleri
artmaktadir (170). Eksplant hazirligi sirasindaki mekanik hasarin, kallus indiiksiyonu
sirasinda kararmaya neden olan anahtar faktdr oldugu diistiniilmektedir. Normal kosullarda
bitki hiicresi, belirli bir ROS seviyesini korumakta ve bunu yalnizca hiicreler arasindaki
iletisim ve hiicre igindeki diger baz1 nemli gorevler i¢in kullanmaktadir (171). ROS ayrica
sitokinler ve oksinler gibi endojen fitohormonlarin tasinmasinda bilinen bir isleve sahiptir
(172). Biyotik veya abiyotik stres durumunda, endojen bitki biiyiime ve diizenleyici
maddelerin konsantrasyonuna kiyasla ROS {iretimi yiiksek seviyelere ¢ikmaktadir. ROS ve
hiicre i¢i bitki biiylime ve diizenleyici maddelerin homeostaz gradiyentinin bozulmasi,

dokularm nihai oksidatif kararmasina yol agan yolaklar tetiklemektedir (173).

Simdiye kadar, ROS'un homeostazin1 ve endojen fitohormon seviyesini dengelemek i¢in
belirli 6nleyici stratejiler onerilmistir (173). In vitro kiiltiir sirasinda, belirli bitki biiyiime ve
diizenleyici maddelerin kiiltir ortamina verilmesi, eksplantlarin istenmeyen kararmasini
onlemek igin birgok stratejiden biridir. Ancak disaridan uygulanan fitohormonlar ¢ok kisa
stirede aktivitelerini kaybetmekte ve eksplantlar i¢in kullanilamaz hale gelmektedir (208).
Bu amagla fitohormonlarin korunakli ve daha uzun siirelerde salinmasi gerekmektedir. Bu
durum, disaridan uygulanan fitohormonlarin salimmini diizenleyerek basarilabilir. Bu

amagla, kapsiillenmis bitki biiylime ve diizenleyici maddelerin korumak ve bunlarin kiiltiiri
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ortamlarinda uzun siire kullanilabilirligini garanti etmek igin uygun tastyict sistemlerin
gelistirilmesi  gerekmektedir. Geligsmis analitik araglarin  gelistirilmesiyle polimer
teknolojisindeki gelismeler, farkli uygulama alanlarindaki ¢esitli organik polimerik
bilesiklerin ve malzemelerin gergek potansiyelini ortaya ¢ikarmaktadir. En yaygin olarak
kullanilan biyopolimerler arasinda kitosan, kitin, seliiloz, aljinat ve farkli formlardaki silika
(nanopartikiiller, mikropartikiiller, mikro boncuklar, hidrojeller, nano veya mikrofiberler,
vb.) bulunmaktadir (78). Bu malzemeler, biyolojik olarak pargalanabilirlik, toksik olmama,
biyolojik uyumluluk gibi ¢esitli avantajli 6zellikleri sayesinde tiptan bitki bilimlerine kadar
pek ¢ok uygulamada kullanilabilmektedir (209). Fitohormonlarin kontrollii salimi i¢in bu
materyalleri kullanmak amaciyla bir dizi basarili girisimde bulunulmustur (210, 211). Ancak
bu ¢aligmalarin biiyiik bir kismi, simiile edilmis tampon sistemlerinde bitki biiyiime ve
diizenleyici maddelerin kapsiillenmesini ve kontrol salimini rapor etmektedir (212, 213).
Calismalarda incelenen materyaller, sert kimyasal islemler ve prosesler sonrasinda
tiretilmektedir ve bu da genel prosesi ekonomik olmaktan ¢ikarip, zaman alict hale

getirmekte ayrica vasifli bir isgiicli gerektirmektedir.

Giiniimiize kadar, bitki kiiltiirii kosullarinda kontrollii fitohormon saliminin etkisini
bildiren bir caliyma bulunmamaktadir. Ayrica, NAA ve BAP gibi bitki biiyiime ve
diizenleyici maddelerin kontrollii saliminin, eksplantlarin oksidatif kararma
iizerindeki etkisini rapor eden hi¢cbir ¢alismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte,
bitkilerde kontrollii salim veya diger bir uygulama amaciyla bir¢ok kesfedilmemis
dogal biyomalzemeleri hala kullamilmayr beklemektedir. Ornegin sporopollenin,
biyosilika ve Kkitin, Kiiltiir kosullarinda eksplantlarin kararmasimi onlemek icin
bitkilerde bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin kontrollii salim uygulamalari i¢in

kullamlmayan biyomalzemelerin arasindadir.

Mevcut tez ¢alismasinda, konudaki arastirma boslugunu kapatmak ve bitki kiiltiirii
ortamlarma bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin kontrollii, koruyucu ve siirekli
salmm amaciyla yeni tasiyicr sistemler gelistirmek icin oncii ¢alismalarda

bulunulmustur.

Bu tezde, BAP ve NAA'nin kontrollii salimi i¢in {i¢ dogal tasiyici sistem gelistirilmistir. Bu

sistemler G. macandrewii‘den biyosilika boncuklar, J. regia'dan sporopollenin mikro
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kafesleri ve karides iskeleti kaynakli kitin'dir. Gelistirilen tasiyicilarin, fizikokimyasal

ozellikleriyle kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir.
6.1.1 BIYOSILIKA

Mevcut literatiir 1s181nda, oksidatif kararmaya bagh eksplantlarin nekrozunu énlemek
icin kiiltiir ortaminda bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin kontrollii salim i¢in
biyosilika kullanildig1 rapor edilmemistir. Bu tezde, G. macandrewii‘den yeni izole
edilen biyosilika mikro boncuklar ilk kez bitki biiyiime diizenleyicilerinin (BAP ve
NAA) kontrol salim uygulamasi icin kullanilmistir. Ayrica, G. macandrewii‘den yeni
izole edilmis biyosilika mikro boncuklarin yiizey islevsellestirmesi (y-APTES ile)

iizerine ilk rapor olacaktir.

Biyosilika mikro boncuklar, ¢ok temel bir kimyasal islem takip edilerek G. macandrewii'den
basariyla iiretilmistir. izole edilmis boncuklar, FTIR, SEM, TGA, XRD, DSC ve EDX gibi
bir dizi farkli analitik ara¢ kullanilarak fizikokimyasal 6zellikleri igin kapsamli bir sekilde

karakterize edilmistir.

BAP ve NAA'nin basarih bir sekilde yiiklenmesi icin ilk kez yeni izole edilmis
biyosilika boncuklarin yiizey islevsellestirilmesi gerceklestirilmistir. Bu amacla, y-
APTES, NH2 gruplarini biyosilikanin yiizeyine baglamak i¢in kullanmistir. Hidroflorik
asit muamelesi sonras1 SEM goriintiileri agik gozenekleri ortaya ¢ikarmistir. y-APTES ile
yiizey islevsellestirme FT-IR ve EDX analizi ile onaylanmistir. Fonksiyonellestirilmis
biyosilika boncuklarmn IR spektrumlarinda, 950 cm™de bir pikin varligmi gostermistir ve

pik silanol gruplarina karsilik gelmektedir.

Elde edilen bu sonuglar, 6nceki literatiir bildirigleri ile da uyumlu bulunmustur (190).
Shafgat, Khan (190) amino islevli silika nanopartikiillerin iiretimini bildirmistir (40). Bu
calismada yazar, silika yiizeyinin y-APTES modifikasyonundan sonra en yiiksek ana pikleri
rapor etmistir. Bu ¢aligmada da, biyosilika ylizeyinin y-APTES ile basarili bir sekilde

islevsellestirildigini dogrulayan hemen hemen benzer pikler gézlemlenmistir.

SEM goriintiileri, HF muamelesinden sonra kapali gozeneklerin agildigini dogrulanmstir.
Biyosilika boncuklarin ¢apr yaklagik 207,4+37,5 um olarak kaydedilmis ve boncuklarin

yiizeyindeki gézeneklerin (kanallarin) ¢aplar1 2,3+1.2 pm olarak belirlenmistir. Bu sonuglar,
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G. macandrewii'den biyosilika boncuklarin ilk izolasyonunu bildiren yakin zamanda
yayinlanan makalelerimizden biri ile uyumludur (126). y-APTES ile yiizey
modifikasyonundan sonra, EDX sonuglar1 O ve Si'nin yani sira C (% 3,77) ve N (% 1,11)
icin ekstra sinyaller kaydedilmistir. C ve N'nin varlifi, biyosilika 6rneklerindeki
aminopropilden kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismadaki EDX sonuglari, aminopropil varliginin

bildirdigi 6nceki literatiir tarafindan da desteklenmistir (214).

Biyosilika boncuklarla BAP ve NAA'nin kapsiilleme verimliligi sirasiyla %79,41 ve %36,46
olarak kaydedilmistir. y-APTES'deki XRD piklerinin siddet degisimi, biyosilika yiizeyine
amin gruplarinin baglanmasinit 6nemli dlglide dogrulanmistir. Benzer bir ¢alismada silika,
v-APTES kullanilarak modifiye edilmistir. Arastirmacilar tarafindan silikanin y-APTES

modifikasyonundan sonra pik siddetteki degisimi belirten benzer bir XRD difraktogrami
bildirilmistir (215).

BAP ve NAA'nmm biyosilika boncuklara kapsiillenmesi de FTIR, XRD, TGA ve EDX
sonuglartyla dogrulanmistir. Ek olarak, SEM goriintiileri, BAP ve NAA'nin biyosilika
boncuklarin gézenekleri i¢ine basaril bir sekilde baglandigini1 gostermektedir. Kapstillenmis
biyosilika boncuklarinin spektrumlarinda BAP ve NAA'ya karsilik gelen énemli pikler
kaydedilmistir. Benzer bir ¢calismada NAA, kontrollii salinimi i¢in bir kitosan membraninda

kapstillenmistir.

NAA enkapsiile edilen kitosanin IR spektrumlarinda benzer FT-IR pikleri gozlenmistir.
Ayrica NAA'nin yaklagik %25'i ilk 6 saatte salinmistir. Bununla birlikte, mevcut ¢calismada,
daha yavasg bir kiimiilatif salim kaydedilmistir (216).

Izole edilen biyosilika boncuklarin termal olarak stabil oldugu belirlenmis ve ikinci bozulma
asamasinda sadece %5,13 bozulma kaydedilmistir. Bu sonuglar daha 6nce bildirilen verilerle
uyum iginde gozlemlenmistir (203). BAP ve NAA'min biyosilika boncuklarina
kapsiillenmesinden sonra, 224°C ve 312°C'de yeni bozulma pikleri kaydedilmistir. Bu
bozulma pikleri, BAP ve NAA bozulma sicakliklarina benzerdir. Bu yeni bozulma piklerinin

varligi, BAP ve NAA'nin basarili bir sekilde enkapsiillenmesini agik¢a dogrulamstir.

Amorf biyosilika boncuklar i¢in XRD desenleri 26 'de kaydedilmistir. Sonuglara gore 22°'
de sadece tek bir genis pik kaydedilmistir. Diatom mikroalglerden dogal olarak organik

105



islevsellestirilmis 3D biyosilikanin izolasyonunu rapor edildigi onceki bir ¢aligmada da
benzer sonuglar bildirilmistir (217). BAP ve NAA'nin kapsiillenmesi EDX analizi ile de
dogrulanmistir.  Biyosilika boncuklarinin enkapsiilasyonundan sonra EDX analiz

sonuglarinda her iki hormonun tiim ana elementleri tespit edilmistir.

DSC analizi, biyosilika boncuklarinin faz degisimi ve kimyasal yapisi hakkinda énemli
bilgiler ortaya koymustur. 141°C ve 457°C'de kaydedilen endotermik piklerin benzer bir
¢alismanin sonuglarina yakin oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismada, silisli spikiillerin deniz
siingerlerinden izole edildigini rapor edilmistir. izole edilmis spikiiller icin DSC endotermik
zirveleri 116°C ve 432°C civarinda kaydedilmistir (218). Benzer sekilde NAA ve BAP
kapsiillenmis biyosilika boncuklari, BAP ve NAA'ya 6zgii endotermik pikler sergilemistir.

Ayrica DSC sonuglarinin, TGA sonuglari ile uyum i¢inde oldugunu gézlemlenmistir.
6.1.2 SPOROPOLLENIN

Tez ¢cahsmasinda; ilk kez sporopollenin J. regia'dan izole edilmistir. Sporopolleninin
polenlerden izolasyonu, onceki literatiir bildirislerini kiiciik degisikliklerle takip
ederek gerceklestirilmistir (188). Yeni izole edilen sporopollenin, ana 6zelliklere tam bir
genel bakis elde etmek icin bir dizi fizikokimyasal analize tabi tutulmustur. J. regia
poleninden basarili sporopollenin iiretimi, 151k mikroskobu, SEM, TGA, FT-IR, EDX ve
XRD gibi farkli analizlerle dogrulanmustir.

Isik mikroskobu goriintiileri, polenlerin asit ve baz hidrolizinden sonra dahili genetik
materyallerin ¢ikarildigini agik bir sekilde gostermistir. Benzer sekilde, SEM goriintiileri de
kimyasal islemden sonra porlarin agildigini ortaya ¢ikarmistir. Benzer bir ¢alismada, Betula
pendula polenlerinden sporopollenin mikrokapsiillerinin {iretimi, 151k mikroskobu
gorlntilleri ve SEM analizi ile dogrulanmistir. Arastiricilar, polenlerin asit ve baz
hidrolizinden sonra i¢ genetik materyallerin ve diger organik igerigin uzaklastirdigini
bildirmisler (219)

Polen ve sporopolleninin IR spektrumlari, basarili izolasyonu dogrulayan biiyiik
degisiklikler gdstermistir. Polen spektrumundaki O-H bagindaki genis pik 3276 cm™'den
3341 cm™'e kaymustir. 1675 cm™'de keskin bir pik, sporopollenindeki karbonil fonksiyonel
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gruplara karsilik gelmektedir. 1573 cm™'de pik (alifatik C=C germe), sporopollenindeki
doymamus yag asitleri yapilari temsil etmektedir. 1511 cm™de bir pik, sporopolleninde
karakteristik C=C gerilmesine dayandirilmaktadir. Benzer bir ¢alismada Betula pendula‘dan

izole edilen sporopolleninin IR spektrum i¢in benzer sonuglar kaydedilmistir (204).

Sporopolleninin termal 6zellikleri TGA analizi ile belirlenmistir. i¢ genetik materyallerin,
pigmentlerin ve lipidlerin sporopolleninden uzaklastiriimasi, 444°C'lik yiiksek bir dTGmax
degeri ile sonuglanmistir. Ayrica, polende sporopolleninin bozulma asamalar1 dortten tige
indirilerek, sporopollenin izolasyonu teyit edilmistir. Sporopolleninin  Platanus
orientalis'ten izole edildigi 6nceki bir ¢alisma da benzer sekilde bozulma basamaklari

bildirilmistir (145).

Sporopollenin ve polen ’in XRD difraktogramLari, sporopolleninin difraktograminda bazi
pikler olmadigi i¢in 6nemli bir fark ortaya ¢ikarmistir. Bu, J. regia poleninin polimerik
yapisindan organik madde ve pigment kaybindan kaynaklanmaktadir. Yeni izole edilmis
sporopollenin igin 19° ve 20° 'de tipik pikler kaydedilmistir. Benzer pikler, sporopolleninin

Lycopodium clavatum'dan izole edildigi 6nceki bir calisgmada da bildirilmistir (201).

Ayrica EDX ve DSC analiz sonuglari, izolasyonun her asamasinda 6énemli bilgiler ortaya
cikarmistir. EDX mikro analizi, asit ve baz hidrolizinden sonra N ve Mg konsantrasyonunda
(%) 6nemli bir azalmay isaret etmistir. Bu sonuglarin 6nceki literatiir raporuyla uyumlu

oldugunu gostermistir (220).

BAP ve NAA'nin kapsiillenmesi de bir dizi fizikokimyasal analizlerle dogrulanmigstir. SEM
mikrograflari, yiizey lizerinde ve sporopollenin i¢inde fitohormonlarin varligini agikca
gostermistir. Ayrica, bu fitohormonlarla yiiklii sporopolleninin IR spektrumarinda BAP ve
NAA'nn karakteristik pikleri kaydedilmistir. Bu sonuclarin 6nceki literatiir bulgular ila

uyumlu oldugu goriilmiistir (221).

Benzer sekilde, BAP ve NAA'nin kapsiillenmesini dogrulamak i¢in TGA analizi
gerceklestirmistir. BAP ve NAA'dan sorumlu degradasyon basamaklari, bu bitki biiyiime ve
diizenleyici maddeleri ile yiiklii sporopolleninin TGA termogramlarinda kaydedilmistir.

Bitki biiylime ve diizenleyici maddelerin temel unsurlari, yikli sporopolleninin EDX

spektrumlarinda tespit edilmistir. Bu sonuglar 6nceki literatiir bulgular ile uyumlu olarak
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kaydedilmistir (210). BAP ve NAA enkapsiile edilmis sporopolleninin DSC analizi, NAA
ve BAP ic¢in tipik endotermik pikleri ortaya ¢ikarmistir. Bu sonuglar da TGA sonuglartyla

uyumlu olarak kaydedilmistir.
6.1.3 KITIN

Karides kitin, M. neglectum dokularinda oksidatif kararmay1 6nlemek igin NAA ve BAP igin
bir tasiyici sistem olarak kullanilmistir. izole edilmis kitin, fizikokimyasal dzelliklere kisa
bir bakis agis1 elde etmek icin farkli analitik araglarla analiz edilmistir. Simdiye kadar hi¢
bir caliyma, Kkitinin fitohormonlar icin bir tasiyic1 sistem olarak dogrudan
kullanildigimi bildirmemistir. Bu tez, Kitinin bu amacla dogrudan kullanimina iliskin

ilk rapor olacaktir.

Izole edilen kitinin saflig1 ve kristalografik formu FT-IR spektroskopisi ile analiz edilmistir.
IR spektrumlari, amid I (C—=O ikincil amid gerilmesi), amid IlI'ye (N—H biikiilme, C_—N
germe) karsilik gelen ii¢ karakteristik pik, yani 1650 cm™, 1620 cm™ ve 1554 cm™ olmak
lizere tiim ana pikleri sergilemistir. izole edilmis kitin, o-Kitin olarak tanimlanmistir. Bu
sonuglar, onceki literatiir raporlar1 tarafindan da desteklenmistir (182, 183). Benzer sekilde,

termal ozellikler TGA ve DSC analitik araclariyla analiz edilmistir.

TGA analizinde ilk kiitle kayb1 0-100°C'de %1,31 olarak gozlenmistir. Bu kiitle kaybu,
kitinin polimerik yapisindan suyun buharlagmasina baglanabilmektedir. ikinci kiitle kaybi
389,6°C'de %92,28 olarak kaydedilmistir. Ikinci kiitle kaybi, polimerik yapinm g¢ogunun
bozuldugu dTGmax olarak adlandirilmigtir. Bagka herhangi bir pikin olmamasi, izole
edilmis kitinin safliginin gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Bu sonuglarin, onceki

literatiir sonuglari ile uyumlu oldugu belirlenmistir (222-224).

Karidesten elde edilen Kkitinin yiizey morfolojisinin, ylizey boyunca dagilmis mikro
gozenekli liflerden olustugu gozlenmistir. Bu, karideslerde yaygin olarak bulunan bir yiizey
morfolojisidir, ancak bazi durumlarda, habitat ve organizmanin viicut kisimlarma baglh
olarak degisiklikler goriilebilir. Hemen hemen benzer morfolojiler 6nceki bir literatiir

¢alismasinda bildirilmistir (225).
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Kitinin XRD difraktogramlari, 9° ve 19°'de major pik yansimalari ortaya ¢ikarmistir. Bunlar,
a-kitin’in karakteristik pikleridir. XRD analizi ayrica izole edilmis kitinin safligini1 da
dogrulanmistir. Kitin izolasyonu ile ilgili benzer bir ¢alismada, yakin benzerlikteki pikler
bildirilmistir (226).

Kitinin EDX spektrumlari, izole edilmis kitinin safligin1 gostermistir. Spektrumlarda tim
temel elementler tespit edilmistir. Sonuglara gore C (%42,33), N (%7,44), O (%46,72) ve
Na (%3,50) i¢in giiglii pikler kaydedilmistir. Kalint1 Na'nin varligi, baz hidrolizi sirasinda
kitin yiizeyindeki NaOH kalintilarindan kaynaklanmaktadir. Spektrumda, karidesten izole
edilmis kitinin saf oldugunu gosteren bagka hi¢bir istenmeyen element kaydedilmemistir.

Bu degerler 6nceki literatiir raporu ile uyumlu goriilmiistiir (227).

DSC analizi, kitinin 6nemli endotermik pikleri ortaya ¢gikarmistir. Sonuglara gore, kitin igin
iki endotermik pik kaydedilmistir. Benzer bir ¢alismada, neredeyse benzer pikler rapor
edilmistir (228).

NAA ve BAP'1n kitin tastyicilarina yiiklenmesi g¢esitli analitik araglarla takip edilmistir.
SEM, bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin kitine yiiklenmesi hakkinda 6nemli bilgiler
ortaya konmustur. SEM goriintiilerine gore, izole edilmis kitinin yiizey morfolojisi, yiizey
boyunca dagilmis liflerden ve mikro goézeneklerden olusmaktadir. Bu tiir bir yiizey
morfolojisi, BAP ve NAA'min yiizeye adsorpsiyonunu tesvik etmistir. Diger iki tasiyict

sistemde, kafes benzeri bir yapinin varligi nedeniyle kapsiilleme kaydedilmistir.

Ayrica, BAP ve NAA yiikli kitinin IR spektrumlari, BAP ve NAA'ya karsilik gelen tipik
pikler ortaya c¢ikarmistir. Kitin-NAA'da 1629 cm™'deki pik NAA nedeniyle 1625 cm™'e
kaymistir. Ayrica NAA kapsiillemeden sonra 1448 cm™ ve 876 cm™'deki piklerin keskinligi
artmigtir. Kitin-BAP spektrumlarinda 1457 cm™, 1158 cm™, 775 cm™de pikler BAP
adsorpsiyonundan sonra daha keskin hale gelmistir. Sonuglar dnceki ilgili literatiire uygun

olarak gozlemlenmistir (198).
Termal 6zellikler, bitki biiyiime ve diizenleyici

maddelerin yiiklenmesinden sonra drneklere basarili bir yiikleme gosteren bir kayma ortaya
cikarmistir. TGA termogramLari, BAP ve NAA i¢in karsilik gelen bozulma pik noktalarini
ortaya c¢ikarmistir. Ayrica DSC sonuglart TGA sonuglari ile uyum i¢inde kaydedilmistir.
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DSC'de ana endotermik olaylar, BAP ve NAA yiiklendikten sonra kaydedilmistir. Bu

sonuglar, 6nceki literatiir bildirileri ile uyumlu olarak gézlenmistir. (229).

