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Elektrokimyasal depozisyon yontemi ile giines enerjisi uygulamalari
icin nanomalzemelerin gelistirilmesi

Ibrahim Y. Erdogan*, Samil Demirkol
Ozet

Bu calismada, Cu,O nanoyapilari, yiizey sinirl reaksiyonlara dayanan elektrokimyasal depozisyon tekniginden yararlanilarak
hazirlandi. UPD bolgesinde hazirlanan Cu,O nanoyapilari, ayni sartlar altinda bulk depozisyon bélgesinde hazirlanan Cu,O
depozitleri ile karsilastirildi. Bulk depozisyon bdlgesindeki 3 boyutlu biiyiime kinetiginin aksine, UPD bdlgesinde 2 boyutlu bir
biiylime kinetigi s6z konusudur. Cu,O yariiletkeni, tiim bazik pH’larda elektrokimyasal olarak hazirlanmaya calisildi. Bu pH
degerleri iginde, Cu,O yariiletkenini elektrokimyasal olarak hazirlamak i¢in en ideal pH degeri belirlenmeye c¢alisildi.
Elektrodepozisyon ¢ozeltisinin pH’sinin bir fonksiyonu olarak nanoyapilarin boyutlarinin degisimi incelendi. Cozeltilerin pH
degerleri arttiginda, elektrokimyasal olarak hazirlanan Cu,O nanoyapilarin boyutlar1 azaldi. SEM goriintiileri UPD bolgesinde
elektrokimyasal olarak hazirlanan Cu,O’in milkemmel tek tip nanokiip seklinde yapilarla elde edilebilecegini gosterdi. Cu,O
nanoyapilarinin kalitatif ve kantitatif analizleri, yapida sadece Cu ve O bulundugunu ve stokiyometrinin 2/1 (Cu/O) oranina sahip
oldugunu gosterdi. Elektrokimyasal olarak hazirlanan bakir (I) oksit yapilarina ait bant araligi enerjisi 2,09 eV’tur. Bu ¢alismada
elektrokimyasal olarak hazirlanan Cu,O yariiletkeni, glines enerjisi uygulamalarinda ideal bir sogurucu tabaka olarak kullanilmak
iizere Onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Cu,0; nanoyapilar; nanokiipler; elektrodepozisyon; pH etkisi

The development of nanomaterials for the solar energy application via
electrochemical deposition method

Abstract

In this work, Cu,O nanostructures were prepared by the electrochemical deposition method based on surface-limited
reactions. Cu,O nanostructures prepared in UPD region were compared with Cu,O deposits prepared in bulk deposition region
under the same conditions. In contrast to 3D growth kinetics in bulk deposition region, there are 2D growth kinetics in UPD
region. Electrochemical preparation of Cu,O semiconductor in all basic pH was attempted. In these pH values, it was tried to
determine the most ideal pH value to electrochemically prepare of Cu,O semiconductor. Changes in the size of nanostructures as
a function of pH of the electrodeposition solution were investigated. When pH values of the solutions were increased, the sizes of
Cu,O nanostructures prepared by electrochemical deposition were decreased. SEM images showed that Cu,O prepared by
electrochemically in UPD region can be obtained with structures shaped like perfect single type nanocube. The qualitative and
quantitative analysis of Cu,O nanostructures indicated that the structure have only Cu and O and stoichiometry have 2/1 (Cu/O)
ratio. The band gap energy of the structures of copper (I) oxide prepared electrochemically is 2.09 eV. In this study, Cu,O
semiconductor prepared electrochemically may be recommended to be used as an ideal absorber layer in the solar energy
application.

Keywords: Cu,0O; nanostructures; nanocubes; electrodeposition; pH effect

1. Giris

1990’11 yillara kadar Cu,O ile ilgili ¢ok az sayida
bilimsel arastirmalar yapilnustir. Bu arastirmalar, daha
ziyade Cu,0’in ¢oklu ve tek kristallerinin biiyiitiilmesi, bant
araliginin Olgiilmesi, elektriksel 6zelliklerinin incelenmesi,
oksijen basmcinin iletkenlik ve iletkenlik tipi iizerindeki
etkisi, tuzaklarin ve tuzak cinslerinin belirlenmesi, bazi

Bingol Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii, 12000, Bingél,
Tiirkiye
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optik Ozelliklerinin ve parametrelerinin tayini ve bazi
metal/Cu,O/metal diyot uygulamalariyla sinirli kalmistir.
1900’11 y1llardan sonra ilk ve tek yariiletken diyot Cu,O’ten
yapilabiliyordu ve bu elektronik cihazlarda kullanilabilen
tek yariiletken diyottu [1]. 1980°’1i yillarda, Cu,O’in 6nemli
bir foto-hafiza oOzelligi gosterdiginin belirlenmesi, bu
ozelliginin insan beyni ile iliskisinin kanitlanmasi,
metal/Cu,O/metal yapilarinda belirlenen anahtarlama ve
fotovoltaik ozellikleri ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Daha
sonra, Cu,O’in siiper iletken malzemeler igerisine
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yerlestirilmesiyle siiper iletken malzemelerin
iletkenliklerinin 6nemli olgiide arttigmmin belirlenmesi ile
ilgili caligmalar yapilmustir [2].

Yariiletkenlerin hazirlanmasinda kullanilan
elektrodepozisyon teknigi ile verimli sonuglar alinmaktadir
[3-6]. Bu teknikte filmi olusturan elementleri igeren tek bir
¢ozeltiden metalin bulk depozisyon bolgesinde sabit bir
potansiyelde,  tek  adimda  depozisyon yapilir.
Elektrodepozisyon tekniginden yararlanarak giiniimiizde BP
Solar sirketi, CdTe tabanli fotovoltaik hiicreler iiretmektedir.
Elektrodepozisyonda metal konsantrasyonuna kargin ametal
konsantrasyonu ¢ok diisiik tutularak depozisyonun ilk
asamalarinda ylizeyde bilesik olusumu saglanir [7,8].

