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Özet:  Kolloidal  parçacıklar  içeren  kompleksler  dahil  olmak  üzere  doğal  polielektrolitler,  tıbbi  maddelerin  
kontrollü  bağlanma  olasılığı  ve  bunların  hedef  organa  hedeflenen  teslimi  nedeniyle  eczanede  giderek  daha  
fazla  kullanılmaktadır.  Bununla  birlikte,  polielektrolit  nanodispersiyonların  (ND)  oluşumu,  stabilitesi  ve  
moleküler  kütle  özellikleri,  menşe  ortamının  doğasına  ve  bileşimine  bağlı  olarak  değişir.  Bunun  nedeni,  
çoğu  doğal  ND  için  kalite  kontrolüne  ve  düzenleyici  belgelere  yönelik  standartlaştırılmış  yaklaşımların  
olmamasıdır .  Bu  yazıda,  önce  izolasyonu  tanıttık,  ardından  fiziko-kimyasal  özellikleri  ve  biyoaktiviteleri  
üzerine  araştırmalar  yaptık.  Kurutulmuş  damlacık  yöntemini  kullanarak  “kahve  halkası  etkisini”  tespit  
edebildik.  SEM  kullanılarak  EHA  ve  FA  ile  kurutulmuş  numunelerin  yüzey  yapısının  fraktografik  çalışmaları,  
bunun  heterojenliğini  ve  polielektrolitin  iç  moleküler  boşluklarında  kapsüllenmiş  mikron  altı  parçacıkların  
varlığını  gösterdi.  FTIR  spektroskopisi ,  nanopartiküller  ve  dallanmış  bir  çerçeve  parçasından  oluşan  benzo-
α-piron  ve  benzo-γ-pironun  ND  kimyasal  yapısını  ortaya  çıkardı .  Hümik  madde  ekstraktı  ve  fulvik  asitte  X-
ışını  floresansı  ile  tespit  edilen  ana  elementler  arasında  Si,  P,  S,  K,  Ca,  Mn,  Fe,  Cu,  Zn  bulunurken,  Fe  yüksek  
konsantrasyonlardadır.  UV  spektrumları  ve  flüoresan  radyasyon ,  fulvat  kromon  yapısının  optik  özellikleri  
üzerindeki  etkisini  inceleme  olasılığını  gösterdi.  Polielektrolitlerin  başlangıç  çözeltilerinin  1:10  oranında  
seyreltilmesinin,  daha  küçük  nanoparçacıkların  saptanmasına  ve  ND  stabilitesinin  bir  faktörü  olarak  negatif  
ζ-potansiyelinin  mutlak  değerinde  bir  artışa  katkıda  bulunduğu  gösterilmiştir.  Vero  E6  hücresindeki  SARS-
CoV-2  virüsü  enfeksiyöz  titresi  üzerindeki  EHS  etkisine  ilişkin  bir  çalışma,  hem  virüsidal  şemada  (SI  11,90–
22,43)  hem  de  tedavi/önleme  şemasında  (SI  34,85–)  virüse  karşı  etkili  olduğunu  gösterdi.  57.33).  Polielektrolit  
ND'nin,  koronavirüs  başak  glikoproteininin  reseptöre  bağlanmasını  önlediğini  varsayıyoruz .  Elde  edilen  
sonuçları  göz  önünde  bulundurarak,  geliştirilen  yaklaşımın,  antiviral  aktiviteye  sahip  bir  ilaç  olarak  eczane  
ve  tıpta  kullanım  için  büyük  umutları  olan  ND  doğal  polielektrolit  kompleksinin  standardizasyonu  için  
birleştirilebileceğini  umuyoruz.
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Nanodağılımlar  (ND),  0.1–150  nm  boyutunda  parçacıklar  ve  ag  glomeratlar  içeren  
nanoparçacık-sıvı  sistemlerdir  [1].  Doğal  polielektrolitler,  doğal  ortamda  yenilenme  
yeteneklerinden  dolayı  farmasötik  ürünlerin  geliştirilmesi  için  eşsiz  bir  hammaddedir .
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Sentetik  organik  ve  inorganik  biyobozunur  polielektrolitlerin  örnekleri—bir  deneysel  
adjuvan  sınıfı—Azoksimer  bromür  (Polioksidonyum),  Polifosfazenler  (PPHO'lar)  [10–
16].  Biyomedikal  amaçlar  için  polimer  bileşimlerin  kullanılma  oranındaki  artış,  
yalnızca  yeni  polimer  im  fabrikalarına,  kontrollü  ilaç  verme  yöntemlerine  (kontrollü  
salım  sistemleri)  yönelik  artan  ihtiyaçla  değil,  aynı  zamanda  pahalı  matrislerin  
ekonomik  olarak  daha  uygun  olanlarla  değiştirilmesiyle  de  kolaylaştırılmaktadır.  
olanlar  [17].  Polimer  ürünleri  ve  tıbbi  preparasyonlar ,  diğer  biyomalzeme  gruplarının  
özelliği  olmayan  tatmin  edici  mekanik  özelliklere,  gelişmiş  çözünme  özelliklerine,  
şişme  kabiliyetine  ve  sorpsiyon  özelliklerine  sahiptir  [18-21].  Tıbbi  ve  biyolojik  amaçlar  
için  çoğu  polielektrolit  materyalin  geliştirilmesi,  araştırılması  ve  üretimi  GMP  
standardı  [22]  tarafından  düzenlenir .  Polielektrolitlerin  ve  bunlara  dayanan  
komplekslerin  dezavantajı ,  geniş  arayüz  yüzeyi  ve  Gibbs  yüzey  enerjisinin  aşırı  değeri  
nedeniyle  tatmin  edici  olmayan  nispi  agrega  stabilitesidir  (AS) .  Polielektrolitlerin  sulu  
dispersiyonunun  ortalama  partikül  boyutunun  kontrolü ,  sistemlerin  nispi  agrega  
stabilitesinde  bir  artışa  katkıda  bulunur  [26,27].  Boyutları  (yaklaşık  100  nm),  hücrelerin  
boyutu  (10–100  µm),  virüsler  (20–450  nm),  proteinler  (5–50  nm),  nanoparçacıklar  
(koloidal  parçacıklar)  ile  karşılaştırılabilir  boyutlarından  dolayı,  boyutları  biyolojik  
nesne,  onunla  etkileşime  girebilir  ve  bağlanabilir  [28,29].  Bu  bağlamda,  tıbbi  
maddelerin  taşıyıcılarını  elde  ederken ,  örneğin,  elektrostatik  olarak  tamamlayıcı  
yüzey  aktif  maddelerle  kendi  kendini  organize  eden  polielektrolit  nanopartikülleri  
oluştururken,  araştırmacıların  dikkati  şuraya  yönlendirilir :  taşıyıcı  parçacıkların  
boyutsal  özellikleri  ve  bunların  stabilizasyonu  için  gereksinimler  [ 30–32 ].  ND'yi  
stabilize  etmek  için ,  parçacıkların  birbirine  yapışmasını  önleyen  yapısal-mekanik  bir  
bariyer  oluşumu  ile  nanoparçacıkların  yüzeyinde  adsorbe  edilen  doğal  veya  sentetik  polimerler  kullanılır  [33].

