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SIGIRKUYRUGU OTU (VERBASCUM SP) YAPRAKLARINDAN
ESINLENEREK KiTOSAN TEMELLI SUPER HIDROFOBIK FiLM
URETIiMi VE KARAKTERIZASYONU
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Damisman: Prof. Dr. Murat KAYA
OZET

Doga, sayilmasi zor, yiiksek ve benzersiz 6zelliklere sahip ¢ok sayida bitki ve hayvan
icerigini barmdirdigi i¢in yiiksek hassasiyetle ¢izilmis bir tablo olarak tanimlanabilir.
Scrophulariaceae suya ¢ok dayanikli bitkilerden biridir ve bu familyaya ait 360 kadar
cicekli bitki tiiri ile Verbascum L cinsini igerir. Dogal yiizeylerin siiperhidrofobik
ozellikleri, yiizeydeki hiyerarsik mikro 6lg¢ekli (> 1 pm) ve nano 6lcekli (tipik olarak
200 nm'nin altinda) yapilarin varligina atfedilir. Sonug olarak, sentetik siiperhidrofobik
yiizeylerin liretiminde topografik bir hiyerarsi genellikle gereklidir. Bu c¢aligmada
Verbascum killarinin suya karsi asir1 dayaniklilik 6zelligine sahip kitosan bazlh
kompozit membranlar iiretmek icin kullanimini kisaca tamitilmaktadir. Uretilen
filmlerin FT-IR, SEM, TGA, Hemostatik Analiz, Mtt gibi analizleri yapilmistir. EK
olarak, kitosan filmlerine hiyerarsik tiiylerin dahil edilmesi seffaflig1 ortadan kaldirmis
ve yiksek su direnci Ozellikleriyle birlikte iyi termal ozellikler gostermistir. Bu
sonuglar kitosan filmlerin gesitli endiistriyel ve insaat alanlarinda yilizey kaplama
teknolojisini gelistirebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: kitosan, Verbascum, bitki tiiyii, siiper hidrofolik yiizey, film

Aralik, 2023; 57 sayfa



Ph.D. THESIS

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN-BASED
SUPERHYDROPHOBIC FiLM INSPIiRED BY THE LEAVES OF
VERBASCUM SP.

ivan AL-JAF

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

Supervisor: Prof. Dr. Murat KAYA
ABSTRACT

Nature can be described as a painting drawn with high precision, as it contains a lot of
plant and animal content with high and unique characteristics that are difficult to count.
Scrophulariaceae is one of the plants that are very resistant to water, and it includes
the genus Verbascum L, with about 360 species of flowering plants of this family. The
superhydrophobic properties of natural surfaces have been attributed to the presence
of hierarchical microscale (> 1 um) and nanoscale (typically below 200 nm) structures
on the surface. As a result, a topographical hierarchy is usually essential in fabricating
synthetic superhydrophobic surfaces. This review briefly introduces the use of
Verbascum hairs to produce kitosan-based membranes/composite membranes with
specific properties (extreme water resistance, self-cleaning, antioxidant and
antimicrobial activity, excellent mechanical strength, good barrier properties, etc..).
Analyzes such as FT-IR, SEM, TGA, Hemostatic analysis, Mtt, etc., have been
conducted. In addition, incorporating hierarchical haires into kitosan films has erased
transparency and showed good thermal properties with high water resistance
properties. These indicate that kitosan films can improve surface coating technology
in various industrial and construction fields.

Keywords: Biomaterials, Tissue Engineering, Heavy Metal Removal, Scaffold
Design.

December, 2023; 57 pages
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1. GIRIS

Dogada ¢ok sayida siiper hidrofobik ve kendi kendini temizleyen dogal yiizeyler
bulunmaktadir. Bu dogal malzemelerin ¢ogu, niliifer yapraklar1 ve kelebek kanatlari
gibi dogadan ilham alan gizemli yapilardir (Ma vd., 2006). Temas agis1, egim agisi,
kayma konumu sensorleri ve ¢ok renkli kalinlik sensorleri gibi yilizey
siiperhidrofobikligini karakterize etmek i¢in g¢esitli yontemler gelistirilmistir.
Yiizeylerin 1slanabilirliginin kontrol edilmesi, ylizey topografyasi ve yiizey kimyasal
bilesimlerinin uyarlanmasiyla ilgi géren 6nemli bir konudur. Islaklik genellikle yiiksek
diizeyde hidrofobik yiizeyleri tanimlamanin birincil yontemi olan temas ag¢isinin
oOlgiilmesiyle belirlenmektedir (Guo vd., 2011). Temas agis1 (q) < 90 oldugunda yiizey
hidrofiliktir, ancak temas agis1 (q) > 90 oldugunda yiizey hidrofobiktir (Zhang vd.,
2008). Yiiksek derecede hidrofobik malzemeler, korozyon ve donma direnci,
antimikrobiyal kaplamalar, mikroakiskanlar, tekstiller, yag-su ayrimi, tuzdan
arindirma/su aritma, optik cihazlar, sensorler, biyotip, piller ve katalizorler gibi genis
bir kullanim alanina sahiptir (Zeng vd., 2021; Falde vd., 2016; Erbil vd., 2020). Doga,
bilim insanlar1 i¢in gogu zaman hidrofobik malzemelerin {iretimine ilham vermektedir

(Ghasemlou vd., 2019).

Binlerce yildir safligin sembolii olan lotus yapragi, suya kars: listliin dayaniklilik ve
kendi kendini temizleme 6zelligiyle 6n plana ¢ikmaktadir. Bu alanda bir¢ok calisma
yapilmistir (Wang vd., 2014). Lotus yapragi yiizeyinin elektron mikroskop
gorlntiisiine bakildiginda 20 ila 40 pm araliklarla belirgin ¢ikintilar bulunmaktadir.
Ve bu ¢ikintilar kiiciik 6lgekli epitaksiyel balmumu kristalleri ile kaplanmig, yalnizca
-C —H ve -C -0 icermektedir. Bu sayede yiiksek su direnci ve kendi kendini temizleme
Ozelligine sahip olmakta ve buna literatiirde "lotus etkisi" denilmektedir. Bu
hidrofobik 6zelligi saglayan yapilar bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir (Wang
vd., 2014).

Scrophulariaceae, ¢ogu parlak renkli ¢icekler iireten, 200'den fazla cins ve yaklasik
2.500 tiirden olusan dayanikli bir bitkidir. Genellikle 1liman ve subtropikal bolgelerde
yetismektedir. Bu Familya grubu Mimulus, Penstemon, Digitalis, Veronica ve
Verbascum'dan olusur. Bu ailenin bazi cinsleri etkili ve iyi tibbi ozellikleriyle

bilinmektedir. Balgam soktiiriicii ve miishil 6zelliklerinden dolayi, geleneksel tipta



bronsit, kuru oksiiriik, bogmaca, tiiberkiiloz ve astim gibi solunum problemlerinin
tedavisinde sigirkuyrugunun tibbi kullanimina iligkin ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Yapraklari, kokleri ve g¢igekleri yatistirici, antimikrobiyal ve antiinflamatuar
Ozelliklere sahiptir. Cigekler idrar soktiiriiclidiir ve idrar yolu tizerinde sakinlestirici ve
iltihap Onleyici etkisi bulunaktadir. Yapraklar idrar yolu iltihabinin azaltilir ve asidik
idrarin tahrig edici etkisini azaltmaya yardimci olmaktadir (Tirker vd., 2005).
Literatiire bakildiginda Verbascum sp.’nin farkli kullanim alanlar1 da bulunmaktasir.
Bunlar; cilt ve akciger tedavisinde, gastrointestinal sistem trakeasinida, karin ve
bagirsak rahatsizliklarinda, enfeksiyon, migren, ates, yilan isiriklari, ishal ve akciger
ve bagirsak kanamalarini uyarmak i¢in de kullanilmistir (Selseleh vd., 2020).
Verbascum L., Scrophulariaceae familyasinda yaklasik 360 ¢igekli bitki tiirii vardir ve
tibbi kullanim1 agisindan en biiyiik ve en 6nemli yere sahiptir. Anavatan1 Asya ve
Avrupa'dir. Tiirkiye'de de yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica Karadeniz bolgesinde
(Ordu, Trabzon, Rize, Koru) 6zellikle nehir ve orman kenarlarinda bol miktarda

bulunmaktadir (Georgiev vd., 2011).

Kitosan, seliilozdan sonra ikinci en 6nemli biyopolimerdir. Boceklerin iskeletinde,
mantarlarin ve alglerin hiicre duvarinda bulunan kitinden ekstrakte edilen dogal bir
polisakkarittir. Kitosan ¢ok genis kullanim alanlar1 tarim, gida, farmasotik, medikal,
tip, ilag, kozmetik, filtre membran malzemeler de dahil olmak {izere gesitli
endiistrilerde heyecan ve umut yaratan malzeme olarak dikkat ¢ekmistir (Sivaselvi vd.,
2017; Abdelmalek vd., 2017). Antimikrobiyal, biyouyumlu, antioksidan, toksik
olmama, antikanser gibi essiz Ozellikleri bulunmaktadir. Ayrica gida koruma,
paketleme, kan durucu oOzelligi sayesinde bandaj malzemesi olarak medikal
sektorlerinde de yaygin kullanim alami bulmustur (Azmana vd., 2021). Gida
triinlerinin duyusal 6zelliklerini gelistirir ve kendine has antimikrobiyal 6zellikler
sergileyerek ¢ekici ve saglik bilincine sahip sarf malzemeleri iretilmektedir. Sonug
olarak kitosanin yenilebilir kaplama olarak kullanildig tirlinlerin pazar payinda kayda
deger bir artis yasanmistir (Abdullah vd., 2017). Petrol tiirevi plastiklerle ilgili mevcut
senaryo, ¢evre ve insan saglhigi acisindan Onemli kaygilar dogurmaktadir. Bu
zorluklara kars1 petrol bazli plastiklerin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in tamamen

dogal kitosandan yararlanmay1 amaglamaktadir.



Bu, istiridye atiklarindan iiretilen yiiksek derecede hidrofobik bir kitosan filminin
olusturulmasini igerir (Aider vd., 2010; Wang vd., 2020). Bu yenilik¢i yaklagim,
kanserojen Ozellikleriyle bilinen plastiklerin yerini, ¢evre dostu ve insan sagligi
acisindan giivenli, kitosan bazli bir filmle degistirilir. Stirdiiriilebilirlik ve biyo-ilham
kavramini daha da ileriye tasiyan bu arastirma projesi, iyi bir sekilde gegirimsiz ve
endistriyel olarak uygulanabilir bir biyomembran gelistirmeyi amaglanmaktadir. Bu
biyofilm, Mullein (Verbascum sp.) bitkisinin yaprak tiiyleri kullanilarak {iretilecek ve
film tiretiminde organik ve ¢evre dostu malzemelerin prensipleryle uyumlu dogaya
ilham olan bir ¢6ziim sunacaktir. bu ¢calisma, ¢evre dostu malzemelerin yeni bir ¢agini
baslatmay1 hedefleyerek kitosan ve Mullein bitkisinin yaprak tiiylerini birlestirme
amacini tagimaktadir. Bu biitlinliik¢li ve ileriye doniik yaklasim, petrol tiiretilmis
plastiklerin sorunlarim1 ele almakta ve iirlin gelistirmede siirdiiriilebilirlik, cevre

koruma ve insan sagliginin 6nemini vurgulamaktadir.