Bakir oksit birgok yontem ile hazirlanmistir [9-11]. Bu
¢alismada Cu,O, tabaka tabaka depozisyonu miimkiin kilan
potansiyel alt1 depozisyon (UPD) bdlgesi de dikkate alimarak
elektrokimyasal olarak hazirlandi. iki boyutlu, atomik
kontrollii  biiyiimeyi miimkiin kilan UPD temelli
elektrodepozisyon teknigi ile nano yapili filmler yiiksek
kalitede hazirlanabilir. Bilesik yariiletkenlerin sentezinde
alternatif bir elektrodepozisyon yontemi olarak, malzemeyi
olusturan bilesenleri iceren ¢ozeltiden, metalin veya her iki
tiirin UPD potansiyelinde depozisyon yapilirsa bahsedilen
dezavantajlarin hig biri s6z konusu olmayacak ve elde edilen
malzemeler de yiiksek kalitede olacaktir. Bu diisiince
dogrultusunda Demir ve grubu tarafindan gelistirilen UPD
temeline dayanan ko-depozisyon teknigi sayesinde, ¢ok
kaliteli bilesik yariiletken ince filmler sentezlenmektedir
[12]. Aym c¢ozeltide bulunan iyonlarin her ikisinin de
elementel hale gegecegi UPD potansiyelinde potansiyel
kontrollii depozisyon yapildiginda, her bir elementin atomik
tabakalar1 yerine her bir elementin atomlart birbiriyle birebir
esleserek bilesik olustururlar. Ciinkii uygulanan UPD
potansiyeli geregi ayni elementin atomunun istiine tekrar
ayn1 elementin atomu gelmeyecektir. Bu proses, depozisyon
stiresi ile ongoriilen kalinliga kadar devam ettirilebilir. Bu
teknikten yararlanilarak ZnS [13], CdS [14], PbTe [15],
Sb,Tes [16], BiSbTe [17], Bi,Te; [18] bilesik yariiletkenleri
oldukga yiiksek kaliteli yapilarda sentezlenmistir.

Bu calismada, Cu,O nanoyapilarini hazirlayabilmek igin
oncelikle yariiletkenin elektrodepozisyonu Oncesi uygun
sartlar, ¢ozelti davraniglari ve konsantrasyonlar belirlendi.
Daha sonra yariiletkenin biinyesinde bulunan her bir bilesen
icin elektrokimyasal sartlar incelendi. Bunun igin 6ncelikle
doniistimlii voltametri tekniginden yararlamilarak bakirin
UPD bélgesi belirlendi. Bu belirlenen UPD’ye uygun
potansiyel bolgelerinde secilen bir potansiyel degerinde
potansiyel kontrollii elektroliz teknigiyle Cu,O bilesik
yariiletkenin depozisyonu gerceklestirildi. Cu,O yariiletkeni,
tiim bazik pH’larda elektrokimyasal olarak hazirlanmaya
calisildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda belirgin olarak
Cu,O’in pH’st 8 ile 10 arasinda olan bazik sulu ortamlarda
elektrokimyasal olarak hazirlanabilecegi goriildi. Cu,O
nanoyapilarinin  kalitatif ve kantitatif analizleri, EDS,
morfolojileri  SEM, optik  dzellikleri  UV-GB-NIR
spektroskopi teknikleri ile incelendi.

2. Materyal ve metot

Bu calismada saf Cu,O nano yapili yariiletkenleri
potansiyostat/galvanostat sistemiyle hazirlandi. Bunun igin
calisma, karsit ve referans elektrottan olusan 3 elektrotlu
hiicre dizayn edildi. Caligma elektrotu olarak ITO (indiyum
kalay oksit) kapli cam, referans elektrot olarak doygun
kalomel (Hg/Hg,Cl,) elektrot ve karsit elektrot olarak Pt tel
elektrot kullanildi. Coziicii olarak de-iyonize saf su, bakir
kaynagi olarak CuSO, elektrolit olarak Na,SOy,
komplekslestirici olarak laktik asit ve ortamin pH’sini
ayarlamak icin NaOH kullanildi.  Elektrokimyasal
calismalarimizda ~CH  Instruments  Electrochemical

Workstation marka/model potansiyostat/galvanostat
kullamldi. Malzemelerin morfolojilerinin ve nicel/nitel
analizlerinin yapilmasinda JEOL-JSM 6510 marka/model
SEM/EDS sistemi kullamildi. Hazirlanan yariiletkenin optik
ozelliklerinin belirlenmesinde Shimadzu-UV-3600
marka/model spektrofotometre kullanildi.

3. Bulgular ve tartisma

Literatiirde Cu,O yariiletkeninin elektrokimyasal olarak
hazirlanmast iizerine c¢aligmalar mevcuttur. Ancak, bu
calismalarda Cu,O elektrodepozisyonu, yiizey sinirli
reaksiyonlarim goz Oniine almmadigi, bulk depozisyon
bolgelerinde gergeklestirilmistir. Bu calisma kapsaminda,
bilesik yariiletken Cu,O nanoyapilan, ylizey simirh
reaksiyonlar1 biinyesinde barindiran, UPD temeline dayanan
elektrokimyasal depozisyon tekniginden yararlamlarak
hazirlandi. Bulk depozisyon bolgesindeki 3 boyutlu biiyiime
kinetiginin aksine, UPD bélgesinde 2 boyutlu bir biiylime
kinetigi soz konusudur. Bunun sonucu olarak, bulk
depozisyon bolgesinde diizensiz, rastgele ve yigin halde
malzemeler iretilebilirken, UPD bdlgesinde tabaka-tabaka,
atomik seviye kontrollii olarak daha diizenli malzemeler
iiretilebilmektedir.

Cu,O nanoyapilar, CuSO4, Na,SO, laktik asit ve
NaOH igeren bazik sulu ortamdan, bakirmn UPD bélgesine
uygun depozisyon potansiyelinde, potansiyel kontrollii
depozisyon yontemiyle hazirlandi. Bakirin bazik ortamda
alinan doniistimlii voltamogramlari, elektrokimyasal olarak
Cu,O nanoyapilarimt hazirlamak igin yaklasik depozisyon
potansiyellerini belirlemek i¢in kullanildi. Bazik ortamda
bakir, kararsizdir ve hidroksiti halinde ¢oker. Bazik ortamda
bakirin  kararli halde tutulabilmesi i¢in uygun bir
komplekslestirici  (ligand) yardimiyla kompleks haline
getirilmesi gerekir. Bazik ortamda yapilan caligmalar,
bakirin laktik asit ile sulu bazik ortamda kararli halde
tutulabilecegini gosterdi. Bakir, bazik ortamda kararlilik
sabiti oldukca yiiksek kompleksler olusturur ve bu durum
yiksek kaliteye sahip Cu,O’in  bazik ortamdan
elektrokimyasal olarak hazirlanmasini  olanakli  kilar.
Burada, stokiyometrik, homojen, tek faza sahip Cu,O
nanokiipleri UPD temeline dayanan elektrokimyasal
depozisyon teknigi kullamlarak basarili bir sekilde
hazirland:.

Cu,O’in elektrodepozisyonu bazik ortamda
gerceklestirilebilir. Cu,O yariiletkeni, CuSO,, Na,SO, ve
laktik asit igeren sulu ortamda, tiim bazik pH’larda
elektrokimyasal olarak hazirlanmaya c¢alisildi. Yapilan
¢alismalar sonucunda belirgin olarak Cu,O’in pH’s1 8 ile 10
arasinda olan bazik sulu ortamlarda elektrokimyasal olarak
hazirlanabilecegi goriildii. Cozeltilerin pH ayarlamasinda
NaOH kullanilmistir. Malzemelerin elektrokimyasal olarak
hazirlanmasinda  kullanilan  kimyasallarin  en  uygun
konsantrasyonlar1 belirlenmeye ¢aligildi. Cu,O yariiletkenini
elektrokimyasal ~ olarak  hazirlamak  i¢in  birgok
konsantrasyon denenerek, en ideal konsantrasyonlarin
CuSO0y i¢in 20 mM, Na,SOyi¢in 0,2 M ve laktik asit i¢in 0,3
M oldugu belirlendi.