EDX spektrumlari, kitin numunelerinin yiizeyinde hormonlarin varhigini agik bir sekilde
gostermistir. Bu piklerin yogunluklari, BAP ve NAA yiklendikten sonra degisiklere
ugramistir. Kitin-NAA i¢in, C konsantrasyonu (%42,33'ten %60,87'ye), BAP (C12H11Ns)
varligima bagli olarak artmistir. Ayrica, kitin ylizeyi tarafindan BAP'in basaril
adsorpsiyonuna isaret eden O konsantrasyondaki azalmadir. Benzer sekilde, N (%7,44'ten
%11,45'e) konsantrasyonundaki bir artis, NAA'nin kitin ylizeyi tarafindan basarili bir sekilde

adsorpsiyonunun kaniti olarak degerlendirilmistir.

6.1.4 BIiTKi BUYUME VE DUZENLEYIiCi MADDELERIN YUKLENMESI VE
KONTROLLU SALIM

Bu tezde, dokunun oksidatif kararmasini 6nlemek i¢in M. neglectum kiiltiir kosullarinda
BAP ve NAA bitki biiyiime ve diizenleyici maddelerin kontrollii salimi i¢in {i¢ biyomateriyal
tabanli tasiyici sistem tasarlanmistir. Bu sistemler, iki farkli pH (5,8 ve 7,4) kosulunda
kontrollii salim dzellikleri agisindan test edilmistir. Iki pH sistemi kullanmanin arkasindaki
sebep, degisen pH kosullarimin salim profili {izerindeki etkisini test etmektir. Bir bitki
kiiltiirtiniin gerekli pH degerinin 5,8 oldugu bilindigi i¢in, bu ¢alismada da salim, bitki
kiltirin  kosullarinda test edilmeden once pH 5,8lik bir tampon sisteminde
gerceklestirilmistir. Bu tezde BAP ve NAA, bitkilerin yasamsal gelisim siirecinde aktif rol
alan en onemli fitohormonlar arasinda yer almalar1 nedeniyle secilmistir. Ayrica, kiiltiir
kosullarinda, arastirmacilar, esas olarak oksidatif kararmaya bagli doku kaybini nlemek,
istenen sonuglar i¢in eksplantlarin normal biiyiimesini tesvik etmek amaciyla kiiltiir

durumunu manipiile etmek i¢in bu fitohormonlari siklikla kullanmaktadir.

Simdiye kadar bir¢ok c¢alisma, bitkilerin tarimsal kimyasal, mikro ve makro besin
maddelerinin kontrollii salim1 i¢in farkli tasiyici sistemlerin gelistirildigini ve uygulandiginm
bildirmistir. Ancak, kiltiir kosullarinda oksidatif kararmayr o6nlemek amaciyla
fitohormonlarin kontrollii salimi i¢in biyomateriyal tabanli yavas salim sistemlerinin
kullanildigr hicbir c¢alisma bildirilmemistir. Bu tez, Kkiiltiir kosullarinda doku ve
eksplantlarin oksidatif kararmasimi 6nlemek icin BAP ve NAA gibi bitki biiyiime ve

diizenleyici maddelerin kontrolli salimma yonelik yeni biyopolimerik sistemlerin
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kullaniminmi 6neren ilk ¢calisma olacaktir. Bu tasiyici sistem, BAP ve NAA'nin Kkiiltiir
kosullarinda daha uzun siire kullamilabilir olmasim saglamistir, boylece bitkiler
hiicresel homeostazlarin1 (hormon = ROS) korumak icin onlar1 daha uzun siire

kullanabilmektedirler.

Mevcut tezde, M. neglectrum bitki dokularinin oksidatif kararmasini 6nlemek amaciyla BAP
ve NAA bitki biiylime ve diizenleyici maddelerin kontrollii salimi, siingerlerden yeni
kesfedilen Biyosilika boncuklari, J. regia polenlerinden sporopollenin ve karidesten kitin

tasicilar ile gerceklestirilmistir.

Simdiye kadar sporopollenin, farkli terapdtik ilaclarin, antibiyotiklerin ve diger aktif
molekiillerin kontrollii salimi i¢in basariyla kullanilmistir. Yavas salim s6z konusu
oldugunda, farkl bitki tiirlerinden sporopollenin baz1 6nemli sonuglar géstermistir. Ayrica,
boyut ve saglamlik bakimindan tekdiize olmasi sayesinde, ¢cok yonlii ortamlarda farkl aktif
molekiillerin salinmasi i¢in kullanilabilmektedir. Mevcut tezde J. regia'nin polenleri
sporopollenin mikro kafeslerinin izolasyonu i¢in kullanilmistir. Sporopollenin-NAA'nin
enkapsiilasyon verimi %16,70 ve toplam yiikli hormon verimi ise %22,79 olarak
kaydedilmistir. Ayni sekilde sporopollenin-BAP i¢in bu degerler sirasiyla %50,29 ve
%80,29 olarak kaydedilmistir. Bu kapsiilleme degerleri, fitohormonlarin kontrollii salim1
icin gelistirilen ¢ogu tasiyict sistemden daha yiiksek degerlerde kaydedilmistir.
Sporopolleninin kiimiilatif salim etkinligi, fitohormonlarin serbest salimina kiyasla ¢gok daha
kontrollii olarak kaydedilmistir. Hem BAP hem de NAA i¢in tanimlanmis 168 saat boyunca
yavag salim paterni kaydedilmistir, ancak serbest uygulanan hormonlar i¢in uygulamanin ilk
2 saatinde biiyiikk bir yiizde (%70-80) salinmistir. Mevcut tez ¢alismasinda, gelistirilen
sistemlerin verimliligi hakkinda genel bir fikir edinmek i¢in, fitohormonlarin ve diger
agrokimyasallarin biyopolimerik aracili kontrollii salimini bildiren dnceki bazi ¢aligmalara

ayrintili bir genel bakis saglanmustir.
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Cizelge 6.1. Fitohormonlar, ila¢ ve zirai kimyasallar i¢in kullanilan mikro ve makro

tastyicilar.
Biyopolimer matris Salinan malzeme Salim kinetigi Etki Salim ortam Referans
Poliglutamik asit / Gibberellik asit 61% /yavasg salim  Cimlenme Tohum (119)
kitosan oranint
nanopartikiiller arttirmak
Kitosan mikro kiireleri ~ Naftalin-1-asetik 68% ve - In vitro salm (210)
asit ve indol-3- 56%/yavas salim /tamponlu
asetik asit ortamlarinda
Kitosan mikrokiireler Brassinosteroidler % 10 -% 50 / - pH 7.0'da (120)
ve diosgenin yavag salim etanol ve su
Kitosan Sodyum Antifungal Antifungal - (230)
nanopartikiiller tripolifosfat, deneyi
saponin ve Cu
iyonlari
Kitosan mikrokiireler ~ Ure % 99.0 ve% 78.5  Ure giibresinin  Distile su (231)
/ yavag salim kontrollii salim1
Karboksimetil kitosan  Atrazine ve Difiizyon Sudaki salinimi ~ Su ve toprak (232)
/ bentonit kompozit jel  Imidacloprid kontrollii salim kontrol edin ve
toprakta
sizmalarini
Onleme
Aljinat / kitosan Paraquat 8 saat sonra% Su Paraquatin (233)
nanopartikiiller 100 salim neden oldugu
olumsuz
etkileri
azaltmak
Kitosan mikrokpsiilleri ~ 3-Hidroksi-5- 80-160 saat Su Toprak (234)
metilizoksazol boyunca siirekli kirlenmesini
salim onlemek
O-naftilasetil kitosan 1-naftilasetik asit Yavag salim Farkli pH NAA'ninuzun  (211)
tampon siireli salinimi
¢ozeltileri
Zn — Al katmanh ¢ift 1-naftilasetik asit Yavag salim Farkli pH Yavas salim (213)
hidroksit tampon
nanokompozit cozeltileri
Lignin Is1ga duyarh Yavas salim Kiltiir ortamlar1  Igik altinda (235)
Nanomikropartikiiller  absisik asit / su soliisyonu bilylimeyi
artirmak
Kitosan zar1 Cinko, NAA, Ani salim Su Sizinti, (216)
Potasyum, Ure, buharlasma ve
Bakir yiizey gogii
Kitosan Indol-3-asetik asit ~ Yavag salim Kiltir kosullart  Bitki (236)
nanopartikiiller biiylimesi,
yaprak
sayisinda artig
Seliiloz tiirevi Metil 1- Yavag salim pH soliisyon Toprak (237)
Naftilasetat asitlenmes
B-Siklodekstrin (BCD)  Tebuconazole Tohum sosu Sera Antifungal (238)
uygulamasi
Poli (metil metakrilat) ~ Tebuconazole Yavag salim Tohum/Su Bugday kok (239)
mantar
Nisasta-aljinat Thiram Difiizyon Su Zirai (240)
boncuklar kimyasallar
i¢in salim
sistem
GozeneKli i¢i bos silika  Tebuconazole Yavag salim Su Herbisit salim (241)

nanosferler
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Aljinat-bentonit Atrazin Yavag salim Toprak Atrazin (242)
katmanlar1 sizintilarin
azaltilmasi
Poli (hidroksibutirat- Atrazin Yavas salim Su Cevresel etkini ~ (243)
ko-hidroksvalerat) azaltimasi
mikrokiireler
Aljinat / kitosan Paraquat Icine cekme Toprak Paraquatin (233)
nanopartikiiller neden oldugu
olumsuz
etkileri
azaltmak
Silika nano kiireler 1-naftilasetik asit Yavas salim Tampon Uzun siireli (244)
Cozeltisi pH 5 siirekli salim
ici bos silika Avermektin Yavasg salim Etanol / su Aktif madde (245)
nanopartikiiller karisimi (30:70,  salim sistemi
v/ V)
Betula pendula Imatinib mesilat Yavas salim Tampon Hiicre (219)
Sporopollenin soliisyon toksisitesini
Onlemek igin
yavag salinim
Phoenix dactylifera L. Ibuprofen Yavag salim Tampon Hiicre (246)
Sporopollenin soliisyon toksisitesini
onlemek i¢in
yavag salinim
Platanus orientalis Paracetamol Yavag salim Tampon Hiicre (145)
Sporopollenin soliisyon toksisitesini
Onlemek igin
yavag salinim
Lycopodium clavatum Antibiyotiks Yavag salim Funugal kiiltir ~ Antifungal (247)
sporopollenin
Aygicek Sporopollenin  Biyoaktif In vitro salim Tampon Salim kinetigi (248)
Makromolekiiller soliisyon
Diruthenium IAA2,4-D1ve Tabakalasma Arabidopsis Biiyiime (249)
Kompleksleri NAA thaliana gelistirme

6.1.5 M. neglectum

Mevcut tez ¢alismasinda M. neglectum (Arap stimbiilii) model bitki olarak secilmistir. Arap
stimbiilii Hyacinthaceae (Stimbiilgiller) familyasina aittir ve bataklik alanlar, tarlalarda
yasayan soganli, otsu bir bitki tiiriidiir. Endemik M. neglectum Muscari tiirleri arasinda en
giizel kokulu bitkidir ve siis bitkisi olma potansiyeli yiiksektir. Anavataninin Akdeniz,
Kuzey Afrika, Gliney Afrika, Gliney Dogu ve Orta Asya tilkelerinin (Tiirkiye ve Yunanistan
da dahil) oldugu bilinmektedir (150). Tiirkiye'de (Denizli, Karabiik ve Antalya vb.) bulunan
25 Muscari tiiriinden, M. neglectum da dahil olmak iizere on tiir endemiktir (152). Cok sayida
Muscari tiirii siis bahge bitkisi olarak kullanilmaktadir. Ancak, M. neglectum tiiriiniin kesme
cicek ve agik bahge bitkisi olarak ticari amagla kullanimi heniiz yayginlagmamustir. Tiirkiye
soganli ¢icek ihracati konusunda 6nemli bir yere sahiptir. Hollanda, Tiirkiye’den ¢ok sayida
yabani soganli ¢igek tiiriinii ithal etmekte ve bazi kii¢iik islemlerden sonra yeniden
etiketleyerek tiim diinya pazarlarina ihra¢ etmektedir. Dolayisiyla, Hollanda bu ticaretin

nihai faydalanicisidir. Gliniimiizde, M. neglectum popiilasyonlari, dogal kaynaklar iizerinde
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artan baski, siirdiiriilemez tarim, ormancilik uygulamalari, hizli kentlesme, artan sanayi
faaliyetleri ve fosil yakit tiiketimine bagl olarak artan CO:2 kirliligi dahil olmak {izere,
abiyotik ve biyotik stresler nedeniyle biiyiik baski altinda bulunmaktadir. Tiirkiye'de M.
neglectum tiirii ex situ koruma igin, ihracat yasakli bitki tiirleri listesine dahil edilmistir
(153). Gegmis literatiir ¢alismalar1 M. Comosum (154, 155), M. Botryoides (156), M.
Armeniacum (157) M. armeniacum, M. azureum, M. latifolium, M. moschatum, M.
neglectum, M. paradoxum, M. tubergenianum (158), M. macrocarpum (159), M. Aucheri
(160), tiirleri tizerinde birkag in vitro ¢ogaltma ¢alisma ile sinirlidir. Son zamanlarda yapilan
bir ¢alismada (161), eksplant olarak olgunlasmamis embriyolar1 kullanarak M. muscarimi
tirtiniin in vitro rejenerasyonunu rapor etmislerdir. Ama doku kararma gibi sikintilardan
dolay: rejenerasyon verimligindeki disiisler hala bu bitki i¢in optimize bir ¢ogaltma
protokolii bulunmamaktadir. Bu nedenle tez cahismada, M. neglectum bitkilerini kentsel
peyzaj planlama ve benzeri alanlarda ticari siis bitkisi olarak kullamilabilir hale
getirmek icin biyomalzeme destekli kullanish ve hizh bir in vitro rejenerasyon teknigi

gelistirilmistir.
6.1.6 FOTOSENTETIK ETKi (KLOROFIL, KAROTENOID VE LIKOPEN)

Bu calismada, BAP ve NAA'nin kontrollii ve serbest saliniminin etkisini gérmek igin M.
neglectum eksplantlarinin klorofil, karoten/ B-karoten ve likopen igerikleri analiz edilmistir.
Sonuglar, NAA ve BAP yiiklii biyomateriyal tasiyicilar ile muamele edilen eksplantlarda
klorofil, karoten/ B-karoten ve likopen seviyelerinin arttigini ortaya koymustur. Aksine, bu
konsantrasyonlar, NAA ve BAP"'in serbest dozlar1 ile muamele edilen eksplantlarda énemli

Olctlide diisiik seviyelerde kaydedilmistir.

Onceki literatiir raporlarinda, farkli bitkilerde oksidatif stres sonucunda klorofil, karoten/B-
karoten ve likopen konsantrasyonlarinin azaldigi bildirilmistir. Klorofil ve karotenoid
iceriklerindeki diisiis, oksidatif kararmaya bagli doku hasari ile baglantilidir (6, 250).
Klorofilin bozulmasi, klorofil oksidasyondan kaynaklanan renk degisikliklerinin baslica
nedenlerinden biridir. Klorofilin bozulmasi, fenolik oksidasyondan tiiretilen fenoksi radikali
tarafindan oksidasyon nedeniyle meydana gelmektedir (251, 252). Dahasi, karotenoidler
onemli pigmentlerdir ve tekli oksijeni, klorofilin {i¢lii durumunu ve diger tehlikeli serbest

radikalleri temizleyerek klorofilin yok edilmesini énlemede 6nemli bir rol oynamaktadir
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(253). Ayrica karotenoidler, fazla enerjiyi klorofilden uzaklagtirmanin yani sira 15181
emmekte ve enerjilerini fotosentez igin klorofile iletmektedir. ikinci islev, fotosentetik
aparati stres kosullar1 altinda ROS aracili hasardan korumaktir (254, 255). Likopen, iki rakip
siklaz, e-siklaz (LCY-€) ve B-siklaz (LCY-p) i¢in substrat fonksiyonu gérmektedir. LCY -,
tek bir € halka sunmakta, boylece likopeni -karotene doniistirmekte ve LCY-f, B-karoten

olusturmak i¢in likopenin her iki ucunda bir veya iki f-halka sunmaktadir.

Mevcut ¢alismada, stres sirasinda eksplant kararmasinda bu bilesiklerin etkilesimli rolii goz
ontinde bulundurularak, klorofil, karoten/B-karoten ve likopen konsantrasyonlar: {izerinde
serbest ve enkapsiile NAA ve BAP saliminin etkisi hakkinda genel bir bakis elde etmek igin

bu molekiillerin seviyeleri analiz edilmistir.

Jatropha curcas eksplant kiiltiirii (250) ve siirgiin proliferasyonu (71) sirasinda klorofil ve
karotenoid konsantrasyonlarinda sabit bir azalma gézlemlenmistir. Mevcut durumda benzer
sekilde, serbest NAA ve BAP dozlan ile saglanan eksplantlardaki klorofil igeriginde
(klorofil a ve klorofil b) bir diisiis gozlenmistir. Bunun nedeni, kiiltiir ortamimnda ROS
seviyelerini dengeleyerek hemostazi saglayan fitohormonlarin bulunmamasi ve oksidatif

kararmaya yol agan ROS birikimi olabilmektedir.
6.1.7 TOPLAM FENOLIK iCERIiGi

Biyotik ve abiyotik stres sirasinda tiretilen fenolik bilesiklerin doku kararmasinda 6nemli rol
oynadiginin bilinmesinin yani sira fenolikler, birka¢ oksidatif enzim igin substrat gorevi
gormektedir. Bu nedenle mevcut tez ¢alismasinda kontrollii ve serbest NAA ve BAP
fitohormonlar ile muamele edilen M. neglectum bitki eksplantlarinin toplam fenolik igerigi
analiz edilmistir. Sonuclar, NAA ve BAP'nin serbest dozlari ile muamele edilen
eksplantlarin toplam fenolik iceriginin, enkapsiile NAA ve BAP ile muamele edilen
eksplantlara kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, mevcut tez
calismasinin ana hipotezini desteklemistir; "Eksplantlarda serbest hormon verilmesi, ROS
aracili oksidatif stres nedeniyle doku kararmasina neden olur". Ayrica daha 6nceki literatiir
calismalarinda benzer sonuglar bildirilmistir. Avrupa ve Kanada porsuk (Taxus baccata L.
ve Taxus. Canadensis Marsh.) (256) ve Cicer arietinum'da (257). Ayrica benzer bir

caligmada Pistacia vera L. callus'ta toplam fenolik icerigin ve kararma yiizdesinin
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kontrollerden sirasiyla yaklasik 2 ve 2,3 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (258,
259).

6.1.8 M. NEGLECTUM BITKISININ ENZIM AKTIiVITELERI

Hiicre hasari sirasinda, membran biitliinliigli zarar gérmekte ve dolayisiyla sitoplazma ve
vakuoller hiicre igerikleri gibi bozulmaktadir. Hiicre i¢indeki fenolik igerikler, hava, POD'lar
veya PPO'lar tarafindan oksidasyonuna yol ag¢maktadir. POD'lar, hidrojen peroksit
varliginda fenollerin kinonlara oksitleyici ana maddesi olarak islev gérmektedir (210).
Transgenik bitki iiretiminin in vitro ¢ogaltilmasi i¢in enfeksiyonlara, ozon maruziyetine,
kirlilige, radyasyona, beslenme bozukluklarina, tuzluluga, yaslanmaya veya dokunun
kesilmesine bagli olarak meydana gelen hiicre hasar1 aninda POD aktivitesinde yiikselmelere

neden olmaktadir (260, 261).

Mevcut tez ¢alismasinda, M. neglectum eksplantlari, serbest ve tasiyicilara enkapsiile
edilmis fitohormonlar ile muamele edildikten sonra CAT, SOD ve POD seviyeleri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, NAA ve BAP ile kapsiillenmis polimer
tastyicilar ile muamele edilen eksplantlarda SOD ve CAT daha yiiksek seviyelerde
gozlenirken, bu eksplantlarda POD seviyeleri diigiik olarak kaydedilmistir. Diger yandan,
serbest NAA ve BAP dozlari ile muamele edilen eksplantlarda SOD ve CAT diisiik
seviyeleri kaydedilirken, eksplantlarda daha yiiksek POD seviyeleri gézlenmistir. Bu
sonuclar beklentilerle uyumlu bulunmus ve tez caliymasimin hipotezini gii¢lii bir
sekilde dogrulamustir. Hormonlarin kontrollii salimi, bitki hiicrelerinin yasamsal iglevleri
icin gerekli olan ROS diizeylerini korumaktadir. Kontrol eksplantlarindaki PODs seviyeleri,
bu eksplantlarin, ihtiya¢ duyulan NAA ve BAP'in bulunmamasindan dolay1 yiiksek stres

altinda oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Liu and Chen (262) tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada, kallus olusumu sirasinda,
stiperoksit anyonlar (O2 ), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri (- OH) gibi
cesitli ROS tiirlerinin iiretiminin 6nemli dl¢lide arttigi rapor edilmistir. Fazla ROS {iretimi
ile iligkili olan oksidatif stres, bitki biiylimesi ve gelisimi iizerinde olumsuz bir etkiye neden
olmaktadir (263, 264). Bununla birlikte, katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi

enzimatik kararmaya dahil olan bir¢ok oksidatif enzim tiirii bulunmaktadir (265).
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62 SONUC

Doku kiiltiirii ortaminda eksplantlarin ROS aracili nekrozu veya oksidatif kararmanin
eksplantlarin yayilma oranini 6nemli 6lgiide etkiledigi igin 6nlenmesi gerekmektedir. Bu
amagla, bu tez ¢aligmasinda, 6-BAP ve 1-NAA fitohormonlarinin kontrollii salimi yoluyla
oksidatif doku kararmayi kontrol etmek igin yeni bir ¢dziim Onerilmistir. Biyosilika,
sporopollenin ve kitin dahil olmak iizere {i¢ yeni tasiyici sistem izole edilip ve gelismis
analitik araclar kullanilarak karakterize edilmistir. Tasiyicilara fitohormonlar yiiklenmistir.
Bu yeni gelistirilen tasiyicilarin salim kapasiteleri, simiile edilmis tampon kosullarinda ve

Muscari neglectum Guss'un kiiltiir kosullarinda test edilmistir.