Bu mevcut arastirma ¢aligmasinin temel amaci, 1- Hidrofobik 6zellikleriyle taninan
mullein bitkisinin yaprak yiizeyindeki karmasik kapiller mikroyapilar1 6zenle
cikarmaktir. 2- Bu mikroyapilarin ayrilmasiin ardindan, kapsamli bir analitik teknik
seti araciligiyla derinlemesine bir karakterizasyon gergeklestirilecektir. Bu teknikler
arasinda Fourier Doniisii Infrared Spektroskopisi (FTIR), Termo-Gravimetrik Analiz
(TGA), Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM) ve optik mikroskoplar bulunmaktadir.
Bu karakterizasyon, bu mikroyapilarin kimyasal bilesimi, termal stabilitesi ve yapisal
ozellikleri konusunda derinlemesine bir anlayis elde etmeyi amaclamaktadir. 3- Bu
mikroyapilar siiperhidrofobik filmlerin gelistirilmesinde kullanmak planlanmaktadir.
Bu, kitosanin Verbascum tiiyleri ile birlestirilmesini igerecektir. Amag, benzersiz
mikroyapisal Ozellikleri kullanarak elde edilen filmlere siiperhidrofobik o6zellik
kazandirmaktir. 4- Arastirmanin son asamasi, kapsamli bir teknik ve parametre seti
aracilifiyla olusturulan siiperhidrofobik filmleri nicelendirmeyi ve degerlendirmeyi
amaglamaktadir. Bu nicelendirme, temas agis1 Ol¢iim yontemleri kullanilarak
hidrofobisite derecesini belirleme, orneklerin sitotoksisitesini 6l¢gme ve hemostatik
analizi acgiklama siireglerini igerecektir. Ozetle, bu kesif, kapiller mikroyapilarin
izolasyonu ile baslar, karakterizasyonlariyla devam eder, malzeme miihendisligine
gecer ve nihayetinde gesitli analitik yaklagimlar kullanilarak bu filmlerin 6zelliklerini

ve performansini degerlencektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Dogal yiizeylerin su iticiligini taklit eden siiperhidrofobik 6zelliklere sahip sentetik
malzemeler tizerine birgok ¢alisma rapor edilmistir. Bu sentetik malzemeler, genis bir
uygulama yelpazesi sergilemistir, bunlar arasinda anticorrosion ve antifriz kaplamalar,
antimikrobiyal yiizeyler, mikrofluidik cihazlar, su ve yag iticiligi artirilmis tekstiller,
etkili su tuz giderme ve aritma teknikleri, yenilik¢i optik cihazlarin gelistirilmesi,
cesitli endiistriler i¢in gelismis sensorler ve hatta biyomedisinin tibbi uygulamalarina
entegrasyonu bulunmaktadir (Zeng vd., 2021; Falde vd., 2016; Erbil vd., 2020).
Sentetik siliperhidrofobik malzemeler lizerine yapilan genis kapsamli arastirmalarla
paralel olarak, belirli bitki ylizeylerinin dogal hidrofobik oOzelliklerini kesfetmeye
yonelik bir arastirma alani da bulunmaktadir. Arastirmacilar, bu dogal olarak meydana
gelen siiperhidrofobik yiizeylerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri tarafindan etkilenmis
ve doganin bu dikkate deger adaptasyonlar1 nasil olusturdugunun sirlarini ¢é6zmeyi
amaglamislardir. Ayrica, bu dogal yiizeyleri inceleyerek edinilen bilgilerin, heyecan
verici teknolojik uygulamalara sahip fonksiyonel biyolojik malzemeler gelistirmek
amaciyla uygulanmasi igin bir ¢aba sarf edilmistir (Wang vd., 2014). Siiperhidrofobik
malzemeler ve dogal ylizeyler alanindaki bu zengin arastirmalara ragmen, dogal film
endiistrisinde mullein yapraklarinin tiiyleri lizerine 6zel ¢alismalara olan ihtiyac ilgi
¢ekici bir boslugu doldurmustur. Bu, malzeme bilimi ve film {iretimi alanlarinda yeni
bakis acilar1 ve uygulamalarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir; boylece yenilik¢i
¢Ozlimleri ortaya cikarabilir ve doga ile teknoloji arasindaki etkilesimin anlayisini

genisletebilir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalari kisaca gdzden gecirdigimizde:

Koch vd., 2009'daki arastirmasinda, ¢esitli bitki tiirlerinde hidrofobik ve hidrofilik
yiizeylerin karmasik yapisal 6zellikleri ayrintili bir sekilde incelenmistir. Bu arastirma,
bu yiizey 6zelliklerini ve biyolojik fonksiyonlarini yonlendiren temel mekanizmalari
ortaya ¢ikarmay1 amaclanmistir. Calisma, bitkilerin ¢evreleri ile etkilesimde bulunmak
i¢in gelistirdikleri benzersiz adaptasyonlar ve yiizey modifikasyonlarina derinlemesine
odaklanmustir. Yapracagi su kaybini en aza indirgeyerek bitkileri ¢evresel streslerden
koruma gorevi goren yapraklarin balmumu tabakalar1 gibi hidrofobik ylizeylerin, bitki
bliylime ve canliligini siirdiirmek i¢in su emilimi ve besin alimini1 kolaylastiran
koklerde bulunan hidrofilik yiizeylerle karsilastirmali bir sekilde incelenmistir. Bu

arastirmadan elde edilen bilgi miktarina ragmen, yayin tarihi itibariyle, bu bilgilerin



biyoteknolojide belirgin veya hemen farkedilir uygulamalarmin olmadig

gozlemlenmistir (Koch vd., 2009).

Shirtcliffe vd. (2009) makalede, arastirmanin odak noktasi, dikkat ¢ekici dogal bir
fenomeni sergileyen bir bitki grubuna yoOnelmistir: yapraklarinin olaganiistii
stiperhidrofobik dogasi. Bu ¢alismanin temel amaci, bu benzersiz 6zelligin temelinde
yatan mekanizmalara derinlemesine inmek ve varolusunun temel nedenlerini ortaya
cikarmistir.  Arastirmacilar, kapsamli bir inceleme yaparak, bu bitkilerin
stiperhidrofobik yapraklarindan elde ettikleri evrimsel avantajlari aydinlatmay1

amaglamugtir (Shirtcliffe vd., 2009).

Webb vd. (2014) yiiriitiilen arastirma, siiperhidrofobiklik ve stiperhidrofobik olmayan
(pseudohydrophobicity) olaylari dogalda nasil ortaya ¢iktigini incelemitir. Yazarlar,
hiyerarsik yiizey piiriizliiliigiiniin hidrofobik etkinin stabilitesini artirmada kaginilmaz
bir rol oynadigin1 savunarak, siiperhidrofobikligi belirleyen nihai faktoriin ylizeyin
karmagik nano yapisinda bulundugunu iddia etmistir. Arastirma, ylizeyin 6zel nano
yapisal Ozelliklerinin, her seyden oOnce, siiperhidrofobik davranisin temel

belirleyicileri oldugunu 6ne siirmistir (Webb vd., 2014).

Sam vd. (2019) yilinda, kapsamli incelemelerinde, kendini iyilestiren stiperhidrofobik
yiizeylerin heyecan verici alanina derinlemesine bir giris yaparak, bu yenilik¢i alanin
cesitli yonlerini iceren aydinlatici bir kesif sunmustur. Inceleme, siiperhidrofobik
yiizeylerin imalat teknikleri, karakterizasyon yontemleri ve uygulamalar1 {izerine
tartismalar1 kapsamistir. Ayrica yazarlar, ¢esitli imalat yontemlerini parcalayarak,
iceriginde yer alan karmasik prosediirleri agiklamislardir. Bu inceleme, bilginin
stiperhidrofobik ylizeylerin incelikleri konusunda bilim adamlari, arastirmacilar ve
uygulayicilar i¢in 6nemli bir kaynak oldugunu temsil etmistir. Genel olarak, inceleme,
kendini iyilestiren siiperhidrofobik yiizeylerin derinlemesine bir anlayisini saglamanin
yani sira, gelecekteki kesif ve yenilik i¢in heyecan verici yollar1 gosteren ¢igir agan bir

¢alisma olmustur (Sam vd., 2019).

Lotus yapragi balmumlarinin mikro ve nano yapisina, kimyasal bilesimine ve mekanik
ozelliklerine yonelik bir inceleme, bu 6zelliklerin diger rakiplerle karsilastirildiginda
giiclii ve zayif yonlerini belirlemeyi amaglamistir. Makale, stiperhidrofobisite ile ilgili

cesitli teorileri ve yontemleri tanitir. Bu ilging fenomenin pratik sonuglarini ve
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uygulamalarini ele alir, zellikle bitkiler ve hayvanlar tarafindan suyun itilmesi, temiz
kalma ve hatta su altinda solunum saglama amaciyla kullanimini tartigmistir. Bu
yenilik¢i gelismeler malzeme bilimi alaninda ¢esitli uygulama ve inovasyonlar igin

umut vadeden olanaklar sunarak yeni perspektifler agilmistir (Shirtcliffe vd., 2010).

Bu derlemede yazarlar, dikkate deger ultra-hidrofilik 6zellikleriyle bilinen dogal lotus
yapraklarinin ¢esitli 1slanma 6zelliklerini kapsamli bir sekilde incelemistir. Derleme,
lotus yapraklarinin benzersiz 1slanma oOzelliklerinin kapsamli bir genel bakisini
sunmanin yani sira, bu 6zelliklerin sentetik malzemelerde taklit edilmesine yonelik
cesitli arastirma ¢abalarini ayrintili bir sekilde incelemistir. Ozellikle yazarlar, lotus
yapraginin ilham aldigi cift 6lgekli mikro/nano yapilarin titiz simulasyonuna daldilar,
ultra-hidrofilik yiizeyler gelistirmek i¢in etkileyici bir sablon olarak kullanmislardir
(Latthe vd., 2014).

Darmanin vd. (2015) yilinda, gergeklestirdigi kapsamli incelemede, odak noktasi,
olaganiistii su ve yag direncini sergileme yetenekleriyle iinlii bitkileri ve bdcekleri
igeren ¢esitli organizmalara yerlestirmistir. Bu benzersiz fenomen, stiperhidrofobik ve
stiperoleofobik 6zelliklere sahip olmasiyla karakterize edilir ve arastirmacilar ile farkl
alanlarda calisan profesyoneller arasinda biiyiik ilgi uyandirmistir. Inceleme, bu
olaganiistii 6zellikleri kesfetmeye odaklanarak, cesitli endiistrilere ve alanlara yayilan

¢ok yonlii uygulamalarint aydinlatmigtir (Darmanin vd., 2015).