Yazarlar  [34,35] ,  hümik  maddelere  dayalı  olarak  tıbbi  ve  biyolojik  amaçlar  için  
ND  elde  etme  olasılığını  öne  sürmüşlerdir .  Hümik  maddeler,  bitki  ve  mikrobiyal  
kalıntıların  bozunması  ve  dönüştürülmesi  (humifikasyon)  sırasında  biyokimyasal  
reaksiyonlar  sonucunda  topraklarda,  tortullarda  ve  doğal  sularda  oluşan  karmaşık,  
heterojen,  çok  dağılımlı  karışımlardır  [36].  [37]'  ye  göre ,  çok  işlevli  bileşikler  olarak  
hümik  maddelerin  yapısı,  nemlendirme  işlemlerinin  stokastik  doğası  ile  açıklanan  
sabit  bir  kimyasal  bileşime  sahip  değildir  [38].  Farklı  moleküler  ağırlıklardaki  hümik  
maddelerin  molekülleri,  bir  supramoleküler  hümik  yapıyı  bağlayabilir  ve  oluşturabilir;  
agregasyon  derecesi  çözeltinin  pH'ına,  iyonik  gücüne  ve  mineral  bileşimine  bağlıdır  
[ 39 ].  Hümik  maddeler  yapılarında  karboksil,  hidroksil  (alkol,  fenolik)  gibi  negatif  
yüklü  taneciklerin  oluşumu  ile  ayrışabilen  polar  fonksiyonel  gruplar  içerdiklerinden  
anyonik  polielektrolitler  sınıfına  girerler .  Hümik  maddelerin  metalleri  tıkama  
kabiliyeti ,  bitki  metabolizmasının  yanı  sıra  biyolojik  olarak  kullanılabilir  formlardaki  
çözeltilerindeki  mikro  besinlerin  içeriğini  belirler .  Son  yıllarda,  insan  immün  yetmezlik  
virüsü  HIV-1  [40],  influenza  virüsü  [41],  herpes  simpleks  virüsü-1  (HSV-1)  [42]'  ye  karşı  
HS  ve  FA'nın  farmakolojik  aktivitesine  ilişkin  çalışmalar  hakkında  çok  sayıda  yayın  
çıkmıştır.  kene  kaynaklı  ensefalit  virüsü  (TBEV)  [43],  bakteri  Enterococcus  faecalis  ve  
Klebsiella  pneumoniae  [44]  ve  fitopatojenik  mantarlar  [45].  Yazarlar  hümik  asitlerin  
fulvik  asitlere  göre  çok  daha  yüksek  aktivite  gösterdiğini  gösterdiler:  HA  >  HMA  >  FA  
ve  hümik  asit  salınımının  kaynağına  bağımlılık:  kömür  >  peloid  >  turba.  Aktif  
bileşenlerin  -  alifatik  fragmanların  (HA  için)  ve  COOH,  OH  fragmanlarının  (FA  için ),  
HA'ların  ve  FA'ların  fitopatojenik  mantarlara  karşı  inhibisyon  oranları  ile  pozitif  bir  
korelasyon  belirleyen  önemli  rolü  tartışılmıştır  [46].  Gözden  geçirme  yayınları ,  SARS  
CoV-2  virüsünün  virüs  zarf  proteini  üzerinde  sorpsiyon  yoluyla  replikasyonunu  
önlemede  HS  ve  FA  etkisinin  olası  mekanizmalarını  açıklamaktadır ,  böylece  viral  
partiküllerin  hücre  yüzeyinde  emilimini  bloke  etmektedir  [47].  Burada  şu  anda  net  ve  net  olarak  kanıtlanmış  hiçbir  ilaç  yok.
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koşullar  ve  çevre  güvenliği  [2].  Biyomedikal  alanlarda  kullanılan  en  önemli  doğal  
polielektrolitler  arasında  polisakkaritler  (alg  polisakkaritler,  pektinler),  proteinler  
(kollajen,  jelatin,  beyaz  kan  ürünleri,  lektinler)  ve  doğal  polyesterler  bulunur  [3-9].
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Tüm  bu  veriler ,  ilaç  endüstrisi  için  doğal  polielektrolitlere  dayalı  yeni  biyolojik  olarak  aktif  
maddelerin  oluşturulması  için  ön  koşullar  oluşturmaktadır .  Bu  çalışmada,  doğal  polielektrolitlerin  
fiziko-kimyasal  özelliklerinin  izolasyonu  ve  incelenmesine  yönelik  yaklaşımlar  geliştirmeye  çalıştık.  
Bu  yazıda,  önce  izolasyonu  tanıttık,  ardından  fizikokimyasal  özellikleri  ve  biyoaktiviteleri  incelendi.  
Diğerlerinin  yanı  sıra  hümik  maddeler  nanodağılımlarının  virüsidal  aktivitesinin  incelenmesi  de  
dahil  olmak  üzere  geliştirilen  protokolün,  gelecek  vaat  eden  bir  ilaç  geliştirmek  için  uygun  fiyatlı  ve  
düşük  toksik  doğal  bir  polimere  dayalı  bir  farmasötik  ürünün  etkinliğini,  güvenliğini  ve  genel  
kalitesini  artırmasını  bekliyoruz. .

2.1.4.  Hidroksiklorokin  Sülfat  (HDR)

2.  Gereç  ve  Yöntemler  2.1.  

Reaktifler  2.1.1.  EHS  ve  FA  
Örnekleri  VimaVita  Company  

(Sistema-Biotechnologies,  Moskova,  Rusya  Federasyonu)  teknolojisi  kullanılarak  alçak  turba,  
sapropel  ve  bazı  linyit  kömürü  (leonardit)  çeşitlerinden  izole  edilen  doğal  bir  hümik-fulvik  asit  
kompleksi.  Hümik  asitler  (HA),  himatomelanik  asitler  (HMC),  fulvik  asitler  (FA)  ve  hümik  maddelerin  
yapısal  analoglarını  içeren  hümik  asit  konsantresi ,  lignin  içeren  ham  maddelerin  oksidatif-hidrolitik  
imha  yöntemiyle  (katı  faz  fermantasyonu)  elde  edildi.  saflaştırma  [48].  Yüksek  yoğunluklu  akustik  
temizlemenin  bir  sonucu  olarak ,  araştırma  için  koyu  kahverengi  renkli  hümik  maddelerden  oluşan  
konsantre  bir  viskoz  kolloidal  dağılım  sistemi  elde  edildi  (pH  =  7.98  ±  0.1).

.

2.1.3.  Virüs

2.1.2.  Vero-E6  Hücre  Kültürü

GİSAD:  PMVL-12.  Ayırma  referansı  EPL_ISL_572398.

HDR  (2-[[4-[(7-Kloro-4-kinolinil)amino]pentil]etilamino]etanol  sülfat)  bir  
antienflamatuar,  antimalarial  ve  antiromatizmal  ajan,  Toll  benzeri  reseptör  9'u  
inhibe  eder—piyasada  mevcut  madde  (saflık  >  99)  %  Promochem,  Oulu,  Finlandiya).  
Referans  ilaç  olarak  kullanıldı.  HDR,  0,013  ve  0,04  mg  mL-1  test  konsantrasyonlarına  
göre  aynı  ortamda  çözüldü.

SARS  CoV-2'nin  tedavisinde  sürekli  faydalar  sağlanıyor,  ancak  farklı  ülkelerde  devam  eden  çok  sayıda  
çalışma,  HS'nin  semptomları  azaltabileceğini  düşündürüyor.

Çalışma,  107,5  TCID  50/mL  bulaşıcılığa  sahip  SARS-CoV-2  insan  koronavirüsü,  
pasaj  3'ü  kullandı .  Suş  açıklaması:  hCoV-19/Russia/Moscow-PMVL-12/2020  (EPI_ISL_572398)

Fulvik  asit  ekstraktı  (Terra  Aquatica,  Paris,  Fransa),  sıvı,  şeffaf  kahverengi  bir  
çözelti  formunda,  özel  bir  tür  linyit  kömürü-leonarditten  (pH  =  5.77  ±  0,1)  ekstraksiyonla  
elde  edilir.  H2S  ve  FA'nın  fiziko-kimyasal  özelliklerini  incelemek  için  başlangıç  
konsantresinin  sulu  çözeltileri  hazırlandı.  Hümik  madde  fraksiyonlarının  tüm  çözeltileri  
+4  C'de  saklandı.  Vero  ile  in  vitro  çalışma  için  test  numuneleri  besiyerinde  (DMEM  +  
glutamin  (292  µg  mL-1 )  (Capricorn  Scientific  GmbH,  Ebsdorfergrund,  Almanya)  +  
penisilin/streptomisin  (50  birim/mL/50  µg  mL-1 )  +  inaktive  fetal  sığır  serumu,  %2  (FBS)  
(Biosera,  Kansas  City,  MO,  ABD)  1/800'lük  bir  nihai  dilüsyon  elde  etmek  için  EHS  
maddesinin  tamamen  buharlaşmasından  sonra  kuru  toplam  kalıntı  7,34 10 2  g  mL-  
1  buna  karşılık  olarak  elde  edilen  ilk  konsantrasyon  0,091  mg/mL  idi.Daha  sonra,  
maddenin  viral  süspansiyonla  karıştırıldığında  test  plakasının  kuyularındaki  art  arda  
iki  kat  seyreltilmesiyle  0,091–0,003  mg  mL-  1'lik  bir  konsantrasyon  elde  edildi.

,

Çalışma,  Afrika  yeşil  maymunu  (Chlorocebus  aethiops)  Vero-E6'nın  sınırlı  bir  böbrek  
hücre  dizisi  üzerinde  gerçekleştirildi.  Sırasıyla  %10  ve  %2  FBS  içeren  glutamin  ve  
gentamisin  (50  ug  mL-1 )  içeren  MEM  ortamı,  büyüyen  hücreler  için  büyüme  ortamı  
(GM)  ve  reaksiyon  oluşturmak  için  destekleyici  ortam  (SM)  olarak  kullanıldı.  Vero-E6  
hücreleri,  %5  C02  içeren  bir  atmosferde  37  C'de  24  saat  boyunca  100  uL  GM  hacminde  
96  oyuklu  plakalarda  kültürlendi .  Aşılama  dozu,  18.000  hücre/kuyu  idi.
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burada  m1 ,  sabit  bir  ağırlığa  (g)  getirilen  ölçüm  kabının  ağırlığıdır;  m2 ,  test  edilen  
numuneyi  içeren  ölçüm  kabının  kurutmadan  önceki  ağırlığıdır  (g);  m3 ,  kuruduktan  sonra  
test  edilen  numuneyi  içeren  ölçüm  kabının  ağırlığıdır  (g).

2.4.  Fourier  Dönüşümü  Kızılötesi  (FT-IR)  
Spektroskopisi  4000  ila  750  cm-1  spektral  aralıkta  EHS  ve  FA  numunelerinin  titreşim  

spektrumlarını  elde  etmek  ve  analiz  etmek  için  bir  IR  Fourier  spektrofotometresi  Agilent  Cary  630  (Agilent,  Santa  Clara,  CA,  ABD)  şanzıman  
eki  ile  kullanılmıştır  [52].  Spektrum  kaydı  için  numune  hazırlama  (kurutmadan  sonra  katı  
kalıntı )  gereksinimler  [53]  izlenerek  gerçekleştirildi .  Bunun  için,  yaklaşık  1  mg  kuru  tortu,  
400  mg  dikkatlice  öğütülmüş  ve  kurutulmuş  potasyum  bromür  ile  homojen  hale  gelene  
kadar  toz  haline  getirildi  ve  uygun  yoğunlukta  bir  spektruma  sahip  olmak  üzere  yaklaşık  13  
mm'lik  bir  disk  çapı  elde  etmek  için  3-5  dakika  sıkıştırıldı.