Hucre zarin
parcalanmasi

Doku
rejenerasiyonu

L / Tasmyialar araah
% .  fitorhormon
= uygulanmasi

" fitohormonalarin pH.
1sik ve sicaklik'tan
korunmasi

Sekil 6.1. Tez ¢alismanin grafik ozeti.
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Genel sonuglar dikkate alinarak asagidaki baslica sonuglara ulasilmistir;

» Biyomateriyal tabanli tastyict sistemler, hammaddelerden basarili bir sekilde izole
edilmistir. Basarili izolasyon, SEM, FTIR, TGA, DSC ve XRD gibi fizikokimyasal

analizlerle dogrulanmistir.

* Biyosilika boncuklar, 6-BAP ve 1-NAA'nin artirilmis kapsiilleme etkinligi i¢in 3-APTES
ile ylizey islevsellestirilmistir. Yiizey islevselligi EDX, FTIR, TGA, XRD ninhidrin analizi

ile dogrulanmustir.

» Serbest olarak uygulanan fitohormonlara kiyasla ii¢ tastyici i¢in kontrollii salim paternleri

gosterilmistir.

 Enzimatik (CAT, SOD ve POX) ve enzimatik olmayan testler (toplam klorofil, likopen,

karotenoid igerikleri), ROS birikiminin 6nlendigini basariyla dogrulamstir.

* 1-NAA ve 6-BAP yiikli tasiyicilarla uygulama yapilan M. neglectum eksplantlart
miikemmel sogan rejenerasyonu sergilemistir. Ote yandan, serbest 1-NAA ve 6-BAP ile

uygulama yapilan eksplantlarda, kisa bir siire sonra kahverengilesme gozlemlenmistir.

* Bu tez sonuglari, doku kararmasinin onlenmesi icin bitkilerde biyomateriyal esash

malzemelerin uygulanmasina oncii bir bakis agis1 saglamistir.
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EKLER

Kinetik parametreler, yiikleme verimi, enzimetik ¢alismalarinda hesaplanan standart egrileri

ek olarak verilmistir.

EK 1: BAP VE NAA YUKLEME VERIMi STANDART EGIiRiLERI
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EK 2: KINETIiK PARAMETRELERIN STANDART EGRILERI
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EK 3: PROTEIN TAYIN STANDART EGRISi
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1. Introduction

Advancements in the field of nanotechnology open up new doors in
terms of applications for various nanomaterials in different fields in-
cluding plant sciences. The application of different biomaterials as deliv-
ery systems has shown many advantages like biocompatibility,
nontoxicity, and affinity for biomolecules, efficient encapsulation,
prolonged-release, etc. [1,2]. Agriculture science is confronted by
many challenges such as nutrient losses, pathogens, and low crop
yield due to water, fertilizer (nitrogenous, phosphoric, potassic fertil-
izers and organometal) and pesticide mismanagement [3). To manage
such problems, farmers are using intensive amounts of pesticides and
other agrochemicals (nitrogenous, phosphoric, potassic fertilizers and
organometal) which are ultimately leading to environmental problems
such as air pollution, soil toxicity, degradation of agro-ecosystems, resi-
due accumulation and pesticide resistance in insects, pathogens and
human health. In order to overcome the described problems due to
the indiscriminate use of synthetic agrochemicals, it is important to de-
velop new strategies for the safer and effective application of these
chemicals.

It has been shown by many researchers that controlling the re=
lease of fertilizers with narural biodegradable components [4]
using new smart nanomaterials can play a crucial role in the im-
provement of agricultural practices [3,5-9). Considering the recent
advancements in nanotechnology, encapsulation of ingredients
such as pesticides, herbicides, and nutrients (fertilizers) may suggest
a solution towards this end [6,10,11]. Recently the utilization of
nano-carriers and nanosensors has drawn the attention of re-
searchers from divergent fields of plant sciences and extensive re-
search efforts are underway to enhance the synthesis of
biopolymers based nanocarriers [12,13]. The researchers are very
much keen and interested in understanding the characteristic of
nanomaterials that makes them so effective in improving crop pro-
duction. It is speculated that nanosize of the materials help in easy
penetration on the plant surface membrane through the cuticles, tri-
chomes, stomata, stigma, hydathodes, wounds and root junctions
|14,15], etc. For example, the controlled release of agro-nutrients
from nanocarriers enhances the efficacy of the active ingredients
that may reduce the loss by decreasing the volatilization and pre-
vents contamination risks (environmental and health). The desirable
characteristics of biomaterials based nanocarriers could be the rea-
son behind the growing interests in their diverse applications in
plants [16]. A wide range of biopolymers including cellulose, chitin,
chitosan, collagen, alginate, and starch have been actively applied
as nanocarriers for the controlled delivery of agrochemicals [12,17].
The studies further show that the use of cellulose is not as extensive
as starch or lignin derivatives |18]. Therefore, a set of criteria has
been defined for the intended polymer matrix intended to be used
as a microencapsulation body [19].

. The biopolymer must have a glass transition state, molecular weight
and molecular structure suitable for the prolonged release of the
load.

i. The surface functional groups should not react with the loaded con-
tent (agrochemicals erc.)

iii. It should be biodegradable and non-toxic to the environment.

iv. The polymer should have enough stability during storage. applica-

tion and should be economical.

Alarge number of optimization studies are being carried out on the
encapsulation of antimicrobial agents, pesticides, agrochemicals, and
agro-nutrients to define their minimum required dosage for specific
plants or crops to inhibit microbial growth, diseases or stresses. But,
this does not solve the problem completely because the problem is
linked to the application of synthetic agrochemicals [20). Since the last

decade, a hunt for an alternative, natural, economical, biodegradable
and nontoxic carrier for agro nutrients and agrochemicals has been
underway.

Chitosan has emerged as a potentially applicable polysaccharide in
agriculture, medicine, cosmetics and the biomedical industry for differ-
entapplications [21,22). In plants, chitosan is gaining attention as one of
the miost suitable carriers for agrochemicals, owing to their wide range
of characteristics including biocompatibility. biodegradability, high per-
meability, cost-effectiveness, non-toxicity and excellent film-forming
ability [23]. Chitosan and its derivatives, alone or in the composite
form, are being used for the controlled release of pesticides, macro
and micronutrients, herbicides and plant hormones [20). An overview
of current research shows that the number of articles in this area is in-
creasing constituting a sign of growing interest in this field.

This review will discuss the current status of chitosan application as
a nano-carrier in agricultural science along with the provision of a fu-
ture perspective explaining the gaps in the research with possible solu-
tions to move forward.

2. Overview of chitosan

Chitosan is a polycationic polymer isolated after the deacetylation of
chitin. Chitin is a structural polymer of many organisms like crusta=
ceans, insects, mollusks, fungi, and shrimps, etc. [24,25]. The detailed
compilation of chitosan sources has been given in Table 1. Chitin pro-
duced by crustaceans and arthropods in their shells is a very similar
polymer to plants’ cellulose, produce in cells in terms of function and
structural integrity (Fig. 1). Up to now, alpha (o), beta {[3) and gamma
() crystallographic forms of chitin have been repaorted |26). The
and 3 are the most commonly existing forms of chitin and are extracted
from a large variety of organisms. However, the sources of gamma chitin
are very scars and hard to find for mass production. A single study was
widely referred for describing the physicochemical characteristics of
gamma chitin for =15 years [27]. A very recent report has described
many ambiguities and clarified many unanswered questions in the pre-
vious report [26). Chemically chitin is a linear polymer consisting of 2-
aming-2-deoxy-p-glucose and 2-acetamido-2-deoxy-p-glucose mono-
mers linked through 1-4 bonds. Structurally, o and % are similar in
terms of physicochemical characteristics compared to the 3 form of chi-
tin. Compared to chitin chitosan is more functional, thanks to its amino
based functional groups stretching along the chain [21]. The molecular
weight, biological and physicochemical properties and purity of the iso-
lated chitosan are affected by the source and extraction method [28).
Alsp, the protonation intensity of amine groups plays a vital role in the
functionality of chitosan. The major properties of chitosan include non-
toxic for humans (LD50 = 16 gkg™" in rat) muccadhesiveness |28), he-
mostatic, film-forming capability [30]. excellent adsorption matrix,
antiviral, antibacterial and antifungal [31], antioxidative [32]
anticholesterolaemic characteristics [33| makes it very attractive com-
ponent for use in number of applications. Previous studies enlist multi-
ple waorks related to characterization and wide range applications of
chitosan in the fields of biclogy, medicine, agriculture, and other vital
areas [34]. All the above-mentioned characteristics of chitosan make it
a suitable potential candidate for myriads of applications.

3. Chitosan as a matrix for control release

After World War IL, the agriculture sector had mainly started relying
an synthetic pesticides throughout the world. A scientific study [54]
suggests that only 0.1% of the pesticides and other agrochemicals
reach the target while the remaining have entered the environment
through leaching or evaporation causing a large amount of contamina-
tion hazardouws to all living beings including humans and animals. Con-
trol release can be defined as “the permeation-regulated transfer of an
active ingredient from a reservoir to a targeted surface to maintain a
predetermined concentration level for a specified period of time™ [55]. A

162



M. Mujteba et al f fneerneational jowrnal of Béological Macromalecules 154 (2020) B83-697 B85

Table 1
Aquatic, terrestrial and microorganisems sources of chitin and chitasan.
(Reprinted from [25])

Aguatic Terrestrial Microorganisms
Crustaceans Arthropods Fungi (cell walls)
Crab Spiders Ascomydes
Chionoecetes opilie [35] Geolyeosa viltuesa [40]  Mycelium [44]
Podophhalmus vigil [38] Hogna rediate |10] Penicillium [45]
Paralithodes amtschatious Mephila edulis [41]
[371
Corcinus mediterranews [38]
‘Water lobster Scarpions Yeast (b rype) [46]
Crayfish [39] Mesobuthus gibbosus Blastomycota
[42]
Blastocladiaceas
1471
Prawn Insects Chytridiomycota
Aristens antennaius [49] Ants Chytridiaceae [24]
Krill Beetles Protista

Daphnin langispina [50]
Anax imperator [51]
Hydrophilus piceus [51]

Bombyex mar [43]
Holorrichia parallelo
Leprinotarsa
decemiineata

Brown algae [48]

Notorecta glouca [51]
Agabus hipusiulanis [51]
Asellus aquaticus [51]
Mollusca
%quid pens
Loliga [52]
Todarodes pocificus [53]
Coelenterata

PFanta
Green algae |43]

Cockroaches

control release matrix can maintain the release of active compounds
e.2, synthetic pesticides, for a longer time. Additionally, an effective re-
lease matrix can act as a reservoir for the load and protecting it from
degradation mainly influenced by environmental factors like UV radia-
tions, water, evaporation, harsh pHs, etc. [54). The main objective of a
nanocarrier for plants is the slow and prolonged release of the load, en-
hanced efficacy, and safety of the load with minimum contamination.
The concept of microencapsulation evolved in the late 1980s as an alter-
native to liposomes for solving the problem of stability as liposomes
were unstable in biological solutions [56). In the following years, re-
searchers focused their attention on exploring and designing dissimilar
matrices for control release through encapsulation. Chitosan became a
dream polymer for encapsulation applications due to its surface
amine-based functional groups stretching across the chain.

Chitosan can form films, hydrogels, scaffolds, fibers. and micro or
nanoparticles, due to deacetylated surfaces that make it easier to handle
for many desired modifications [57.58 . With the increasing importance

Flg. 1. Chemical structure of chitosan; shawing all amino groups in blue (Reproduced from
with permission from MDPI by Sharif, Mujtaba, Ur Rahman, Shalmani, Ahmad, Anwar,
Tianchan and Wang [25])
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of control release in plants, chitosan has been emerged as an ideal poly-
mer due to its desirable physicochemical and biological properties.
Since chitosan-based nanomaterials (MMs) control the release of active
ingredients such as pesticides, micronutrients, and plant hormones,
they have become rather popular and are being produced in great
amounts and marketed around the world and are an important constit=
vent of the defense systems against plant diseases |59-65). Several in-
rernational organizations like Codex Alimentarius. a joint body of the
UN World Health Organization (WHO) and Food Agriculture Organiza-
tion (FAQ), the European Union (EU) and other organizations have in=
troduced the concept of acceptable maximum residual levels of
pesticides (MRLs) to confirm the acceptable levels of food quality [4].
Based on its biodegradability, chitosan=based nanomaterials are advan-
rageous over the synthetic agrochemicals, since they can escape some
stringent regulation of nanomaterials applications [G6]. Also, the innate
antimicrobial ability of chitosan is a plus for chitosan-based herbicides
and pesticides nanoformulations. The functionality of chitosan due to
the presence of hydroxyl and amin group along the chemical backbone
of the chitosan molecule enables it to bind a vast array of organic and in-
organic molecules for control release. Chitosan containing
nanoformulations stimulate the innate immune system of the plant
thanks to the stimulative activity of the chitosan. Therefore, chitosan-
based nanocarriers have a bright future ahead, especially if and when
control delivery of nutrients and agrochemicals is desired for obtaining
the optimum yield of crop plants.

4. Production of chitpsan nanocarriers

Chitosan nanomaterials were prepared for the first time in 1994
by emulsification and cross-linking method as drug carriers [67].
Thereafter, other methods were developed as ionic gelation [68), re-
verse micellar method [69), precipitation [ 70). sieving [ 71]. emulsion
droplet coalescence [72] and spray drying [73]. Most of these
methods have been developed for agriculture |66] (Table 2). The
production methods mainly depend upon the mede of action
needed, for example, the release rate of the active ingredient will de-
pend on the size and shape of the nanoparticles, the
thermomechanical behavior and the level of toxicity of the degrad-
able residues [23,74]. lonotropic gelation is a simple and mild proto-
col that uses no chemical cross-linking agents which reduces the
possible toxic side effects of the procedure. The emulsion cross-
linking method [20.75] provides high loading capacity, better parti-
cle size and release control. Emulsion-droplet coalescence method
[72] results in small particle size with high loading capacity. Precip-
itation method |76] does not involve toxic solvents and leads to bet-
ter control of particle size and controlled release of the active
materials. Reverse micellar method | 74] is generally a tedious and la-
barious process but it has the advantage of producing suitable parti-
cle size with a small polydispersity index. The sieving process [71]
uses a nano-scaled release device, however, it produces irregular
particle sizes. Spray drying method gives a powder formulation
with good entrapment efficiency, prolonged active ingredient re-
lease however, a lot of parameters can influence the final product
particle size [70). The ionic gelation method which is based on the
ionic interactions between the positively charged chitosan and the
polycationic negatively charged tripolyphosphate (TPP) is now
among the most used method for the preparation of chitosan-based
nanomaterials (MMs) and is recently has been adapted for agricul-
tural applications. Several parameters control the size of the nano-
particles and consequently affects the plant responses towards the
nano-chitosan, among these parameters are the degree of
deacetylation (DD, molecular weight and concentration of chitosan,
chitnsan: TPP mass ratio, pH. temperature and rate of mixing of TPP
and chitosan [77,78] in addition to size distribution/polydispersity
index (PDI), surface charge (zeta-potential) and functional/encapsu-
lated component [77].
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Table 2
Major advances in chitesan nanoparticles praduction protocols and applications.
Matrices Method Encapsulated ingredient Application Keference
Carboocymethyl chitosan modified Fact oxidarion  Carbon nanoparticles Controlled delivery of Emamectin Benzoate 179]
carbon nanoparticles
Tebuconazole metal-organic Coating Tebuconazole metal-organic  Controlled release of rebuconazole |80]
frarmewark/chitosan framewark
Chitosan Emulsion Glyphosate Controlled release of glyphozate &1]
M-deaxycholic acid-O-glycol chitozan  Beverse Kotenone Encapsulation and conrrolled release of rotenone l82]
micelles
M-hexanayl-0-glycol chitosan Reverse Afrazine Carrier agent for herbicide atrazine 83]
micelles
Chitosan nanocapsules lonotropic Achillea millefolium essential Enhanced activity against Termanychus wrticae |84]
gelarion ol
Chitosan Coating Pesticidefdiatornite/Fe304  Improve the pesticide (ghyphosate) utilization efficiency |&5]
MH-dimethylhexadecyl carboxymethyl  Isopropanaol Kotenone Slow-release of rotenone 182]
chitpsan agitation
chitosan Emulsion Imazamax Contrelled-release formulations for imazamosx l&s]
Pectin, chitosan, and sodium lonotropic Paraquat Contrel release of paraquat for lowering the toxicity 187]
mripalyphosphare celation
Chitosan nanoparticles lonic gelation  S-nitrosoglutathione Contrelled release of nirrosoglutharhione and prolonging its effect ]
Chitosan nanoparticles lonic geladon  Salicylic acid Biostimulant for promoting plant defense and growth in maize |84]
Chitosan nanoparticles lonic gelation  Hexaconazole Fungicide nano delivery system for combating Conoderma disease inoil  [20]
palm
Chitosan nanoparticles Emulsion Cymbapagen marnind Mycobiocide formulation (chitosan nanoparticles Encapsulared With 2]
crosslinking Essanrial Oil cymbopagon marmint essential oil)
Chitosan (C$) nanoparticles Nitrogen, phosphorous and — Carrier for slow release of fertilizer l22]
potassium
Chitosan (C%) nanoparticles Spray drying Cu Boost defense responses and plant growth l54]

5. Chitosan as a controlled delivery system
5.1. Delivery of plont growth promoters

Phytohormones are molecules responsible for promoting plant
growth and development [93]. They are applied to crops to improve
production, visual and nutritional aspects, alleviate biotic and abiotic
stresses |94, and increase product shelf life [95). Although these mole-
cules show the potential to be applied in many crops, a few carriers have
been explored as a matrix for plant growth promoters [96,97 . Some ex-
amples of plant growth promoters coated in the chitosan matrix are de-
scribed in Table 3. A carrier system composed of chitosan (C5) and =
polyglutamic acid (C5/PCA) was developed for gibberellic acid [GAsz)
delivery [98]. This system presented homogeneous particle size distri=
bution (134 nm) and the GAs encapsulation efficiency was 61%. [n an-
other study [99], the same researchers suggested chitosan/alginate
(CS/ALG) and chitosan/tripolyphosphate (C5/TPP) nanocarriers for
GAs encapsulation. The GAy encapsulation efficiency was higher than
CS/PGA. reaching 100% CS/ALG and 90% CS/TPP. For the three carriers
tested it was possible to observe that the encapsulation of GA;
prevented its degradation and allowed the controlled release of the ac-
tive materials when compared with the free hormone for three tested
carriers. Maximum GA, release was reached after 48 h. 17 h, and 10 h,
for CS/PGA, CS/ALG, and CS/TPP, in the same order (Fig. 2). These au-
thors also performed biological activity assays on beans to evaluate
the effects of free and encapsulated GAs on plant growth. The C5/PCA
was more efficient than free GA4 in stimulating seed germination, root
and shoot growth, promoting an increase of 15-45% in the shoot length
of beans (Fiz. Za-c). The CS/ALG showed significant effects on beans leaf
development and in carotenoids levels compared to free GAs and CS/
TPP nanoparticles (Fig. 2g). However, no differences were observed in
relation to shoot growth between them.

Colorless crystalline Salicylic acid (SA) with a malecular formula of
CzHg0y is a lipophilic monchydroxybenzoic acid is largely used in or=
ganic synthesis may act as a plant growth regulator or phytohormone
responsible for providing plant's immunity responses. Chitosan has
been used as a matrix for the synthesis of SA nanoparticles to alleviate
abiotic stress caused by heavy metals in lsatis cappodocia [100]. The
C5/5A nanoparticles application could improve plant growth and

phytoremediation efficiency under metal stress by helping plant roots
build efficient barriers restricting the entrance of toxic compounds
into the xylem, and thus reducing its translocation into shoots [100].
SA micreencapsulation using chitosan from crustaceans' residues was
developed by Martin-5aldana, Chevalier, [glesias, Colman, Casalongué,
Alvarez and Chevalier [101). The microparticles (1.57 um to 2.45 um)
were obtained through the gelation methed and showed encapsulation
efficiency ranging from 59 to 99%. The lowest efficiency was obtained
using the highest concentration of SA, which according to the re-
searchers, could be due to competitive interaction between TPP and
SA to bond with CS. The bioassay on lettuce seedlings showed that
low doses of chitosan-SA microparticles can favor the growth of lettuce
root and induce immunity producing proteins. They are a promising for-
mulation for activating the defense response of horticultural plants.

Nanoparticles with micronutrients like manganese, boron, copper,
iran, zinc can be used as plant growth promoters and for soil nutrition
|23]. As described by Choudhary and co-waorkers [ 102]. CS nanoparticles
coupled with copper show the ability to improve plant growth even
under disease conditions. This is mainly correlated to the strong fungi=
cidal activity of copper and its important role in electron transfer and
redax reactions, boosting plant growth. Also, chitosan is also an inducer
of defense response in plants, helping in plant protection.

The S as micro- or nano-carrier for plant growth promoter delivery
presents great potential to be used in agriculture, and thus, could be fur-
ther explored. The high encapsulation efficiencies obtained for C5 as
micro- or nano-carrier for plant growth promoter delivery and its ad-
vantageous use over free hormone highlight its potential to be used in
agriculture, and thus, could be further explored by researches and in-
dustrial sector to improve crop development and seed treatment.