Selseleh vd. (2020), on farkli Verbascum tiiriinii incelemeye odaklanmistir. Bu tiirler
arasinda V. cheirantifolium, V. erianthum, V. macrocarpum, V. punalense, V.
sinuatum, V. songaricum, V. speciosum, V. stachidiforme, V. thapsus ve V. densiflorum
bulunmustur. Calismanin temel amaci, bu bitki 6rneklerinde bulunan fitokimyasal
ozelliklerin ve biyolojik aktivitelerin kapsamli bir analizini yapmistir. Ancak,
calismanin bu bitkilerin ¢agdas endiistri sektdrlerindeki potansiyel uygulamalarina

dair daha fazla bilgi veya i¢gorii sunmasi gerektigi onemistir (Selseleh vd., 2020).

Diilger vd. (2002) yilinda, tarafindan gerceklestirilen g¢alismada, arastirmacilar
Verbascum cinsinin {i¢ farkl: tiiriiniin, yani Verbascum olympicum Boiss, Verbascum
prusianum Boiss ve Verbascum bombyciferum Boiss'in antimikrobiyal 6zelliklerini

incelemistir. Arastirma, bu Verbascum tiirlerinin Gram-pozitif mayalara karsi



antimikrobiyal aktivite sergiledigini, ancak Gram-negatif bakterilere kars1 herhangi bir

antimikrobiyal aktivite gostermediklerini ortaya koymustur (Diilger vd., 2002).

Prakash vd. (2019) c¢alismasinda, temel odak antibakteriyel ozelliklerin
degerlendirilmesine odaklanmigti ve bu 6zellikler V. thapsus'un yaprak ekstrelerinden
elde edilen 6zellikle aseton ve metanol ile ¢ikarilmis olanlar {izerinde incelenmisti.
Calisma, bu ekstrelerin Escherichia coli, Yersinia pestis, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus gibi
onemli patojen mikroorganizmalara karsi etkinligini degerlendirmistir. Bulgular,
aseton yaprak ekstresine kiyasla, metanol yaprak ekstresinin bu patojen bakterilere
kars1 iistiin etkinlik gosterdigini gostermistir. Bu ¢aligmanin, bu bitki ekstrelerinin

hidrofobik 6zelliklerine dalmadigini belirtmek 6nemlidir (Prakash vd., 2019).

Al-Hadithi vd. (2014), Verbascum L. cinsine ait polen 6zellikleriyle iliskilendirilen
taksonomik sonuclari incelemeye odaklanmistir. Ozellikle, 151k ve elektron
mikroskopi tekniklerini kullanarak 20 tiir iizerinde detayli bir analiz gergeklestirmistir,
bu analizler sayesinde polen sekillerindeki ince varyasyonlari ayirt etmislerdir.
Mikroskopik analiz, bu 20 Verbascum L. tiirliniin dogru bir siniflandirma temeli
olusturacak kritik sonuglar1 ortaya c¢ikarmistir. c¢alisma polen tanelerinin
fizikokimyasal analizlerini icermemis ve bu polen tanelerinin ¢esitli baglamlarda

potansiyel uygulamalarin1 kesfetmemistir (Al-Hadithi vd., 2014).

Luengo vd. (2022) yilinda, liderliginde gergeklestirilen ¢igir agict bir ¢alismada,
makyajdan giines koruyuculara ve losyonlara kadar uzanan bir dizi kozmetik ve cilt
bakim {triiniinde hidrofobik filmlerin rolii vurgulanmistir. Bu filmler, cilde oldukca
etkili su gegirmez bariyerler olarak islev gorerek, neme, terlemeye ve cevresel
etkenlere karst saglam bir koruma sunamistir. Bu durum iiriiniin yapisal biitiinliiglinti
koruyarak, tutarli ve dayanikli performans saglanmistir. Bu filmlerin hidrofobik
dogasi, su ve diger sivilarin niifuzunu 6nlemede Kritik bir rol oynar, esasen koruyucu
bir kalkan olusturarak altindaki cildi giivence altina alimistir. Bu inovatif teknoloji,
cilt bakim1 ve kozmetik {riinlerin dayanikliligin1 artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda
etkinliklerini  korumustur. Kullanicilar, hidrofobik filmlerin dayaniklilik ve
performans arasinda dikkat c¢ekici bir denge sagladigindan, bu {rtinlerin

avantajlaridan giivenle faydalanamistir. Ozellikle, bu ¢alismanin bu baglamda 6nemli



antimikrobiyal veya antioksidan &zellik analizlerine girmesi gerekmistir (Luengo vd.,
2022).

Alan vd. (2009) yilinda, gergeklestirdigi ¢181r agan ¢alismada, Verbascum'un kapsamli
bir incelemesi yapilmig, morfolojik ve anatomik Ozelliklerinin karsilagtirmali bir
aciklamasi ilk kez gergeklestirilmistir. Arastirma, Verbascum'un kokleri, govdeleri ve
yapraklarindaki karmasik anatomik yapilari inceleyerek, bunlarin 6zelliklerine dair
detayl1 bir agiklama sunmustur. Ayrica, ¢alisma, ti¢ farkli Verbascum L. tiiriinden elde
edilen 12 6ziit icinde antioksidan aktiviteyi belirleme ve karakterize etme iizerine
genisletilmistir. Calismanin bulgulari, bitkinin morfolojik ve anatomik o6zellikleri
konusundaki bilgimizi artirmaya katkida bulunmus ve gesitli Verbascum tiirlerinden
elde edilen belirli 6ziitlerdeki antioksidan 6zellikleri aydinlatmistir. Bu 6ncii ¢alisma,
gelecekteki arastirmalara temel olusturarak Verbascum'un antioksidan alanindaki

potansiyel uygulamalarin1 genigletmistir (Alan vd., 2009).

Guo vd. (2007) arastirma, dogadaki sekiz farkli bitki tiirliniin yapraklarinin olaganiistii
hidrofilik 06zelliklerini kapsamli bir sekilde tanimlamaya ve analiz etmeye
yonelikmistir. Aragtirma, bu malzemelerin karmasik 6zelliklerine dalmak i¢in temas
acist Olgiimleri ve taramali elektron mikroskop (SEM) analizi kullanmakmaistir.
Calismanin bulgulari, iki baskin yiizey yapisinin varhigini ortaya koymakmustir. Ik
olarak, mikro- ve nanometre 6lgekli yapilar tarafindan karakterize edilen bir hiyerarsik
diizen, ve ikinci olarak, 2007'de Guo ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen 6nemli
caligmalarinda agiklandig1 gibi nanometre veya hatta sub-nanometre 6lgege sinirli tek
bir yapimistir. Bu incelikli inceleme, hidrofilik yaprak yiizeylerinin ¢esitli ve karmagsik
dogasini aydinlatarak, bitki malzeme 6zelliklerinin genis anlayisina degerli katkilarda

bulunmakmustir.

Zhan vd. (2017) yilindaki, ¢caligsmalariin gosterdigi gibi, hidrofobik filmler, 6zellikle
metal, ahsap ve beton gibi cesitli ylizeylerde etkili bir sekilde kullanilabilir ve temel
olarak bu yiizeylerin suya, korozyona ve ¢evresel bozulmalara karsi direncini artirmay1
hedeflemekmistir. Bu filmlerin uygulanmasiyla, hedeflenen yiizeylerde koruyucu bir
bariyer olusturarak, su ve cesitli cevresel faktdrlere maruz kalmanin olumsuz etkilerini
azaltma amaglanistir. Hidrofobik 6zelliklerin saglanmasi sayesinde, bu filmler cesitli
cevresel faktorlerin neden oldugu korozyon ve bozulmaya karsi koruma saglamak icin

gereken su direncine katkida bulunmustur. Hidrofobik filmlerin farkli malzemelere
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uyum saglama yetenegi, ¢esitli ortamlardaki yiizeylerin 6mriiniin ve dayanikliliginin

arttirtlmasindaki 6nemini vurgulamistir (Zhan vd., 2017).

Lotus yapraklarinda gézlemlenen olaganiistii hidrofobik 1slanma 6zelligi, diisiik yiizey
enerjili malzemelerle biitiinlestirilmis hiyerarsik mikro ve nano yapilarin bir
sonucmusdur. Cigir acan bir gelisme olarak, arastirmacilar 6z-yenilenen siiper-
hidrofobik kaplamalar olusturmak i¢in yeni bir yontem ortaya koymuslarmis. Bu
devrim niteligindeki yaklagim, reaktif fluoroalkil silan 6zel olarak olusturulmus
iyilesme ajanlarini iceren kaplamalara, 6zellikle gézeneklilik ve esnekligin benzersiz
bir kombinasyonunu sergileyen bir &zellige sahipmis. Onemli bir sekilde, bu
kaplamalar ayn1 anda hem rijitlik hem de esneklik gosterir ve bu da hidrofobik yiizey

miihendislik alaninda 6nemli bir ilerleme olarak kabul edilmistir (Li vd., 2010).

Venkataraman vd. (2013) calismalarinda, hidrofobik filmler su kiitlelerindeki petrol
sizintilarinin gevresel etkilerini azaltmada kilit bir rol oynamistir. Bu filmler su
yiizeyine stratejik olarak yerlestirilebilir ve petrol sizintilarini etkili bir sekilde
sinirlayabilir ve diizeltebilirmistir. Bu filmlerin hidrofobik 6zellikleri, sadece petroliin
su kiitleleri i¢inde yayilmasini 6nlemekle kalmaz, ayn1 zamanda ¢ikarma siirecini
kolaylastirmistir. Koruyucu bir bariyer olusturarak, bu filmler doékiilen petrolii izole
eder ve hapseder, boylece su ekosistemlerine zararl etkileri daha yonetilebilir hale
getirmistir. Bu yenilik¢i yaklasim, petrol sizintisi tepkisi ve ¢evre korumasinda 6nemli
bir ilerleme temsil eder ve bu tiir olaylar tarafindan ortaya c¢ikan zorluklara yonelik

umut vaat eden bir ¢6ziim sunamustir (\Venkataraman vd., 2013).

Abu-Diak vd. (2012) tarafinda, gerceklestirilen aragtirma, farmasotik endiistride ilag
kontrollii saliminda hidrofobik filmlerin 6nemli roliinii vurgulamistir. Bu 6zel filmler,
farmasotik bilesikleri kapsiile almakta ve viicut sivilariyla etkilesime girdiginde
kontrollii ve asamali bir salim1 kolaylastirmis. Bu benzersiz 6zellik, kontrollii salim
mekanizmasinin hidrofobik filmlerin ilag teslimatindaki sofistike bir yaklasim
saglamasi nedeniyle siirdiiriilebilir bir terapotik etki saglamistir. Bu, hastanin saglhigi

tizerinde uzun siireli ve optimize edilmis bir etkiyi garanti altina almistir (Abu-Diak
vd., 2012).