Cu,O’in pH’st 8 ile 10 arasinda olan bazik sulu
ortamlarda  elektrokimyasal olarak  hazirlanabilecegi
belirlendikten sonra, Cu,O yariiletkenini elektrokimyasal
olarak hazirlamak i¢in en ideal pH degeri belirlenmeye
calisildi.  Yapilan  calismalar  sonucunda,  cesitli
karakterizasyon teknikleri esliginde en ideal Cu,O’in pH’1
9,65 olan bazik sulu ¢ozeltilerden hazirlanabildigi gortildii.
Elektrokimyasal olarak Cu,O nanoyapilarini hazirlamak igin
depozisyon siiresi 15 dakika ile simirli tutuldu. Degisik
pH’lara sahip bazik ¢6zelti i¢inde, ITO kapli cam elektrot
iizerinde bakirm UPD ve bulk bolgeleri belirlendi.
Depozisyon ¢ozeltilerinin pH’1 10°dan 8’e dogru gittikge

Tr. Doga ve Fen Derg. — Tr. J. Nature Sci. 2016  Vol.5 No. 1
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yaklasik 50 mV pozitif bdlgeye kaydi. pH:10 igin -200
mV’tan, pH:8 i¢in -150 mV’tan daha pozitif potansiyellerde,
bakirn UPD’si gerceklesecegi icin depozit edilen bir tiiriin
iizerine ayni tiir depozit olmaz. Dolayisiyla bu potansiyel
bolgesinde homojen ve epitaksiyel bir yap1 olusacaktir. Eger
calisma elektrotunun potansiyeli, bulk depozisyon baslangi¢
potansiyeli olan pH:10 i¢in -200 mV’tan, pH:8 i¢in -150
mV’tan daha pozitif bir potansiyel degerinde sabit tutulursa
Cu ve O, ITO kapli cam elektrot yiizeyinde tabaka-tabaka
atomik diizende biiyliyecektir.

Sekil 1.a. pH’st 8, b. pH’s1 8,35 olan bazik sulu ortamda
ITO kapli cam substratlar {izerinde elektrokimyasal olarak
biiyiitiilen Cu,O nanoyapilarinin SEM goriintiileri

UPD bélgesinde bakir ve oksijen atomlari, Cu,O bilesik
yariiletkenini olusturmak {izere reaksiyona girer. Bu durum
bazik sartlarda substrat yiizeyinde Cu,O’in elektrokimyasal
olarak atomik diizende iki boyutlu bir bilylime kinetigiyle
biiylidiiglinii ifade eder. Yapilan karakterizasyon ¢aligmalar1
sonucunda, en ideal Cu,O’in pH’1 9,65 olan bazik sulu
¢ozeltilerden hazirlanabildigi goriildiigi igin, bu calisma
kapsaminda daha ¢ok pH degeri 9,65 olan sulu ¢ozeltiden
UPD  Dbolgesinde  hazirlanan  nanoyapilar  iizerine
yogunlagilmistir.

pH’st 8 olan bazik sulu ¢ozeltiden ITO kapli cam
substrat yiizeyine depozit edilen Cu,O nanoyapilarinin SEM
goriintiisti Sekil 1.a’da verilmistir. Burada, yaklasik 600 nm
genislige sahip nanokristallerin homojen olarak ITO kapl
cam ylizeyine dagildigr goriliir. Sekil 1.b, pH’st 8,35 olan
bazik ¢ozeltiden ITO kapli cam yiizeyinde Cu,O
elektrodepozisyonu  sonucu hazirlanan nanoyapilarin
morfolojisini gésteren SEM goriintiisiidiir. Artan pH degeri
ile birlikte boyutlar kiiciilen, sekilleri farklilasan ve sayilari
artan, ortalama 500 nm ¢apa sahip nanoyapilarinin homojen
olarak ITO kapli cam yiizeyine dagildig1 gozlenmektedir.

N /\\\(u (‘

™~

i
@55‘“1, 0;4'6:30{‘1}“

Sekil 2.a. pH’st 8,65, b. pH’s1 9 olan bazik sulu ortamda
ITO kapli cam substratlar {izerinde elektrokimyasal olarak
biiyiitiilen Cu,O nanoyapilarinin SEM goriintiileri

Sekil 2’deki SEM goriintiileri, artan pH ile birlikte
malzemelerin ihtiva ettigi kristal boyutunun azaldiginin
ifadesidir. pH’s1 8,65 ve 9 olan bazik sulu g¢ozeltiden
elektrodepozit edilen Cu,O nanoyapilarma ait SEM
goriintiileri kiibik bicimli nanokristallerin boyutlarmin pH’s1
8,65 olan bazik sulu ortamdan hazirlananlar i¢in ortalama
400 nm (Sekil 2.a), pH’st 9 olan bazik sulu ortamdan
hazirlananlar igin ortalama 350 nm oldugunu gosterir (Sekil
2.b).

pH’st 9,35 olan bazik sulu ¢ozeltiden ITO kapli cam
substrat yiizeyine depozit edilen Cu,O nanoyapilarinin SEM
goriintiisti Sekil 3.a’da verilmistir. Burada, yaklasik 300 nm
genislige sahip nanokiiplerin homojen olarak ITO kapli cam
yizeyine dagildigi goriiliir. Artan pH ile birlikte
nanoyapilarin boyutlart da azalmaktadir. Sekil 3.b, pH’s1
9,65 olan bazik ¢ozeltiden Cu,O elektrodepozisyonu sonucu
hazirlanan nanokiiplerin morfolojisini gosteren SEM
goriintlistidiir. Artan pH degeri ile birlikte boyutlar: kiiciilen
ve sayilart artan, ortalama 250 nm g¢apa sahip Cu,O
nanokiiplerinin homojen olarak ITO kapli cam yiizeyine
dagildig1 gozlenmektedir.