PCEDX-Navi  yazılım  paketi  (Shimadzu  Europa  GmbH,  Duisburg,  Almanya)  ile  donatılmış  
termoelektrik  soğutmalı  bir  silikon  sürüklenme  detektörüne  dayalı  bir  enerji  dağılımlı  X-ışını  
floresans  spektrometresi  (EDX-7000P,  Shimadzu  Europa  GmbH,  Duisburg,  Almanya)  kullanıldı.  
toz  ve  sıvı  EHS  ve  FA  numunelerinin  tahribatsız  temel  bileşimini  gerçekleştirir .  X-ışını  floresan  
yöntemiyle  ölçülen  element  aralığı  11Na  ila  92U'dur;  X-ışını  üreteci  Rh-anotlu  bir  tüptür,  akım  1–
1000  µA'dır;  kolimatör  tarafından  kontrol  edilen  ışınlanmış  alan  10  mm  idi  [54].  EHS  ve  FA'nın  
peletlenmiş  toz  veya  sıvı  numunesi,  hava  atmosferinde  bir  mylar  (lavsan)  film  ile  kaplı  kapalı  bir  
küvete  yerleştirildi  ve  tam  olarak  alet  penceresinin  ortasına  yerleştirildi.  İkincil  flüoresan  
radyasyonun  yoğunluğu ,  numunenin  temel  bileşimini  belirlemek  için  ölçüldü .  Çalışma  süresi  her  
element  (grup)  için  50  s  idi.

m2  -  m3  %100,  
m2  -  m1

2.2.  Kolloidal  Nanodağılımların  Buharlaştırılması-Kurutulmuş  Damlacık  Yöntemi  (DDM)

Polielektrolit  parçacıklarının  morfolojisi,  maksimum  1  nm  çözünürlüğe  ve  maksimum  1.000.000  artışa  
sahip  bir  Schottky  katotlu  dördüncü  nesil  taramalı  elektron  mikroskobu  Mira  3  (Tescan,  Brno,  Çek  
Cumhuriyeti)  kullanılarak  karakterize  edildi.  Sabit  bir  kütleye  kurutulan  EHS  ve  FA  numuneleri  boşaltıldı  ve  
çift  taraflı  iletken  bir  karbon  bant  üzerinde  SEM  odasındaki  masalara  sabitlendi.  “Yükleme”  etkisi,  toz  
numunelerin  yüzeyine  ince  bir  iletken  malzeme  olan  karbon  püskürtülerek  gerçekleştirildi  [51].

(1)

2.6.  Floresans  ve  UV-Spektroskopi  EHS  ve  FA  

numunelerinin  bir  dizi  seyreltmesinin  floresan  spektrumlarını  elde  etmek  için  bir  AGILENT  Cary  Eclipse  
spektroflorimetre  (Agilent,  Santa  Clara,  CA,  ABD)  kullandık.

2.3.  Taramalı  Elektron  Mikroskobu  (SEM)

Polimer-koloidal  polielektrolitleri  incelemek  için,  kolloidlerin  buharlaştırılması  ve  ısıl  işleminden  sonra  
tortul  yapılar  elde  edildi.  DDM,  analitik  kimyada  yaygın  olarak  kullanılan  bir  numune  ön  işlemidir  ve  substrat  
üzerine  bir  damla  solüsyon  damlatmayı  ve  analitik  test  için  kurutmayı  içerir.  Belirleme  gereksinimlere  göre  
yapılmıştır  [49].  Bu  amaçla,  önceden  kurutulmuş  ve  sabit  ağırlığa  getirilen  test  edilen  sıvı  maddenin  doğru  
bir  şekilde  ölçülen  ağırlığı  bir  buharlaştırma  kabına  (porselen)  yerleştirildi.  Kurutma,  105  ±  5  C'de  6  saat  
boyunca,  tüm  kullanılabilir  oda  hacminin  tekdüze  ısıl  işlemini  sağlayan  bir  kurutma  fırını  BINDER  FD'de  
(Hielkema  Testequipment  BV,  Tuttlingen,  Almanya)  gerçekleştirildi  [50].  Numune  kabı  fırından  çıkarılarak  ve  
oda  sıcaklığında  desikatörde  30  dakika  soğumaya  bırakılarak  saatte  bir  numune  kabının  ağırlığı  belirlenmiş  
ve  kaydedilmiştir.  Kurutma  kaybı  (%)  aşağıdaki  denkleme  göre  hesaplanmıştır:

2.5.  X-ışını  Floresan  (XRF)

=  içinde

,
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FA  seyreltik  sulu  absorpsiyon  spektrumu,  20  ila  20  aralığında  elde  edildi.

(a)

2.8.  İstatistiksel  2.8.  istatistiksel

Ortaya  çıkan  halka  desenleri  çıplak  gözle  kolayca  gözlemlenebilir.  İndüklenen  Marangoni  
akışı,  çevredeki  parçacıkları  merkez  çizgisine  doğru  tersinir  olarak  taşır.  Mikroboncukların  
uzamsal  desenleri  karakterize  edildi,  mikroboncukların  damlacığın  merkezinde  yoğun  
paketlenmesi  ve  halka  deseninin  incelmesi  gösterildi.

Lazer  Doppler  Mikro-elektroforez,  elektroforez  nedeniyle  hareket  ederken  nanopartiküllerin  
hızlarına  dayalı  olarak  zeta  potansiyelini  ölçmek  için  kullanıldı .  nanopartiküllerin  elektroforez  nedeniyle  hareket  ederken  hızlarının  belirlenmesi  üzerine.

EHS  ve  FA  örneğinin  bir  dizi  seyreltmesinin  floresan  spektrumlarını  elde  etmek  için  bir  
AGILENT  Cary  Eclipse  spektroflorimetre  (Agilent,  Santa  Clara,  CA,  ABD,  iki  ultra  hızlı  tarama  
monokromatörü  ile)  kullandık.  Uyarma  dalga  boyu  280  nm  idi.  T ,  iki  ultra  hızlı  tarama  ile  

monokromatörler  Uyarma  dalga  boyu  280  nm  idi  Floresans  spektrumları  300  ila  800  nm  aralığında,  mor  ve  yeşil  floresans  spektrumlarının  maksimumları  300  ila  800  nm  aralığında,  mor  ve  yeşil  floresans  maksimumları  ile  çalışıldı .  okudu.

mn  wnw.  nns

AGILENT  Cary  60  ekipmanı  (Agilent,  Santa  Clara,  CA,  ABD)  kullanılarak  nm  ila  350  nm.

Tüm  verilerin  analizi  n    3  bağımsız  deneyden  elde  edildi  ve  Tüm  verilerin  analizi  n    3  bağımsız  deneyden  elde  edildi  ve  ortalama  ±  standart  sapma  (SD)  olarak  sunuldu .  İstatistiksel  analizler ,  ortalama  ±  standart  sapma  (SD)  olarak  sunuldu.  İstatistiksel  analizler  Microsoft  
Excel  5.0  ve  GraphPad  Prism  6.01  kullanılarak  yapıldı.  Microsoft  Excel  5.0  иGraphPad  Prism  6.01  kullanılarak  bir  koşul  için  karşılaştırmalar .  iki  grup  arasında  bir  koşul  için  karşılaştırmaların  

Student's  t-testi  ile  yapıldığı,  iki  grup  arasında  p  <  0.05  anlamlılık  düzeyi  ile ,  çalışma  boyunca  Student's  t-testi  ile  p  anlamlılık  düzeyiyle  yapıldı .  Çalışma  boyunca  0.05.

2.7.  Dinamik  Işık  Saçılımı  (DLS)

2.6.  Floresan  ve  UV-Spektroskopi

scnr  rscn  rn  ws  msr
numunenin  temel  bileşimini  sonlandırın.  Çalışma  süresi  her  element  (grup)  için  50  
s  idi.

3.1.  Kolloidal  Nanodağılımların  Buharlaştırılması-Kurutulmuş  Damlacık  Yöntemi  (DDM)

Bu  amaçla,  H2S  ve  FA  için  sırasıyla  3.10 4'ten  7.10 5  g·mL-1'e  kadar  olan  koloidal  polielektrolit  nanoparçacıklarının  sulu  dispersiyonları  hazırlandı .  H2S  ve  FA  için  sırasıyla  3.10 4  ila  7.10 5  g.mL  -1  konsantrasyonları  olan  lazerler,  hazırlanan  determinine  dayalı  olarak  zeta  potansiyelini  ölçmek  için  Doppler  Mikro-elektroforezi  kullanıldı .