Biyoayrisabilir polimerlerden tiiretilen hidrofobik filmler, 6zellikle polilaktik asit
(PLA) veya polihidroksialkanoat (PHA) gibi, tarimda bitki oOrtiisii ve koruma i¢in
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degerli araclar olarak hizmet etmistir. Mansoor ve ark. (2022) tarafindan, belirtildigi
tizere, bu filmler toprak nem seviyelerini diizenler, yabanci ot biiylimesini kontrol eder
ve su buharlasmasim1i azaltir. Bu biyoayrisabilir polimerlerin  hidrofobik
Ozelliklerinden yararlanarak c¢ift¢iler, tarim uygulamalariin genel verimliligini ve
stirdiiriilebilirligini artiramistir, optimal bitki kosullarini tesvik edebilir ve c¢evresel

etkiyi en aza indirgemistir (Mansoor ve ark., 2022).

Wang vd. (2018) tarafinda, agiklandigi tizere, kitosan, selilloz ve protein gibi
malzemeler kullanilarak gelistirilen hidrofobik filmler, ambalajlar1 su gegirmez
yapmanin yani sira biyolojik ¢Oziiniirliigli saglama avantajini sunamistir. Bu
malzemelerin gida ambalajinda kullanilmasi, ¢esitli gida iirlinlerinin raf omriinii
uzatma konusunda umut verici sonuglar ortaya koymustur. Bu etkinlik, filmlerin
bariyer olarak gorev yapma yeteneginden kaynaklanmaktadir; nem ve oksijenin
gecisini etkili bir sekilde engelleyemistir. Bu elementlerin girigini azaltarak filmler,
bozulmay1 azaltmada 6nemli bir rol oynar ve gida ambalaji icin siirdiiriilebilir ve etkili

¢oziimlerin pesinde dnemli bir adimi temsil edemistir (Wang vd., 2018).

Yu vd. (2023) yilinda, %1 ZnO nanopartikiil ve %] stearik asit ekleyerek hidrofobik
kitosan filmleri olusturdu. Bu kombinasyon, dikkate deger 156° su temas agisi ile
yiiksek derecede hidrofobik bir tabaka iiretti. Artan hidrofobiklik, hierarsik
mikro/nano yapi ve diisiik yilizey enerji modifikasyonunun stearik asit araciligiyla elde
edilen sinerjistik etkilerine baglanmistir. Bu arastirma, bu konsantrasyonlarin kitosan
filmlerinin stiin su iticiligi ile sekillendirilmesindeki etkinligini vurgulamistir (Yu
vd., 2023).

Wang vd. (2022) ¢alismada, AZ31 Mg alasiminin korozyon direnci 6zelligi, basit
elektroforetik ¢okeltme ve kimyasal doniisiim yontemleri kullanilarak uygulanan
kalsiyum fosfat (Ca-P) ve kitosan (CS) igeren bir kompozit kaplama ile artirilmustir.
Kompozit kaplamalarin su temas agis1 (WCA) stearik asit ile modifiye edildikten sonra
158.6°'ye kadar yiikselmistir. Ek olarak, diisik enerji kimyasal doniisim ve
modifikasyon yontemi, tek bir yiiksek derecede hidrofobik Ca-P kaplamasim
sentezleyerek WCA degeri 158.5° olan bir kaplama elde etmistir (Wang vd., 2022).

Yiiksek potansiyele sahip kitosan esasli kaplamalarin modifiye edilmis islevselliklere,

hassas seffaflik kontroliine ve ultra-hidrofobik 6zelliklere sahip siirdiiriilebilir bir
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yontem gelistirilmistir. Modifiye edilmis kitosan, fizikokimyasal o6zelliklerini
degerlendirerek ve yag asidi kuyruklar ile islevsel modifikasyonu dogrulayarak
karakterize edilmistir. Cokeltme yontemi, iistiin seffaflik ve hidrofobiklik kaplama

Ozelliklerini ayarlama imkani sunar ve iyi bir dayaniklilhigi stirdiiriir (Tagliaro vd.,

2023).

lotus yapraklariyla ilgili mikro ve nano yapi, mum kimyasal bilesimi ve mekanik
ozellikler gibi ilgili Ozellikleri rakipleriyle karsilastirmistir. Lotus yapragmin iist
epidermisinin, yapraklarinin duyarl bilissel ylizeyini miikemmel bir sekilde koruma
basaris1 elde ettigi belirlenmistir. Papillalarin olaganiistii sekli ve yogunlugunun,
yiizey ile su damlalar1 arasindaki s1g temas alaninin temelini olusturdugu ve mumun
kiigiik yapigkan tiiplerinin olaganiistii yogun tabakasinin benzersiz kimyasal
bilesiminin bir sonucu oldugu agiklanmistir. Sonu¢ olarak, papillalarin ve mum
tiplerinin mekanik dayanikliliginin ¢esitli hasarlar1 azaltti§i ve su direncinin

tamamlanmasi ve dayanikliliginin temelini olusturdugu sdylenemistir (Ensikat vd.,

2011).

Bitki yaprak yiizeylerinin genel morfolojisi (tiiyler veya cikintilar) izerine bircok
calisma, hidrofobik 6zelliklere sahipmistir. Ancak, bu 6zelliklere sahip olan ve 6zel
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olan hidrofobik tiiylerin filmlerin iiretiminde
veya bunlarin biyoteknik uygulamalarda nasil kullanilacagi konusunda spesifik bilgi
bulunmamistir. Bununla birlikte, mevcut c¢aligmada, mum yapilari yerine, kulak
kiriginin (Verbascum sp.) yapraklarinda bulunan mikroyapili tiiylerin {istiin
hidrofobikligi dogrulanacak ve tamamen biyobazli kitosan kullanilarak bir dogal
filmde kullanilacak, petrol tiiretilmis plastiklerin yan etkilerini 6nlemek amaciyla

siiper hidrofobik film iiretilecekmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Orneklerin ve Kimyasallarin Temin Edilmesi

Projede kullanilan Verbascum (sigirkuyrugu yapragi) bitkisi daha 6nce Aksaray'in
cevresinde temin edilmis. laboratuvarda bol miktarda mevcuttur. Bu calismada
Verbascum yaprak tiiylerinin izole edilmesi i¢in etik bir sorun bulunmamustir. Tiiyler,
yapraklarin yiizeyinden 6zenle ¢ikarilmis ve daha sonra temiz tiiplere toplanarak
kullanilincaya kadar saklanmistir. Ticari kitosan (yiiksek molekiiler agirlik) ve diger

kimyasallar SIGMA ALDRICH'ten (44887750G) temin edilmistir.
3.2 Kullanilan Malzemelerin izolasyonu

Temmuz 2019 ve Haziran 2021 tarihlerinde Aksaray cevresinde cok sayida
sigirkuyrugu bitkisi yapragi toplanmistir. Verbascum bitkisinin yapraklarindan 800
miligramdan fazla tiiy toplandi. Verbascum bitkisinin yapisi ve tiiyleri Sekil 3.2'te
gosterilmistir. Bu tilyler, yapraklardan ayrilmis ve ¢cevre dokuyu ve kirleri temizlemek
icin hafif bir mikroskop altinda dikkatlice temizlenmistir. Bu tiiyler, dogal film
endistrisinde ve hiicre kiiltiirlerinde kullanilmak iizere birgok igslemden gectikten

sonra bir dizi analize tabi tutulmustur.
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Sekil 3.1. a) Bitkinin biitliin parcalari, b) Verbascum sp.'nin tiiylii yapraklari, c)
Verbascum sp.'nin tek tiiylii yapraklari.

13



3.3 Kitosan jelinin hazirlanmasi ve bazh siiperhidrofobik film iiretimi

yengec kabuklarindan 5 g ticari kitosan alindi ve 500 ml damitilmis su igerisine
konuldu; buna ek olarak 5 ml %1 asetik asit ilave edilmistir. Iyice karistirildiktan sonra
calkalayicida oda sicakliginda 24 saat bekletmistir. Cozeltiyi karigtirirken tiim
kabarciklarin ¢ikarilmasina 6zen gostermistir. Son olarak, ¢ozeltiye 500 uL gliserin
(Gliserol %99,5) eklenerek birka¢ dakika boyunca iyice karistirildi (Sekil 3.2), kitosan
jelinin formunu ve kullanilan araglar1 gostermistir. Filmler, ti¢ farkli Petri kabina 30
ml kitosan jeli dokiilerek hazirlanmitir: birincisi sadece kitosan jeli iceren bir kontrol,
ikincisi ylizeyine esit sekilde dagilmis 100 mg tiiy igeren kitosan jeli, ve li¢linciisii ise
200 mg kitosan jeli igeren. (Sekil 3.2)'de gosterildigi gibi tiiyler jelin yiizeyine esit
sekilde dagitilmistir. Numuneler oda sicakliginda birka¢ giin boyunca kurumaya
birakildiktan sonra filmler (CVH 100mg, CVH 200mg) alindi ve her filmin alt
yiizeyine ayr1 ayri yumusak bir firca kullanilarak 1 ml kitosan jel uygulandi, ayni
zamanda tiiyler alind1 ve hizla iizerine yerlestirmistir. Daha sonra tekrar kurumaya
birakmistir. Son olarak, iki siiperhidrofobik yiizey filmi, c¢esitli fizikokimyasal
karakterizasyonlar ve biyoaktivite analizleri i¢in hazirlandi. Tiim numuneler ve

bunlarin kesitleri Sekil (3.3)'de net bir sekilde goriilmektedir.

0\

30 ml kitosan
el

L g
= o

Namanes” e’

Sekil 3.2. Siiperhidrofobik film tiretimine dayali kitosan jelinin hazirlanmasinin deha
iceren sematik gosterimi.
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Sekil 3.3. Verbascum sp. bitkisinin sematik temsili (a), Verbascum yapragi (b), SEM
ile Verbascum yapraginin kesiti (¢), SEM ile kitosan kontrol filmi (d, e, f),
SEM ile 100 mg Verbascum tiiy i¢eren kitosan filmi (g, h, i) ve SEM ile 200
mg Verbascum tiiy iceren kitosan filmi (j, k, 1) seklinde gosterilmistir.
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3.4 Fizikokimyasal Karakterizasyonu

Stiperhidrofobik film 6rneklerinin ve yapilarina zarar vermeden elde edilen tiiylerin

karakterizasyonu asagidaki analizlerle gergeklestirilecektir:
3.4.1. FT-IR Analizi

FT-IR spektroskopisi, molekiiler titresimlerle kizilotesi radyasyon etkilesimini
kullanarak, incelenen molekiillerde bulunan fonksiyonel gruplar hakkinda detayli bilgi
saglayan gliclii bir analitik tekniktir. Bu gelismis cihazi kullanarak, arastirmacilar
kimyasal bilesim ve molekiiler yap1 hakkinda degerli bilgiler ¢ikarmay1 amaglanmustir.
FT-IR, cesitli ornekleri kapsayan kapsamli bir analiz yapmak icin kullanildi; bunlar
arasinda kitosan kontrol filmi (CC), iki farkli konsantrasyondaki kitosan-Verbascum
tiyleri filmi (CVH) 100 mg ve 200 mg ve Verbascum tiiyleri bulunmakmustir.
Deneysel prosediir, son teknoloji PerkinElmer FTIR cihazinin kullanilmasini
iceriyormustur. incelenen spektral aralik, 4000 ila 625 cm™! arasindaki dalga sayilarina
uzanmaktaydi ve her bir drnek 25 tarama gec¢irmistir. Analiz sirasinda kapsanan genis
spektral aralik, orneklerdeki cesitli molekiiler titresimleri ve fonksiyonel gruplar
incelemeyi saglarmistir. 4 cm "'lik yiiksek ¢oziiniirliik, analizin hassasiyetini artirir ve
ince spektral 6zelliklerin ayirt edilmesine olanak tanirmistir. Ayrica, her bir 6rnek igin

yapilan 25 tarama, genel sinyal giiriiltii oranina katkida bulunarak elde edilen

spektralarin giivenilirligini ve dogrulugunu artirmistir.