5.2, Delivery of fertilizers

Soil fertilization is a common practice in agriculture to supply macro
and micronutrients to crop plants to improve their yield and quality.
However, their excessive use may result in environmental contamina-
tion, by increasing the salinity with the unbalancing of the soil pH
[103). Maoreaver, large amounts of nutrients may be lost before absorp-
tion by plants. Chitosan micro= or nanoparticles and hydrogels have
been studied as a strategy to enhance the efficiency of fertilizers, reduce
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Table 3
Examples of chitozan application as a palymenic matrix for agriculiural compounds delivery.
Marrix Active ingredient Charactenistics  Benefits Keferences
Cu-chitosan Copper MD: 3613 nmn Anrifungal activity, induction of antioxidant and defense enzymes, and significant [&4]
I 4221 mV  increasing in plant development
PoL: 020
Chitosan/TPP (Sodium Salicylic acid MD: 1.57-245  Induction of lettuce plant defense respanse and growth [RLN
tripolyphosphate) um FDI:
0.08-022
EE: 59-59%
Chitosan/TPP Salicylic acid - Improve plant defense to overcoms metalloid stress caused by arsenic [1oa]
Chitosanfalginare Gibberellic acid WS 450 nm Improve the growth of bean plants and fruit growth of tomate |as,122]
I —2a
POL 03
EE: 100%
ChitosanfTPP (sedium MS: 195 nm
tripolyphosphate) 2P 42T mv
oL 03
EE: 906
Chitosanfy-polyglutamic ackd Gibberellic acid BAS: 134 nm Enhanced seed germination, roeot growth and leaf area, and avaid GAs degradation ]
IP-278 mv
roioas
EE: B1E
Chitosan Mitric mdde MD: 3881 nm Alleviate salt stress in maize plants preventing negative effects on plant growth 1123]
P 4177 mv
DL 030
EE: 91.07%
Chitosan/TPe Zine Moz Overcome zine deficiency in poar soils, prevent nutrient loss and environmental [12a]
250-300 nm pollurion
2P 44234 mV
POL 025
EE: 10-40%
Chitosanfzodium KND, EE: 40-65% Continuous release of potassium for 60 days 1os]
montmarillonite clay
Chitosan/fTFe Urea mixture with - Controlled release of urea by humic acid substances and by pH [103]
peat, humic acid or
humin
Chitosanfpoly-methacrylic acid — NPK - Manoformulation with the lowest concentration of NPK promoted greater wheat [10s]
development
Chitosanfstarch Plant MD: 297 nm The hydrogel structure allowed a fast and prolonged release of bacteria in soil, which  [108]
growth-promoting has strong biotechnological potential as biofertilizer
bacteria
Chitosan/TPe Thiarmine MD: 596 nm Thiamine nanoparticles improved chickpea seed germination and seedling vigor,as ~ [125]
Zm +377 mV  well as the content of 1AA and defense enzymes
PDI=<1
EE: 00X
Chitosan/TPP KNDy EE: 92-136% The systems showed a swelling-controlled mechanism o release the fertilizer on soil  [126]
Chitosanfcodium
montmarillonite clay
ChitosanfstarchyTiP KNDy Dz The cumnulative release of KNO, achieved T0-80% after 14 days, which was influenced  [127]
30-37 mm Iy the presence of warer
EE: 35-40%
Chitosan/hydroxypropyl KNOy - The blend increased abour 50 days the residence time of the fertilizer on soil [128]
methyloellulose
Chitosanfealicylaldehyde Urea - The hydrogel promated a sustained delivery of wrea on soil, reaching maximum 107]
release after 35 days. Moreover, the formulation impraves the water-holding capacicy
of the soil and stimulated romaro growth
Chitosan/TPP - MD: 259 nm Chimosan nanoparticles showed growth effects in wheat seeds and seedlingsin bow  [1:29]
P 409 mv concentrations {5 pgfml) due to better absorprion by seed surface and regulation of
roL 0281 1AA synthesis
Chitosan/TPP 375 9 MD: 500 nm The nanoparticles showed a sustainable release of NPK during 240 h. The application [ 104]
P 50 mv of nano fertilizer in coffee seedlings enhanced NPK levels in the leaves, which
improved plant development
Chitosan/polymethacrylic acid NP MD: 24-B7 nm The system was toxic when applied on Pisum safviem in highest doses, inhibiting root  [92]
2P 10-85 mY growth, lateral root formation and causing cell abnormalities
Chitosan/polydopamine Ini'N Film thickness:  The nanoparticles showed pH-responsive release profile, increased the nutrient [130]
50-70 nm wtilization efficiency and improved com seedlings growth
P —AZT mv
Chitosan/Polymethacrylic acid  Potassium MD: 368 nm The system showed a slow release profile firting in the criteria for slow-release 1131]
EE: 3498% fertilizer
Chitosan/polyacrylic acid Copper naD: The nanoparticles present antifungal and antibacterial activity and improved onion [132]
4E-10.7 nm plants growth when reated with a concentration of 75 ppm
P —229-
+26.8 mV
Chitosan Urea EE: BO-967% The hydrogel was prepared using oxidized and grafted chirosan showing a swelling  [133]

degree of 1500 to 2300%, being pH-dependent. The urea release is favored in alkaline
soils

((continued on next page)
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Table 3 (continued)
Matrix Active ingredient Characteristics ~ Benefits References
Chitosan-complexed Plasmid DNA MD: Chloroplast transformation in Eruca sariva, Nasturtium officinale, Nicotiana tabacum,  [110]
single-walled carbon 104-190 nm and Spinacia oleracea plants
nanotubes :
28.1-323 mV
Chitosan Harpin,,, protein MD: 1337 nm  Tomato plants treated with Harpin nanoparticles showed resistance against fungi [134)
ZP: +486 mV  disease caused by Rhizocronia solani
EE: 89.7%
Pectin/Chitosan/TTP Paraquat MD: 520 nm ‘Trial with corn and mustard plants demonstrated improved herbicidal activity. The  [87]
2 —16 mV herbicide nanoparticles showed reduced toxicity and mutagenicity to human cells,
PDIz0A lower absorption, and deep soil penetration.
EE: 89%
N-octyl derivates/chitosan Atrazine MD: 37.5% reduction in the use of organic solvents in herbicide formulations and promotes  [135]
41-177 nm the slower release of the active.
EE: > 90%
Smectite/Chi fEe(ill) - Assays with Brassica oleracea borrytis have shown herbicidal activity similar to the [85)
ial for : Ithough the release is slower. However, there was a 15%
reduction in total soil leaching losses and a 40% reduction in the maximum
concentration in soil leachate.
Alginate/Chitosan Imazapic and MD: 377 nm Increased herbicidal activity tested on Bidens pilosa. Slower release compared to [138]
imazapyr P =30 mV isolated assets and reduced toxicity and genotoxicity.
EE: 62-71%
18 x 107
particles/mL
Chitosan/TPP Imazapic and MD: 478 nm Increased herbicidal activity tested on Bidens pilosa. Slower release compared to [136]
imazapyr P +15 mV isolated assets and reduced toxicity and genotoxicity.
EE: 58-70%
12 x 107
particles/mL
Chitosan/TPP Paraquat MD: 282 nm The infl of humic sub d a reduction in the toxicity of [137)
0 +5 mV enc lated q dto ial
EE: 63X
Carboxymethyl/chitosan Diuron MD: 250 nm C lled release and Glutathi for herbicide release. Efficacy in [138])
P =30 mV pre-emergent target species (Echinochloa crusgalli) trials and preservation of
PoIz 016 non-target species.
EE: 78%
Carboxymethyl Diuron MD: 140 nm ‘The micellar system was photoresponsive to herbicide release and kept it [139])
chitosan/2-nitrobenzyl P =30 mV encapsulated in the absence of light.
EE: 91X
Chitosan- i Iy d MD: 454 nm Photodegradation rate reduction, pH-responsive, antifungal activity against 2]
POIz 02 pathogenic bacteria found in bananas.
P +16 mV
Porphyrinic Tebuconazole MD: 158 nm The tebuconazole nanacapsules did not affect the growth of Chinese cabbage and had  [119]
metal-organic/pectinfchitosan P +26 mV a dual microbicidal effect on plant path ive to pH and i action.
EE: 30%
Mesoporous Azoxystrobin MD: 152 nm It presents pH-responsive release and improved fungicidal activity against late [140]
silicajcarboxymethyl chitosan EE: 71X tomato pest, Phyrophthara infestans.
Loading: 21%
Mesoporous silica/chitosan Prochloraz MD: 340 nm Nanoparticles showed good properti ive to esti and pH, ined 7]
P +35 mV antifungal efficacy against citrus pathogens and reduction of potential environmental
Loading: 25% damage.
Mesoporous silica/chitosan Pyraclostrobin MD: 299 nm The coating of mesoporous silica nanoparticles increased loading from 26 to 40 and  [141]
derivative Loading: 40% demonstrated the same half-dose fungicidal activity against Phomopsis esparagi.
ZP:30 mV
Carboxymethyl Rotenane Spherical Increase in the amount of water-soluble fungicide in the order of 50 times thatof the [118]
chitosan/deoxycholic acid micelles isolated active, resulting in a reduction in the use of organic solvents.
MD:
91-140 nm
EE: 60-98%
Loading: 1-6%
Poly(2-dimeth i hyl Pyracl b EE: 64% The microcapsules presented pH release and responsive term. Toxicity reductionin ~ [142]
methacrylate)/chit Loading: 19% zebrafish assays.
Beta-cyclodextrin/chitosan Carvacrol and linalool MD: 175 and Inclusion compounds b beta-cyclodextrin/chi ial oils and [120]
245 nm nanoparticles showed higher acaricidal activity and reduced oviposition against
P +23and Tetranychus urticge.
+43mv
PDI:0.1 and 03
EE >00%
Chitosan/alginate or Bacillus thuringiensis  Bipyramidal Protection of I crystals from | stresses their [113)
carboxymethyl cellulose shape activity. Toxins released at pH abave 9.0 and larvicidal toxicity equivalent to
MD: unencapsulated crystal toxins.
06 x 1.2 ym
~2 x 107
spore/mL
Modified day/chi Igi Ac d D:12-1.7 mm Coating the chitosan clay i loading and lation efficiency for the [143]
Loading: 4-6%  slower released pesticide.
EE: 43-90%
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Table 3 (continued)
Matrix Active ingredient Characteristics ~ Benefits References
Alginate/chitosan Acetamiprid D: 201 nm The formulation acts by releasing the pesticide in a controlled manner over a wide pH  [144]
PDL: 039 range.
Zp: —32 mV
EE: 62%
Chitosan/TTP Hexaconazole D: 100 nm Effective in fungal control in alkaline soils, superior to the commerdial formulation {145]
ZP: +35 mV and less toxic in non-target cell lines.
EE: 73%
MD: mean ZP: zeta I; PDL: polydi index; EE: lation efficiency: CE: crosslinking efficiency.

soil contamination and promote a sustainable release of these mole-
cules on the soil. Nitrogen, potassium, phosphate, copper, zinc, and vita-
mins are the focus of many studies during the last five years (Table 3).
Chitosan-urea nanoparticles were successfully synthesized and charac-
terized by Aradjo and co-workers [103). This work describes a con-
trolled release system for urea delivery using an interaction between
humic substances and urea, loaded into chitosan nanoparticles. NPK
nano fertilizers were prepared by ionic gelation method using chitosan
[104]. The biological activity on coffee seedlings showed a significantly
increased intake of nitrogen and potassium content in the leaves,
using 30-40 ppm doses of nano fertilizer for improvement of nutrients
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uptake. The nano fertilizer also enhanced the contents of chlorophyll
and carotenoids using 30 ppm, the NPK-nanoparticles stimulated the
growth of coffee seedling [104). Another study has reported [105] the
uptake and translocation of chitosan/NPK nanoparticles in wheat seed-
lings. They have reported that the nanoparticles entering in the stomata
of the leaves and were translocated by the phloem system, which is the
main and unique pathway for translocation of nanoparticles and in con-
sequence, are carried out to shoots and roots, improving plant
development.

Applications of the hydrogels films are another strategy adopted for
fertilizer delivery. Hydrogel shows the ability to gradually release their
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Flg. 2. Biological activities of the alginate (AL)/chitosan (CS)-GAs and CS/TPP-GA; nanoparticles towards Phaseolus vilgaris: a) shoot devels

area (cm?); d) ¢
atac of 0.012%;
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(am); b) root devel
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(Reproduced with permission of Elsevier from Santo Pereira, Silva, Oliveira, Oliveira and Fraceto [99]).
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material load in the environment through water absorption [106).
Iftime, Ailiesei, Ungureanu and Marin [107] designed a controlled re-
lease system for urea by hydrogelation of chitosan with salicylaldehyde
(Fig. 3a-b). The study aimed to promote soil fertilization and water re-
tention. The water absorption capacity of the formulation was 68 g/g
and water holding capacity in the soil about 154%. The release of urea
was carried out in three stages, firstly, releasing 46% in 5 h, then a
slowed release reaching 75% after 11 days, and lastly, slower continuous
release in the next 23 days when almost all the urea was released. Be-
sides, due to the increment of nitrogen in the soil, a growth of over

Intensity (a.u.)

b

les 154 (2020) 683-697

70% in tomato plants was observed in treated soils, when compared to
untreated ones (Fig. 3c-f).

Biofertilizers based on living microorganisms can be applied to seeds
or soil, where bacteria or rhizobacteria colonize the plant rhizosphere
and improve its growth. In this context, Perez, Francois, Maroniche,
Borrajo, Pereyra and Creus [108] proposed ionically crosslinked beads
composed of chitosan and starch to coat Azospirillum brasilense and
Pseudomonas fluorescens. The authors produced 1.82 mm microbeads
around, which remained relatively stable around one year. This poly-
meric matrix loaded with plant growth-promoting bacteria was capable
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Fig 3.a) X-ray diffractograms of the formulations, b) FTIR spectra of a series of formulations and ¢) Percentages of urea released during 35 days from the formulations detailed for the first

10 days and first 10 h.

(Reproduced with permission of Elsevier from Iftime, Ailiesel, Ungureanu and Marin [107]).
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to release viable cells in a fast and prolonged manner on the non-sterile
soil.

Therefore, the encapsulation of fertilizers is an alternative strategy to
contribute to sustainable agriculture by providing suitable amounts of
nutrients for plants, increasing absorption efficiency, and recovery of
poor-quality soils. The development of a smart release system, respon-
sive to soil pH changes could be an advantageous strategy for fertilizers
release, and it is expected to gain attention soon.

5.3. Delivery of genetic materials

The development of nanocarriers to deliver genetic materials, such
as plasmid DNA, siRNA, proteins and double-stranded RNA or DNA,

[ Journal of Biological Mac 1
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into protoplasts or plant cells, opens new opportunities in plant genetic
engineering This pioneer area still faces important challenges, including
genetic insertion safety and nano-plant-gene interaction to ensure pop-
ular acceptance [109). Chitosan is a potential carrier for gene delivery
and plant transformation due to its capability to complex with nega-
tively charged genetic material via electrostatic interactions, protecting
against enzymatic degradation [110,111}). Kwak, Lew, Sweeney, Koman,
Wong, Bohmert-Tatarev, Snell, Seo, Chua and Strano [110] developed a
chloroplast-target transgene delivery by the complexation between
plasmid-DNA with chitosan-complexed single-walled carbon nano-
tubes. The system was able to penetrate through the protoplast and
chloroplast membranes of the arugula plants showing an estimated ef-
ficiency of pDNA delivery of 47%. The complexation with chitosan also

the Ch a1,

CLSM

Figa.i) of the imidacloprid release

(CHI-ALG )30 mici La) Morphologies of imidacloprid (IMI) microcrystal before

dissolution; (Lb) images of imidacloprid microcrystal in dissolution; (Lc) images of polysaccharide capsules after removal of the crystal cores; ii) SEM images of IMI microcrystals. iLa)
uncoated; iLb) coated with 5 layers of CHIALG; ii.c) coated wath 10 layers of CHI-ALG; 1ki) SEM micrographs of photocatalysts. iiia) TiOz; lilb) SOS/T0,: lil.c) Ag/TIOy; liLd) SDS/AZ/TIO,.

(Reprinted with permission of Elsevier from Guan, Chi, Yu and Li [115]).
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protected pDNA from cellular degradation, and it was demonstrated
that the nanoparticle-mediated delivery approach could also be applied
to other plant species such as watercress, spinach, and tobacco.

Delivery of genetic materials shows a high potential for improving
plant resistance against pathogens. The exploitation of this technology
will surely aggregate knowledge for the specialized community and
for the development of new technologies and products to overcome ag-
riculture problems.

5.4 Delivery of pesticides

The excessive use of pesticides was a traditional way of fighting
pests and microbes in a trail to increase crop vields, however, the exces-
sive use of pesticides is 2 major threat to the humans and animals (who
consume the agricultural products ). and contamination of the under-
ground water. Control and optimization of the amount and rate of pes-
ticide released in the agricultural industry is a big issue. Chitosan is a
versatile polysaccharide thar has enabled the development of intelligent
systems for pesticide release in agriculture, favoring the reduction of the
consumption of hazardous compounds, reducing environmental and
human health impacts. The new works have produced asset release sys-
tems responsive to the environmental or intrinsic conditions of its tar-
gel. Efforis are also made to increase formulation loading and the
production of controlled release carriers that promote protection

M. Mujraba et al f internattoral jourmal of Blological Mocro moleaules 154 {2020) 683-697

against photosensitive and highly volatile compounds. Some of the rel-
evant work in recent years (Table 3) is reported in detail below.
Chitosan-lsoleucine-based nanomicellar systems and copolymers
were developed to encapsulate the spinosad fungicide, whose results
indicated effective protection against photodegradation [112]. The asso-
ciation with nanomicella promoted an active release was faster at
pH 6.4 than at pH 7.0, indicating the formulation is pH-responsive,
and the activity showed higher activity against fungi treated with the
encapsulated formulation compared to unencapsulated spinosad. He
and co-workers coated crystals of Bacillus thuringienses with chitosan
and observed that chitosan improves the stability and resistance of
these crystals to environmental stress and is responsive to alkaline pH,
indicating its potential to fight specific insects in their larval stage as it
may release the active in the environment. The midgut of these pests
[113]. Paula, Sombra, de Freitas Cavalcante, Abreu and de Paula [114]
synthesized chitosan/cashew tree gum microspheres loaded with Lippia
sidoides (LS) essential oil, as a natural insecticide. A slow release of the
LS was achieved only after the microspheres have been crosslinked. In
this way, the loaded spheres are efficient pest control. Guan, Chi, Yu
and Li[115] prepared chitosan/alginate beads loaded with imidacloprid
a photodegradable insecticide (Figs. 4-5). In the study, a layer by layer
self-assembly encapsulation was carried out for the production of
imidacloprid (IMI} microcrystals with chitosan (CHI) and sodium algi-
nate (ALG). Fiz. dia-c shows the structures of individual IMI
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microcapsules before the adding the acetone. Results revealed well sep-
arated crystals due to the colloidal stabilization of the polyelectrolyte
multilayers (PEM) coating. The uncoated microcrystals had a semi=
transparent morphology but increasing the number of PEM coatings,
the opacity of crystal surface was gradually increased (Fig. diia=c). The
surface of the coated microcrystal was smoothened with PEM deposi=
tion and coating was uniform. Ag particles appeared to be in the shape
of rice grains deposited on the Ti0; particles while agglomeration of
SDS modified the TiO, particles (Fig. diiic, d). The release of IMI from
the microcapsules was studied in deionized water at 25 *C and pH 7.4.
The rate of the insecticide release from the beads was much slower
than that of the free insecticide (Fig. 5). The rate of release was a func-
tion of alginate: chitosan ratio. As expected, the release rate of the IMI
microcrystal decreased with an increase in the layer number of the mi-
crocapsules. The total release time for the corresponding microcapsules
was approximately 2, 4 and 8 times longer than that of the uncoated IMI]
(Fig. 5a). The adsorprion results revealed that SDS had higher saturated
adsorption amounts and higher adsorption equilibrium constants than
Ti0y [Fig. 5b). The degradation in UV=light and natural light, the order
of photocatalytic activity for degradation of nano-IMI was as follows:
SD5/Ag/Ti0, = SDS/TIO, = TiDy = AZ/Ti0, (Fig. Sc-d). Chitosan derivative
containing hydrophilic and hydrophobic groups was prepared and it
forms spherical micelles with a size of 167.7-214.0 nm by self-
assembly in agueous solution [ 116). Rotenone, a water-insoluble batan-
ical insecticide, was loaded into the micelles solution by reverse micelle
method in much higher concentration than in agueous solution. This as=
sembly provided a successful vehicle for the controlled release of pesti-
cides into the soil.

Chitosan coating on mesoporous silica nanoparticles may increase
loading in pesticide formulations [117.118). A study by Liang and co-
authors reached a loading value for prochloraz fungicide molecules of
254%. In addition to improving light stability, the study reported that
acid and enzymes from infected fruits favor the release of the active in-
gredient present in the nanoparticles, characterizing them with this
double responsiveness character [117)]. The effectiveness of this system
has been proven by improving antifungal activity against citrus diseases
and reducing toxicity, in zebrafish assays, of six times the toxicity about
the application of the isolated active. In the case of a synchronous sys-
tem for encapsulating the emulsion-based azoxystrobin fungicide and
modifying the surface of mesoporous silica nanoparticles, loading may
be increased from 3.6% to 21% while maintaining pH-responsive release,
which is controlled by the carboximethychitosan gatekeeper. The re-
ported system showed a positive effect on late tomato pest,
Phytophthora infestans, when compared to the active applied alone in
the same dosages [118). Metal-organic systems can be combined with
chitosan to produce fungicidal nanocapsules, such as adsorbed charged
tebuconazole and assembled by electrostatic interactions with chitosan
and pectin. The study demonstrated that the release is responsive to the
action of pectinase in slightly acidic medium, and the fungicide
nanocapsules showed microbicidal efficacy and did not affect the
growth of Chinese cabbage, providing evidence that they may be safe
for application [119].

The association between chitosan and botanical compounds have
also been reported in studies [120]. Plants produce compounds as de-
fense mechanisms with the proven activity of these compounds, such
as Carvacrol and Linalool which have insecticidal activity and repellents.
The problem encountered with the use of botanicals in agricultural for=
mulations is related to photosensitivity and high volatility. A study by
Campos and co-workers reports the production of beta-cyclodextrin
and chitosan nanoparticles for inclusion compound formation with lin-
alool and carvacrol and suggests an improvement in the life of the com-
pounds. The results indicate that the formulation enables a more
sustained release in these actives, which were significantly more effec-
tive in terms of acaricidal activities and oviposition against Tetranychus
urticae and enabling applications in an environmentally friendly man-
ner by the use of natural compounds.