(b)

EHS  ve  FA  numunelerindeki  nanoparçacıkların  boyutunu  ölçmek  için  dinamik  ışık  saçılımına  dayalı  bir  Zetasizer  Nano  ZSP  (Malvern  Panalytical,  UK)  Dinamik  (DLS)  tabanlı  bir  Zetasizer  Nano  ZSP  (Malvern  Panalytical,  Worcestershire,  UK)  kullanıldı  [55] .  F  ışık  saçılımı  (DLS)  EHS  ve  FA'da  nanopartiküllerin  boyutunu  ölçmek  için  kullanıldı,  bu  amaçla,  conce  numuneleri  ile  kolloidal  polielektrolit  nanopartiküllerin  sulu  dispersiyonları  [55].

AGILENT  Cary  60  ekipmanı  (Agilent,  Santa  Clara,  CA,  ABD)  kullanılarak  350  nm'ye  kadar.

2.7.  Dinamik  Işık  Saçılımı  (DLS)

Ortaya  çıkan  halka  desenleri  çıplak  gözle  kolayca  gözlemlenebilir.  İndüklenen  Marangoni  
akışı,  periferideki  parçacıkları  merkez  hattına  doğru  geri  dönüşümlü  olarak  taşıyacaktır.  
Mikroboncukların  uzamsal  desenleri,  mikroboncukların  damlacığın  merkezinde  yoğun  
paketlenmesini  ve  çevredeki  halka  modelinin  incelmesini  gösterecek  şekilde  karakterize  edildi  
[59].  Sıcaklık,  kuruyan  bir  çözelti  damlasında  kendi  kendine  birleşmeyi  etkileyen  ve  sonuç  olarak  
mikro  ve  nanoparçacık  topluluklarının  mimarisini  kontrol  eden  önemli  bir  faktördür  [60,61].  
Buharlaşma  işlemlerinin  son  aşamasında  çok  çeşitli  morfolojik  yapılar  ortaya  çıkar.

Çalışılan  koloidal  nanodağılımların  sınırlı  hacimlerinin  buharlaşması,  çalışılan  koloidal  nanodağılımların  sınırlı  hacimlerinin  buharlaşması,  halka  tipi  yapıları  tespit  etmemizi  sağlar.  Damlacık  kurutma  işlemi  sırasında,  çözünen  maddeler  halka  tipi  yapıları  tespit  etmemizi  sağlar.  Damlacık  kurutma  işlemi  sırasında,  çözünen  maddeler  damlacık  kenarında  birleşir  
ve  homojen  olmayan  çözünen  dağılımına  neden  olur  (“kahve  halkası  damlacık  kenarında  birleşir  ve  homojen  olmayan  çözünen  dağılımına  neden  olur  (“kahve  durulama  etkisi”,  CRE)  [56–58]  (Şekil  1 ) ).  etkisi”,  CRE)  [56–58]  (Şekil  1).

3.  Sonuçlar  ve  Tartışma  3.  Sonuçlar  ve  Tartışma  3.1.  
Kolloidal  Nanodağılımların  Buharlaştırılması-Kurutulmuş  Damlacık  Yöntemi  (DDM)

3.1.1.  Polielektrolitin  Parçacıklarının  Yapısı  Yüzeye  yakın  
katmanın  karmaşık  sıralı  morfolojisinin  görselleştirilmesi,  ek  gelişmiş  mikroskopi  yöntemleri  

gerektirir.  Kurutulmuş  EHS,  FA  numunelerindeki  yüzeye  yakın  katmanın  SEM  görüntüleri  Şekil  
2'de  sunulmaktadır.
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Şekil  1.  Araştırılan  kolloidal  dispersiyonların  kuru  damlaları  (“kahve  halkası  etkisi”):  (a)  fulvik  asit  özü .  hümik  madde;  (b)  fulvik  asit.

FA  seyreltik  sulu  absorpsiyon  spektrumu  200  nm  aralığında  elde  edilmiştir.

Şekil  1.  Araştırılan  kolloidal  dispersiyonların  kuru  damlaları  (“kahve  halkası  etkisi”):  (a)  hümik  madde  özütü;  (b)
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Şekil  2.  Yüksek  mag.  ile  SEM  görüntüsü  ile  tortul  yapıların  morfolojisi:  (a,b)  hümik  madde  özü;  (CD)

3.1.1.  Polielektrolitin  Parçacıklarının  Yapısı  Yüzeye  
yakın  katmanın  karmaşık  sıralı  morfolojisinin  görselleştirilmesi,  ek  gelişmiş  

mikroskopi  yöntemleri  gerektirir.  Kurutulmuş  EHS,  FA  numunelerindeki  yüzeye  yakın  
katmanın  SEM  görüntüleri  Şekil  2'de  sunulmaktadır.

(b)

(c)

kro-  ve  nanoparçacıklar  [60,61].  Buharlaşma  işlemlerinin  son  aşamasında  çok  çeşitli  
morfolojik  yapılar  ortaya  çıkar.

(d)

(a)

Şekil  2.  Yüksek  mag.  ile  SEM  görüntüsü  ile  tortul  yapıların  morfolojisi:  (a,b)  hümik  madde  özü;  (c,d)  fulvik  asit.  fulvik  asit.
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Kurutulmuş  EHS  ve  FA  numunelerinin  yüksek  uzamsal  çözünürlüğe  sahip  SEM  görüntüleri  ve  ikincil  (SE)  elektronlarda  yüksek  uzamsal  çözünürlüğe  ve  alan  derinliğine  sahip  kurutulmuş  EHS  ve  FA  örneklerinin  SEM  görüntüleri,  yüzey  
derinliğinin  fraktografik  çalışmalarına  izin  verir.  ikincil  (SE)  elektronlardaki  alan,  yüzey  yapısı,  kusurlar  ve  kırıkların  fraktografik  çalışmalarına  izin  verir  [62].  EHS'nin  katı  parçacıklarının  yüzey  yapısı  heterojendir  ve  polielektrolitin  iç  moleküler  
boşluklarında  kapsüllenmiş  mikron  altı  parçacıklarla  temsil  edilir.  FA  yüzey  yapısının  
morfolojisi,  partiküller  arasındaki  yapışma  belirtileri  ile  daha  homojen  hale  gelir.

3.1.2.  Kuru  Kalıntının  Tablo  1  Verileri  ile  
Belirlenmesi  İncelenen  H2S  ve  FA  numunelerinde  kurutma  sonrası  kütle  kaybı  ve  kalıntı  

belirlenmiştir .
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Kuru  tortu  tayini,  EHS  ve  FA  için  sırasıyla  7,34·×  10 2  g  mL-1  ve  3,36·×  
10 3  g  mL-1'dir .  Ayrıca  su  ve  uçucu  maddelere  bağlı  ağırlık  kaybı  %92,63  ve  
%99,66'dır.  Elde  edilen  veriler ,  üzerinde  çalışılan  ND  polielektrolit  
seyreltmelerinin  konsantrasyonunu  belirlememizi  sağlar.

,

Araştırılan  bileşiklerin  transmisyon  spektrumlarının  karşılaştırmalı  
bir  analizinde ,  EHS  örneğinin,  daha  yüksek  sönüm  katsayıları  değerleri  ile  
karakterize  edildiği  ve  bunun  sonucunda  ışık  iletiminin  yüzdesinin ,  muhtemelen  
neden  olduğu,  gözle  görülür  şekilde  azaldığı  bulundu.  stokiyometrik  olmayan  
bileşim  ve  çok  sayıda  fonksiyonel  grup  içeren  düzensiz  heterojen  yapı.  Serbest  ve  
bağlı  hidroksil  gruplarının  (OH)  gerilme  titreşimleri  genellikle  3200–3670  cm–1  [64]  
frekans  aralığında  bir  geniş  bant  bölgesi  oluşturur .  Bununla  birlikte,  EHS  bileşiminde  
bulunan  demir  atomlarının  koordine  edici  etkisi  ve  Me-O  bağları  içeren  karmaşık  
nanoyapıların  oluşumu  nedeniyle ,  OH  bağının  titreşimleri  düşük  frekans  bölgesine  
( 3400  cm-1)  kaydırılabilir.  Ek  olarak,  birincil  veya  ilişkili  amino  gruplarının  ve  
muhtemelen  iminlerin  gerilme  titreşimleri  de  3400  cm-1'deki  absorpsiyon  
bandına  bağlanabilir.  Bir  karbon  iskeletinin  varlığı ,  2900  ve  2850  cm-1  [65]  (Tablo  
2)  'de  C-H  bağının  bir  germe  titreşimleri  bandı  olarak  kendini  gösterir .

3

EHS  spektrumu  3395,  1595,  1378  ve  1081  cm-1'de  çeşitli  karakteristik  bantlarla  
temsil  edilir .
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m1,  g

0,0181

115.3371

0,0177

4

4

t,  h

92.63

120.1194  
115.3398

115.3371
99.66

2

6

m  (test  edilmiş  sıvı  madde)  g

6

0,0161

Kurutma  kaybı

0  1
8,6234  
0,6698  
0,6469  
0,6407

Humik  Maddeleri  Çıkarın  (EHS)

0,6358

3

0,0161

t,  h

119.2362

Kurutma  kaybı

0,6358

115.3387

0  1

m3,  gr  
119.2362

(LOD),  %

118.6004

m3,  gr  
115.3371

115.3210

Fülvik  Asit  (FA)

m1,  g

5

4,7984  
0,0188

5

Tablo  1.  Hümik  madde  ve  fulvik  asit  ekstrakt  numunelerinin  kurutulmasında  ağırlık  kaybının  belirlenmesi .