3.4.2. TGA Analizi

Termogravimetrik Analiz (TGA), film 6rneklerinin (CC, CVH 100mg ve CVH
200mg) ve Verbascum tiiylerin termal karakterizasyonu i¢in kullanilmistir. Bu analiz,
0zel olarak Shimadzu DTG-60H TGA cihaz1 kullanilarak, kontrol edilen bir azot gaz1
ortaminda gerceklestirilmistir. Bu analitik teknik, malzemelerin termal davranisinin
kapsamli bir sekilde arastirilmasina olanak tanimistir. Analizin odak noktasi, elde
edilen iskelelerin termal stabilitesi, su icerigi ve kiil iceriginin belirlenmesini
igermistir. Deneysel prosediir, 6rnekleri 30°C ila 650°C arasindaki bir sicaklik
araliginda kontrollii bir 1sitma hiz1 olan 10°C dakikada maruz birakmay1 icermistir. Bu
sistemli 1sitma, malzemeler i¢inde meydana gelen termal gecislerin ve bozunma
stireclerinin ayrintili bir sekilde incelenmesine olanak tanmmistir. TGA analizi
sirasinda azot gazinin kullanilmasi, oksidasyon ve yanma reaksiyonlarii dnlemistir,
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bu da gozlemlenen termal degisikliklerin oncelikle orneklerin igsel 6zelliklerine, dis
faktorlere degil, atfedilmesini saglamistir. Bu deneysel diizenle elde edilen TGA
verileri, malzemelerin bozunma ve agirlik kaybi desenleri hakkinda iggoriiler
sunmakta ve termal bozunma profilleri hakkinda degerli bilgiler saglamakmistir. Bu
detayli termal analiz, incelenen iskelelerin termal oOzelliklerini ve stabilitesini
aydinlatmada kilit bir rol oynamistir. Bu, termal performansin kritik bir faktor oldugu
endiistriyel ve biyomedikal amaglar i¢in malzemeler gelistirme gibi uygulamalarda

hayati 6neme sahiplenmistir.
3.4.3. SEM Analizi

Karmagik ti¢ boyutlu gorsellestirmeler elde etmek igin giiclii bir ara¢ olarak bilinen
SEM, film 6rneklerinin (CC, CVH 100mg ve CVH 200mg) ve Verbascum sp. titylerin
morfolojik karmasikliklarimi aciklamak icin kullanilmistir. 3D film o6rnekleri ve
tiiyleri, son teknoloji Sputter Kaplama cihazini1 kullanarak titiz bir altin/palladyum
kaplama siirecine tabi tutulanmistir. Goriintiileme c¢abalari, teknolojik olarak ileri
seviyede olan ZEISS LS10 Life Science taramali elektron mikroskobu tarafindan
500X ila 50,000X arasinda 6zel bir biiyiitme araliginda gergeklestirmistir. Bu sofistike
enstriiman, elde edilen goriintiilerde essiz ¢oziiniirliik ve netlik elde etmeye yoneliktir,
bdylece drneklerin mikroyapisinin detayli bir sekilde kesfi miimkiin olacakmistir. Bu
kapsamli yaklasim, hem filmin hem de tiiylerin genel ve 6zel 6zelliklerini ortaya
¢ikarmay1 amaglamaktadir, bu da karmasik yapisal 6zelliklerinin kesin bir anlayisin
saglarmistir. Elde edilen goriintiilerin ¢esitli biiylitmelerle hazirlanan kesitsel
perspektifleri, bu alandaki bilgiyi 6nemli 6l¢iide ilerletmeyi ve malzemelerin niiansl

detaylarma 151k tutmay1 beklenmistir.
3.4.4. XRD Analizi

Bilindigi iizere, biyomalzemelerin kullanim alanlarin1 etkileyen en kritik
parametrelerden biri kristal yapisidir. Bu, X-1sinlarinin her kristal fazin atom matrisine
bagli olarak karakteristik bir sira i¢inde kirilma prensibine dayannistir. Bu analiz, film
ornekleri ve tiiylerin maksimum degerlerini belirleyecektir. Ayrica, bu piklerin
yogunlugu kullanilarak film Ornekleri ve tiiylerin % kristallenme oram
hesaplanacaktir. 26'deki gekilmeler, 5° ile 45° arasinda Slgiilecekmistir. Kristallenme

hesaplamasi i¢in agsagidaki formiil kullanmistir:
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Crl (%) = [(l120— lam) / l110] x 100 (1)

Crl = % kristallenme degeri. I110 = 260 = 20°'de maksimum yogunluk (keyfi birim)
degeri.

lam = 20 = 13°'de amorf pikin maksimum yogunluk degeri.

3.4.5. Elemental Analizi

EROVECTOR EA 3000 (EUROVECTOR) elemental analizériin gelismis analitik
yeteneklerinden yararlanilarak, bu yontem, film 6rnekleri (CC, CVH 100mg ve CVH
200mg) ve Verbascum sp. tiiyleri ig¢indeki kiikiirt, azot ve hidrojenin elementel
bilesimini hassas bir sekilde belirlemek {izere sistemli bir sekilde kullanilmistir. Bu
yaklagim, her bir elementin tam yiizde oranlarimi dikkatli ve nicel bir analizle
belirlemeyi saglayarak, incelenen malzemelerin elementel yapisina dair kapsamli bir
anlayis sunmustur. Son teknoloji EROVECTOR EA 3000 analizoriiniin kullanimu,
element konsantrasyonlarini 6l¢gmede yliksek hassasiyet ve dogruluk saglayarak, film
ornekleri ve Verbascum sp. tizerinde gergeklestirilen element analizinin giivenilirligini

ve saglamligim artirmistir.
3.4.6. Su Temas Agisi

Film 6rneklerinin (CC, CVH 100mg ve CVH 200mg) ve Verbascum sp. tiiylerinin su
temas agilar1 6zenle Olciilenmistir. Islanma ajani olarak su kullanilarak, her 6l¢tim en
az bes kez titizlikle gergeklestirilecek, bu da saglamlik ve giivenilirlik saglamak
amacini tagimaktadir. Serbest yiizey enerjisi, Owens, Wendt, Rabel ve Cable (OWRK)
yontemi uygulanarak degerlendirilenmistir; bu, ara ylizey bilimi ve temas agis1
analizinde iyi bir sekilde kurulmus bir yaklasmistir (Kaya vd., 2018). Istatistiksel
anlam tagimasi i¢in ¢ok kez gergeklestirilecek olan temas agis1 6lgiimleri, filmler ve
tilyler tarafindan sergilenen 1slanma davranisinin kapsamli bir anlayisina katki
saglayacakmistir. Ayrica, bu analizin genel amaci, film 6rnekleri (CC, CVH 100mg
ve CVH 200mg) ile Verbascum sp. tiiylerinin hidrofobiklik, hidrofiliklik veya
potansiyel siiperhidrofobik dogasini ayirt etmektir. Temas agis1 6l¢iimleri araciligiyla
bu malzemelerin su ile etkilesimini karakterize ederek, bu c¢alisma, yiizey
ozelliklerinin anlasilmasina ve dolayisiyla bu malzemelerin ¢esitli bilimsel ve
teknolojik baglamlardaki potansiyel uygulamalarina degerli bilgiler katmayi

amaclanmustir.
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3.5. Sitotoksisite Analizi

Dikkatli bir inceleme saglamak i¢in ilk adim, érnekleri (CC, CVH 100 mg, CVH 200
mg ve Verbascum sag1) %70 etanol ve UV 1sinlama kombinasyonunu kullanarak titiz
bir sterilizasyon siirecine tabi tutmistir. Bu yontem, sonraki analizlerin biitiinligiinii
tehlikeye sokabilecek potansiyel kontaminantlar1 ortadan kaldirmay1 amaglanmustir.
Sitotoksisitenin degerlendirmesi, MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) assay1 araciligiyla gerceklestirilecekmistir. Hiicre
metabolik aktivitesini degerlendirmek i¢in degerli bir ara¢ olan bu colorimetric assay,
maddelerin hiicresel canlilik ve c¢ogalma iizerindeki etkilerini belirlemede
kullanmistir. Olgiimler, potansiyel sitotoksik etkilerin kapsamli bir zamansal
perspektifini elde etmek amaciyla tam olarak 24, 48 ve 72 saatte bir yapilacakmaistir.

Hiicre kiiltiiriine dayali gergeklestirilecek olan analizler asagida 6zetlenmistir.
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

L.929 (fare fibroblast) hiicreleri, Ankara, Tiirkiye'deki LAW, Sap Enstitiisii'nden temin
edilmistir. Hiicreler, Dulbecco'nun modifiye Eagle ortaminda (%10 fetal sigir serumu
(FBS), penisilin (100 iinite/ml) ve streptomisin (100 pg/ml) iceren DMEM)
yetistirilmistir. MTT analizi i¢in hiicre yogunlugu, her bir kuyuya 1 x 10”4 hiicre/ml
olarak ayarland1 ve 96 oyuklu kiiltiir plakalarina ekilnmistir. Kiiltiir plakalari, %5 CO2
atmosferinde 37 °C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. 24 saat sonra, her bir kuyuya
onceden sterilize edilmis biyomalzemeler eklenerek kiiltiirlerin belirtilen inkiibasyon
siireleri boyunca (24, 48 ve 72 saat) medya degisikligi olmadan inkiibe edilmesine izin
verilmistir. Bilyiime inhibisyonunu karsilastirmak amaciyla kontrol hiicreleri, tedavi

olmadan belirtilen siireler boyunca muhafaza edilmistir.
3.5.2. MTT yontemi

Geleneksel MTT testi, Orneklerin  hiicreler tUzerindeki sitotoksisitesini
degerlendirmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde, kuyucuklardaki ornekler
cikarildi, ardindan tiim test ve kontrol kuyucuklarma 0,5 mg mL-1
konsantrasyonundaki MTT soliisyonu eklenerek plaklar 37 °C'de 3 saat boyunca
karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyon karisimi kuyucuklardan alindi ve

formazan kristallerinin ¢oziinmesi i¢in 100 u. DMSO ¢6zeltisi eklenerek 5 dakika

19



bekletilmistir. Rengin stabil hale gelmesi i¢in beklemenin ardindan absorbanslar 492
nm dalga boyunda ChroMate® ELISA okuyucu kullanilarak ol¢lilmiistiir. Tedavi
edilmemis hiicrelerin canlilifi, biyomateryal igermeyen kontrol hiicrelerinin canlilig
olarak kabul edildi ve bu deger %100 olarak belirmistir. Hiicre canlilig1 yiizdesi (%)

asagidaki formiille hesaplanmustir:
% Canlilik = ((Abssample— AbSblank) / (Abskontrol — Absbiank)) X100 (2)
3.6. Hemostatik analizi