Sekil 4’deki SEM goriintiileri, artan pH degeri ile
birlikte Cu,O’in ihtiva ettigi kristal boyutunun daha da
azaldigim1 agik olarak gostermektedir. Elektrokimyasal
olarak hazirlanan Cu,O nanoyapilarina ait SEM goriintiileri
kiibik bi¢imli nanokristallerin boyutlarinin ortalama 200 nm
oldugunu gosterir. Artan pH ile birlikte nanoyapilarin
boyutlari azalirken, sayilari artmustir.
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Sekil 3.a. pH’s1 9,35, b. pH’s1 9,65 olan bazik sulu ortamda
elektrokimyasal olarak hazirlanan Cu,O nanokiiplerinin
SEM goriintiileri

Sekil 4. pH’s1 10 olan bazik sulu ortamda elektrokimyasal
olarak hazirlanan Cu,O nanoyapilarinin SEM goriintiisii

Elektrodepozisyon ¢ozeltisinin pH’sinin bir fonksiyonu
olarak nanoyapilarin boyutlarinin degisimi, Sekil 5’te
boyuta (nm) karsi pH’nin grafik edilmesiyle incelenmistir.
Cu,0O nanoyapilariin hazirlandigr ¢ozeltilerin pH degerleri
arttikca elde edilen yapilarin boyutlar1 azalmistir. pH’s1 8,
8,35, 8,65, 9, 9,35, 9,65 ve 10 olan ¢ozeltilerden hazirlanan
Cu,O nanoyapilarimin boyutlari sirasiyla, ortalama olarak
600, 500, 400, 350, 300, 250 ve 200 nm olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, boyut ile pH arasinda ters
orantili bir iligki oldugunu agik¢a gostermektedir.

Cu,O nanoyapilarinin elementel bilesimi (Cu/O) EDS
tekniginden yararlanilarak belirlendi. pH’s1 9,65 olan bazik
sulu ¢ozeltiden hazirlanan filmlerin EDS spektrumlarinin

kalitatif ve kantitatif analizleri, yapida sadece Cu ve O
bulundugunu ve stokiyometrinin 2/1 (Cu/O) oranina sahip
oldugunu gosterir. Buda UPD temeline dayanan
elektrokimyasal yontemle hazirlanan yapilarin  Cu,O
oldugunu dogrular.

11

10 1 L 2

100 200 300 400 500 600 700
Kiristal Boyutu (nm)

Sekil 5. pH’nin bir fonksiyonu olarak Cu,O nanoyapilarinin
boyutlarinin degisimi

Cu,O nanoyapilarinin absorpsiyon dzellikleri UV-GB-
NIR 6Slglimleri ile belirlendi. Sekil 6, 350-750 nm araliginda
alinan pH’s1 9,65 olan bazik sulu ¢ozeltide elektrokimyasal
olarak hazirlanan bilesik yariiletken bakir (I) oksite ait
absorpsiyon spektrumudur. Cu,O igin bilinen bant araligi
enerjisi (E,) yaklagik 2,1eV’tur. Bu deger yaklagik 590 nm
dalga boyuna karsilik gelir. Yaptigimiz Olgiimler
neticesinde, Cu,O nanoyapilari i¢in 6l¢tliglimiiz bant araligt
enerjisi yaklasik 593 nm dalga sayisina karsilik gelen 2,09
eV olup, bu deger literatiirle uyumludur.

Absorbans

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Dalga Boyu (nm)

Sekil 6. Bazik sulu c¢ozeltide elektrokimyasal olarak
hazirlanan Cu,O nanoyapilarmin absorpsiyon spektrumu

Elektrokimyasal olarak hazirlanan Cu,O nanoyapilarinin

absorpsiyon spektrumdan yola ¢ikarak (ahv)2 *nin 1V ’ye

karst grafik edilerek bant aralifi enerjisi belirlendi. pH’s1
9,65 olan bazik ortamda hazirlanan Cu,O nanokiipleri i¢in

(ahv)2 ‘nin AVv’ye karsi grafik edilmesiyle olusturulan
egri, Sekil 7°de gosterilmistir.

Sulu bazik (pH: 9,65) ortamda elektrodepozisyon
neticesinde hazirlanan bakir (I) oksit yapilarina ait bant
araligi enerjisi 2,09 eV’tur (Sekil 7). Bu deger, UPD
temeline dayanan elektrokimyasal yontemle hazirlanan
Cu,O’in birgok teknolojide kullanilabilecegi gibi 6zellikle,
yenilenebilir  enerji kapsamunda  degerlendirilen ve
giinlimiiziin en popiiler arastirma ve gelistirme sahalarindan
birisi haline gelen giines pillerinde kullanilabilecegini
gostermektedir. Optik verilerden elde edilen sonuglara ve
Cu,O’in goriiniir bolgedeki 15181 sogurma 6zelligine sahip
olmasinin sonucu olarak Cu,O, giines pili malzemesi olarak
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kullanilabilir. Bu ¢alisma ile elektrokimyasal olarak
hazirlanan Cu,O yariiletkeni, giines enerjisi
uygulamalarinda ideal bir sogurucu tabaka olarak gorev
alabilir.

Eg=2,09eV

(ahv)?(eV/cm)?

T T

1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3
hv(ev)

Sekil 7. Cu,O nanokiiplerinin bant aralig1 degerleri
4. Sonuglar

Cu,0O yariiletkeni, tiim bazik pH’larda elektrokimyasal
olarak hazirlanmaya calisildi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
belirgin olarak Cu,O’in pH’s1 8 ile 10 arasinda olan bazik
sulu ortamlarda elektrokimyasal olarak hazirlanabilecegi
goriildi. Bu pH degerleri iginde, Cu,O yariiletkenini
elektrokimyasal olarak hazirlamak i¢in en ideal pH degeri
belirlenmeye ¢alisildi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, cesitli
karakterizasyon teknikleri esliginde en ideal Cu,O’in pH’1
9,65 olan bazik sulu ¢ozeltilerden hazirlanabildigi gortildii.
Elektrodepozisyon ¢ozeltisinin pH’simin  bir fonksiyonu
olarak nanoyapilarin boyutlarinin degisimi incelendiginde,
Cu,0 nanoyapilarinin hazirlandigi ¢ozeltilerin pH degerleri
arttikca elde edilen yapilarin  boyutlarmin  azaldig
goriilmiistiir. pH’s1 8, 8,35, 8,65, 9, 9,35, 9,65 ve 10 olan
¢ozeltilerden hazirlanan Cu,O nanoyapilarinin  boyutlari
strastyla, ortalama olarak 600, 500, 400, 350, 300, 250 ve
200 nm olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, boyut ile pH
arasinda ters orantili bir iliski oldugunu agikga
gostermektedir. Cu,O nanoyapilarimin kalitatif ve kantitatif
analizleri, yapida sadece Cu ve O bulundugunu ve
stokiyometrinin 2/1 (Cu/O) oranina sahip oldugunu gosterir.
Buda UPD temeline dayanan elektrokimyasal yontemle
hazirlanan  yapilarm  Cu,O  oldugunu  dogrular.
Elektrokimyasal olarak hazirlanan bakir (I) oksit yapilarina
ait bant aralig1 enerjisi 2,09 eV’tur. Optik verilerden elde
edilen sonuglara ve Cu,O’in goriiniir bolgedeki 15181
sogurma Ozelligine sahip olmasmnin sonucu olarak
hazirlanan nano yapili Cu,O, gilines enerjisi ile ilgili
uygulamalarda kullanilabilir.
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Kadmiyum uygulanan ratlarda lipit peroksidasyon iizerine bal ve
polenin antioksidan etkileri
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Ozet