Recent advances, involving the release of pesticides based on sys-
tems containing chitosan, indicate that the formation of nanocapsules
(associated or not with metals), copolymeric composition and
nanomicellar are the most promising for the development of pesticide
formulations. Most of them are smart delivery systems and also, they
offer protection against environmental adversities, such as
photodegradation. Also, they favor a greater loading of active ingredi-
ents and are pH-responsive and can release by enzymatic activity. In
this way it promotes greater specificity in pest control and a reduction
in the amount of actively employed in the field.

5.5. Delivery of herbicides

Herbicides are compounds traditionally used by agriculture to com-
bat unwanted plants, classified as weeds, which cause yield losses.
These compounds have their importance due to the growing demand
for food. however, they pose risks to several organisms [121]. Technol-
ogies to improve the effectiveness of these molecules and reduce poten-
tial risks have been developed, such as the association of these
compounds with chitesan. Important studies published in recent years
(Table 3) demanstrate the potential of chitosan to be used in herbicide
formulations.

Paraquat is a potent herbicide but has considerable toxicity and po-
tential for environmental contamination in seils and water. The encap-
sulation of this compound in pectin/chitosan/TTP nanoparticles
demonstrated that herbicidal activity could be improved significantly
with the reduction of its toxic and mutagenic effects in human cells. Pec-
tin/Chitosan/TTP reduces the absorption and deep penetration of the
herbicide in the soil, thus reducing the risks of contamination |87).
The smectitefchitosan/Fe(lll) combination, promoted a slower release
for the imazamox compound and maintained the herbicidal activity at
commercial formulation levels, but reduced total soil leaching losses
by 15% and by 40%. Percent concentration of leached herbicide, thus
contributed to less soil contamination |26].

Studies involving chitosan and herbicidal molecules have also made
efforts to demonstrated the advantages of this association for reducing
toxicity and genotoxic effects. Alginate/chitosan and chitosan/TPP
nanoparticles were employed for the formulation of slow-release
nancherbicides containing imazapic and imazapyr by Maruyama,
Guilger, Pascoli, Bileshy-José, Abhilash, Fraceto and De Lima [136). Her-
bicidal efficacy trials were tested against the target species Bidens pilosa,
prezenting higher efficacy than the isolated actives. For nano encapsu-
lated herbicidal actives, cytotoxicity was reduced, less cell damage
was identified in genotoxicity assays, and there was less interference
in the amount and types of bacteria associated with the nitrogen cycle
in the soil compared to the isolated actives [136). Chitosan may be
emplayed for the formulation of nancherbicides responsive to a given
stimulus  [138). Carboxymethylfchitosan nanoparticles were
glutathione-responsive for the controlled release of the diuron herbi-
cide. The study showed that diuron release in vitro was dependent on
glutathione concentration. Nanoformulation was effective in the pre-
emergence treatment of target species and did not affect the develop-
ment of non-target species. The use of carboxymethyl/chitosan
micelles was combined with photolabile side groups of 2-nitrobenzyl
and showed light irradiation sensitive herbicide release, indicating
that reticulated micelles can be used as photo-controlled carrier system
[144].

The use of chitosan, therefore, configures a promising alternative to
produce intelligent and maore efficient herbicidal formulations for use in
agriculture. As evidenced in the most recent studies, the use of chitosan
associated with herbicidal active ingredients is linked to the production
of formulations that will reduce undesired effects on the soil and its mi-
crobiota concomitant to greater herbicidal efficiency. The systems for
slow release and release controlled by light may revolutionize the man=
agement methods, offering greater safety to the farmers during the
spraying stages and allowing the recognition of target rissues.
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6. Challenges

In terms of safety, the United States Food and Drug Administration
(FDA) approves the use of chitosan as a food additive, having granted
GRAS (CGenerally Recognized as Safe) status for the compound [146].
however, the use of chitosan in formulations, whether pesticides, fertil-
izers or growth promoters in agriculture, is still restricted. In this review,
the benefits of combining compounds for application in agriculture with
nanaosized chitosan are evident. However, as the nanostructured sys-
tems have a high contact area, the maobility and distribution of these car-
riers throughout the plant's structure is not yet fully understood and
could have toxic effects [146). Also, advances in technology transfer to
large producers and standardization of technology validation protocols
are necessary to encourage the large production of these chitosan-
based nano-formulations. These formulations must be subjected to rig-
orous cytotoxicity tests, assessment of dosages and mechanisms of ac-
tion and application, to prove that these systems do not pose risks, to
then obtain approval by the regulatory bodies. Although there are still
barriers related o the absence of specific international regulations,
with the definition of legal protocols for environmental impact assess-
ment, toxicity tests, production, handling and labeling [ 147|, important
measures to increase transparency and traceability in commercial use.
Inconsistent legislative structures aligned with limited regulatory
guidelines and lack of public licensing are pointed out as the main rea-
sons for the scarcity of commercial development for agriculture, there-
fore adequate regulatory arrangements are a priority to support the
development and use of these products in agriculture [148,149).

It is also important to disclose this emerging technology to farmers,
who will be the main buyers of the product. In this regard, the main re-
strictions on the transfer of delivery matrices based on chitosan for the
controlled release of pesticides, herbicides and other genetic materials
for agriculture are related to the economical techniques of nanocarrier
production as the current synthesis procedures still demand time, bud-
get and work. The implementation of nano-formulated systems based
on chitosan also faces economic obstacles, because unlike the pharma-
ceutical industry, the profit margins of the agrochemical sector are
lower. Also, as a measure of controlling the market, large agrochemical
companies end up acquiring small companies or being implemented
without necessarily supporting the development of nanotechnologies
for the sector |149). Concerning raw materials, the development of bio-
logical methods for extracting chitin from seafood residues makes the
process more ecological and can reduce costs at the expense of chemical
extraction, however, this method requires time and controlled fermen-
tation conditions. Also, advances in extraction methods are still needed
to remove residual protein and obtain chitin with a good degree of pu-
rity in a single stage of production |24, which may reduce the final cost
of chitosan as a raw material for the agrochemical industry.

Finally, the transfer of new chitosan-based technologies to farmers
must circumvent potential risks of rejection by adopters and end con-
sumers and can be facilitated by the adoption of transparent and con-
stant communication for the general public. For a product to be
successfully introduced in a sector responsible for food production, pub-
lic acceptance is essential and will increase with recognition of the ben-
efits generated and guarantees of safety with this type of formulation
[149].

7. Conclusions

Considering all of the recent advances made in the last five years in
the application and production of chitosan-based nanocarriers, it can
be said that a great improvement has been made in this area. However,
there is a lot to achieve, advancing the techniques of production and ap-
plication of chitosan-based carrier matrices. The chitosan-based
nanocarriers for the application in agriculture are lacking in the market.
For this reason, more detailed studies of carriers based on this polysac-
charide are needed. An intensive investigation of the interaction of

chitosan with the plant's vascular system is necessary, which can help
to design plant-specific or species-based chitosan nanocarriers for the
application of controlled release. Furthermore, there is a strong poten-
tial for the development of chitosan-based carriers to reduce the appli-
cation of synthetic agrochemicals, since systems based on this
polysaccharide can be easily modified to carry out guided delivery of ag-
rochemicals, in which they can detect the target tissues of the cells and
release the load on the specific target, with better use of the product by
reducing the loss rate. As for genetic materials, delivery via chitosan-
based nanocarriers is still an expanding research area. Some articles
have demonstrated the potential of chitosan nanocarriers for genetic
materials, however. more research is needed to fully explore the hidden
potential of chitosan to transport genetic materials in plants. In herbi-
cidal formulations, the use of chitosan as a nanocarrier has demon-
strated through studies that this technology improves the
effectiveness of molecules and reduces potential environmental and
human health risks. Existing studies with chitosan-based herbicides
and insecticides are still considered excipients, however, they point to
a potential application as controlled release systems that respond to
specific stimuli. In conclusion, new products based on chitosan nano-
particles should be further investigated and will corroborate with a sus-
tainable development associated with possible economic and
environmental gains.

Acknowledgments

The authars thanks 53o Paulo Research Foundation (FAPESP, Grant
MNumber #2017/21004-5 and #2018,23608-8) and Conselho Macional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPg, Grant Number
301466/2018-1, 405623/2018-6 and 155959/2018-2) for financial
support.

References

[1] P.\Wang E. Lombi, F-]. £hao, P.M. Kopittke, Nanotechnology: a new opportunity in
plant sciences, Trends Plane Sci. 21 (8) (2016) 648-712.

[2] K Raliya, . Tarafdar, K. Gulecha, & Choudhary, & Ramechwar, M. Prakash, R Saran,
Scope of nanoscience and nanstechnelogy in agriculrure, journal of Applied Biol-
ogy and Biotechnobogy 1 (3) (2013) 041-044.

[3] LR Khot, 5. Sankaran, |.M. Maja, R Ehsani, EW. Schuster, Applications of
nanomaterials in agriculrural production and crop protection: a review, Crop
Prot. 35 (2012) Ga-70

[4] 5. Kumar, M. Kehra, M. Dilbaghi, G. Marrazza, AA Hassan, K-H. Kim, Nano-based
smart pesticide formulations: emerging opporunities for agriculture, | Conerol.
Keleace 294 (2018) 131-153.

[5] S.CC Arruda, ALD. Silva, BM. Galazzi, RA. Azeveda, MAZ Amuda, Nanoparmicles
applied to plant science: a review, Talanta 131 (2015) 693-705.

[6] M.E Maghsoodi, BA Lajayer, M. Hatami, MH Mirjalili, Challenges and eppormini-
ties of nanotechnalogy in plant-soil mediated systems: beneficial role, phytotosic-
iry, and phytoextraction, Advances in Phytonanotechnology, Elsevier 2019,
PR 379004,

[7] V.Gharmade, MV, Deshpande, KM, Paknbar, Perspectives for nano-blotechnology
enabled protection and nutrition of plants, Blotechnol. Adv. 29 (8) (2011)
T92-803.

[B] 8. Chosh, A Jana, 5. Sinha, M. Jothiramajayam, A, Mag A Chakraboroy, A
Mukherjee, A. Mukherjee, Effects of #n0) nanoparticles in plants: cytotoxicity,
senotaxicity, deregulation of antioxidant defenses, and cell-cycle amest, Mutation
Research/Cenetic Toxicology and Environmental Mutagenesis 807 (2016) 23-32.

[9] M. Kah, T. Hofmann, Nanopesticide research: current trends and future priorities,
Enwiron. Int 63 (2014) 224-735.

[10] K. Prasad, V. Kumar, K5, Prasad, Nanotechnology in sustainable agriculture: pres-
ent concerns and future acpects, Afr. |. Biotechnol. 13 (&) {2014) 705-713.

[11] A. Elizabath, M. Babychan, AM. Mathew, GA. Syriac, Application of nanotechnol-
gy in agriculoure, Int. |. Fure App. Biosci 7 (2) (2019) 131-139,

[12] TA. Wani, F. Masoodi, W.N. Baba, M. Ahmad, N. Rahmanian, SM. Jafari,
Manoencapsulation of agrochemicals, fertilizers, and pesticides for improved
plant production, Advances in Phytonanotechnology, Elsevier 2019, pp. 279-298.

[13] 5. Baker, 5.Sarish, M. Prasad, RS Chouhan, Nang-agromaterials: influence on plant
growth and crop protection, Industrial Applications of Manomaterials, Elsevier
2019, pp. 341-363.

[14] K Raliya B Nair, 5. Chavalmane, W.-8. Wang. P. Biswas, Mechanistic evaluation of
transbocarion and physiclogical impact of titanium dioxide and zinc oxide nano-
particles on the romato (Solanum lycopersicumn L) plant, Metallomics 7 (12)
(2015) 1584-1594.

172



M. Mujtaba et aL / Intemational Journal of Biological Macromoleaules 154 (2020) 683-697 695

[15] T. Eichert, A Kurtz, U. Steiner, HE. Goldbach, Size exclusion limits and lateral het-
erogeneity of the stomatal foliar uptake pathway for aqueous solutes and water-
suspended nanoparticles, Physiol. Plant. 134 (1) (2008) 151-160.
[16] Y.Shang, M. Hasan, GJ. Ahammed M. Li, H. Yin, J. Zhou, Applications of nanotech-
nology in plant growth and crop protection: a review, Molecules 24 (14) (2019)
558.

[17] RC. Choudhary, S. Kumari, R G. Sharma, A. Kumar, S. Budhwar, A.
Pal, R Ral:ya‘ P. Biswas, Chitosan n.\nnmatemls for smart delivery of bioactive

ds in agriculture, N. ing in Agricultural Management

124 (2019).
[18] K. sopem,c Maqueda, E. Morillo, C lled release f lations of herbicides
based on micro-e lation, Ciencia e #6n agraria 36 (1) (2009)

27-42.

[19] K. Tsuji, Microencapsulation of pesticides and their improved handling safety, J.
Microencapsul. 18 (2) (2001) 137-147.

[20] 0. Cota-Ariola, M. Onofre C Rocha, A. Burgo indez, ). Marina
Braver, M. Plascencia-Jatomea, C: lled release and micre
cles of chitosan with antimicrobial ial: d of new ies for
microbial control in agriculture, J. Sci. Food Agric. 93 (7) (2013) 1525-1536.

[21] K. Kurita, Chitin and chitosan: functional biopolymers from marine crustaceans,
Mar. Biotechnol. 8 (3) (2005) 203.

[22] S. Senel, S.). McClure, Potential applications of chitosan in veterinary medicine,
Adv. Drug Deliv. Rev. 56 (10) (2004) 1467-1480.

[23] pL Knhyap.x. Xiang, P. Heiden, Chitosan icle based delivery systems for

Int. }. Biol. L 77 (2015) 36-51.

[24] V. Zargar, M. Asghari, A Dashti, A review on chitin and chitosan polymers: struc-
ture, chemistry, solubility, derivatives, and applications, ChemBioEng Reviews 2
(3) (2015) 203-226.

[25] R Sharif, M. Mujtaba, M. Ur Rahman, A. Shalmani, H. Ahmad, T. Anwar, D.
Tianchan, X. Wang The multifunctional role of chitosan in horticultural crops; a re-
view, Molecules 23 (4) (2018) 872

[26] M. Kaya, M. Mujtaba, H. Ehrlich, AM. 1. Baran, CT. A R Galli, L
Akyuz, . Sargin, |. Labidi, On chemistry of y-chitin, Carbohydr. Polym. 176 (2017)
177-186.

[27] MK Jang BG.Kong YL Jeong. C.H. Lee, | W. Nah, Physicochemical characterization
of ee-chitin, j3-chitin, and y-chitin separated from natural resousces, J. Polym. Sci. A
Polym. Chem 42 (14) (2004) 3423-3432.

[28] P.Beaney, ). Lizardi: doza, M. Healy, C of chitins produced by chem-
ical and bioprocessing methods.}wmal of Chemical Technology & Biotechnology:
International Research in Process, Environmental & Clean Technology 80 (2)
(2005) 145-150.

[29] S. Chopra, S. Mahdi, ). Kaur, Z Ighal, $. Talegaonkar, £). Ahmad, Adv and po-
tential appkcations of chitosan derivatives as mucoadhesive biomaterials in mod-
ern drug delivery, ). Pharm. Pharmacol. 58 (8) (2006) 1021-1032

[30] M. Mujaba, RE Morsi, G. Kerch, M.Z Elsabee, M. Kaya, |. Labidi, KM. Khawar, Cur-
rent advancements in chitosan-based film preduction for food technology; a re-
view, Int. ). Biol. Macromol. 121 (2018) 889-904.

[31] A.N Hemandez—launrdn. S. Bautista-Baftos, M.G. Velazquez-Del Valle, M.

M. Sinchez-Ri LA. Bello-Perez, Antifungal effects of chi-
tosan with different molecular weights on in vitro development of Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill, Carbohydr. Polym. 73 (4) (2008) 541-547.

[32] T.Sun, D.Zhou, J. Xie, F. Mao, Preparation of chitosan oligomers and their antioxi-
dant activity, Eur. Food Res. Technol. 225 (3-4) (2007) 451-456.

[33] L Aranaz, M. Mengibar, R Harris, 1. Pa nos, B. Miralles, N. Acosta, et aL, Functional
characterization of chitin and chitosan, Curr. Chem. Biol. 3 (2009) 203-230.

[34] M. Yadav, P. Goswami, K. Panmsh. M. Kulmr N. Pareek, V. Vivekanand, Seafood
waste: a source for of hitin/chitosan mate-
rials, Bioresources and Bioprocessing 6 (1) (2019) 8.

[35] M.P. Crespo, M.V. Martinez, J.L. Herndndez, M.L. Yusty, High-performance liquid
chromatographic determination of chitin in the snow crab, Chionoecetes opilia, J.
Chromatogr. A 1116 (1-2) (2008) 189-192.

[38] S.Das, EA Ganesh, Extraction of chitin from trash crabs (Podophthalmus vigil) by
an eccentric method, Curr. Res. Biol. Sa 2 (1) (2010) 72-75.

[37] S.V. Sperstad, T. Haug, V. Paulsen, TM. Rode, G. Strandskog, S.T. Solem, 0.8.
Styrvold, K. Stensvag, Characterization of crustins from the hemocytes of the spi-
der crab, Hyas araneus, and the red king crab, Paralithodes camtschaticus, Devel-

&C logy 33 (4) (2009) 583-591.

[38] S. Hajji. L. Younes, O. Ghorbel-Bellaaj, R. Hajji, M. Rinaudo, M. Nasri, K. Jellouli,
Seructural differences between chitin and chitosan extracted from three different
marine sources, Int. ). Biol. Macromol. 65 (2014) 298-306.

[39] ES. Abdou, KS. Nagy, MZ Elsabee, Extraction and characterization of chitin
and chitosan from local sources, Bioresour. Technol. 99 (5) (2008)

1359-1367.

[40] M. Kaya, O.Seyyar, T. Baran, S. Erdogan, M. Kar, A physicochemical charac

[45] T.Yu,L Wang.Y. Yin, Y. Wang, X. Zheng, Effect of chitin on the antagonistic activity
of Crypeococcus laurentii against Penicillium expansum in pear fruit, Int. ). Food
Microbiol. 122 (1-2) (2008) 44-48.

[46] R Kollir, B.B. Reinhold, E. Petrikovd, HJ Yeh, G. Ashwell, | Drgonovd, ).C. Kapteyn,
FM. Klis, E. Cabib, Architecture of the yeast cell wall {5 (1— 6)-glucan interconnects
mannoprotein, 3 (1- 3)-glucan, and chitin, J. Biol. Chem. 272 (28) (1997)
17762-17775.

[47] NX Mathur, CK. Narang, Chitin and chitesan, versatile palysaccharides from ma-
rine animals, J. Chem. Edur_ 67 (11) (lsso) 938

[48] V. Chobat, J. L Opletal, Ph of diseases of the cir-
n:ulatory system. 4. Chitin and chitosan, Ceska a Slovenska farmacie, casopis
Ceske f2 ke spolecnosti a Sl ke farmaceuticke spolecnosti 44 (4)
(1995) 190-195.

[49] M. Mahlous, D. Tahtat, S. Benamer, AN. Khodja, Gamma irradiation-aided chitin/
chitosan extraction from prawn shells, Nucl Instrum. Methods Phys. Res., Sect. B
265 (1) (2007) 414-417.

[50] M. Kaya, Y.S. Cakmak, T. Baran, M. Asan-Ozusaglam, A Mentes, K.O. Tozak, New
chitin, chitosan, and thyl chitosan sources from resting eggs of Daph-
nia longispina (Crustacea); with physicochemical characterization, and antimicro-
bial and antiaxidant activities, Biotechnol. Bioprocess Eng. 19 (1) (2014) 58-69.

[S1] M. Kaya, T. Baran, A. Mentes, M. Asaroglu, G. Sezen, K.O. Tozak, Extraction and
characterization of ce-chitin and chitosan from six different aquatic invertebeates,
Food biophysics 9 (2) (2014) 145-157.

[52] G.Chaussard, A. Domard, New aspects of the extraction of chitin from squid pens,
Biomacromolecules 5 (2) (2004) 559-564.

[53] Y. Fan, T. Saito, A. Isogal, Preparation of chitin nanofibers from squid pen |-chitin
by simple mechanical treatment under acid conditions, Biomacremolecules 9 (7)
(2008) 1919-1923.

[54] A.Roy,SX.Singh, ). Bajpak, AX. Bajpai, Controlled release from biodegrad
able polymers, Cent. Eur. |. Chem. 12 (4) (2014) 453—469
[55] A.Mihou, A Michaelakis, F. Krokos, B. longed sk

release of (Z)-11-hexadecenyl acetate employing polyurea mmpmlesj. Appl
Entomol. 131 (2) (2007) 128-133.

[86] 0. Cota-Arriola, M. Onofre Cortez-Rocha, A. B indez, J. Marina
Brauer, M. Plascenda-Jatomea, Controlled release matrices and micro/nanoparti-
cles of chitosan with antimicrobial of new ies for
microbial control in agriculture, J. Sci. Food Agric. 93 (7) (2013) 1525-1536.

[57] S.Senel, EA. Aksoy, G. Akca, Application of chitosan based scaffolds for drug deliv-
ery and tissue engineering in dentistry, Marine-Derived Biomaterials for Tissue En-
gineering Applications, Springer (2019) 157-178.

[58] C-P. Gong, Y. Luo, Y.-Y. Pan, Novel synthesized zinc oxide icles loaded
alginate-chitosan biofilm to enhanced wound site activity and anti-septic abilities

for the of complicated abdominal wound dehk e, J. Photochem.
Photobéol. B Biol. 192 (2019) 124-130.
[59] A ikandan, M. Sathi of chitosan icles and its ef-

fect on detached rice leaves mfected wuh Pyricularia grisea, Int. . Biol. Macromol
84 (2016) 58-61.

[60] A. Mohammadi M. Hashems, SM. Hosseini, Effect of chitosan molecular weight as
micro and nanoparticles on antibacterial activity against some soft rot pathogenic
bacteria, LWT-food Science and Technology 71 (2016) 347-355.