115.3391

127.2238  
119.2702  
119.2473  
119.2411

119.2362

m  (test  edilmiş  sıvı  madde)  g

0,6358

(LOD),  %

2

0,0161

m2,  g

m2,  g

3.2.  HS  ve  FA  Çalışması  için  Spektroskopik  Yöntemler  Kalitatif  ve  Kantitatif  Kompozisyon  
FT-IR  Spektroskopi  Tanımlama

Organik  aromatik  hidroksikarboksilik  asitlere  ait  olduklarını  belirlemek  için  çalışılan  
yüksek  moleküler  numunelerin  tanımlanması,  benzersiz  "moleküler  spektral  baskı"  ile  
fonksiyonel  gruplardaki  bağ  dalgalanmalarının  karakteristik  frekansları  karşılaştırılarak  
gerçekleştirildi  [63].  Potasyum  bromür  ile  disk  tekniği  ile  elde  edilen  EHS  ve  FA  
numunelerinin  titreşim-dönme  spektrumları  Şekil  3'te  gösterilmiştir.

Machine Translated by Google



Şekil  3.  (a)  hümik  maddeleri  çıkarmak;  (b)  fulvik  asit  örneği.
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Şekil  3.  (a)  hümik  maddeleri  çıkarmak;  (b)  fulvik  asit  örneği.
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Geçirgenlik  (%)

Geçirgenlik  (%)

dalga  sayısı  (b)

EHS  spektrumu,  3395,  1595,  1378  ve  1081  cm-1'de  birkaç  karakteristik  bantla  temsil  
edilir .  Araştırılmakta  olan  bileşiklerin  iletim  spektrumlarının  karşılaştırmalı  bir  analizinde,  
EHS  numunesinin  daha  yüksek  sönme  katsayıları  değerleri  ile  karakterize  edildiği  ve  
bunun  sonucunda  ışık  iletimi  yüzdesinin  gözle  görülür  bir  şekilde  azaltılmadığı,  bunun  
da  muhtemelen  neden  olduğu  bulunmuştur.  stokiyometrik  olmayan  bileşim  ve  çok  
sayıda  işlevsel  grup  içeren  düzenli  heterojen  yapı.  Serbest  ve  bağlı  hidroksil  gruplarının  
(OH)  gerilme  titreşimleri  genellikle  3200–3670  cm–1  [64]  frekans  aralığında  bir  geniş  
bant  bölgesi  oluşturur.  Bununla  birlikte,  koordinasyon  etkisi  nedeniyle
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EHS  ve  FA'nın  elde  edilen  titreşim-dönme  spektrumları,  benzer  titreşim  frekansları  ve  
benzo-piron  türevleri  ve  benzo-α-piron  (kumarin)  ve  benzo-γ-piron  (kromon )  olarak  
adlandırılan  ikincil  metabolitleri  için  geçiş  bantlarının  şekli  ile  karakterize  edilir. )  bitkilerde  
benzen  ile  piron  türevlerinin  yoğuşması  nedeniyle  [66-68].

Şekil  4'te  görüldüğü  gibi  hem  EHS  hem  de  FA  numunelerinde  Si,  P,  S,  K,  Ca,  Mn,  Fe,  
Cu,  Zn  elementlerinin  atomları  bulundu.  EHS  numunesindeki  Fe  atomları  için  X-ışını  
floresans  sinyalinin  yüksek  yoğunluğu  dikkate  değerdir.  Demir  ile  şelat  oluşumuna  katılan  
hümik  maddelerin  bitki  beslenmesine  katkı  sağladığı  bilinmektedir  [69].  Hümik  maddelerin  
çözünürlüğüne  ve  moleküler  boyutuna  bağlı  olarak,  toprak  çökeltilerindeki  organik  
maddenin  nemlendirilmiş  fraksiyonları,  bitkiler  için  uygun  bir  Fe  rezervuarı  oluşturulmasına  
katkıda  bulunur  [70].  Diğer  doğal  veya  sentetik  şelatlara  kıyasla  suda  çözünür  Fe-HS  
kompleksleri  ile  beslenirlerse,  bitkiler  içindeki  Fe'nin  dağılımı  ve  salımının  kontrol  
edilebileceği  gösterilmiştir  [71,72] .  Fe  söz  konusu  olduğunda,  oldukça  kararlı  H2S  
kompleksleri  temel  olarak  O  içeren  grupları  (karboksil  ve  fenolik)  içerir  [73].  Polielektrolit  
makromoleküllerin ,  "makromolekül-nanoparçacık"  tipi  nanodağılımlar-polielektrolit  
komplekslerinde  parçacıkların  etrafında  bir  kabuk  oluşturduğu ,  metal  parçacıkların  daha  
fazla  büyümesini  ve  agregasyonu  önlediği  düşünülmektedir  [ 75].  Fulvik  asitler,  metallerle  
çözünmeyen  komplekslerin  oluşumuna  daha  az  eğilimlidir .

CO  germe

alkol

1085–1050

Tablo  2.  EHS  ve  FA'nın  FT-IR  spektrumundaki  ana  iletim  bantları.

Fulvik  asit

1275–1200

güçlü,  geniş/

orta

güçlü,  geniş  

nanoküreler

OH  esneme

CO  germe

OH  bükme

OH  esneme

1650–1580

Grup

1650–1566

orta

Dış  görünüş/

güçlü,  geniş  
moleküller  arası  bağlı

Fe  
nanosferlerinden  
dolayı  ortam/  bantlar  [65]

alkan

amid

NH  bükme

2920–2850

amin

alkol

alken

1085–1050

CH  germe

1690–1640

CH  bükme metil  grubu

alkil  aril  eter  

birincil  alkol

1440–1395

Yorumlar

kuvvetli

siklik  alken  

karboksilik  asit

orta

C=O  germe

Bileşik  Sınıf

NC=O  germe

3550–3200

2920–2850

kuvvetli

orta

CH  germe

alkan

3550–3200

CO  germe

CH  germe

1390–1310 OH  bükme

Humik  Maddeler

1450

konjuge  keton  fenol  

birincil  alkol

C=C  germe

alkan

3100–3000

Fe  
nedeniyle  orta/bantlar

orta

2275–2250

kuvvetli

Frekans  Aralığı,  cm 1

kuvvetli

3.3.  Element  Analizi  
Hümik  asitlerin  element  içerikleri  ve  fitokimyasal  bileşenleri,  tıbbi  amaçları  için  

çok  önemlidir.  Bu  nedenle,  EHS  ve  FA'nın  element  bileşimindeki  varyasyonlar,  
tahribatsız  bir  elemental  analiz  tekniği  kullanılarak  incelenmiştir  (Şekil  4).
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Çözünmüş  organik  doğal  karbonları  (DONC)  oluşturan  hümik  maddelerin  
en  önemli  özelliklerinden  biri  floresans  özelliğidir.  DONC'nin  en  önemli  özelliği  
olan  hümik  benzeri  floresan,  λex  [78]  oranında  kendini  gösterir.  Örnek  FA
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İÇİNDE

Ve
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(b)

[76,77].  Fulvatın  etkisini  araştırmak  için  bir  araç  olan  flüoresans  spektrumları,  çünkü  EHS  solüsyonu,  ultraviyole  yakın  şeffaflık  ve  optik  özelliklerinde  artan  uzak  kromon  yapısı  gösterdiğinden,  uyarılma  dalga  boylarında  kaydedildi.  tespit  edilebilir  analitik  dalga  boylarının  yokluğunda  ultraviyole  absorpsiyonu ,  EHS  yapısını  
floresan  spektrumları  ile  karakterize  etmek  için  FA'nın  sulu  seyreltmesinin  elektronik  absorpsiyonu  ve  floresans  emisyon  spektrumları  uygundur.

Şekil  4'te  görülebileceği  gibi,  Si,  P,  S,  K,  Ca,  Mn,  Fe,  Cu,  Zn  elementlerinin  atomları,  hem  EHS  hem  de  FA  numunelerinde  bulunan  Floresans  ve  Ultraviyole  Spektrumları  Çalışması  idi .  X-ışını  florlarının  yüksek  yoğunluğu  dikkat  çekicidir .  EHS  
numunesindeki  Fe  atomları  için  oksens  sinyali  ile  konsantre  benzen  çekirdekleri  olan  bileşiklerin  iyi  bilindiği  iyi  bilinmektedir .