Bu arastirmada kadmiyum (Cd) verilen ratlarda kanda; MDA, GSH, GSH-Px, katalaz, E vitamini, A vitamini ve -karoten
diizeylerine bal ve polen verilmesi ile olusacak degisikliklerin belirlenmesi amaglanmustir. Arastirma 5 grup iizerinde yapildi. 1.
Grup Kontrol, 2. Grup Cd, 3. Grup Cd+bal, 4. Grup Cd+polen, 5. Grup Cd+bal+polen seklinde diizenlendi. Uygulama 6 hafta
stirdii. Uygulama sonrasi plazma E vitamini, A vitamini ve B-karoten diizeyleri ile eritrosit GSH, GSH-Px, katalaz ve MDA
diizeyleri 6lgiildii. Yapilan istatistiksel degerlendirmede kontrol grubunda, Cd grubuna kiyasla, plazma E vitamini ve A vitamini,
eritrosit MDA, GSH-Px ve katalaz 6nemli bulunurken, plazma 3-karoten ve eritrosit GSH diizeyinin ise 6nemsiz oldugu saptandi.
Cd grubuna kiyasla plazma E vitamini diizeyi; Cd+bal grubunda 6nemli, Cd+polen grubunda 6nemsiz ve Cd+bal+polen
grubunda &nemli bulundu. Plazma A vitamini; Cd+bal, Cd+polen ve Cd+bal+polen gruplarinda nemli bulunurken, B-karoten
diizeyinin tiim gruplarda dnemsiz oldugu saptandi. Eritrosit GSH-Px aktivitesi; Cd+bal grubunda dnemli, Cd+polen grubunda
6nemsiz ve Cd+bal+polen grubunda onemli bulundu. Katalaz aktivitesinin Cd+bal, Cd+polen ve Cd+bal+polen gruplarinda
onemli oldugu saptandi. MDA diizeyi; Cd+bal, Cd+polen ve Cd+bal+polen gruplarinda énemli bulunurken, GSH diizeyinin ise
tiim gruplarda 6nemsiz oldugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Bal; polen; kadmiyum; lipit peroksidasyon; antioksidan

Antioxidant effect of honey and pollen on lipid peroxidation in cadmium
administered rats

Abstract

The aim of this study was to determine the effects of orally administered honey and pollen on MDA, GSH, GSH-Px, CAT,
vitamin A, vitamin E and B-carotene in Cd expose rats. Animals were divided into 5 groups: Group 1: Control, Group 2: Cd
administered, Group 3: Cd+honey, Group 4: Cd+polen, Group 5: Cd+honey+polen. The study was lasedt for 6 weeks. At the and
of the study, serum samples were be collected and the levels of MDA, GSH, GSH-Px, CAT, vitamin A, vitamin E and p-carotene
were measured. After statistical analyses, while the differences of amount of plasma vitamin E and vitamin A , erythrocyte MDA,
GSH-Px and CAT between control and Cd groups were statistically important, Plasma B-carotene and erythrocyte GSH levels
were not. The differences of plasma vitamin E were important between Cd and Cd+honey, Cd and Cd+honey+pollen groups. It
was not between Cd and Cd+pollen groups. While levels of plasma vitamin A were important between Cd and Cd-+honey, Cd
and Cd+pollen, Cd and Cd-+honey+pollen groups, B-carotene was not in all groups mentioned above. Activities of erythrocyte
GSH-Px were important between Cd and Cd-+honey, Cd and Cd-+honey+pollen but it was not between Cd and Cd+pollen groups.
Activities of erythrocyte CAT, were important between Cd and Cd+honey, Cd and Cd+pollen, Cd and Cd +honey-+pollen. While
the levels of erythrocyte MDA, were important between Cd and Cd+honey, Cd and Cd +pollen, Cd and Cd+honey+pollen, levels
of GSH in erythrocyte were not important in all groups.

Keywords: Honey; pollen; cadmium; lipid peroxidation; antioxidant

1. Giris

Giiniimiiz diinyasinda toksik etkisi olan metallere maruz insan ve hayvanlarda degisik dokularda toksikasyona bagli
kalma oram her gecen giin artmakta ve bunun neticesinde olarak fonksiyon bozukluklart goriilmektedir. Kadmiyum
' Bingol Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Bingdl, Tiirkiye (Cd)7 gevre kirlenmesi nedeni ile insan Sag]lgm] ciddi oranda

tehdit eden endiistride yaygin sekilde kullanilan toksik
diizeyi yiiksek bir metaldir [1-3]. Kadmiyumun g¢evre
kirliligine neden olmasinda baglica kaynak; sanayi atiklari,
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tarimda kullanilan fosfatli giibreler, maden ocaklari,
rafineriler ve bitki koruma amaglh kullanilan herbisit ilaglar
oldugu bildirilmektedir [4]. Cd dogada yayillma hiz1 yiiksek
diizeyde olup insan yasamu i¢in gerekli temel elementlerden
birisi degildir. Tarimda kontrolsiiz giibre kullanim ile
iiretilen meyve sebzeler, sanayi ve diger atiklarla kirletilmis
sularla beslen su iriinleri, Cd ile kirletilmis sularin igme
suyu olarak kullammi dogrudan ya da dolayli sigara
dumanma maruz kalma durumlarn biiyilk oOlglide canli
organizma i¢in toksik tehdit olusturmaktadir [5,6]. Cd’un
meydana getirdigi sitotoksik etkiye bagli olarak serbest
radikaller olugmakta ve antioksidan sistemde bozukluk
meydana gelmektedir [7,8]. Cd dogrudan serbest oksijen
radikallerini iiretmemekte mitokontriyal elektron transfer
zincirini etkilemek ya da glutatyon tiiketimini artirmak sureti
ile dolayli yonden serbest radikallerin meydana gelmesine
katki saglamaktadir [9]. Hiicrelerde lipit, protein ve
karbonhidrat gibi canli organizma i¢in 6nemli yeri olan
bilesikler serbest radikaller tarafindan etkilenmek sureti ile
yapilarinda bozulmalara bagl lipit peroksidayon meydana
gelmektedir [10,11].

Dokularda oksidatif hasara karst enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan mekanizmalar bulunmaktadir.
Antioksidan enzim sistemleri, siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzimleridir [12]. Non enzimatik antioksidanlardan en
onemlilerinden biride glutatyon (GSH)’ dur. GSH,
hidrojen peroksit (H,0,) ve siiperoksit radikali (CO;") ile
dogrudan etkilesime girerek hiicreyi serbest radikallere
kars1 korumaktadir [13].