[61] V.Saharan, A Mehrotra, R Khatik, P. Rawal S. Sharma, A. Pal, Synmessofdums.m

based nanoparticles and their in vitro evaluation against p fungi,
Int | Biol. Macromol. 62 (2013) 677-683.
[62] V.Saharan, G. Sharma, M. Yadav, M.K. Choudhary, S. Sharma, A. Pal, R Raliya, P.
Biswas, Synthesis and in vitro antifungal efficacy of Cu-chitosan nanoparticles
against pathogenic fungi of tomato, Int. J. Biol. Macromol. 75 (2015) 346-353.

[63] K Xing X. Shen, X Zhu, X. Ju, X Miao, ). Tian, Z Feng, X. Peng, J. Jiang, S. Qin, Syn-
thesis and in vitro antifungal efficacy of oleoyi-chitasan nanoparticles against plant
pathogenic fungi, Int. J. Biol. Macromol. 82 (2016) 830-836.

[64] RC. Choudhary, R Kumaraswamy, S. Kumari, S. Sharma, A. Pal, R Raliya, P. Biswas,
V. Saharan, Cu-chitosan nanoparticle boost defense responses and plant growth in
maize (Zea mays L), S Rep. 7 (1) (2017) 9754.

[65] M. Sathiyabama, RE. Charles, Fungal cell wall polymer based nanoparticles in pro-
tection of tomato plants from wilt disease caused by Fusarium oxysporum f. sp.
ly:opersm Carbohydr. Polym. 133 (2015) 400-407.

[65] R S. Kumari, RC Ch APal.iLR.ahya.P Bkwas.v Saharan,
Engineered chitosan based i bnnctl nd perspec-
tives in plant protection and growth, Int. ). Biol. Mmomol 113 (2018) 494-506.

[67] Y. Ohya, M. Shiratani, H. Kahayashl T Ou:hl. Release behavior of 5-fluorouracil
from chitosan-gel il coated with polysac-
charides and their cell specific cytotaxicity, }oumal of Macromolecular Science—
Pure and Applied Chemistry 31 (5) (1994) 629-642.

[68] P. Calvn. C. Remunan-Lopez, |.L Vila-Jato, M. Aloaso, Novel hydrophilic chitosan-

of fully acetylated chitin structure isolated from two spider species: with new sur-
face morphology, Int. }. Biol. Macromol. 65 (2014) 553-558.

[41] G.). Davies, D.F. Knight, F. Vollrath, Chitin in the silk gland ducts of the spider
Nephila edulis and the silkworm Bombyx mori, PLoS One 8 (8) (2013), e73225.

[42] M. Kaya, M. Asan-Ozusaglam, S. Erdogan, Comparison of antimicrobial activities of
newly obtained low molecular weight scorpion chitosan and medium molecular
weight commerdal chitosan, J. Biosci. Bioeng. 121 (6) (2016) 678-684.

[43] M. Zhang, A. Haga, H. Sekiguchi, S. Hirano, Structure of insect chitin isolated from
beetle larva cuticle and silkworm (Bombyx mori) pupa exuvia, Int. . Biol.
Macromol. 27 (1) (2000) 99-105.

[44] ). Synowiecki, N.AAQ. Al-Khateeb, Mycelia of Mucor rouxii as a source of chitin
and chitosan, Food Chem. 60 (4) (1997) 605-610.

173

h oxide nanoparticles as protein carriers, J. Appl. Polym. Sd. 63 (1)
(1997) 125-132
[69]) s Mitra, U. caur P Chosh, A. Maitra, Tumour targeted delivery of encapsulated
in ¢ using chitosan particles as carrier, ). Control.
Release 74 (1-3) (2001) 317-323.

[70] SA. Agnihotri, N.N. Mallikarjuna, T.M. Aménabhavi, Recent advances on chitosan-
based micro-and nanoparticles in drug delivery, ). Control. Release 100 (1)
(2004) 5-28.

[71] SA. Agnihoeri, AL Aminabhavi, Controlled release of clozapine chitosan
mncmpamcles prepared by a novel method, ). Control. Release 96 (2) (2004)
245-259.

[72] H. Tokumltsu. H. Ichikawa, Y. F i, Chirosan-gad ic acid complex

les for <apture therapy o( cancer: preparation by




696 M. Mujroba et al. /

! Journal of Bi

Mo lecules 154 (2020) 683-697

novel emulsion-droplet coalescence technique and characterization, Pharm. Res.
16 (12) (1999) 1830-1835.

[73] S. Davis, L lllum, Sustained release chitosan microspheres prepared by novel spray
drying methods, | Microencapsul. 16 (3) (1999) 343-355.

[74] A.Grenha Chitosan nanoparticles: a survey of preparation methods, J. Drug Target.
20 (4) (2012) 291-300.

75) N.Kildeeva, P. Perminov, L Viadimirov, V. Novikov, S. Mikhailov, About mechanism
of chitosan cross-linking with glutaraldehyde, Russian journal of bicorganic chem-
istry 35 (3) (2009) 360-369.

[76] K.Janes, P. Calvo, M. Alonso, Polysaccharide colloidal particles as delivery systems
for macromolecules, Adv. Drug Deliv. Rev. 47 (1) (2001) 83-97.

771 ). Anmnm F. uu. H. M.aped J.Qiw. Yolwyama. E Dmng Physlcochemlca.l and

of size-c
cles, Colloids Surf. A Physicochem. Eng. Asp. 455 (2015) 137-146.

[78] CC.Sipali, N.Santana, AAM. Slumo,o. A. Azzoni, LG. de la Torre, Scalable produc-
tion of highly dchi particles in different pHs and evalu-
ation of the in vitro transfection eﬂicienr:y Biochem. Eng. ). 94 (2015) 65-73.

[#) s. Seng Y Wang, |. Xie, B. Sun, N. Zhou, ltshen.] Shen, Carbuxymmhyl chitosan

d carbon cle for ¢ d emamectin b delivery: im-
proved solubility, pH-responsive release, and sustainable pest control, ACS Appl.
Mater. Interfaces 11 (37) (2019) 34258-34267.

[80] ). Tang C. Ding, } Niu, W. Zhang, G. Tang, Y. Liang, C_ Fan, H. Dong, J. Yang, J. LL Y.
Cao, Preparation and characterization of tebuconazole metal-organic framework-
based mic les with dual-microbicidal activity, Chem. Eng. J. 359 (2019)
225-232.

[81] P.Rychter, Chitosan/glyphosate formulation as 2 pocential, environmental friendly
herbiade with prolonged activity, ). Environ. Sci. Health B 54 (8) (2019) 681-697_

[82] A Kamari, NFA Aljafree, SNM. Yusoff, NN: vl carb
chitosan as a potential carrier agent for rotenone, Int. J. Biol. Macromol. 88
(2016) 263-272.

[83] S. Yusoff, A Kamari, S. Ishak, A. Halim, N-hexanoyl-O-glycol chitosan as a carrier
agent for water-insoluble herbicide, J. Phys. Conf. Ser. (20!8) IZOSSIOP Publishing.

[84] Z Ahmadi, M. Saber, M. Bagheri, G.R. Mahdavinia, Achiliea tial oil
and chitosan nanocapsules with enhanced activity against Tetranychus urticae, ).
Pest. $ci. 91 (2) (2018) 837-848.

[85) Y. Xiang, G. Zhang, Y. Chi, D. Cai, Z Wu, Fabricarion of a controllable nanopesticide
system with magnetic collectabuhly. Chem. Eng. J. 328 (2017) 320-330.

[86] A.Cabrera, R. Celis, M.C. clay ¢ with chitosan-and
iron (IlI}-modified smectites and their use in nanoformulations, Pest Manag. Sd.
72 (7) (2016) 1285-1294.

[87] M. Rashidipour, A. Maleks, S. Kordi, M. B:pndl. N Pa,ohl. E Md\amadl. R. Heydaﬂ.
R Rezaee, B. lian, B. Davari, Pectin/chi
efficient carriers for reducing soil sorption, cytotoxicity and mutagenicity ofpa
quat and enhancement of its herbicide activity, J. Agric. Food Chem. 67 (2019)
5736-5745.

[88] NM. Sﬂvetra AB. Seabra, FCC Marms. MLT. Pelegrino, EC. Machado, RV. Ribeiro,
Enc of & into chitosan nanoparticles improves
drought tolerance of sugarcane plants, Nitric Oxide 84 (2019) 38-44.

[89] R.V. Kumaraswamy, S. Kumari, RC. Chnudh.\ly. SS.Sharma, A. Pal, R. Raliya, P.
Biswas, V. Saharan, Salicylic acid fu kzed chitosan le: a sustain-
able biostimulant for plant, Int. ). Biol. Macromol. 123 (2019) 59-69.

[90] FN. Maluin, MZ Hussein, NA Yusof, S. FahmnA_& Idris, Z. Hilmi, N. Hailini, LD.

jeffery DamL ; ion of ch le nanoparticles as fungicide
y system i d disease in oil palm, Molecules 24
(13) (2019) 2498.
91] NK. N Ghosh, 0. 5§ N activity ofdl'ln-
d with Cymdb martinii tial oil on
pathogenic ﬁmgl Fusarium graminearum, Front. l’h.vnnml 9(2018) 610
[92] NS. Khalifa, MN. H effect of chi PMAA-NPK on

The
Pisum sativum plants, 3 Biotech 8 (4) (2018) 193.

[93] S.Fahad, S. Hussain, A Bano, S. Saud, S. Hassan, D. Shan, FA. Khan, F. Khan, Y. Chen,
€. Wu, Potential role of phytohormones and plant growth-promoting rhizobacteria
in abiotic stresses: consequences for changing environment, Environ. Sci. Pollut.
Res. 22 (7) (2015) 4907-4921.

[94] S.H. Wani, V. Kumar, V. Shriram, S.K Sah, Phytoh and their bolic en-
gineenng for abiotic stress tolerance in crop plants, The Crop Jounal 4 (3) (2016)
162-176.

[95] M. W.\seem. zu, Ovmxprzssmn of tom.m SIhHLHZZ transcription factor gene

fruit i to and shortens fruit shelf-
life, J. Biotechnol. 299 (2019) 50-56.

[95] L Fan,R.Jin, X Le, X.Zhou, S. Chen, H. Liw, Y. Xiong, Chitosan microspheres for con-

trolled delivery of auxins as agrochemicals, Microchim. Acta 176 (3-4) (2012)

381-387.

[97] ¥.Liu, Y.Sun,S. He, Y. Zhu, M. Ao, J. LI, Y. Cao. Symhem and characterization of
gibberellin-chitosan conj; for ¢ 1 Int. J. Biol.
Macromol. 57 (2013) 213-217.

[98] A.Pereira, L. Sandoval-Herrera, S. Z.wah-an‘om. H. Oliveira, A Ledezma-Pérez,

J- Romero, L Fraceto, y-F acid/chitosan les for the pl.\m
ibberellic acid: charactent and ion of bi

tivity, Carbohydr. Polym. 157 (2017) 1862-1873.

[99] AE Santo Pereira, P.M. Silva, |.L Oliveira, HC. Oliveira, LF. Fraceto, Chitosan nano-
particles as carrier systems for the plant growth hormone gibberellic acid, Colloids
Surf. B: Biointerfaces 150 (2017) 141-152.

[100] Z Souni, N. Karimi, M. Sarmadi, E. Rostami, Salicylic acid nanoparticles (SANPs) im-

prove growth and phytoremediation efficiency of Isatis cappadocica Desv., under
As stress, [ET Nanobiotechnology 11 (6) (2017) 650-655.

[101] S M.ammSald.\m. M.T. Chevalier, M. Iglesias, S.L Colman, CA Casalongué, VA

Alvarez, AA. Chevalier, Salicylic acid loaded chitosan microparticles applied to lec-

tuce seedlings: recycling shrimp fishing industry waste, Carbohydr. Polym. 200
(2018) 321-331.

[102] RC Choudhary, R Kumaraswamy, S. Kumari, S. Sharma, A_Pal, R. Raliya, P. Biswas,
V. Saharan, Zinc encapsulated chitosan nanoparticle to promote maize crop yield,
Int. ). Biol. Macromol. 127 (2019) 126-135.

[103] BR- Aradjo, LP. Romdo, M.E Doumer, AS. Mangrich, Evaluation of the interactions
between chitosan and humics in media for the controlled refease of nitrogen ferti-
izer, | Environ. Manag. 190 (2017) 122-131.

[104] NM.C Ha, TH. Nguyen, S.-L Wang, AD. Nguyen, Preparation of NPK nanofertilizer
based on chitosan nanoparticles and its effect on biophysical characteristics and
growth of coffee in green house, Res. Chem. Intermed. 45 (1) (2019) 51-63.

[105] HAL Abdel-Aziz, M.N. Hasaneen, AM. Omer, Nano chitosan-NPK fertilizer en-
hances the growth and productivity of wheat plants grown in sandy soil, Span. J.
Agric. Res 14 (1) (2016) 902.

[106] BR. dos Sanms. F.B. Bacalhau, T dos Santos Pereira, CF. Souza, R Faez, Chitosan-

microsp ble fertilizer delivery system, Carbohydr.
Polym. 127 (2015) 340-346.

[107] MM Iftime, G.L Ailiesei, E. Ungureanw, L Marin, Designing chitosan based eco-
friendly multifunctional soil conditioner systems with urea controlled release
and water retention, Carbohydr. Polym. 223 (2019), 115040.

[108] J. Perez, N. Francois, G. Maroniche, M. Borrajo, M. Pereyra, C. Creus, A novel, green,
low-cost chi tarch el as ial delivery system for plant growth-

promoting bacteria, Carbohydr. Polym. 202 (2018) 409-417.

[109] P.Wang, F-L Zhao, PM. Kopittke, Engineering crops without genome integration
using nanotechnology, Trends Mant Sci. 24 (2019) 574-577.

[110] S-Y. Kwak, T.T.S. Lew, CJ. Sweeney, V.B. Koman, M.H. Wong. K. Bohmert-Tatarev,
K.D. Snell, | S. Seo, N.-H. Chua, M. Strano, Chloroplast-selective gene delivery
and expression in planta using chitosan-complexed single-walled carbon nano-
tube carriers, Nat. Nanatechnol. 14 (5) (2019) 447.

[111] Y. W J A Phillips, H. Liu, R. Yang, W. Tan, Carbon nanotubes protect DNA strands
during cellular delivery, ACS Nano 2 (10) (2008) 2023-2028.

2] e Dong,LYangC.mou.C.Wm S LLQ.Ouyang. L Kong. Z. He J-Xie, P. Li, pH-

nd their anti-
fungal activity to Fusarium oxysporum, React. Rm(t. Polym. 141 [2019] 123-132.

[113] X. He, Z Sun, K. He, S. Guo, Biopol of Bacillus
thuringiensis crystal preparations for increased mbllny and resistance to environ-
mental stress, Appl. Microbiol. Biotechnol. 101 (7) (2017) 2779-2789.

[114] HC Paula, FM. Sombra, R. de Fmvas Cavalcante, F.O. Abreu, RC. de Paula, Prepara-

tion and ch ion of ch ashew gum beads loaded with Lippia
sidoides essential oil, Mater. Sci. Eng. € 31 (2) (2011) 173-178.
[115) ucmn.o Chi, ). Yu, X Li, A novel ph insecticide: ion, char-
and p ion of nano-Imidacloprid, Pestic. Biochem.
l’hysnl. 92(2) (2oos) 83-91.

[116] S.-B. Lao, Z-X Zhang, H-H. Xu, G.-B. Jiang, Novel amphiphilic chitosan derivarives:
synthesis, characterization and micellar solubilization of rotenone, Carbohydr.
Polym. 82 (4) (2010) 1136-1142

[117] Y. Liang, C. Fan, H. Dong, W. Zhang, G. Tang, J. Yang, N. Jiang, Y. Cao, Preparation of
MSNs—chi prochloraz icles for reducing toxicity and improving re-
lease properties of prochloraz, ACS Sustain. Chem. Eng. 6 (8) (2018) 10211-10220.

[118] N. Aljafree, A Kamari, hesis, charactent and | application of
deoxycholic acid carboxymethyl chitosan as a carrier agent for rotenone, J.
Polym. Res. 25 (6) (2018) 133.

[119] j.Tang. G. Ding, }. Nln.w.Zhang, G. Tang, ¥y Llang. [ Fan H. Dong.] Yang. } I.l.

and charac of
based mncmcapsules with dual-microbicidal activity, Chem. Eng J-359 (2019)

[120] av. Qmpos. P.L Proenca, J.L. Oliveira, C.C. Melville, |F. Della Vechia, D). De
Andrade, LF. Fraceto, Chitosan nanoparticles functionalized with j>-cyclodextrin:
a i carrier for b des, Sci Rep. 8 (1) (2018) 2067.

[121] B dberg, C. Boutin, SK. Mathi. C. d. Y.L Dupont, D.J. Carpenter,
P. Kudsk, Effects of Herbicides on Non-target Terrestrial Plants, Pesticide Dose: Ef-
fects on the Environment and Target and Non-Target Organisms, ACS Publications,
2017 149-165.

[122] AdE Santo Pereira, H.C Oliveira, LF. Fraceto, Polymeric nanoparticles as an alter-
native for application of gibberellic acid in sustainable agriculture: a field study, Sci.
Rep. 9 (1) (2019) 7135.

[123] H.C Oliveira, BC. Gomes, MT. Pelegrino, AB. Seabra, Nitric oxide-releasing chito-
san nanoparticles alleviate the effects of salt stress in maize plants, Nitric Oxide
61 (2016) 10-19.

[124] P. Deshpande A. Dapkekar, M.D. Oak, K.M. Paknikar, | M. Rajwade, Zinc complexed

chitosan/TPP nanoparticles: a promising micronutrient nanocarrier suited for foliar
applicaticn, Carbohydr. Polym. 165 (2017) 394-401.

[125] S. Muthukrishnan, L. Murugan, M. Selvaraj, Chitosan nanoparticles loaded with thi-
amine stimulate growth and enhances protection against wilt disease in Chickpea,
Carbohydr. Polym 212 (2019) 169-177.

[126] D. Franca, AF. Medina, LL Messa, CF. Souza, R Faez, Chitosan spray-dried micro-
capsule and microsphere as ferulizer host for swellable— controlled refease mate-

rials, Carbohydr. Polym. 196 (2018) 47-55.

[127] ). Perez, N.J Francois, Chitosan-starch beads prepared by nnnmop( gelation as
potential matrices for ¢ d release of fertili rbohydr. Polym. 148
(2016) 134-142.

[128] MA. Melaj, M.E. Daraio, A Vazquez, Controlled release on sand bed columns and
biodegradability in soil of chitosan: hydroxypropyl methylcellulose films, . Appl.
Polym. Sci. 136 (20) (2019) 47532.

174



M. Mujtaba eral /  Journal of

Mac les 154 (2020) 683-697 697

[129] V.Saharan,R. RC. Choudhary, S. Kumari, A Pal, R Raliya, P. Biswas,
Cu-chitosan icle medi inable approach to enhance seedling
growth in maize by mobilizing reserved food, ). Agric. Food Chem. 64 (31)
(2016) 6148-6155.

[130] T.L S.L4, ). Yan, X. Bai, C. Gao, M. Liu, An environmens-friendly fertilizer prepared
by layer-by-layer self-assembly for pH-responsive nutrient release, ACS Appl.
Mater. Interfaces 11 (11) (2019) 10941-10950.

[131] DJM. Plofino, C.CP. Brutas, C.C. Alfafara, M.C. Maguyon-Detras, V.P. Migo, Para-
metric and optimization studies on the entrapment of potassium fertilizer into
chitosan-poly (methacrylic acid) carrier via ionic gelation, MATEC web of confer-
ences, EDP Sciences (2019) 6009.

[132] M.A El-Aziz, S. Morsi, D.M. Salama, M. Abdel-Aziz, MSA Elwahed, E Shaaban, A
Youssef, Preparation and characterization of chitosan/polyacrylic acid/copper
nanocomposites and their impact on onion production, Int. J. Biol. Macromol.
123 (2019) 856-865.

[133] O.Ledn, A. Mufoz-Bonilla, D. Soto, J. Ramirez, Y. Marquez, M. Colina, M. dnd

[139] Z Ye, ). Guo, D. Wu, M. Tan, X. Xiong, Y. Yin, G. He, Photo-respoasive shell cross-
linked micelles based on carboxymethyl chitosan and their application in con-
trolled release of pesticide, Carbohydr. Polym. 132 (2015) 520-528.

[140] C. Xu, L Cao, P'. Zhao, Z Zhou, C. Cao, F. Li, Q. Huang, Emulsion-based synchronous
pesticide encapsulation and surface modification of mesoporous silica nanoparti-
cles with carboxymethyl chitosan for controlled azoxystrobin release, Chem. Eng.
J. 348 (2018) 244-254.

[141] L Cao, H. Zhang, C. Cao, ). Zhang, F. Li, Q. Huang, Quaternized chitosan-capped
mesoporous silica nanoparticles as nanocarriers for controlled pesticide release,
Nanomaterials 6 (7) (2016) 126.

[142] €. Xu, L Ca0, P. Zhao, znmu.r_c.m.r Zhu. F. Li, Q. Huang, Synthesis and charac-
terization of stimuli rylate)-
grafted chitosan microcapsule for :onuolled pyraclostrobin release, Int. J. Mol.
Sci. 19 (3) (2018) 854

[143] H.Yan, X. Chen, Y. Feng, F. Xiang. J. Li, Z Shi, X-Wang. Q. Lin, Modification of mont-

Garcia, Preparation of oxidized and grafted chitosan superabsorbents for urea de-
livery. J. Polym. Environ. 26 (2) (2018) 728-739.

[134] SR Nadendla, TS. Rani, PR R.R.Luddumr’odlle.ﬂazpm?senczp-
sulation in chitosan and disease resis-
tance in tomato, Carbohydr. Polym. 199 (20!8) 11-19

[135] A.Kamari, SN.M. Yusoff, N-octyl chi hiphili
for herbicide formulations, Open Chemistry 17 (1) (zms) 365-380.

[136] CR Maruyama, M. Guilger, M. Pascolk, N. Bileshy-José, P. Abhilash, LF. Fraceto, R
De Lima, Nanoparticles based on chitosan as carriers for the combined herbicides
imazapic and imazapyr, Sci. Rep. 6 (2016), 19768.