Hemostatik analiz, kanin pihtilasma kapasitesini ve genel hemostatik sistemini
degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen bir dizi laboratuvar testini igeren bir
kavramistir. Bu testler, kanama ve pihtilasma ile iligkilendirilmis bozukluklart
degerlendirmek ve teshis etmek icin Onemlidir. Hemostatik analiz, saglik
profesyonellerine kandaki prokoagiilan (piht1 olusumunu destekleyen) ve antikoagiilan
(pihtt olusumunu engelleyen) faktorler arasindaki dengeyi anlama konusunda

yardimci olurmustur (Verissimo vd., 2021).
3.6.1. Kan uyumluluk testi

Orneklerin (Verbascum sp. tiiyleri, Kitosan kontrol filmi, Kitosan filmi 100 mg
Verbascium sp. tiiyleri ve Kitosan filmi 200 mg Verbascum sp. tiiyleri) hematolojik
uyumlulugu, 1SO 10993-4 protokoliine gore degerlendirmis. Antikoagiilanli kan,
Dulbecco'nun modifiye Fosfat tamponlu salin (DPBS) ile 4:5 oraninda seyreltilerek
hazirlandi, ve 1.5 ml'lik Eppendorf tiiplerindeki 50 pl seyreltilmis kana 5 mg numune
(tek tek) eklenmistir. Ardindan, tiipe 950 uL DPBS ¢ozeltisi eklenmis ve 37 °C'de bir
saat boyunca inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol, 940 pl fosfat tamponlu salin (PBS), 50
ul seyreltilmis kan ve 10 pl 1 N HCI ¢ozeltisi eklenerek yapilmistir. Negatif kontrol
olarak DPBS soliisyonunda seyreltilmis kan hiicreleri kullanilmistir. Inkiibasyonun
ardindan tiim numuneler, 2000 g'de 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve
siipernatanlarin absorbansi, bir UV spektrofotometre (Multiskan GO, Thermo

Scientific) kullanilarak 540 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Mishra vd., 2021).
3.6.2 Hemoliz tahlil testi

Hemoliz analiz testini gerceklestirmek i¢in, 800 ml normal salin (PBS) ile 200 ml taze

kan karistirmis. Bu karisim 37 °C'de bir saat boyunca inkiibe edilmistir. Sonrasinda
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esit hacimlerde 3 mg igeren ornekler (Verbascum sp. tiiyleri, Kitosan kontrol filmi,
Kitosan filmi 100 mg Verbascium sp. tiiyleri ve Kitosan filmi 200 mg Verbascum sp.
tityleri) hazirlandi ve bu 6rnekler belirli tiiplere yerlestirmistir. Kan ve normal salin
(PBS) karisimi esit olarak eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in, 200 ml kan, 800 ml
damitilmis su ile karistirilarak bir tiip olusturmustur. Negatif kontrol i¢in ise ayr1 bir
tiipe 1000 ml normal salin (PBS) eklenmistir. Tlim tiipler, 6rnekleri daha fazla islemek
icin 10 dakika boyunca 3000 rpm'de santrifiij edilmistir. Santrifiijasyonun ardindan
siipernatanlarin optik yogunlugu (OD) 540 nm'de 6l¢iildii. Hemoliz orani, su denklem

kullanilarak hesaplanmistir (Denklem 1):

Hemoliz oran1 = [(Ornek OD - Negatif kontrol OD) / (Pozitif kontrol OD - Negatif kontrol
OD)] * 100 3

%5'ten az hemolize sahip ornekler yiiksek derecede hematokompatibildir, %5-20
arasindakiler yliksek derecede hemolitiktir ve %20'den biiylik hemolize sahip 6rnekler

hemoliz acisindan uyumsuzdur (Buriuli ve digerleri, 2017).
3.6.3. Kan Pihti1 Olusumu

Verbascum sp. tiiyleri, Kitosan kontrol filmi, Kitosan filmi 100 mg Verbascium vp.
tityleri ve Kitosan filmi 200 mg Verbascum sp. tiiyleri igeren her biri 5 mg 6rnek,
polipropilen tiiplere yerlestirildi ve ardindan 37°C'de 10 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Ilk inkiibasyonun ardindan, 6rneklerin iizerine 200 ml taze kan eklenip,
37°C'de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Ornekler, statik kosullarda 15 ml
damitilmis su ile hafifce karistirmistir. Referans kontrol olarak, 200 ml kan ile 15 ml
damitilmis su karigtirmistir. Tiim Ornekler, 3000 rpm'de 10 dakika boyunca bir
santrifiije konuldu. Kan piht1 olusumu, serbest hemoglobin fotometrisi kullanilarak
belirlenmistir. Bu hemoglobin, hipotonik bir ¢dzeltide osmotik hidroliz nedeniyle kan
pihtis1 icinde hapsolmayan eritrositlerden salinmustir. Kan Piht1 indeksi (BCI), 540 nm
dalga boyundaki optik yogunluk (OD) o6l¢iimlerine dayali olarak Denklem (2)
kullanilarak hesaplanmistir (Wiegand vd., 2019).

Kan Piht1 indeksi (BCI) = (Aktive edilmis 6rnek OD / Referans kontrol OD) * 100 (@)

3.6.4 Whole Blood Clotting Index (WBCT) Testleri
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Orneklerin tam pihtilasma testleri dnceki ¢alismalara dayanarak gergeklestirmis (Li
vd., 2020). Antikoagiilanli kan, kan ile %3.8'lik sodyum sitratin 9:1 (v/v) oraninda
karistirilmasiyla hazirlanmistir. Her bir 6rnek i¢in 5 mg ve antikoagiilanli sitrath kanin
250 ml'si, 5 ml'lik bir cam siseye eklenmistir. Test ¢ozeltisine 0.2 mol CaCl2'den 2 ml
eklenmis ve 37 °C'de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Son olarak, 6rneklerin
lizerine yavasca 7.5 ml damitilmis su eklenmis ve 37 °C'de 5 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Ornekler, 2292 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Taze
hemolize kan (FHB) kontrol olarak kullanilmis ve bunun i¢in 250 ml taze kanin 7.5
ml damitilmus su ile karistiriimasiyla hazirlanmistir. Orneklerin optik yogunlugu (OD),
540 nm dalga boyunda Olgilmiistiir. WBCT, asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmaistir:

BLC = (Ornek OD / FHB) * 100 (5)
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. FTIR karakterizasyonu

FTIR spektroskopisi, bir bilesikte belirli fonksiyonel gruplarin veya kimyasal baglarin
varligini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan giiglii bir analitik aragmistir. Her bir
0zel kimyasal bag genellikle kendi enerji emilim alanina sahiptir. (Sekil 4.1), kitosan
filmlerinin (CC, CVH100 mg ve CVH 200 mg) ve Verbascum sp. yapragi yiizeyinden
elde edilen tiiylerinin kaydedilen FTIR spektrumlarini gostermistir. Ug Kitosan filmi
(CC, CVH100 mg ve CVH 200 mg) ile Verbascum sp. tiiyleri spektrumlarindaki
pikler, dalga boyu ve absorpsiyon yogunlugunda farkliliklar gosterdi ve Onceki
literatiirle uyumlu bulunmustur (Pawlak vd., 2003). Kitosan filmlerinin
olusturulmasindan sonra, gliseroliin film matrisine (kitosan, %1'lik asetik asit ¢ozeltisi
ve su) etkisi nedeniyle spektrumlarda baz1 farkliliklar gézlendirmis; bu durum, OH
baginin genislemesine ve amid I, II ve III bantlarinin yogunlugunun artmasina neden
oldu (Kaya vd., 2018). Kitosan filmlerinin bu titresimleri, gliserolin CH2'nin
egriliginde 1410 cm-1'de bulunmustur. Kitosan Kontrol filmi spektrumlari, 1642.31
cm-1 pozisyonunda belirgin bir pikin karakteristik oldugu seklinde bazi farkliliklar
gostermistir; bu pik, CVH100 mg filmlerinde 1645.15 cm-1, CVH 200 mg 1649.11
cm-1 ve Verbascum sp. tiiylerinde 1651.10 cm-1'de daha az belirgin hale geldi ve bu
piklerdeki fark, tiiylerin Kitosan filmi {izerini tamamen kapladigini gostermistir.
Ayrica, tiiyler ve CVH100 mg ile CVH 200 mg filmleri i¢in sirastyla 1733.73 cm-1,
1731.08 cm-1 ve 1732.53 cm-1 pozisyonunda belirgin bir pik yogunlugundaki 6nemli
bir artig gozlenmigtir; bu, kontrol kitosan filminde bu pozisyonda pik olmamasina
kiyasla bir farktir. 3660 ila 2900 cm-1 dalga sayis1 araligindaki pikler, sekerlerin O-H
ve C-H baglarinin titresim geniglemesine 6zgiidiirmiis. Verbascum tiiyleri i¢in 3333.81
cm-1, CVH 100 mg icin 3334.37 cm-1 ve CVH 200 mg icin 3324.94 cm-1
pozisyonlarindaki pikler, sekerlerde hidroksil grubunun titresim genislemesine
Ozgidiir ve literatiirde bildirilen bir¢ok calismada oldugu gibi seliilozdaki
intramolekiiler ve intermolekiiler hidrojen baglarinin titresimlerini igermistir (Rosa
vd., 2010) (Poletto vd., 2011). Bu pik ayni1 zamanda seliilozun dalga sayasi araliginda
gozlemlenen intramolekiiler ve intermolekiiler hidrojen baglarinin titresimlerini igerir
(Nycz vd., 2010). Bu spektrumlar1 karsilastirarak molekiiler yapidaki bag
degisikliklerine baktiktan sonra, Kitosanin karakteristik pikleri C-H'nin alifatik
geniglemesine aittir ve ilk spektrumda C-H 2876.82 cm-1 ve -OH (3186.65 cm-1)
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bantlar1 gézlemlendilmis. Ranges (Verbascum sp. tiiyleri igin 2849.20 cm-1, CVH 100
mg icin 2845.23 cm-1 ve CVH 200 mg i¢in 2853.17 cm-1), tiim hidrokarbon
bilesenlerinin metan genisleme titresimine atfedilinmis. Tipik seliiloz bantlar1, 1630-
900 cm-1 bolgesinde gdzlemlenirmis. Verbascum tiiyleri i¢in 1651.10 cm-1, CVH 100
mg i¢in 1645.15 cm-1 ve CVH 200 mg i¢in 1649.11 cm-1'deki pikler, seliilozda
adsorbe olan su molekiillerinin titresimine karsilik gelir. Seliiloz, chitin ile benzer bir
yapiya sahiptir ancak glukoz birimindeki C2 pozisyonunda asetamid grubu yerine
hidroksil grubu igerir (Kaya vd., 2013) ve (Jang vd., 2004) ve ayn1 P1,4 glikozit
baglari, seliilozu kitosandan ayirt eder, bu da sirasiyla 2-deoksi-2-amino an
hidroglukoz kalintilarindan olusurmus. Kitosan, amino gruplari iceren biyobozunur bir
polisakkarittir ve son zamanlarda kitosanin islevsel bir polisakkarit olarak kullanimina

dair bir¢ok makale yayimlanmistir (Hasegawa vd., 1992).
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Sekil 4.1. FT-IR spektrumlari; kitosan kontrol filmi, Verbascum tiiyleri, iginde 100
mg Verbascum tiiyler kitosan filmi ve i¢inde 200 mg Verbascum tiiyleri
bulunan kitosan filmi olarak siralanmstir.
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4.2 Termal karakterizasyonu