Bal, arilar tarafindan ¢igeklerden topladiklari nektardan
iirettikleri dogal bir iriindiir. Bal karbonhidrat, glukoz ve
fruktoz gibi seker ihtiva eden onemli bir besin maddesidir
[14]. Ayrica, katalaz, glutatyon reduktaz enzimleri, ¢inko ve
demir gibi bazi mineraller ile A ve E vitamini, bir takim
fenoloik  bilesikleri ve organik asitleri igerisinde
bulundurmaktadir [15,16]. Yapilan bilimsel arastirmalarda
balin antimikrobiyal [17,18], antienflamatuar [19,20] ve
antioksidan [21,22] oOzellikleri oldugu bildirilmektedir.
Polen, arilar tarafindan ¢iceklerden toplanan aminoasit,
protein, karbonhidrat, yag, mineraller ve fenolik bilesenler
iceren dogal bir liriindiir [23]. Yapilan bilimsel ¢aligmalarda
polen eksraktinin insan ve canli oraganizmayr oksidatif
hasara karst korudugu bildirilmektedir [24,25].

Bu caligma ile ratlarda Cd’un olusturdugu hasar iizerine
bal ve polenin kanda lipit peroksidasyon ve bazi antioksidan
diizeylerinde meydana getirdigi degisikliklerin arastiriimasi
amaglandi.

2. Materyal ve metot
2.1. Hayvan materyali

Bu caligmada canli agirligi 200-230 gr olan 15 haftalik
50 adet Wistar Albino erkek rat kullamldi. Hayvanlar 15
glinliik adaptasyon doneminden sonra her grupta 10’ar adet
olmak tizere 5 grup olusturuldu. 1. Grup: Kontrol grubu olup
pelet yem+i¢me suyu verildi. 2. Grup: Pelet yem+100 ppm
CdCl, igme suyunda verildi. 3. Grup: Pelet yem+100 ppm
CdCl, ve 5 gr/l bal igme suyunda verildi. 4. Grup: % 5
polenli pelet yem+100 ppm CdCl, igme suyunda verildi. 5.
Grup: % 5 polenli pelet yem+100 ppm CdCl, ve 5 gr/l bal
icme suyunda verildi. Uygulama 6 hafta siirdii ve ratlara
yem, igme suyunda bal ve CdCl, ad-libitum olarak verildi.

2.2. Yem materyali

Ratlarin beslenmesinde, Elazig Yem Fabrikasindan
alinan rat yemi kullamld: (Cizelge 1). Polenli yem aym

fabrikadan temin edilen peletleme 6ncesi yeme % 5 polen
ilavesi ile hazirland: (Cizelge 2).

Arastrmada  deneysel  uygulamalar  laboratuvar
hayvanlarinin bakimi ve kullanim sartlarma (12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik ve 24+3°C) uygun olarak
yiriitiildii. Arastirma Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii Etik Kurulu’ndan (Karar No:24.10.2008/5) alinan
onaya gore Yerel Etik Kurulu ilkelerine uyularak yapildi.

Cizelge 1. Rat yemi bilesimi (Normal)

Yem Maddeleri (%)
Bugday 30
Misir 15
Arpa 10
Kepek (Bugday) 5
Soya Kiispesi 30
Balik Unu 6,5
Limestone (Mermer Tozu) 2
Tuz 1
Methionin 0,25
*Vitamin ve Mineral Karigimi 0,25

*Vitamin A, D3, K3, By, B, B, Bj; ve C, nicotinamide, folic acid, d-biotin,
choline chloride, mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt ve selenyum.

Cizelge 2. Rat yemi bilesimi (Polenli)

Yem Maddeleri (%)
Bugday 28,5
Misir 14,25
Arpa 9,5
Kepek (Bugday) 4,75
Soya Kiispesi 28,5
Balik Unu 6,175
Polen 5
Limestone (Mermer Tozu) 1,9
Tuz 0,95
Methionin 0,2375
*Vitamin ve Mineral Karigimi 0,2375

*Vitamin A, D;, K, By, B,, Bs, Bi2 ve C, nicotinamide, folic acid, d-biotin,
choline chloride, mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt ve selenyum.

2.3. Kan orneklerinin alinmasi

Uygulama sonrasi ratlar 12 saatlik acligi takiben eter
anestezisi altinda, kalpten punksiyon yapilarak EDTA’I
tiiplere kan Ornekleri alindi. EDTA’l1 tiiplere alinan kan
ornekleri, (+4) °C’de ve 1500 g’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra plazma ependorf tiiplere alind1 ve analizler
yapilincaya kadar (-30)°C’de derin dondurucuda saklandi.
Eritrosit paketleri ependorf tiiplerde analiz edilinceye kadar
(-30) °C’de derin dondurucuda saklandi ve analiz igin 1/9
oraninda distile su ile hazirlanan hemolizat kullanild.

2.4. Plazma vitamin E, vitamin A ve p-karoten tayini

Plazmada E vitamini Kayden ve ark. [26]’nin metoduna
gore (Shimadzu UV-120-01 Spektrophotometer Japan)
spektrofotometresi ile Olgiildii. Plazma A vitamini ve -
karoten diizeylerinin belirlenmesi Suzuki ve Katoh [27]’un
tammladig1 spektrofotometrik yontem ile tespit edildi.

2.5. Eritrosit GSH-Px, GSH, Kkatalaz ve lipit
peroksidasyon tayini

Eritrosit GSH-Px aktivitesi diizeyi Lawrence ve Burk
[28]’un tarif ettigi sekilde Olgiildi. Eritrosit GSH diizeyi
Sedlak ve Lindsay [29] tarif ettigi sekilde belirlendi.
Eritrosit CAT enzimi tayini Aebi [30]’nin tarif ettigi sekilde
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yapildi. Eritrosit lipit peroksidasyonun son {iriinii olan
malondialdehid (MDA) Matkovics ve ark. [31]'nin
tarafindan modifiye edilen Placer ve ark. [32]’nin yontemine
gore spektrofotometre ile Slgiildil.

2.6. Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Eritrosit protein konsantrasyonu Gornal ve ark. [33]’nin
tarif ettigi sekilde biliret yontemi ile saptandi.

2.7. istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 15.0 paket programi
kullamlarak yapildi. Gruplar arasi farkliligin 6nemi tek
yonlii ANOVA ile grup igindeki farkliliklarin derecesi
Duncan testi ile analiz edildi. Veriler; ortalama + standart
hata olarak gosterildi [34].

3. Bulgular ve tartisma

Yapilan bu ¢alismada plazama vitamin E, vitamin A ve
B-karoten diizeyleri Cizelge 3’de, eritrosit GSH-Px, GSH,
CAT ve MDA konsantrasyonlar1 Cizelge 4’de gosterildi.

Onemli endiistriyel ve cevresel kirleticilerden olan ve
canlilar iizerinde degisik toksik etkileri olan Cd esansiyel
olmayan agir metallerden biridir [35]. Cd tarafindan
meydana getirilen hiicresel toksisitenin oksidatif stres ile
iliskili oldugu; baglica CO,", HO,, OH ve NO' iiretimine
yol agtig1 ve lipit peroksidasyonun son iiriinii olan MDA
artirdigl, antioksidan enzimlere zarar verdigi, tiol
proteinlerde  degisikliklere  neden  oldugu,  enerji
metobolijmasini inhibe ettigi, DNA yapisinda ve membran
fonksiyonunda bozukluklara neden oldugu bildirilmektedir
[36,37].