Fulvat  kromon  yapısı  optik  özelliklerinde,  uyarılma  dalgalarında  kaydedilmiştir  
[71,72],  bitkiler  içindeki  Fe  dağılımı  ve  salımı  uzunsa  kontrol  edilebilir .  Sulu  seyreltmenin  elektronik  absorpsiyon  ve  floresan  emisyon  spektrumları,  diğer  doğal  veya  FA  ve  EHS  sıvı  numuneleri  ile  karşılaştırıldığında  suda  çözünür  Fe-HS  kompleksleri  ile  sağlanır ,  Şekil  5'te  gösterilmiştir.  sentetik  şelatlar.  Fe  söz  konusu  olduğunda,  oldukça  kararlı  H2S  kompleksleri  temel  olarak  O  içeren  grupları  (karboksil  ve  fenolik)  içerir  [73].  Polielektrolit  makromoleküllerin,  "makromolekül-nanoparçacık"  tipi  
nanodağılımlar-polielektrolit  komplekslerinde  parçacıkların  etrafında  bir  kabuk  oluşturduğu,  metal  parçacıkların  daha  fazla  büyümesini  önlediği  ve  λex1  ve  EHS'nin  agregasyonda  maksimum  hümik  floresana  sahip  olduğu  düşünülmektedir  [75].  Fulvik  asitler,  λem1  ile  çözünmeyen  komplekslerin  oluşumuna  daha  az  eğilimlidir.  
Gerçek  FA  floresans  spektrumu,  bir  metalde  300  ila  400  nm  aralığında  kaydedilmiştir .  
Yapıda  bir  kromon  heterosiklik  çekirdeğin  varlığı  ile  ilişkili  olan  280  ±  2  nm'lik  uyarma  
dalga  boyu.  Floresan  açık  formda  birkaç  Floresan  ve  Ultraviyole  Spektrum  Çalışması  yoğunlaştırılmış  çekirdek  içeren  küçük  bir  organik  florofor  olarak,  fulvat  molekülü  karakteristik  üretir . ].  FL  ile  işaretlenmiş  piranın  (kumarinler,  kromonlar)  bu  emisyon  tepe  noktaları,  yüksek  spektrumları  

nedeniyle  floroforlar  veya  kromoforlardır;  fotostabilite,  büyük  Stokes  kayması  ve  yoğun  bir  floresan  ile  uyarılmış  durum  intramoleküler  proton  transferinden  (ESIPT)  
de  kaynaklanabilir.  yüksek  kuantum  verimi ,  molekül  içi  hidrojen  bağları  olan  
fragmanların  karakteristiğidir  [80].

(a)

Parçalanmış  piranın  (kumarinler,  kromonlar)  hümik  maddelerin,  demir  ile  şelat  oluşumunda  kaplamaları  nedeniyle  florofor  veya  kromofor  oldukları,  bitki  
beslenmesine  katkıda  bulundukları  bilinmektedir  [69].  Yüksek  fotostabiliteye,  büyük  Stokes  kaymasına  ve  H2S'nin  moleküler  boyutuna  ve  çözünürlüğüne  ilişkin  yüksek  kuantumlu  yoğun  flüoresansa  bağlı  olarak ,  toprakta  organik  maddenin  nemlendirilmiş  fraksiyonları  verim  [76,77].  Tortuların  etkisini  araştırmak  için  bir  araç  olan  floresan  spektrumları,  bitkiler  için  uygun  bir  Fe  rezervuarı  oluşturulmasına  katkıda  bulunur  [70].

280 350  
360 690

280  
560

EHS  sıvı  örneklerinin  fotofiziksel  özellikleri  Şekil  5'te  gösterilmektedir.  Çok  sayıda  kapalı  döngü,  ikame  varyasyonları  ve  delokalize  π-bağları  içeren  H2S  bazı  
değişikliklere  uğramıştır;  EHS'nin  floresan  yoğunluğu  620  nm'de  ortaya  çıktı  ve  560  nm  bölgesinde  önemli  ölçüde  arttı.
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Şekil  4.  EHS  (kırmızı)  ve  FA  (mavi)  örneklerinin  kuru  kalıntısındaki  elementlerin  X-Ray  floresan  analizi:  (a)  yoğunluk  Şekil  4.  EHS'nin  (kırmızı)  kuru  kalıntısındaki  elementlerin  X-Ray  floresan  analizi )  ve  FA  (mavi)  örnekleri:  (a)  yoğunluk  
bağımlılığı;  (b)  element  fraksiyonuna  bağımlılık.  bağımlılık;  (b)  element  fraksiyonuna  bağımlılık.

λem
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0.4

0.0

0.2
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ANCAK

su  seyreltme

Şekil  5.  280  nm  uyarma  dalga  boyunda  ultraviyole-görünür  ve  floresans  spektrumu:  ( a ,c)  humik  alt  ekstresi  duruşlar  örnek  su  solüsyonu(7,3 ×  %10 12);  (b,d)  fulvik  asit  numune  su  solüsyonu  ( %3,4 ×  10 3).  Seyreltilmiş  numune  su  çözeltisinin  pH  Bağımlılığı  (%7,3  ×  10 12);  (b,d)  fulvik  asit  numune  su  solüsyonu  (%3,4  ×  10 3).  Seyreltmelerin  pH  bağımlılığı  eklerde  gösterilmiştir.  eklerde  gösterilmektedir.
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l,  deniz  mili

su  seyreltme

(c)

=

λ,  nm  

(d)

EHS  çözümü,  saptanabilir  analitik  dalga  boylarının  yokluğunda  ultraviyole  yakın  şeffaflık  ve  
artan  uzak  morötesi  absorpsiyon  gösterdiğinden,

(a)

Çözünmüş  haldeki  maddeleri  oluşturan  hümik  maddelerin  en  önemli  özelliklerinden  biri  
3.4.  Polielektrolitlerin  Nanodağılımlarında  Parçacık  Boyutu  Ölçümü  ve  Zeta  Potansiyeli  Kontrolü  
organik  doğal  karbonlar  (DONC)  floresandır.  Hümik  benzeri  flüoresan,  DONC'nin  DLS  280  -  350'ye  göre  en  belirgin  özelliği  olarak,  doğal  poli  280'in  incelenen  dispersiyonlarındaki  parçacıkların  metrolojik  

karakterizasyonu  360  -  690  oranında  kendini  gösterir  [78].  FA  ve  EHS  numunelerinin  
elektrolitlerde  maksimum  hümik  floresana  sahip  olması ,  hidrodinamik  560  yarıçapını  belirlemenin  ters  yöntemiyle  gerçekleştirildi .  Nanodispers  sistemleri  karakterize  etmek  ve  parçacıkların  
özelliklerini  açıklamak  için  (Şekil  5).  parçacık  boyutu  dağılımının  işlevi  (I,  %-d,  nm)  ve  genişliği  (PDl  indeksi)  kullanıldı,  Gerçek  FA  floresans  spektrumu,  300  ila  400  nm  aralığında  ve  ayrıca  ζ-potansiyeli  olarak  kaydedildi.  parçacıkların  yüzey  yükünün  bir  göstergesi  ve  bir  elektrostatik  etkileşim  
kromunun  varlığıyla  ilişkili  olan  280  ±  2  nm'lik  bir  uyarım  dalga  boyunun  ölçüsü  (Şekil  6  ve  Tablo  3).  Mone  heterosiklik  çekirdek  yapı  içinde  dağılmış  olduğundan  parçacık  boyutu .  Küçük  bir  organik  florofor  olarak,  sistem  içeren  sistem  konsantrasyona  bağlıdır  [81],  çalışma  bir  floresan  açık  formda  birkaç  yoğunlaştırılmış  çekirdeğin  çözeltileri  ile  gerçekleştirildi,  fulvat  molekülü  char  farklı  dilüsyonlar  üretir.  360  nm  dalga  boyunda  akteristik  yoğun  menekşe  floresansı  [79].  FL  spektrumunun  bu  emisyon  zirvelerine,  molekül  içi  hidrojen  bağları  olan  fragmanların  karakteristiği  olan  uyarılmış  durum  molekül  içi  proton  transferi  (ESIPT)  de  neden  olabilir  [80].

=

(b)

ilk 1:100 1:100001:10001:10
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Analize  dayalı  olarak,  polielektrolit  çözeltilerinin  1:10  oranında  su  ile  seyreltilmesi,  
I,  %-d,  nm  eğrisi  üzerindeki  maksimum  dağılımın  sola  doğru  kaymasını  gösterir,  bu  
özellikle  fulvik  asit  örneğinde  belirgindir  [82].  Her  iki  polielektrolitin  çözeltilerindeki  
mikron  altı  bölgedeki  boyut  dağılımları ,  tek  modlu  geniştir  ve  sonuç  olarak,  PDl  
değerine  bağlı  olarak  çoklu  dağılımlıdır:  polidispersite  indeksinin  değerleri  0,38  ila  
1,00  arasındadır  ve  hem  polielektrolitin  doğasına  hem  de  Konsantrasyon.  FA  
çözeltisini  seyreltirken,  sadece  parçacıkların  çapında  bir  azalma  değil,  aynı  zamanda  
negatif  ζ-potansiyelinin  mutlak  değerinde  bir  artış  da  gözlenir.  Bunun  nedeni ,  
difüzyon  tabakasındaki  karşı  iyon  konsantrasyonundaki  azalmanın  bir  sonucu  olarak  
çift  elektrik  tabakasının  kalınlığındaki  bir  artış  olabilir .  Deryagin-Landau-Verwey-
Overbeck  (DLVO)  teorisine  göre,  dağınık  çift  elektrik  tabakasının  kalınlığı  ve  
parçacıkların  yüzey  potansiyeli  kolloidlerin  kararlılığı  için  en  önemli  faktörlerdir  [83].  
Formülasyondaki  parçacıkların  zeta  potansiyeline  ilişkin  bilgi,  stabiliteyi  sağlamak  ve  
raf  ömrünü  artırmak  için  en  uygun  malzemeleri  seçmek  amacıyla  formülasyonun  
kimyasal  bileşimini  mantıksal  olarak  seçmek  için  kullanılabilir.