Sekil 4.2'de kitosan filmleri ve Verbascum sp. tiiyleri termal tarttm sonuglari
gosterilmistir. Kitosan filmi ve kitosan tabanli kompozit filmler (CVH100 mg ve CVH
200 mg) ile Verbascum sp. yapraklarinin tiiyleri, polimerik yapilarin suyunun 30 ila
100°C arasinda buharlagsmasiyla ilk agirlik kaybini gostermistir (Moura vd., 2015).
Ikinci asama, kitosan kontrol filmi icin 156°C, 100 mg Verbascum sp. tiiyleri igeren
kitosan filmi igin 175.4°C ve 200 mg Verbascum sp tiiyleri igeren Kitosan filmi igin
170.180°C'de olgiilmiistiir; bu adim, gliseroliin ¢oziilmesi veya buharlagmasi
nedeniyle olmustur (Mujtaba vd., 2019). Ugiincii ¢dziinme, Kitosan kontrol filmi icin
276°C, 100 mg Verbascum sp. tiiyleri igeren kitosan filmi i¢in 280.7°C ve 200 mg
Verbascum sp. tiiyleri igeren Kitosan filmi i¢in 289.8°C'de gozlemlenmistir ve bu adim,
kitosan filmlerinde (CVH 100 mg ve CVH 200 mg) kitosan yapisinin ¢dziilmesine,
hatta tiiylerin hemicellulose hidrolizine kadar (280-350) °C arasinda ¢dziinmesine
atfedilebilirmistir. Verbascum sp. tiiyleri i¢in maksimum bozunma 342.2°C'de
gerceklesir ve 697°C civarinda devam ederken, 100 mg Verbascum sp. igeren Kitosan
filmi i¢in 280.7°C'de devam eder ve son olarak, 200 mg Verbascum sp. igeren kitosan
filmi i¢in 344.6°C'de devam eder ve 700°C civarinda devam edemistir. Kitosan
filmlerin (CVH 100 mg ve CVH 200 mg) yiiksek su direnci 6zelliklerine sahip iyi
termal Ozellikler gosterdigi ve bu oOzelliklerin sirasiyla malzeme ambalaj
uygulamalarinda, endiistriyel giyimde, bina ¢ati kaplamalarinda ve bir¢ok teknolojik

alanda faydali oldugu sonucuna varilanmaistir.
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Sekil 4.2. Verbascum sp. tiiyleri, kitosan kontrol filmi, 100 mg Verbascum sp. tiiyleri
iceren Kitosan filmi ve 200 mg Verbascum sp. tiiylei i¢eren kitosan filmi
TGA termogramlari.
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4.3 SEM karakterizasyonu

Verbascum sp. yapragi tiiylerinin yiizey yapist ve Kitosan filmleri (CC, CVH100 mg
ve CVH 200 mg) farkli biiyiitmelerde incelendi ve goriilen farkli yiizey sekilleri Sekil
(4.3)'te gosterilmistir. Tiiyler ortada bos bir silindirik tiip tarafindan baglanmis konik
ve bos yapilar igermektedir. Bu tiiylerin yiizeyi, onlara yiiksek su direnci 6zelligi
kazandiran bir balmumu madde igerir (Sekil 4.3a ve b), bu da transpirasyonun
azalmasina neden olur ve yapraklarda yiiksek sicakliklarin korunmasini saglar (Ripley
vd., 1999). Kitosan filmi igermeyen bir kontrol filmi (Sekil 4.3 ¢ ve d) diiz, ince ve
seffafken, diger kitosan filmleri olan CVH 100 mg ve CVH 200 mg'nin her iki yiizeyi
de kaba ve kalin ve seffaf degildi. Filmlerin her iki tarafi ve kesiti (Sekil 4.3¢, f, g ve
h)'de gosterilmistir. Kitosan, birgok uygulama ve alanlarda kullanilmistir: ilag
teslimati, gida koruyuculari, biyokataliz dondurma, atik su aritma, molekiiler
kaliplama, metal nanokompozitler, biyo uyumluluk, mukozal kohezyon, ge¢irgenligin
arttirilmasi, antikolesterol ve antimikrobiyal etki (Aranaz vd., 2009). Kitosan
filmlerinin yiizeyindeki Verbascum sp. yapragi tiiyleri bulunmasi, bu filmlerin
stiperhidrofobik olma yetenegini artirir, bu da onlarin farkl teknoloji alanlarinda, doku
miithendisligi vb. Kitosan filmleri (CFVH 100 mg ve CFVH 200 mg), kontrol kitosan
filminden daha hidrofobik olup yogun ve piiriizlii bir yap1 olusturmustur. Benzer bir
yapi, hidrofobik filmler kullanilarak elde edilmistir (Rubilar vd., 2013). Bugiine kadar,
dogal antioksidanlar ve antimikrobiyallerle zenginlestirilmis gida ambalaj1 i¢in etkin
filmlerin {iretimi iizerine bir¢cok calisma yapilmistir (Genein vd., 2016; Ponce vd.,
2008; Tesfay ve Magwaza., 2017; Moradi vd., 2012; Valenzuela vd., 2015). Bununla
birlikte, filmlerin iiretiminde su itici, antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip
bircok esansiyel bitki yapisinin ayirt edilmesi gerekmistir. Bu ¢alisma, ilk kez
Verbascum sp. Tiiylerine dayali yiiksek su direngli kitosan tirettilmistir.
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Sekil 4.3. SEM fotograflar1 a, b) Verbascum tiiylri ¢, d) Kitosan-kontrol filmi, e, f)
CVH 100 mg VE g, h) CVH 200 mg.
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4.4 XRD karakterizasyonu

Kristal yap1 analizi, kati malzemeler i¢indeki kristallerin diizenini incelemek i¢in
kullanilan son derece etkili bir analitik tekniktir. Bu yontem, kristallerin X-1sinlariyla
etkilesime girmesine dayanir ve belirli agilarda sagilmasina neden olurmustur (Gousse
vd., 2002; Habibi vd., 2010). Sekil (4.4), kitosan filmlerinin (CC, CVH100 mg, CVH
200 mg) ve Verbascum sp. tiiylerinin sagilma desenlerini gostermistir. Bu desenleri
XRD 20 =5 ila 45 arasinda tarayarak, Verbascum sp. tiiyleri i¢in 628, 682.7 ve 1653.5
kristal seviyelerine karsilik gelen 7°, 9° ve yaklasik 20°'de {i¢ ayr1 tepe gozlendi. CVH
100 mg'de kristal diizlemler, sirastyla 445.2, 417 ve 1007.4 degerlerini gosterirken,
CVH 200 mg, seliilozla iliskilendirilen XRD tepe degerleri olan 292, 358 ve 896
degerlerini sergilenmistir. Bu, bu tliylerde kristalin seliiloz yapisinin bulundugunu
gosterir, ¢iinkii seliiloz bitki hiicre duvarlarina dayaniklilik ve rijitlik saglamada kritik
bir rol oynar. Kitosan kontrol filmi i¢in, belirgin bir tepe 8.3, 18.9 ve 21.9°'de gozlendi
ve bu tepe, sirasiyla 436.9, 497 ve 624 kristal diizlemlerine karsilik gelir (Sekil 4.4).
Cesitli seliiloz nanokristallerinin  (CNC'ler) kristallik indisleri, yogunluk orani
denklemi (10 0 2 - IAM)/I0 0 2 x 100 (Moran et al., 2008) kullanilarak belirlendi.
Burada 10 0 2, 23°'e yakin 26'deki tepe yogunlugunu temsil eder (kristalin malzemeyi
gosterir), IAM ise 18°'¢ yakin 26'deki yogunluk degerini temsil edemistir (amorf
malzemeyi gosterir). Bu yontem genellikle kristallik indisleri hesaplamak ig¢in
kullanilsa da, amorf igerigi diisiik tahmin etme egilimistir (Park vd., 2010). Kitosan
kontrol filmi ile diger iki film arasinda tepe desenlerinde 6nemli bir fark gézlendi. Bu
bulgular, kitosan filmlerin mekanik ve bariyer 6zelliklerinin artirildigini rapor eden

onceki literatiirle uyumlumustur (Mujtaba vd., 2017).
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Sekil 4.4. Verbascum sp. Tiyleri, 100 mg Verbascum sp. tiiyleri igeren kitosan film,
200 mg Verbascum sp. tiiyleri igeren kitosan film ve Kitosan Kontrol Filmi
XRD diyagramu.

31



4.5. Element Analizi

Verbascum sp. yapraklarinin tiiyleri ve kitosan filmlerinin (CC, CVH 100 mg ve CVH
200 mg) icerdigi azot (N), karbon (C) ve hidrojen (H) igerigi belirlenmistir (Tablo 4.1).
Tiiylerdeki N, C ve H icerikleri sirastyla %0.32, %45.47 ve %5.75 olarak bulunmustur.
Kitosan kontrol filmde ise bu degerler sirasiyla %5.21, %40.08 ve %6.91. 100 mg tiiy
iceren Kitosan filmde ise N %4.33, C %41.28 ve H %6.73 olarak belirlenmistir. 200
mg tiiy igeren Kitosan filmde ise N %2.88, C %42.39 ve H %6.23 olarak saptanmustir.
Verbascum sp. tiyleri ve kitosan filmlerinin C ve H igerikleri benzer oldugu
gbzlenmistir. Her bir 6rnek i¢in azot igerigindeki farkliliklar su sirayla goriildii: CCF
>CFVH 100 mg > CFVH 200 mg > Verbascum tiiyleri (Tablo 4.1'de gosterildigi gibi).
Tiily miktar ile icerdikleri azot arasinda ters bir iligski vardir; filmlerdeki tiiy miktar

arttik¢a azot igerigi azalmistir.