Yang ve ark. [38], Cd uygulamas: sonrasi ratlarda
kontrol grubuna kiyasla MDA diizeyindeki artisin ve GSH-
Px aktivitesindeki azalmanin énemli oldugunu gozlemisler.
Kheradmand ve ark. [39], ratlarda Cd ile olusturulan
toksikasyonda Cd verilen grupta kontrol grubuna kiyasla
GSH, GSH-Px, SOD ve CAT aktivitelerinde meydana gelen
azalmanin ve MDA diizeyindeki artigin istatistiksel agidan
onemli oldugunu saptamislar. Pillai ve ark. [40], yaptiklar
arastirmada ratlarda Cd’un 0.05 mg/kg olacak sekilde

Cizelge 3. Plazma E vitamini, A vitamini ve B-Karoten diizeyleri

intraperitonal olarak 15 giin siireyle verilmesini takiben
kontrole kiyasla karaciger dokusunda CAT, GSH ve MDA
diizeylerindeki degisimin Onemsiz oldugunu saptamslar.
Stajn ve ark. [41], oral yolla iki ay siire ile 200 ppm
diizeyinde CdCl, verilmesi ile olusan oksidatif strese bagl
olarak GSH-Px, ve Vitamin E diizeylerindeki farkin 6nemli,
GSH ve CAT diizeylerindeki farkin ise 6nemsiz oldugunu
gozlemisler. Lekesizcan ve ark. [42], ratlarda Cd ile
olusturulan oksidatif hasara karsi etil piruvatin etkisini
arastirmiglar. Cd verilen grupta kontrol grubuna kiyasla
doku MDA diizeyinde meydana gelen artis1 istatistiksel
olarak 6nemli bulmuglar. Ognjanovic ve ark. [43], Cd’un
ratlarda 15 mg/giin/kg dozda verilmesi ile karaciger
dokusunda GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerindeki
azalmanin Onemli diizeyde oldugunu saptamiglar. Cd’un
eritrosit membranlarinda meydana getirdigi oksidatif hasar
sonrast eritrositlerin antioksidan sistemini degistirerek ve
lipit peroksidasyon olusumuna bagli olarak eritrositlerin
membranlarinda oksidatif hasar olusturmaktadir [43].
Karaca ve ark. [44], ratlarda Cd ile olusturulan oksidatif
hasara kars1 melatoninin koruyucu etkisi iizerine yaptiklar
calismada Cd verilen grupta kontrol grubuna kiyasla doku
SOD ve GSH-Px aktivitesinde azalma ve MDA diizeyinde
olusan artis1 istatistiksel olarak anlamli bulmuslar. Kara ve
ark. [45], CdCL,iin degisen dozlarda verilmesi ile
olusturulan oksidatif stres sonrast serum, karaciger ve
bobrek dokularinda lipit peroksidasyon diizeyi farkimin
kontrol grubuna gore 6nemli oldugunu tespit etmisler.

Yaptigimiz bu arastirmada Cd ile olusturulan toksisite
sorast plazma E ve A vitamini diizeyi kontrol grubuna
kiyasla 6nemli bulunurken, B-karoten diizeyinin &nemsiz
oldugu saptandi. Bu sonucun arastirmacilarin  [41]
bildirimleri ile benzer oldugu gozlendi. Arastirmada kontrol
grubu ile Cd grubu arasinda eritrosit; MDA, GSH-Px ve
CAT diizeylerinin 6nemli oldugu GSH diizeyinin ise
onemsiz oldugu gozlendi. Bu degerler, arastirmacilarin
[38,39,42,43,44,45] bulgulari ile benzerlik gosterirken, diger
arastirmacilarin [40] bulgulari ile benzer olmadig: saptandi.
Burada Cd’un eritrositlerin membranlarinda olusturdugu
oksidatif hasarla orantili olarak antioksidan enzim diizeyleri
azalmakta ve MDA diizeyinde artis meydana gelmektedir
[43].

Vitamin E (mmol/l) Vitamin A 3-Karoten

Gruplar (pmol/l) (pmol/l)
Kontrol 20,989+1,784 2 0,812+0,036 © 0,093+0,011
Cd 13,838+,107 © 0,509+0,061¢ 0,064+0,005
Cd+Bal 17,588+1,619 2 0,739+0,044 ¢ 0,077+0,008
Cd+Polen 17,988+1,572™ 0,702+0,049 ¢ 0,065+0,008
Cd+Bal+Polen 19,326+2,036 * 0,729+0,073 © 0,078+0,005

Ortama+SH; (a,b) p<0,05, (c,d) p<0,01 (n=10)

Ayni siitunda yer alan farkli harfleri gosteren degerler birbirinden farklidir.

Cizelge 4. Eritrosit GSH, GSH-Px, Katalaz ve MDA diizeyleri
GSH-Px GSH CAT MDA

Gruplar (IU/gr protein) (pmol/ml) (k/gr hb) (nmol/ml)
Kontrol 103,080+4,446 2 0,101+0,007 1,020+0,0557 14,459+0,655 ©
Cd 70,926+4,892 ¢ 0,091£0,006 0,626+0,054 ¢ 20,098+0,932 »
Cd+Bal 89,565+4,758 © 0,0932+0,005 0,783+0,068 16,057+0,735 be
Cd+Polen 74,533+5,372 ¢ 0,0913+0,005 0,684+0,050 16,543+0,597 be
Cd+Bal+Polen 88,973+2,527 ® 0,0910+0,005 0,764+0,092 7 16,949+0,910 ®

Ortama+SH; (a,b,c) p<0,001, (d,e) p<0,01 (n=10)