[137] R Grillo, Z Clemente, J.L de Oliveira, EV.R. Campos, V.C. Chalupe, CM. Jonsson, R
de Lima, G. Sanches, C.S. Nishisaka, AH. Rosa, Chitosan nanoparticles loaded the
herbicide paraquat: the influence of the aquatic humic substances on the colloidal

stability and toxicity, J. Hazard. Mater. 286 (2015) 562-572.
[138] Z_ Yu, X. Sun, H. Song, W. Wang, Z. Ye, L Shi, K Ding, Glutathione-responsive
thyl chitosan cles for release of herbicides, Mater.
Sa Appl. 6 (6) (2015) 591.

carrier agents

175

by ball-milling mahod for lmmobdmuou and delivery of acetamiprid
based on ite nanoc ite, Polym. Bull. 73 (4)
(2016) 1185-1206.

[144] S. Kumar, N. Chauhan, M. Gopal, R. Kumar, N. Dilbaghi, Development and evalua-
tion of alginate-chitosan nanocapsules for controlled release of acetamiprid, Int.
J. Biol Macromol. 81 (2015) 631-637.

[145] N. Chauhan, N. Dilbaghi, M. Gopal, R. Kumar, K.-H. Kim, S. Kumar, Development of
chitosan nanocapsules for the controlled release of hexaconazole, Int. . Biol.
Macromol. 97 (2017) 616-624.

[146] T Gutiérrez, Chitosan Applications for the Food Industry, Chitosan: Derivatives,
Compesites and Applications, Wiley-Scrivener Publisher, 2017 185-232

[147] j.)eevanandam. A Barhoum, Y.S. Chan, A. Dufresne, M.K. Danquah, Review on

cles and tured ials: history, sources, toxicity and regula-
tions, Bedlstein journal of nanotechnology 9 (1) (2018) 1050-1074.

[148] N. Mitter, K. Hussey, Moving policy and regulation forward for nanotechnology ap-
tions in agriculture, Nat. Nanotechnol. 14 (6) (2019) 508-510.

[149] M. Kah, N. Tufenkjt, J.C. White, Nano-enabled strategies to enhance crop nutrition
and protection, Nat. Nanotechnol. 14 (6) (2019) 532-540.




Food Hydrocolloids 89 (2019) 20-28

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodhyd

Contents lists available at ScienceDirect Food
Hydrocolloids

Food Hydrocolloids

Novel, multifunctional mucilage composite films incorporated with cellulose | M)

nanofibers

Muhammad Mujtaba™", Lalehan Akyuz”, Behlul Kocd, Murat Kayad, Sedef Ilkf,
Demet Cansaran-Duman®, Asier Salaberria Martinez®, Yavuz S. Cakmak?, Jalel Labidi®,

Sami Boufi®

* Institute of Biotechnology, Arkara University, Ankara, 06110, Turkey

© Aksaray University, Technical Vocational School, Department of Chemistry Technology, 68100, Aksaray, Turkey

© University of Sfax, Faculty of Science, LMSE, BP 802, 3018, Sfax, Tunisia

4 Department of Biotechnology and Molecular Biology, Faculty of Science and Letters, Aksaray University, 68100, Aksaray, Turkey

* Biorefinery Processes Research Group, Department of Chemical and Envi ineering, Link

Donostiz-5an Sebastian, Spain

of the Basque Counry (UPV/EHU), Flaza Europa 1, 20018,

! Central Laboratory Research Center, Omer Halisdemir University, 51240, Nigde, Turkey

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Mucilage film

Physicorhemical characterization
Biological assay

Mechanical properties

In the current study, mucilage composite films were produced by incorporating the cellulose nanofibrils (CNF) at
different concentrations i.e.,3 and 6% to chia mucilage matrix by solution casting method. To evaluate the effect
of CNF incorporation into ilage matrix, the obtained e films were char: d extensively using
both physicochemical and biological tools. FT-IR spectra confirmed the composite formation by broader —OH
bond peaks than in the spectrum of mucilage control film and shift of C—0 stretching vibration peak lower wave
number and widen in the mucilage films including cellulose nanofibers. Cellulose nanofibers did not reveal a
significant effect on the thermal properties of the all three composite films and dynamic thermogravimetric
values were recorded as =287 *C. Atomic force microscopy revealed a homogenous distribution of cellulose
nanofibers across the mucilage matrix. Dynamic mechanical analysis revealed that the inclusion of cellulose
nanofibers in mucilage film led to an enhancement of the tensile modulus as well as the tensile strength, but
without reducing the strain at break of the film. Cellulose nanofibers incorporation significantly enhanced the
hydrophobic properties of the [ films. The cy assay results demonstrated mucilage composite
films were nontoxic and have anticancer properties; reducing the viability of cancer cell line by =20% and
retaining the cell viability of epithelial cell line by = 90%. Cellulose nanofibers incorporation also significantly
enhanced the antioxidant and antimicrobial attributes of the mucilage composite films. Overall, the current
study provided an idea regarding the biocompatible, non-toxic, highly antioxidative and antimicrobial biode-
gradable nature of mucilage-CNF composite films, making it a suitable candidate for food and pharmaceutical
industry.

1. Introduction

demand for healthier and ecological foods. The demand for plant-origin
polymeric material has been inereased by food, pharmaceutical, and

The search for biodegradable, eco-friendly, bioccompatible and
nontoxic biomaterials is in its full swing due to its esteem beneficial
importance for human health as the plastic based synthetic polymers
are an increasing danger to our health and ecosystem. In this regard, the
production of alternative non-toxic bio-based edible films gained en-
ormous attention in order to partly or entirely substitute the synthetic
polymers, which will help in plummeting the environmental pollution
triggered by plastics, enhancing the shelf life of foods and the growing

cosmetic industries due to its practical applications as thickeners,
emulsion stabilizers, hydrophilic, coating and suspending agents, bin-
ders and packaging films (Amine, Dreher, Helgason, & Tadros, 2014;
Binks & Lumsdon, 2001; Habibi, Lucia, & Rojas, 2010; Kumar, Patil,
Patil, & Paschapur, 2009; Lehmann, Volkert, Fischer, Schrader, &
Nerenz, 2008; Sharmin, Zafar, Akram, & Ahmad, 2013; Sievens-
Figueroa et al., 2012; Spence, Venditti, Rojas, Habibi, & Pawlak, 2010;
Stewart, 2008; Tsujimoto, Uyama, & Kobayashi, 2003). Several
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ingredients such as proteins (McHugh & Krochta, 1994), lipids (Thakur
et al, 2017), resins (mostly derived from plants and animals)
(Chuaynukul, Prodpran, & Benjakul, 2015; Pereda, Marcovich, &
Mosiewicki, 2015) and many pelysaccharides such as chitosan (Kaya
et al., 2018; Rubentheren et al., 2016; Siripatrawan & Kaewklin, 2018),
gelatin (Fakhouri, Martelli, Caon, Velasco, & Mei, 2015), and alginate
(Zhan et al., 2016) have been investigated for the production of edible
films. In addition, some seeds (chia, Opuntiaficus-indica, Salvia hispa-
nica) when treated in suitable aqueous media, secrete a jelly substance
known as mucilage. Mucilage has a transparent and film-forming tex-
ture containing high amounts of carbohydrate, protein and small
amounts of oil as well as moisture and ash (Del-Valle, Herndindez-
Mufoz, Guarda, & Galotto, 2005; Medina-Torres, Brito-De La Fuente,
Torrestiana-Sanchez, & Katthain, 2000). Various plants seeds have been
evaluated in terms of mucilage extraction including Opuntia ficus indica
(Del-Valle et al., 2005), Salvia hispanica (Marianela I Capitani, Ixtaina,
Nolasco, & Tomis, 2013), quince (Hemmati & Mohammadian, 2000),
Monostroma nitidum (Tsai, Chiou, Huang, & Pan, 2000) and Okra
(Ameena et al., 2010) ete.

Chia (Sailvia hispanica L.) generally known as chia sage, chia, and
Spanish sage has a worldwide importance due to its indispensable nu-
tritional benefits (Mohd Ali et al., 2012). In the ancient times for Co-
lumbian and Mesoamericans, the chia seeds were a vital source of food,
oil, and medicine (Reyes-Caudille, Tecante, & Valdivia-Lépez, 2008).
Xylose, glucose, and methyl glucuronic acid are the main components
of chia seed gum. Chia seeds have around 5-6% mucilage (Lin, Daniel,
& Whistler, 1994). However, the films produced from mucilage films
are brittle and exhibit poor mechanical properties (Dick et al., 2015).
The inclusion of a plasticizer was necessary to enhance the ductility and
processability of muecilage films. In addition to flexibility, boosting-up
of mechanical properties is also required for the films produced by
mucilage. For this purpose, the incorporation of various reinforcing
materials such as nano-celluloses (Azeredo et al, 2010), graphene
(Vadukumpully, Paul, Mahanta, & Valiyaveettil, 2011}, carbon nano-
tube (Xu, Thwe, Shearwood, & Liao, 2002), cellulose nano-fibrils (Lee,
Chun, Kang, & Park, 2009), starch nanoerystals (Kristo & Biliaderis,
2007} can be suggested as suitable reinforcing agents.

CNFs are composed of nanosized thin flexible fibrils encompassing
both erystalline and amorphous domains with a typical width in the
range of 5-50 nm depending on the extent of fibers disintegration and
length within the micron scale (Chinga-Carrasco, 2011). They are
mainly obtained through ir mechanical disi -ation actions to
break down the cell wall of the fibers into nanoseale (Kalia, Boufi, Celli,
& Kango, 2014; Spence et al., 2010). Given the high intrinsic me-
chanieal properties of CNFs with modulus and strength around 50-70
and 24 GPa, respectively, their high aspect ratio, high crystallinity, the
inclusion of CNFs into a polymer matrix is known to bring about a
strong reinforcing potential both in terms of stiffness and strength at a
content lower than 10wt% (Averous & Boquillon, 2004; Baali,
Mabrouk, Magnin, & Boufi, 2018).

To the best of our knowledge, up to now, no study has been reported
on the effect of the inclusion of CNFs on the physicochemical and
biological properties of mucilage composite films. In the present work,
mucilage nanocomposite films with different content of CNFs were
produced by solvent casting of a mixture of mucilage solution and CNFs
suspension in water. The nanocomposite films were analyzed in terms
of their structural, morphology, mechanical and thermal properties and
their antiproliferative, antibacterial and antioxidant.

2. Material methods
2.1. Materials
Commercial bleached Eucalyptus pulp (Eucalyptus globulus) in the

dry form, was used as starting material for the preparation of cellulose
nanofibrils. 2,2,6,6-tetramethylpiperidine- 1-oxyl radical (TEMPO),
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sodium bromide (NaBr), sodium hypochlorite solution (NaClO), sodium
chlorite (NaClOz) were purchased from Sigma-Aldrich and used as re-
ceived without further purification. For mucilage production, 1002 of
chia seeds, bought from a commercial market, were used. Glycerol was
purchased from Sigma-Aldrich, USA which was used as a plasticizer in
the compeosite films. Distilled water was used during all the experi-
ments.

2.2, TEMPO-mediated oxidation

The TEMPO-mediated oxidation has been earried out at pH 10 fol-
lowing the method reported in our previous work (Besbes, Alila, &
Boufi, 2011). In brief, 30 mg of TEMPO and 250 mg of NaBr were added
to 2 g of pulp in water at 2% consistency. Then, 50 mL of a NaClO so-
lution (4 wt %) was added dropwise to the suspension kept at a tem-
perature of around 5°C. The NaOH solution (0.1 M) was added inter-
mittently to maintain the pH around 10. The oxidized fibers were
recovered by filtration and washed with water three times. The car-
boxyl content of the fibers determined by conductimetric titration was
around 500 umol/g.

2.3. Production of CNFs via high-pressure homogenizer

The oxidized fibers were disintegrated within a high-pressure
homogenizer (HPH) from GEA (NS1001L PANDA 2K-GEA, Italy) at a
pressure of 300 bar until the formation of a strong gel and pursued with
additional two passes at 600 bar to further enhance the break down of
the cell wall of fibers.

2.4. Mucilage extraction

Chia mucilage was prepared by the hydration process. Briefly, 100 g
of chia seeds were washed and soaked in 500ml distilled water-filled
beaker for 24 h. During the night the seeds which released the mucilage
were separated from the seeds by filtration through a cheesecloth. The
obtained mucilaginous solution was stored at 4°C until next experi-
ments. Around 70ml of mucilage solution is required to prepare a
mucilage film around. Te calculate the concentration of mucilage
content in the water-rich film solution, 70 ml of mucilage solution was
weighed and recorded as 67.13 g. Then this solution was oven dried at
85°C for 48h to remove all the water content. Then the dried sample
was weighed again and recorded as 0.412g. Finally, the mucilage
concentration was determined as 0.613% using the following formula.

% W = [weight loss / initial weight] x 100

2.5. Composite film preparation

In the current experiment, three different mucilage composite films
were produced. The film solution was formed by mixing 70ml of mu-
cilage and 50% of glycerol; added with respect to total weight of mu-
cilage as a plasticizer. The glycerol concentration was decided by fol-
lowing the previous literature reports by Dick et al. (2015), where they
checked three different concentrations from 25 to 75%. Each film so-
lution was homogenized using a homogenizer (Heidolph, SilentCrusher
M) for 20 min. CNFs were incorporated to mucilage matrix and per-
centages of CNF in the prepared blend films were calculated as 3% (2 g)
and 6% (4 g). One of the three produced mucilage films was prepared as
a mucilage control film without any cellulose nanofibrils (CNF). In
order to obtain a homogenized film with CNF, all the film solutions
were homogenized at 26,000 rpm using a homogenizer (Heidolph, Si-
lentCrusher M) for 10min. Mucilage mixtures were decanted into
plastic Petri dishes and allowed to dry at 30*C for 48 h. Mucilage
control film without CNF was coded as mucilage-control. The blend
films with 2g and 4 g of CNF were coded as mucilage-CNF 3% and
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Fig. 1. Digital images of mucilage-CNF composite films.

mucilage-CNF 6%, respectively. The resulting composite films are
presented in Fig. 1. The film thickness of each film was measured by a
digital micrometer (Mitutoyo, China).

2.6. Physicochemical characterization

2.6.1. Attenuated total reflectance infrared spectroscopy (ATR/FT-IR}

ATR/FT-IR of mucilage control, mucilage-CNF 3% and mucilage-
CNF 6% composite films were measured via Perkin-Elmer ATR FT-IR
spectrometer at a resolution of Sem~' and in the range of
600-4000 cm ™1,

2.6.2. Atomic force microscopy (AFM)

The morphology of the prepared films was evaluated through
atomic force microscopy (AFM). The AFM measurements were per-
formed in a Dimension 3100 NanoScope IV (Veeco, USA). The images
were scanned in tapping mode under ambient conditions using silicon
nitride cantilevers having a tip nominal radius of 10 nm.

2.6.3. Thermogravimetric analysis (TGA-DTG)

To evaluate the thermal stability of mucilage-CNF composite films,
TGA-DTG analysis was performed according to ASTM E1131-08 (ASTM,
2008) using TGA/SDTA 851 Mettler Toledo instrument. For each ana-
lysis, 6mg sample was used. All the film samples were heated at a
constant rate of 10 *C min~?! from room temperature to 900 °C under a
nitrogen atmosphere of 20 mLmin ™"

2.6.4. Differential scanning microscopy (DSC)

The thermal properties of the mucilage composite films (mucilage-
CNF 3%, mucilage-6%, and mucilage control) were determined by
using Mettler Toledo DSC822e (Schwerzenbach, Switzerland). Briefly,
50mg of each film sample was placed in the hermetic aluminum pan
under N, atmosphere and temperature range of =50 to 420°*C. The
heating scan was performed at 5 *C/min.

2.6.5. Dynamic mechanical analysis

For the mucilage composite films (mucilage-CNF 3%, mucilage-
CNF6%, and mucilage control) dynamic mechanical analysis (DMA)
experiments were conducted in tension mode using a PYRIS Diamond
DMA (Perkin- Elmer, Waltham, MA, USA). Temperature scans were run
from —30°C to 100°C at a heating rate of 2°C min~", a frequency of
1 Hz and an amplitude of 10 pm. Sample dimensions were about 20 mm
(length), 5 mm (width) and 40-50 pm (thickness).

2.6.5.1. Tensile tests. The non-linear mechanical behavior of the films
has been analyzed using an Instron testing machine in tensile mode,
with a load cell of 100 N working at a strain rate of 10 mm/min at 25 *C.
The specimens have been obtained using a cutting device and each
composition was analyzed in triplicate.

2.6.5.2. Transparency measturement. The transparency of mucilage
composite films was measured at wavelengths from 200 to 800nm
using a UV-visible spectrometer (Lambda 35, Perkin-Elmer). The
transmission spectra of the films were recorded using air as reference.
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2.6.6. Optical properties

For mucilage-CNF composite films (mucilage-CNF 3%, mucilage-
6%, and mucilage control), the light transmittance spectra were mea-
sured using a Shimadzu UV-3600 UV-VIS-NIR spectrophotometer.
Spectra were recorded at room temperature in steps of 1 nm, in the
400-700 nm range.

2.6.7. Contact angle

This analysis gives information about the surface tension of the film.
For mucilage samples (mucilage-CNF 3%, mucilage-CNF 6%, and mu-
cilage control) the contact angle of the films was determined using Data
Physics video-based contact angle measurement system OCAZ20.

2.6.8. Water solubility

A water solubility study was conduected to investigate the water
solubility of film samples. For this study, 2 x 3em® pieces of film
samples were cut and the product was dried at 60°C until the weight
reached a constant weight. Then, 20 mL of water was added to the
samples and stirred for 2 days at different time intervals. At the end of
two days, the specimens were again dried to constant weight. The test
was repeated three times and the % loss was determined by the fol-
lowing formula.

% WL = [weight loss / initial weight] x 100

2.7. Biological characterization

2.7.1. MIT (3- (4, 5-dimethylthiozol-2-yl) 2, 5-diphenyitetrazolium
bromide)-based anti-proliferative assay

2.7.1.1. Maintenance of cell lines. HepG2 liver cancer cell line and
kidney normal Vero cell line were obtained from ATCC. Both cells were
cultured in DMEM (PAA Laboratories, Austria) containing 10% FBS
(Gemini Byproducts, Calabasas, CA), ZmM L-glutamine and 1%
penicillin-streptomyein and other necessary solutions. Cells were kept
in a humidified incubator at 37 *C with 5% CO,.

2.7.1.2. Cell viability assays. HepG2 and Vero cells were plated into a
96-well culture plate at a density of 1 x 10 cells per mL and incubated
overnight at 37 °C. After 24 h incubation, the medium was aspired out
and the cells were treated by mucilage based CNF composite films as
mucilage-CNF3% and mucilage-CNF6% at the concentration of 8 mg/
ml for 24 and 48 h. DMEM was used as negative control. Cell viability
was evaluated using the MTT reduction method with 20 ul MTT reagent
(the final concentration of 0.2 mg/ml) (Sigma-Aldrich) added to the
cells for 4h incubation. Insoluble formazan erystals were extracted
from within the cells by 100pl DMSO, and the absorbance was
measured using a microplate reader at 570 nm. Each experiment was
performed in repeated three times with six replications at every
concentration. The blank value was subtracted and the results are
expressed as a percentage of the dye extracted from untreated control
cells ([OD value of treated cells/mean OD value of control cells]-100%:).

2.7.2. Antimicrobial assay

2.7.2.1. The d microorgani Psend: aeruginosa (P.
aeruginosa) ATCC 27,853, Escherichia coli (E. coli) ATCC 25,922,
Salmonella enterica serotype typhmurium (S. typhmurium) SL 1344,
Staphylococeus aureus (S. aureus) ATCC 25,923, Streptococcus mutans
(S. mutans) ATCC 25,175, and Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis)
were used for the antimicrobial assay. Microorganisms were incubated
on LB agar at 37 °C for 24 h.

2.7.2.2. Antimicrobial susceptibility test. The antimicrobial test of
prepared three films (mucilage-CNF 3%, mucilage-CNF 6% and
mucilage control) against the above microorganisms was determined
by dise-diffusion method (Kaya et al., 2018). For the assay, firstly, 0.5
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MeFarland was used as a reference turbidity for the concentration of
bacteria culture in broth media. Then, filter dises (diameter: 6 mm)
were maintained on the bacteria inoculated (100 pL) Petri plate within
Miiller-Hinton agar. At the same time, the film samples were sterilized
by ultraviolet light. Finally, the suspension of films was loaded on the
sterile discs. Petri plates were kept at 37 °C for 24 h. The disc within the
only solvent (distilled water) was used as a negative control.
Gentamicin (10 pg/disc) as the commercial antibiotic was used as
positive control. Tests were done three times. The results were
explained as the mean inhibition zone diameter in mm with
the + standard deviation (mean * SD).

2.7.3. Antioxidant activity

2.7.3.1. Ferric reducing ability of plasma (FRAP) assay. FRAP assay was
applied for estimating the overall antioxidant ability of the mucilage
composite films by following the method early deseribed by Benzie and
Strain (1996) after slight modifications. For the assay, TPTz, FeCls, and
buffer solutions were prepared at the following concentrations. For
TPTz solution; 31.2 mg of TPTz was weighed and dissolved by adding
50 pl of hydrochloric acid in 10 ml of distilled water. The FeCl, solution
was prepared by dissolving 32mg FeCls in 10ml distilled water. The
buffer solution was obtained by adding 250ml of distilled water to
4.1 ml of acetic acid (80%), followed by stirring until 0.66 g of sodium
acetate was completely dissolved in this solution. Then, the solutions
prepared are mixed in the ratios of 10:1:1 as a buffer, TPTz, and FeCl;
respectively, to obtain a mix solution. The prepared solution was added
(2 ml) to the film samples (10 mg, divided into small pieces) i.e M-CNF
3%, M-CNF 6%, and mucilage control and incubated for 30 minat
30°C. The absorbance was measured at 593 nm. The results are given as
trolox equivalents. Different concentrations (25, 50, 75, 100, 150 and
200 pg/ml) of the trolox solution were used as a standard and the
antioxidant activities of the samples were given as Trolox
Equivalent = TE by the calibration curve obtained therefrom.