102100 101 103

Boyut  (d,nm)

3.5.  Vero-E6  Hücre  Kültürü  Kullanılarak  Biyolojik  Aktivite  Çalışmaları

EHS'nin  nakledilen  hücrelerin  morfolojisi  ve  yaşayabilirliği  üzerindeki  potansiyel  etkisinin  
değerlendirilmesi,  SARS-CoV-2  dahil  virüslere  karşı  yüksek  duyarlılık  gösteren  Vero-E6  hücre  dizisi  kullanılarak  
in  vitro  olarak  gerçekleştirildi .

Vero-E6  hücreleri,  24  saat  boyunca  100  uL  GM  hacminde  96  oyuklu  plakalarda  kültürlendi  
ve  nemlendirilmiş  %5  CO2  içinde  37  °C'de  inkübe  edildi.  Aşılama  dozu,  18.000  hücre/kuyu  idi.

100 102 103101

24  saatlik  inkübasyondan  sonra,  çalışma  nesnelerinin  çift  dilüsyonları  100.0  ul'de  
kuyucuklara  aktarıldı.  96  saat  sonra  kültür  ortamı  çıkarıldı  ve  100  µl  GM  ve  20  µl  vital
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yoğunluk,  % yoğunluk,  %

1,00  ±  0

HS

-34  ±  11

C,  g  mL-1  
3,7  ×  10-4  
7,3  ×  10-5  
3,4  ×  10-4  
3,4  ×  10-5

Örnek

0,94  ±  0,07

FA:  blu—3,4  ×  10 5  g  mL-1 ;  siyah—3,4  ×  10 4  g  mL 1

348  ±  230  
304  ±  117

ANCAK -41  ±  8

PDI  ±  SD

Tablo  3.  Polielektrolit  dispersiyonlarında  nanoparçacıkların  karakterizasyonu.

-36  ±  8  
-31  ±  12

.

0,39  ±  0,01  
0,38  ±  0,07

ξ  ±  SD,  mV

50  ±  3
280  ±  19

Boyut  ±  SD,  nm

(a) (b)
Şekil  6.  Polielektrolitlerin  nanodağılımlarında  parçacık  boyutu  dağılımı:  (a)  EHS:  kırmızı  -7,3×10 5  g·mL 1;  Şekil  6.  Polielektrolitlerin  nanodağılımlarında  parçacık  boyutu  dağılımı:  (a)  EHS:  kırmızı—7,3  ×  10 5  g  mL-1 ;  siyah—3,71  ×  siyah-3,7  1×10 4  g·mL 1;  (b)  FA:  blu-3,4  ×10 5  g·mL-1;  siyah-3,4×10 4  g·mL 1.  10 4  gr  mL 1 ;  (b)
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EHS  doğal  olarak  homojen  olmayan  biyodönüşüm  ürünleri  olduğundan ,  aynı  üretici  tarafından  üretilen  
farklı  partilerden  bir  maddenin  biyolojik  etkisinin  homojenliğini  değerlendirmek  önemliydi .
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Antiviral  aktivite,  virüsün  hücreler  üzerindeki  sitopatik  etkisinin  (CPA)  inhibisyonu  
yoluyla  enfeksiyondan  96  saat  sonra  bir  mikroskop  altında  görsel  olarak  değerlendirildi.  
Sonuç,  ondalık  logaritmalarda  ifade  edilen  kontrol  ile  karşılaştırıldığında  deneydeki  
enfeksiyöz  viral  doz  değerindeki  maksimum  düşüş  olan  lgmax  ile  değerlendirildi.  Her  
EHS  serisi ,  altı  konsantrasyonda  test  edildi  (Tablo  5).

Vero  E6  hücresindeki  SARS-CoV-2  virüsü  enfeksiyöz  titresi  üzerindeki  EHS  etkisine  
ilişkin  bir  çalışma,  tüm  EHS  serilerinin  hem  virüsidal  şema  tedavisinde  hem  de  önleme  
şemasında  virüslere  karşı  etkili  olduğunu  göstermiştir .  Virüsidal  rejimde  etkili  doz  0,023–
0,041  mg/mL  aralığındadır  ve  enfeksiyöz  titrenin  baskılanması  2,82–3,63  lg  aralığındadır .  
Bu  durumda  seçicilik  indeksi  (SI)  11,90–22,43'tür.

EHS  Test  Örneği  * CC50,  mg/mL  ±  SD

Tablo  4.  EHS'nin  Vero-E6  hücre  hattına  karşı  sitotoksik  konsantrasyonu.

0,516  ±  0,021  
0,488  ±  0,018  
0,486  ±  0,014

Elde  edilen  sonuçlar  IC50  değerinin  belirlenmesine  olanak  sağlamıştır.  EHS'nin  Vero  E6  
hücresindeki  SARS-CoV-2  virüsüne  karşı  sitotoksik  ve  antiviral  aktivitelerinin  sonuçları  Tablo  6'da  
gösterilmektedir.

boya  (MTS)  (CellTiter  96®  AQueous  One  Solution  Cell  Proliferation  Assay,  Promega,  G3582,  
Waltham,  MA,  ABD)  her  kuyucuğa  eklendi.  37  ±  0.5  C'de  3  saat  inkübasyonun  ardından  sonuçlar  
490  nm  dalga  boyunda  bir  BIO-RAD  okuyucuya  kaydedildi,  referans  dalga  630  nm  idi.  Kontrol  
hücrelerine  göre  optik  yoğunluk  değerini  %50  oranında  azaltan  test  maddesinin  konsantrasyonu  
%50  sitotoksik  doz  (CC50)  olarak  alınmıştır.

EHS'nin  SARS-CoV-2'ye  karşı  doğrudan  virüs  öldürücü,  terapötik  ve  önleyici  etkisinin  
araştırılması ,  Vero  E6  hücreleri  için  toksik  olmayan  bir  konsantrasyon  aralığında  gerçekleştirildi.

EHS  nanopartiküllerinin  antiviral  aktivite  çalışmasının  sonuçları,  Vero  E6  hücreleri  için  toksik  
olmayan  dozlardaki  örneklerin ,  SARS-CoV-2  virüsünün  çoğalmasını  istatistiksel  olarak  önemli  
ölçüde  baskıladığını  gösterdi.  İlaçlar  düşük  toksisite  gösterir  ve  SI  oldukça  yüksektir.

Çalışmada  SARS-CoV-2  insan  koronavirüsü  kullanıldı.  Virüsidal  etki  incelenirken,  
ilaçların  seçilen  dilüsyonları  (CC50'ye  göre )  100  µL'lik  eşit  hacimlerde  virüs  
dilüsyonlarıyla  ( 10 1'den  10 7'ye )  karıştırıldı  ve  37  ±  0.5  'de  1  saat  inkübe  
edildi.  %5  CO2  ile  atmosferde  C  ve  tek  tabakalı  yıkanmış  hücreler  içeren  bir  plakaya  
aktarıldı .  Terapötik  önleme  modeli  şemasına  göre  antiviral  aktiviteyi  incelemek  
için ,  çalışma  nesnelerinin  çalışma  seyreltileri  virüsle  enfeksiyondan  1  saat  önce  
hücrelere  eklendi .  Kontrol  olarak,  çalışma  nesnelerini  eklemeden  SARS-CoV-2  virüs  dilüsyonlarını  kullandık.

(Tablo  4).

Her  numune  konsantrasyonu,  dört  paralel  sıra  plaka  kuyularında  test  edildi.

Tedavi  ve  önleme  modeli  şeması  ile,  EHS  serisi  için  etkili  doz  önemli  ölçüde  daha  düşüktür.  Bu  
nedenle,  SI  önemli  ölçüde  daha  yüksektir  ve  34,85–57,33'e  eşittir.

Bu  nedenle  tablo  sonuçları,  EHS  serisinin  Vero  E6  hücre  kültürü  üzerindeki  düşük  toksisitesini  
gösterir.

Deneyler,  bir  polielektrolit  kompleksi  ile  bir  viral  partikül  arasındaki  çok  değerlikli  etkileşimlerin  
sonucu  olabilecek  EHS'nin  antiviral  etkinliğinin  konsantrasyona  bağlı  olduğunu  göstermiştir  [84].  
Yüksek  moleküler  ağırlığa  sahip  süper  dallı  polielektrolitin  bir  "yem"  görevi  görebileceğini  
varsayıyoruz .  Bu,  3B  alanda  ek  etkileşim  noktaları  ve  SARS-CoV-2  S-proteinine  çok  noktalı  bağlanma  
olasılığı  sağlayabilir  [85–88].
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lgmax

Seri  1_2006996

Virüsidal  uygulama  rejimi  3,63  ±  0,18  
1,75  ±  0  0  0  0  
0

0,091  
0,046  
0,023  
0,011  
0,006  
0,003

CC50,  mg/mL

Seri  1_2006996

Seri  3_2006998

Seri  3_2006998
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Uygulamanın  terapötik  ve  önleme  şeması  (enfeksiyondan  1  saat  önce)

IC50,  mg/mL

Virüsidal  uygulama  rejimi

14/20

EHS  Test  Örneği

Virüsidal  uygulama  rejimi

0,089  
0,044  
0,022  
0,011  
0,006  
0,003

1,50  ±  0,25  
0,3  ±  0,18  0  

0

22,43  
11,90  
20,25

VE

0,013  
0,004

lgmaks  ±  SD

0,091  
0,046  
0,023  
0,011  
0,006  
0,003  

Tedavi  ve  önleme  şeması  (enfeksiyondan  1  saat  önce)  0,091  3,06  ±  0,27  0,046  2,63  ±  
0,18  0,023  1,31  ±  0,63  0,011  0,13  ±  0,18  0,0006  03