Numune adi | %N %C %H
Sigrkuyu tiiyleri 0.32 4547 575
cc 5.21 40.08 6.91
CVH 100mg 433 4]1.28 6.73
CVH 200mg 2.88 42.39 6.232

Tablo 4.1. CC, CVH 100 mg, CVH 200 mg ve Verbascum saginin azot (N), karbon
(C) ve hidrojen (H) icerigi.

4.6. Su Temas Acisi

Su temas agis1, malzemelerin suyla etkilesimini degerlendirmek amaciyla kullanilan
bir prosediirdiir; su temas agis1 degerindeki artis, malzemenin hidrofilik 6zelliklerinin
azaldigini gostermistir (Kaya vd., 2017). Film yiizeyindeki su damlasinin son temas
acisi, film ylizeyinin su ile 1slanma derecesi hakkinda bilgi saglanmistir (Akyiiz vd.,
2017). Bu ¢alismada, Verbascum sp. yaprak killar1 ve kitosan filmleri (CC, CVH 100
mg ve CVH 200 mg) i¢in temas agis1 degerleri sirasiyla 145,94°, 103,44°, 143,01° ve
146,83° olarak Ol¢iilmiis ve Sekil (4.5)'da gosterilmistir. Bu sonuglar, kitosan kontrol
filmi (CC)'nin hidrofobik 6zelliklerinin, CVH 100 mg ve CVH 200 mg'den daha diisiik
oldugunu gostermistir. Diger bir deyisle, kitosan kontrol filmi, Verbascum sp. tiiylerini
(100 mg CVH ve 200 mg CVH) gore daha hidrofilikmistir. Verbascum sp. tiiylerinin
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kitosan matrisine eklenmesi, genel filmlerin hidrofobikliginde 6nemli bir artisa neden
olmustur. Yiiksek temas agisi degerine sahip olan Verbascum sp. tiiylerini igeren
kitosan filmler, endiistride yiiksek suya dayamiklilik gerektiren yilizey kaplama

malzemesi olarak potansiyel bir kullanim alanina sahipmistir.

Sekil 4.5. Su temas agis1 a) Verbascum sp. tiiyleri, b) kitosan kontrol filmi, ¢) 100 mg
Verbascum sp. tiiyii i¢eren kitosan filmi ve d) 200 mg Verbascum sp. tiiyii
iceren kitosan filmi.

4.7. Hiicre baglanma ve sitotoksisite analizi

MTT analizi, mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesi ile orantili olarak hiicre canliliginm
O0lcmeyi amaglanmistir. Bu canli hiicrelerde devam eden aktiviteye dayanarak
formazan kristalleri olusmustur. DMSQO gibi ¢6ziiciilerde ¢6ziindiiglinde, bu formazan
kristalleri, hiicre canliligryla orantili bir yogunluga sahip mor bir ¢ozelti olusturur. Bu
malzemeler tizerindeki hiicre davranisina dayanarak, Orneklerin (Verbascum sp.
tiyleri, kontrol film, CVH 100 mg ve CVH 200 mg) farkli uygulamalarda

kullanilabilen biyouyumlu malzemeler oldugu sonucuna varilmistir. L929 hiicreleri ile

33



incelenen orneklerle 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edilen hiicre sitotoksisitesi
analizi, MTT analizi ile tahmin edilmistir. MTT analizi sonuglari, bir mikroplaka
okuyucuda (ChroMate®ELISA) 492 nm'de alinmistir. Sadece DMEM ortami igeren
secilmis hiicreler kontrol grubu olarak alinmustir. Sekil (4.6), malzemelerin mevcut
hiicre canliligini sirastyla 24, 48 ve 72 saat i¢in gostermistir. MTT sonuglari, dort
biyomalzemenin (her biri 2 x 2 mm c¢apinda) L929 hiicreleri iizerinde toplam
degerlerin > ~70% oldugu, herhangi bir toksik etkisinin olmadigin1 gostermistir. Test
ayni zamanda kontrol gruplari ile malzeme iceren gruplar arasinda 24 ve 48 saatte
analiz edilenler arasinda anlamli bir fark olmadigin1 da ortaya koydu (P > 0.05) ve

yalnizca 72 saatin dnemli bir varyasyon kaynagi oldugunu ortaya ¢ikardi (p < 0,05).
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Sekil 4.6. A) Kitosan kontrol filmi, B) 100 mg Verbascum sp. tiiyleri igeren kitosan
filmi, C) 200 mg Verbascum sp. tiiyleri igeren kitosan filmi, D) Verbascum
sp. tiyleri igeren filmlerin MTT sonuglart.
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4.8. Hemostatik Analiz

Orneklerin (filmler ve Verbascum sp. tiiyleri) kan uyumluluk testi, negatif ve pozitif
kontrolle benzer sonuglar gosterlmistir. Veriler, 6rneklerin dlglilen hemoliz oranlarini
Sekil 4.7a'da gostermektedir. Tiim 6rneklerin (CC, Verbascum sp. tiiyleri, CVH 100
mg ve CVH 200 mg) pozitif kontrolle karsi sirasiyla 2.06, 1.996, 2.01 ve 2.61
hemolitik aktiviteye sahip oldugu gdzlemlenmistir. incelenen seyreltilmis kan icin ISO
10993-4"lin kabul edilebilir araliginda olan 1.930 ve 2.025 degerleri varilmistir.
Hemoliz testi i¢in, Sekil 4.7b, 6rneklerin (CC, Verbascum sp. tiiyii, CVH 100mg ve
CVH 200mg) hemoliz oranini1 gostermistir. Tiim 6rneklerin hemoliz oraninin %5'ten
az oldugu gorilmistiir. Bu nedenle, kitosan film ve Verbascum sp. tiiyleri ile modifiye
edilmis diger film 6rneklerinin hemoliz yeteneklerini etkilemedigi gosterilmistir.
Pihtilagsma c¢alismasi, bir maddenin insan kanindaki antikoagiilan aktivitesinin
etkilerini degerlenmistir, burada antikoagiilan aktivite, kan pihtilagsma indeksi (BCI)
olarak bilinen bir gdreceli parametre araciligryla nicel olarak ifade edilir (Xie vd.,
2022). Piht1 olugumu sirasinda fibrin tarafindan tuzaga diisiiriilen hemoglobin miktari
artarken, ayn1 zamanda serbest hemoglobin miktar1 azalmistir. Bu, BCI formundaki
orneklerin pihtilagma yetenegini degerlendirmek i¢in bir gosterge olarak
kullanilmistir. BCI azaldikga, kan pihtilagsmasi artar ve tersi. Sekil 4.7¢, tiim 6rneklerin
kontrolle kars1 inkiibasyon sirasinda BCI'da belirgin bir azalma olmadigimi
gosterdigini gosterilmistir. Bu sonug, kompozit filmlerin ve Verbascum sp. titylerinin
yiizeyindeki balmumu benzeri maddelerin trombosit Ve kan hiicrelerinin yapigsmasini
onlemesine baglanmistir. SEM analizinin sekil 4.8de gorulebili. yapismasin
onlemesine baglanmistir. Distile su i¢indeki 15 ml tam kanin 542 nm'deki absorbansi
referans degeri olarak kabul edilmistir.

Tam kan pihtilagma testi ile tam kan pihtilagsma verimliligini degerlendirirken, Sekil
4.7d, CC, CVH 100mg, CVH 200mg ve Verbascum sp. tiiylerinin FHB kontroliine
benzer veya yakindan karsilastirilabilir kan pihtilasma oranlarina sahip oldugunu
gostermektedir. Bu benzerlik, 6rneklerden sivi emilim oraninin diisiik olmasina neden
olan yiiksek hidrofobik dogalarina baglanmistir. Ayrica, 6rneklerin kapillerlerindeki
gbzeneksiz yapt ve balmumu benzeri malzemelerin varligi, kandan su emilimini

engeller ve kan hiicrelerinin ve trombositlerin agregasyonunu engellemistir.
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a) Orneklerle karsilastirildiginda negatif ve pozitif kontroliin hematolojik
uyumluluk yiizdesi, b) CC filmi, Verbascum sp. tiiyi, CVH100mg ve
CVH200mg'nin referans kontrolle karst hemoliz orani. c) Kan
pthtilasmasi, in vitro olarak sitratli kan kullanilarak BCI kullanilarak
Olciilebilir. BCI azaldikg¢a, kan pihtilagmasi artar ve tam tersi. (d) Taze
hemolize edilmis kanin, kan ile inkiibe edilmis 6rneklerin verimliliginin

grafiksel temsili.
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Sekil 4.8. SEM fotograflar1 a, b) Verbascum tiiylri ¢, d) Kitosan-kontrol filmi, e, f)
CVH 100 mg ve g, h) CVH 200 mg.
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5. SONUC VE ONERILER

Farkli biyomalzemelerin kullanimiyla yiizey su gecirmezliginde saglanan Onemli
ilerlemeler goz Oniine alindiginda, zararli ve pahali endiistriyel malzemelere olan
bagimliligi azaltmak artik zorunlu hale gelmistir. Bunun yerine, Oneri, bu
malzemelerin  ¢esitli teknoloji alanlarinda kitosan temelli dogal zarlarla
degistirilmesini savunmaktadir. Verbascum sp. yaprak tiiyleri gibi dogal bitki
bilesenlerinin dahil edilmesi, kitosan temelli filmlerin mekanik, oksijen ve su gegirgen
bariyer, termal ve UV 6zelliklerini artirmigtir. Dahasi, kitosan filmlerin, Verbascum
sp. tiiylarileyle birlestirildiginde dikkate deger antimikrobiyal aktivite ve toksik
olmayan 6zelliklere sahip oldugu ikna edici bir sekilde gosterilmistir. Sonug olarak,
bu, hiicresel kiiltiirde kullanimlarini kolaylastirmis, hierarsik killarin zarlarin fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerini artirmasina izin verilenmistir. Hemostatik analiz bulgulari,
orneklerin su gegirmez ve su emme yetene8i olmadigini, laboratuvar kosullarinda
hemoliz ve kan pihtilasma oranlarin1 gézle goriiliir bir sekilde etkilemedigini ortaya
koymistir. Islanabilirligi belirlemede temel faktor, yiizey topografyasidir. Yiizeyin
yiiksek hidrofobiklige sahip olabilmesi icin, 6zellikle nanometre Ol¢eginde yeterli
diizeyde piirtizliiliik sergilemesi gerekmistir. Ortaya ¢ikan filmler, nispeten farkli
yiizey morfolojilerini sergileyerek temas agisi Ozelliklerine bagli olarak degisen
hidrofobiklik derecelerini gosterlmistir. Kitosan temelli filmlerin asirt hidrofobik
ozelligindeki gozlemlenen degisiklik, filmin toplam ylizey enerjisi ile yakindan
iligkilimistir. Bu sonuglar, filmin iki bileseni olan Kitosan ve tiiylerin uyumunu

vurgular ve yapilan tiim analizlerde olumlu sonuglar vermistir.
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