2.7.3.2. ABTS (2, 2'-azinobis-(3-ethylt hinzoline-6-sulfonic  acid)
assay. ABTS assay was carried out to confirm the results of FRAP
antioxidant assay. Briefly, 36 mg of ABTS and 6.62mg of potassium
magnesium sulfate were dissolved in 10ml of water. The prepared
solutions were mixed and allowed to incubate at room temperature for
12-16 h. Then this solution was diluted to have an absorbance of 1.5.
Then, 1 ml of the radical solution was added to 5 mg of chitosan film
samples. After 30 minat room temperature, the absorbances of the
controls and composite film samples were measured at 734 nm. Results
were calculated as trolox equivalents (TE pg/mg film).

3. Results and discussion
3.1. FT-IR

FT-IR spectra of mucilage-control film and mucilage-CNF blend
films were recorded to compare the chemical changes in the film matrix
and the spectra were shown in Fig. 2. The first spectrum belongs to the
mucilage control film. In the previous study, de la Paz Salgado-Cruz
et al. (2013) reported that chia seed oil contains hemicellulosic poly-
saccharides such as glucomannon, xylan, and arabinoxylan. The FT-IR
analysis results of the current study supported by de la Paz Salgado-
Cruz et al. (2013) results. The broad absorption peak at 3294 em ™" was
ascribed 1o OH groups of hemicellulosic polysaccharides (Malekfar,
Nikbakht, Abbasian, Sadeghi, & Mozalfari, 2010). C=H stretching band
of polysaccharides was observed at 2924 em ™. The previous study has
shown that the protein content of chia seed mucilage was at about 18%
(Capitani, Nolasco, & Tomds, 2016b). In the present study, the peaks
recorded at 1643, 1545 and 1417 em ™! were in accordance with M. L
Capitani, Matus-Basto, et al. (2016a). These peaks correspond to the
characteristic peaks of protein structures. The C=0 stretching vibration
of protein found in the mucilage film matrix was observed at
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Fig. 2. FT-IR spectra of mucilage-CNF composite films.

1643 cm ™~ . Observed peaks at 1545 and 1417 cm ™! were attributed to
the bending vibration of N=H groups and the vibrations in the plane of
C=N groups, respectively. The glycosidic linkage of hemicellulosic
polysaccharides was recorded at 1033em™'. The second and third
spectra found in Fig. 2 belong to the mucilage films containing CNF at
3% and 6% concentration respectively. As seen from the spectra, hy-
drogen bonds formed between mucilage compounds and CNF were
resulted in broader —OH bond peak than in the spectrum of mucilage
control film. Also, C=0 stretching vibration peak shifted to the lower
wave number and widen in the mucilage films included CNF. This may
be due to the fact that, C=0 groups of proteins found in the mucilage
were affected by the hydrogen bonds, with the addition of the CNF into
the film matrix.

3.2, AFM

The surface morphology of the prepared mucilage composite films
incorporated with cellulose nanofibrils (mucilage-control, mucilage-
CNF3%, and mucilage-CNF6%) was evaluated using atomic force mi-
croscopy (AFM) and the results are presented in Fig. 3. The mucilage-
control film revealed a homogeneous surface structure indicating the
homogenous distribution of mucilage fibers leading to homogeneous
film formation (Fig. 3 a, d). For all the three mucilage composite films
the root mean squared (RMS) roughness was evaluated over an area of
25um® For mucilage-control films, the RMS was calculated as
26.3 *+ 0.12 nm. Mucilage-CNF3% film displayed an overall rough and
homogenous surface along with CNF distributed across the film
(Fig. 3b). The phase image also confirms the homogenous distribution

T

Fig. 3. Atomic foree

images of
mucilage-control; b, &) mucilage-CNF3%; ¢, f) mucilage-CNF6%:; g) topography
images of CNFs used in the present work, h) the cross section profile analysis
corresponding to the blue arrow.

ilage-CNF composite films; a, d)
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of CNF aeross the film surface (Fig. 3e). The RMS for mucilage-CNF3%
film was calculated as 43.3 * 0.21 nm, higher as compared to mu-
cilage-control. This increase in RMS for mucilage-CNF3% can be as-
cribed to the incorporation of CNF into the mucilage matrix. For mu-
cilage-CNF6%, a homogeneous surface structure was observed (Fig. 3¢).
The RMS value for mucilage-CNF6% was recorded as 45.5 * 0.31 nm.
The phase AFM images of mucilage-CNF6% indicated the homogenous
distribution of CNF across the composite film (Fig. 3f). In all the three
films a few rough and rugged regions which be possibly due to the
insoluble portion of the matrix (Sadeghi-Varkani, Emam-Djomeh, &
Askari, 2018). Confirmation of the nanoscale of CNFs was given from
AFM observation of a diluted suspension of CNFs gel, revealing long
individual thin fibrils forming an entangled network. The width of CNFs
estimated from the height profile was in the range of 3—4nm and
lengths in the micrometer range (Fig. 3g and h).

In some earlier studies, the Balangu seed mucilage films were also
checked for its surface morphology through AFM and the authors ob-
served comparatively smoother (RMS 8.38 nm) and homogenous film
surfaces (Sadeghi-Varkani et al., 2018). The smoothness here can be
ascribed to two main factors i.e., 1) the absence of any composite in-
gredients inside the mucilage matrix and 2) the type of mucilage
(structural properties). de la Paz Salgado-Cruz et al. (2013) reported the
average fiber size of chia mucilage ranging berween 15 and 45 nm close
to that of the cellulose. Also in the same study, the authors reported the
average roughness (Ra) for chia mucilage as 32.42 * 3.4nm (Scan
area 2.5 x 2.5 pum).

3.3. TGA

Thermal stability of bio-based composite films is important for its
use and processability whenever melt mixing is considered. The
thermal stability of the mucilage composite films was evaluated using
thermogravimetric analysis and the results are given in Fig. 4. The TGA
thermograms of mucilage composite films (mucilage-control, mucilage-
CNF3%, and mucilage-CNF6%) revealed three main degradation peaks.
For mucilage-control, mucilage-CNF3% and mucilage-CNF6% films the
first weight loss was observed as 5.32%, 6.49% and 6.60% at the
temperature range of 43°C, 47°C, and 45 °C respectively. This de-
gradation can be ascribed to the evaporation of the total absorbed
moisture content from the polymerie strueture (Sadeghi-Varkani et al.,
2018). The second weight loss was recorded as 40.75%, 26.29%,
38.87% at the temperature range of 186 °C, 189°C and 186 °C respec-
tively. This second weight loss of the mucilage composite films was
assigned to the evaporation of glycerol used as a plasticizer for mu-
cilage film formation. For all the two composite films and one control,
the dTG., Was recorded at 287 °C, 287 °C, and 287 °C. These results

100
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Fig. 4. TGA and dTGA curves of mucilage-CNF compasite films.
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demonstrate that the incorporation of CNF fiber did not have any sig-
nificant effect over the thermal behavior of composite chia mucilage
films. Additionally, for all the film the weight residue is stabilized
around 19-18%, corresponding to the ash revealed as revealed some
residual mass loss at 600°C around 19-18% corresponding to the ash
content of the film. The gradual decline in the residual mass loss con-
firms the interaction between the CNF fibers and chia mucilage. Overall
it can conclude the mucilage films revealed good thermal properties
which can be helpful in its food packaging applications.

The shape, as well as the position of the different thermal decom-
position temperature, are in agreement with those reported by Dick
et al. (2015) ie., the dTGu. around 276-280%C. M. Capitani et al.,
(2016a,b) also recorded the dTG,,.y around 250 °C when Salvia hispa-
nica L. mucilage was blended with essential oil. The results of the
current study were observed in close accordance with previous litera-
ture reports.

3.4. DsC

The thermal behavior of the control and CNF incorporated mucilage
films was investigated using DSC. The DSC thermograms of the mu-
cilage film with different concentrations are shown in Fig. 5. Two en-
dothermic peaks were observed for all the composite film samples. The
first peak observed at nearly 80 *C was attributed to the evaporation of
absorbed water and volatile compounds found in the film matrix. The
second endothermic peak corresponds to the degradation of the poly-
merie matrix and to the evaporation of added glycerol of the films. T,
value was determined as 230.44°C for the control film. Ty values of
mucilage film including 3% and 6% CNF were lower than that of con-
trol film. Also, the degradation temperature of mucilage films was de-
creased with the increasing concentrations of the CNF. The decrease of
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Fig. 5. DSC curves of mucilage-CNF compasite films.
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Fig. 6. DMA analysis of mucilage-CNF composite films: a) storage modulus, b)
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the Td value can suggest that the incorporated CNF caused the re-
arrangement of the polymeric chains, via the interaction between CNF
and polymers found in the mucilage film. Dick et al. (2015) reported
that the decompaesition process of the polysaccharides oceurred above
240 °C In the present study, the DSC analysis results were in agreement
with the results reported by Dick et al. (2015).

3.5. Mechanical properties of mucilage films

DMA analysis was also carried out to investigate the mechanical
behavior of mucilage films and their microstructure. The temperature
dependence of the storage tensile modulus (E7), loss modulus (E*) and
the damping tan & as a function of temperature at 1 Hz f are shown in
Fig. 6. These parameters measure the stiffness of the material, the en-
ergy dissipation and the ratio of E"/E' respectively.

E” showed a net maximum with a high magnitude around —40°C
and second maximum appearing as a hump around 20°C. These tran-
sitions give rise equally to a maximum in the tan 8 trace and were ac-
companied by a two-decade drop in the storage modulus. The presence
of these two transitions indicates that mucilage plasticized by glycerol
and water did not form a homoegeneous phase and partial segregation
with different composition in plasticizer eccurred during the drying of
the film. The first transition presumably corresponds to the relaxation
of the phase rich in glycerol while the second might be attributed to the
relaxation of the plasticized mucilage phase (Averous & Boquillon,
2004). Mucilage like other polysaccharides is a hard and brittle
polymer and should be plasticized with glycerol or another polyol to
increase its flexibility and workability in the form of edible films (Dick
et al., 2015). However, the presence of two relaxations peak in E” and
tan § traces are indicative of a lack of total miscibility berween mu-
cilage and glycerol.

In mucilage films containing 3 and 6% of CNFs, an upward shift of
E’ was observed, indicating an increase in the stiffness both in the glass
as well as in the rubbery domain which is consistent with the reinfor-
cing effect of the CNFs. At 20 °C, an increment in the storage modulus
about 1.8 and 2.7 with respect to the neat mucilage film was observed
at a CNFs loading of 3 and 6 wt%, respectively. However, this reinfor-
cing effect is modest for CNF in comparison with other nanocomposite
based on a ductile matrix. Two possible hypotheses might explain the
unusual low reinforcing effect of CNF in mucilage film; (i) the first
hypothesis might be the aggregation of CNF when mixed with mucilage,
and (ii) the second one could be the high level of the water content of
mucilage film. The first hypothesis is ruled out considering the mod-
erate reduction in the transparency of the film as confirmed by
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Fig. 7. a) stress-strain trace of mucilage film with different content in CNF, and
b) mechanical data from a tensile test (modulus and strength) and DMA (E”) of
the mucilage films.

transmittance measurement. Indeed, the transmittance of the neat
matrix at 700 nm was 85% and goes to 80 and 76 for nanocomposite
film with 3 and 6% CNF loading, respectively. This moderate reduction
in the transmittance is in within the level observed in another nano-
composite film with good dispersion of the CNF in the matrix (Boufi &
Gandini, 2015). The presence of a relatively high amount of absorbed
water (around 30%) in the film is a more privileged hypothesis. Indeed,
if we assume that the strong reinforcing potential of CNF, when in-
cluded in a duetile polymer matrix, is driven by hydrogen bonding
holding the e d area of the entangled network of the CNFs, then
the presence of 30% of water within the polymer matrix will inevitably
reduce the strength of the hydrogen bonding by hiding the direct
connection between the nanofibrils.

The mechanical properties of the nanocomposites have been also
studied under non-linear condition using tensile test. This analysis is
very useful to access how the inclusion of CNFs is likely to affect the
mechanical strength of the nanocomposite under the non-linear do-
main, which is more realistic to simulate the real condition of use of the
film. The tensile-strain traces of the neat mueilage and mucilage-CNFs
films and the whole mechanical data at 20*C are shown in Fig. 7a and
b. The inclusion of CNFs in mueilage film led to an enhancement of the
tensile modulus as well as the tensile strength, but without reducing the
strain at break of the film.

3.6. UV-VIS and visual transparency

The optical transmittance of mucilage-control, mucilage-CNF3%,
and mucilage-CNF&6% was measured at a wavelength of 400-700 nm
and the results are shown in Fig. 8. For mucilage-control, the maximum
transmittance (Tr) was observed as 66%. The incorporation of CNF at
different concentration decreases the overall Tr of composite films. For
mucilage-CNF3% the Tr was recorded as 58% and for mucilage-CNF6%,
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Fig. B. UV-vis analysis of mucilage-CNF composite films.
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Fig. 9. Contact angle measurements of mucilage-CNF composite films; a) mu-
cilage-control, b) mucilage-CNF3%, c) mucilage-CNF6%.

the Tr was 45%. Although a significant decrease in film's transmittance
was observed in composite films, the visual aspect was still up to the
acceptable level. The gradual decline in the Tr is expected in nano-
composite based on nanocellulose and was attributed to the inevitable
occurrence of partial aggregation during the water removal process
(Boufi, Kaddami, & Dufresne, 2014). In previous studies when cellulose
(nanofiber, nanowhiskers) was composited to the bio-based films a
significant decrease was recorded in Tr of the films. Li, Zhou, and Zhang
(2009) recorded a 60% decrease in Tr when cellulose nanowhiskers
were blended into the chitosan matrix. Hu, Wang, and Wang (2016)
recorded a significant decline in Tr % for chitosan films blended with
carboxymethyl cellulose. Azeredo et al. (2010) shown 80% reduction in
Tr% of chitosan films incorporated with 10% bacterial cellulose.
Mujtaba et al. (2017) showed a significant decrease from 87 to 14% in
Tr of the chitosan composite films with cellulose nanoerystals. The re-
sults of the current research were found in accordance with the pre-
vious literature(See. Fig. 9).

3.7. Contact angle

In order to determine the hydrophobic character of the mucilage
films, contact angle values were calculated for all of the film samples.
The contact angle of control films was found to be 47°, This value re-
vealed that mucilage-control film had a hydrophilic nature. However,
the contact angle value significantly increased to the 101° with the
addition of CNF 3% into the mucilage film matrix. This means that the
mucilage films had acquired a hydrophobie character with the addition
of CNF. This could be attributed to a strong interaction between CNF
and polymeric structures found in the mucilage film matrix. On the
other hand, the contact angle of mucilage film containing 6% CNF was
lower (71°) than the mucilage film including 3% CNF. However, at 6%
CNF content, the contact angle decreased to about 71°, indicating a
hydrophilic film. This evolution in the contact angle of the composite
films with the inclusion of CNFs is unusual and has not been reported
for other nanocomposites based on CNF and water-soluble matrix. A
possible explanation of this phenomenon might be the migration to the
surface of hydrophobic species already present in mucilage that are
released when CNFs were added. Further, the excess of CNF reduced the
interaction between polymer chains in the film matrix. Also the CNF
having numerous —OH functional groups can cause the plasticizing
effect in the film. A previous study reported the same phenomena that
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when 15% of glycerol was added as a plasticizer into the chitosan film;
firstly contact angle increased; however, with further increase in gly-
cerol concentration the contact angle decreased due to the hydrophilic
character of the plasticizer (Leceta, Guerrero, & de la Caba, 2013).

3.8. Water solubility

To evaluate the solubility effect of mucilage composite films in
water, the films samples were kept and agitated in water for 48 h. The
mass loss of the mucilage control, mucilage-CNF3% and mucilage-
CNF6% of films was determined to be around 86%, 73%, and 719%,
respectively. According to the results, CNFs added at different loadings
reduced the water solubility of the films. This slight reduction in water
solubility eould be attributed to the strong interaction between CNFs
and mucilage polymer as has been highlighted by FTIR analysis. These
mucilage films with a high rate of solubility can be desirable for food
coating applications where it can be removed from food easily after
washing.

3.9. Film thickness

The film thickness of mucilage based CNF composite films was
measured as 40.2 + 3.12pm for mucilage control, 46.21 *+ 4.12 pm
for mucilage-CNF 3% and 51.31 + 3.24 pm for mucilage-CNF 6%. As it
was expected, the addition of CNF gradually increases the thickness of
mucilage composite films with increasing content of CNF. The present
result was observed to be in accordance with previous literature reports
regarding composite films (Akyuz et al., 2018; Mujtaba et al., 2017).

3.10. Cytotoxicity assay

3.10.1. Anti-proliferative activities

MTT test was used to determine the toxicity and anti-proliferative
activity of mucilage-CNF composite films on HepG2 and Vero cell lines.
According to these results, after treating with mucilage-CNFs composite
film samples, the overall viability of HepG2 cell lines significantly de-
creased by = 20% (p < 0.05) (Fig. 10). The present study showed that
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Fig. 10. MTT assay of mucilage-CNF composite films.
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Fig. 11. Inhibition zone (mm) of disc diffusion test of mucilage-CNF compasite
films.

at 48 h. the mucilage-CNF6% significantly inhibited the proliferative
activity of HepG2 cancer cell lines. These results revealed the antic-
ancer properties of the mucilage composited with CNF at different
concentrations. On the other hand, a small reduction (=10%) in cell
viability resulted from the application of the mucilage-CNF 3% on
epithelial Vero cell line at 24 and 48h treatments (Fig. 10). From
current MTT results, it was revealed that mucilage-CNF composite films
inhibited the proliferation of eancer cell (HepG2) lines but had a very
little inhibiting effect on non-cancerous kidney epithelial cell line
(Vero). The less toxicity towards non-cancerous epithelial cell demon-
strated that mucilage-CNF composite films could be a better therapeutic
advantage for control and targeted drug delivery. Previous literature
reports regarding anti-proliferative assays of different mucilage re-
vealed nearly the same results for different cell line i.e., Chatchawal,
Nualkaew, Preeprame, Porasuphatana, and Priprame (2010) reported
mild toxicity by Bosella mucilage to Chang liver cell (84.4% cell via-
bility at a concentration of 2mg/ml).

3.11. Antimicrobial assay

The inhibition zone diameters for the antimicrobial activity of the
tested films are presented in Fig. 11. Mucilage based CNF composite
films presented enhanced antimicrobial activity with increasing content
of CNF (3-6%). Mucilage films with 6% of CNF has the highest effective
property against all of the examined microorganisms with the values of
inhibition zones range of 16.12 + 0.62mm (5. typhmurium),
17.19 * 0.68 mm (B. thuringiensis), 17.79 + 0.56mm (S. mutans),
18.25 * 0.71 mm (P. aeruginosa), 18.89 *+ 0.72mm (5. aureus) and
20.17 * 0.84 mm (E. coli). In all test, negative control showed no ac-
tivity. Interestingly, the antimicrobial activity of mucilage-CNF6% film
indicated almost near inhibition zone diameter compared to common
antibiotic  gentamicin (ranged  from 19.12 + 0.81 to
22.29 * 0.84 mm) against all of the tested microorganisms. This might
correspond to the incorporation of CNF into mucilage composite film
which enhances its releasing behavior and selubility which leads im-
proved antimicrobial activity against microorganisms.

From this result, it was obtained that mucilage-CNF composite films
could be referred to as a new generation, robust and non-toxic bioactive
materials. Generally, the functionality of antimicrobial film for food
packaging can be estimated by the extent of microorganism growth
inhibition. Given the biodegradable and non-toxicity of CNFs (Catalin
& Norppa, 2017} the mucilage/CNFs composite can be a potential
candidate for active food packaging. Though, mere work is needed to
further improve the mechanical properties and reduce water sensitivity,
for the concern of food protection and environmental problems.
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Table 1
Antoxidant activities of mucilage blend films by FRAP and ABTS assays.
Mucilage films FRAP ABTS
TE* (mg/g) TE* (ug/mg)
Control Film F744 + 349 5878 * 496
Mucilage-CNF 3% 190.61 * 6.18 204.97 = 2.36
Mucilage-CNF 6% 226.71 * 5.85 21417 = D.56

* TE = Trolox Equivalent.
3.12. Antioxidant activity

3.12.1. FRAP assay

FRAP test was used to determine the antioxidant activity of the
mucilage based composite films (mucilage-CNF 3%, mucilage-CNF 6%
and mucilage control). As a result of the applied method, 77.44 mg TE/
g extract activity was observed in the control film. A notable increase
was observed for the mucilage films containing CNF at different con-
centrations i.e., 3% and 6%. This ratio is 19.61 mg TE/g extract in CNF
3% and 226.71 mg TE/g extract in CNF 6%. Considering these results it
can be said that the incorporation of CNF nanofibrils to mucilage based
composite films enhanced its antioxidant activity almest three-fold
compared to control. Ferreira, Nunes, Castro, Ferreira, and Coimbra
(2014) compared antioxidant activities of chitosan-based films by in-
corporating grape extracts (aqueous, wax and seed oil) at different ra-
tios. In the FRAP test results, the authors found that the antioxidant
activity in the samples except the oil samples revealed an increased
compared to the control of chitosan films.

3.12.2. ABTS assay

The radical removal activities of the produced films were de-
termined by the ABTS method and the results were given in Table 1.
According to the results, in the mucilage—CNF-3 and muecila-
ge—CNF=6 films, radical removal activities increased compared to
control. This increase was directly proportional to the added cellulose
nano fiber. The results are also consistent with the FRAP test.

4. Conclusion

In the current study, we designed mucilage-CNFs composite films
(mucilage-control, mucilage-CNF3%, and mucilage-CNF6%) and ex-
tensively evaluated the produced films both physicochemically and
biclogically. Results revealed that CNFs incorporation successfully en-
hances the mechanical, hydrophoebic, antioxidant and antimicrobial
properties of the mueilage composite films. Additionally MTT assay
demonstrated the produced films as non-toxic with some additional
therapeutics properties. This successfully provides a thorough insight
into the mucilage film alone and its composite form with CNFs.
Considering the results obtained in this study it can be stated that
mucilage is a suitable matrix for the production of different kinds of
composite films for a verity of applications such as medical uses.
However, more work is needed to improve the mechanical properties of
the film, reduced water sensitivity.
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