Seri  2_2006997
Seri  3_2006998

Virüsidal  uygulama  rejimi  3,19  ±  0,43  
2,19  ±  0,43  
0,50  ±  0,71  
0  0  0

Seri  2_2006997

SARS-CoV-2  Virüsüne  Karşı  Antiviral  Faaliyetler

0,516  3,19  0,023  0,488  2,82  0,041  0,486  3,63  0,024  Tedavi  
ve  önleme  modeli  şeması  0,516  3,19  0,009  0,488  3,06  0,014  0,486  3,06  0,013

Seri  2_2006997

Seri  1_2006996

0,091  
0,046  
0,023  
0,011  
0,006  
0,003  

Tedavi  ve  p  önleme  şeması  (enfeksiyondan  1  saat  önce)  0,091  3,06  ±  0,26  0,046  2,75  ±  0  
0,023  0,011  0,006  0,003

57,33  
34,85  
37,38

3,19  ±  0,45  
3,12  ±  0,88  
1,86  ±  0,18  
0,5  ±  0  0  0

5,46  ±  0,29  
1,21  ±  0,06

C,  mg/mL

hidroksiklorokin  sülfat

Örnek  test

2,82  ±  0,97  
1,38  ±  0,53  

0  0  0  0

Tablo  6.  EHS'nin  sitotoksik  ve  antiviral  aktivitesine  ilişkin  birleştirilmiş  veriler.

Tablo  5.  EHS'nin  Vero  E6  hücrelerinde  SARS-CoV-2  replikasyonu  üzerindeki  etkisi.

Muhtemelen,  etki  mekanizması,  reseptörlerin  koronavirüs  başak  gliko  proteinine  
(S-protein)  bağlanmasını  ve  ardından  plazma  zarı  yoluyla  veya  endositoz  yoluyla  
hücrelere  nüfuz  etmesini  önleyerek ,  hücresel  düzeyde  doğal  fukoidanlarla  analoji  
yoluyla  gerçekleştirilir  [89-93 ].
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Kaynağı  humus  olan  doğal  polielektrolitleri  inceledik.  Bu  gerçek ,  doğal  polielektrolitlerin  
yapısı  ve  özellikleri  üzerinde  önemli  bir  etkiye  ve  sonuç  olarak  standardizasyonun  karmaşıklığına,  
analitik  sonuçların  yorumlanmasına  ve  preklinik  ve  klinik  çalışmaların  yokluğuna  neden  olur.  
Bununla  birlikte,  bitki  adaptasyonunun  biyokimyasal  bir  formu  olarak  oluşan  hümik  maddelerin  
biyolojik  aktivitesi  hakkında  çok  sayıda  rapor,  bunların  kompozisyonunu,  özelliklerini  ve  kalite  
kontrolüne  yönelik  analitik  yaklaşımları  incelemek  için  ön  koşullar  oluşturmaktadır.  Araştırmamızın  
sonuçları,  doğal  humus  polielektrolitlerinin  kimyasal  yapısının,  makro  moleküllerin  liyofobik  sols-
metallerin  nanopartikülleri  ile  makromolekül-nanopartikül  tipi  komplekslerin  oluşumu  ile  stabilize  
edici  etkileşiminden  kaynaklandığını  göstermektedir.  Bu,  X-ışını  Floresan,  FT-IR  Spektroskopisi  ve  
DLS  yöntemleriyle  elde  edilen  sonuçlarla  kanıtlanmaktadır .  Doğal  polielektrolitlerin  farmasötik  
analizinde  uygulamalı  termohidrodinamik  çalışmaların  başlangıcı  olabilecek  FA  numunesinin  
koloidal  damlacıklarının  buharlaşması  sırasında  ilk  kez  net  bir  kahve  halkası  etkisi  tespit  edebildik .  
Kurutulmuş  katı  numunelerin  morfolojik  yapısının  SEM  yöntemiyle  analizi,  bunların  nispi  
heterojenliğini,  mikron  altı  parçacıkların  şeklini  ve  boyutunu  değerlendirmemizi  sağlar.  Floresans  
sinyalinin  yoğunluğu,  stokiyometrik  olmayan  bileşimin  organik  yapısına  ve  çok  sayıda  fonksiyonel  
gruba  sahip  düzensiz  heterojen  yapıya  ek  olarak,  hümik  asitlerin  bileşenlerinde  tıkalı  metal  
nanopartiküllerin  bulunduğunu  göstermiştir.  Bu  şekilde  modifiye  edilmiş  polielektrolitler,  tıbbi  
maddeler  için  benzersiz  bir  taşıma  nesnesidir.  Ek  olarak,  çalışmalarımız,  hümik  maddelerin  doğal  
olarak  dallanmış  polielektrolit  komplekslerinin  SARS-CoV-2  S-proteini  ile  in  vitro  olarak  bağımsız  
bağlanma  olasılığını  göstermiştir.  Önerilen  yaklaşımın,  standart  kalite  kontrol  protokollerinin  
geliştirilmesi  için  laboratuvar  ve  klinik  ortamlarda  ve  ayrıca  koronavirüs  enfeksiyonunun  
önlenmesi  için  virüs  öldürücü  tedavilerle  gelecek  vaat  eden  standartlaştırılmış  bir  ilacın  
oluşturulması  için  yararlı  olacağını  düşünüyoruz.
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CC50

4.  Sonuçlar

Kısaltmalar

Hasta  Onamı  Beyanı:  Uygulanamaz.

Yazar  Katkıları:  Kavramsallaştırma,  AVS,  TVG  ve  TVP;  metodoloji,  EVU,  AVS;  soruşturma,  IVK,  VVL,  ITF,  OVE;  doğrulama,  VFL,  
TMG;  veri  iyileştirme,  AVS,  TVG,  OEL,  TVM,  MAM  ve  EVU;  biçimsel  analiz,  IVK,  PMH;  yazma—orijinal  taslak  hazırlama,  EVU;  
yazma—inceleme  ve  düzenleme,  AVS,  TVG  ve  TVP  Tüm  yazarlar  makalenin  yayınlanan  sürümünü  okumuş  ve  kabul  etmiştir.

Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeck  teorisi

ANCAK

Kurumsal  İnceleme  Kurulu  Beyanı:  Uygulanamaz.

kahve  halkası  etkisi  
yarı  maksimal  sitotoksik  konsantrasyon  
sitopatik  etki

DLS

Çıkar  Çatışmaları:  Yazarlar  herhangi  bir  çıkar  çatışması  beyan  etmemektedir.

EDXRF

DONC  çözünmüş  organik  doğal  karbonlar

Teşekkür:  Bu  makale  RUDN  Üniversitesi  Stratejik  Akademik  Liderlik  Programı  tarafından  desteklenmiştir .

COVID-19  Corona  Virüs  Hastalığı  2019
CRE

Yasama  kararname

dinamik  ışık  saçılımı  kurutulmuş  
damlacık  yöntemi  hümik  
maddeleri  özütleme  uyarılmış  

durum  molekül  içi  proton  transferi  enerji  dağıtıcı  X-
ışını  floresansı  fluvik  asitler

Kıbrıs'ta

Finansman:  Bu  araştırma  herhangi  bir  dış  finansman  almamıştır.

EBM

DDM
ÇSG
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Doğal  polielektrolitlerin  karmaşık  koaservasyonundan  elde  edilen  oldukça  gerilebilir  hidrojeller.  Yumuşak  Madde  2017,  13,  6594–6605.  [ÇaprazRef]

VAY
TCID50

fetal  sığır  serumu  
ferrik  şelat  redüktaz  
büyüme  ortamı  iyi  üretim  
uygulaması  hümik  asitler  hümik  
maddeler  hymatomelanik  asit  
hidroksiklorokin  sülfat  yarı  
maksimum  inhibitör  
konsantrasyon  çözünmez  hümik  
maddeler  insan  immün  yetmezlik  virüsü  
simpleks  virüs-1  polidispersite  indeksi  
demir  taşıyıcı  kızılötesi  minimum  temel  
ortam  (alfa  1X)  vital  boya  (1  -çözelti  metil  
tiyazolil  tetrazolyum)  nanodağılımları

IRT

Referanslar

ERKEN

SEM  taramalı  elektron  mikroskobu

MEM
MTS

SI  seçicilik  indeksi

SLS  statik  ışık  saçılımını  destekleyen  
ortam

FRO

HDR

%50  doku  kültürü  enfeksiyöz  doz

HSV-1

GPM

Spirotox  testi  Spirostomum  Ambiguum  Akut  Toksisite  Testi  kene  
kaynaklı  ensefalit  virüsü

IHS

Vero-E6

HA

TBEV

PDI

Afrika  yeşil  maymununun  epitelyal  

tomurcuklarından  elde  edilen  ve  bir  viral  gen  
ile  transfekte  edilmiş  suda  ekstrakte  edilebilir  hümik  maddeler  hücre  kültürü

VE

SE  destekleyici  ortam

HS

FBS

SARS-CoV-2  şiddetli  akut  solunum  sendromu  ile  ilişkili  koronavirüs  2

HIV-1

GM

ND

SM
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