Ayni siitunda yer alan farkli harfleri gosteren degerler birbirinden farklidir.
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Dudov ve Starodub [46], ratlarda polen verilmesi sonrasi
eritrosit GSH ve GSH-Px aktivitesinin kontrole gére dnemli
oldugu bunun yaninda CAT diizeyinin yiiksek ancak
istatistiksel agidan 6nemsiz oldugunu saptamislar. Mohamed
ve ark. [47], ratlarda sigaranin testislerde olusturdugu
oksidatif hasara karst balin koruyucu etkisi {izerine
yaptiklar1 ¢alismada sigara dumanina maruz birakilan grupta
doku MDA diizeyinde artis GSH, GSH-Px, CAT ve SOD
aktivitesinde azalma go6zlemisler. Bal verilen grupta ise
sigara dumanma maruz birakilan gruba kiyasla MDA
diizeyinde azalma ve GSH, GSH-Px, CAT ve SOD
aktivitelerinde artisin oldugunu saptamislar. Eraslan ve ark.
[48], ratlarda olusturduklar toksisiteye bagli olarak oksidatif
strese karsi polenin etkisini arastirmiglar, doku ve eritrosit
orneklerinde CAT, GSH-Px ve lipit peroksidasyon
degisimlerini degerlendirmisler. Polenin, bu parametreler
iizerinde olumlu diizeyde etki ettigini saptamislar. Korkmaz
ve Kolankaya [49], vyaptiklar1 arastirmada ratlarda
toksikasyon sonrasi oksidatif strese bagli olarak 30 giin
stireyle 0,275 gr/kg dozda anzer balinin verilmesi sonrasi
GSH diizeyi artisim kontrole gore anlamli bulmuslar. Saral
ve ark. [50], ratlarda CCly ile olusturulan oksidatif hasara
karst ar1 driinlerinin  koruyucu etkisini aragtirmislar.
Calismada karaciger dokusu MDA diizeyinin CCly verilen
grupta, kontrol grubuna gore artis1 yilksek, bal ve polen
verilen gruplarin CCly verilen gruba gore azalmay
istatistiksel olarak o6nemli bulmuslardir. Plazama SOD
aktivitesinin CCly verilen grupta, kontrol grubuna gore
azalma onemli bulunurken, bal ve polen verilen gruplarda
ise CCly verilen gruba gore artis istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde oldugu saptanmistir. Plazam CAT aktivitesinin,
CCly verilen gruba gore bal ve polen gruplarinda ise artigin
olmadig aksine azalmanin meydana geldigi gdzlenmistir.
Eraslan ve ark. [51], ratlarda carbaryl isimli insektisit ile
olusturulan  oksidatif hasara kars1 polenin etkisini
arastirmiglar. Arastirmada plazma ve dokuda MDA, eritrosit
ve dokuda CAT ve GSH-Px aktivitelerinin polen verilen
grupla kontrol grubu arasinda farkin Onemli oldugunu
saptamiglar. Abdulmajeed ve ark. [52], ratlarda kursunla
olusturulan oksidatif hasara karsi balin etkisi {izerine
yaptiklar1 calismada beyin dokusu MDA diizeyini kursun
verilen grupta kontrol grubuna gore yiiksek ve istatistiksel
olarak dnemli, kursun ve bal verilen grupta ise kontrole gére
diisik ve istatistiksel olarak anlamli oldugunu tespit
etmisler. GSH diizeyini kontrol grubuna gore kursun verilen
grupta azalmayr 6nemli, bal ve kursun verilen grupta yalniz
kursun verilen gruba gore artisi istatistiksel olarak Snemli
bulmuslar. SOD aktivitesinde kontrol grubuna gére kursun
verilen grupta azalma onemli, bal ve kursun verilen grupta
yalniz kursun verilen gruba gore artis istatistiksel olarak
anlamli goriilmiistiir. CAT aktivitesinde ise tiim gruplar
arasinda degisimin dnemli olmadi§1 saptanmustir.

Bu arastirmada, Cd grubu ile Cd+bal grubu arasinda
plazma E vitamini diizeyi; 6énemli, Cd+polen grubunda ise
onemsiz ve Cd+bal+polen grubunda ise 6nemli bulundu.
Plazma A vitamini; Cd+bal, Cd+polen ve bal+polen
gruplarinda énemli bulunurken, B-karoten diizeyinin ise tim
gruplarda Onemsiz oldugu saptandi. Eritrosit GSH-Px
aktivitesi; Cd+bal grubunda &nemli, Cd+polen grubunda
onemsiz ve Cd+bal+polen grubunda ise 6nemli bulundu.
CAT aktivitesi; Cd+bal, Cd+polen ve Cd+bal+polen
gruplarinda 6nemli oldugu gozlendi. MDA diizeyi; Cd+bal,
Cd+polen ve Cd+bal+polen gruplarinda &nemli GSH
diizeyinin ise tiim gruplarda 6nemsiz oldugu tespit edildi.
GSH-Px, diizeyindeki degisim; Cd+polen grubunda,
aragtirmacilarin  [46,48,51] bildirimleri ile benzerlik
gostermemektedir. Bu durumun arastirmada ratlara verilen
polenin miktarindan ve verilis seklinden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Cd+bal grubunda ise arastirmacilarin
[50,52] caligmalari ile paralellik gostermektedir. CAT ve

MDA diizeylerindeki degisim Cd+polen grubunda,
arastirmacilarm  [48,50,51] bildirimleri ile uygunluk
saptanirken, diger arastirmacilarin [46] bulgular ile uygun
olmadig1 goriildi. MDA diizeyindeki farklilik Cd+polen
grubunda, arastirmacilarin [48,50,51] sonuglart ile benzerlik
gostermektedir. GSH diizeyindeki degisimin, Cd-+polen
grubunda aragtirmacilarin [46], Cd+bal grubunda diger
arastirmacilarin [49] bildirimleri ile benzerlik
gostermemektedir. Bu durumun bal ve polenin verilis sekli
ve miktarindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir.

4. Sonuglar

Yapilan bu calismada, Cd uygulamasinin oksidatif
hasara bagli olarak ratlarda kan lipit peroksidasyon diizeyini
artirdigl, bunu yaninda bazi antioksidan diizeylerini azalttig
saptandi. Cd uygulamasmin yaninda bal, polen ve
bal+polenin birlikte hem koruyucu ve hem de tedavi
amaciyla kullanilmasina bagli olarak lipit peroksidasyon
diizeyini azaltirken bazi antioksidan parametreleri artirdigi
tespit edildi. Boylelikle bal ve polenin, canli organizmada
Cd ve diger toksik etkenlerin olusturabilecegi oksidatif
hasara karsi koruyucu ve tedavi edici amagla
uygulanmasinin, bazi antioksidanlarmn aktivitelerinde artisa
yonelik olumlu etkilerinin oldugu diigiiniilmekte ve
kullanilmast tavsiye edilmektedir.
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Astragalus gummifer c¢iceklerinin etanol oziitiiniin PC-3 ve HUVECs
uizerindeki biyolojik aktivitesi

Ekrem Darendelioglu |, Musa Tartik ', Giirkan Aykutoglu !, Giyasettin Baydag**

Ozet

Astragalus (Fabaceae) tiirleri diinyada yaklasik 3000 taksonla karakterize edilirken, Tiirkiye’de 210'u endemik olan 463
taksonla ifade edilir. Giineydogu Anadolu Bolgesi zengin floraya sahiptir ve bu bdlgedeki yerel halkin ¢ogu dogal bitkileri
beslenme ve tedavi amagcli kullanmaktadir.

Astragalus bitkisi ¢ok Onemli fitokimyasallar olan flavonoidler, fenolik asitler, steroitler, amino asitler ve inorganik
bilesiklere sahiptir. Bu fitokimyasal bilesikler anti-kanser, anti-inflamatuar, anti-bakteriyel ve anti-oksidan &zellikler
tagimaktadir. Bu calismamizda Astragalus gummifer (4. gummifer) ¢iceginin etanol Oziitliniin hiicre sitotoksititesi ve anti-
mikrobiyal aktivitesi lizerine etkileri ¢alisilmustir.

Bu calismanin amaci, 4. gummifer gigegi Oziitiiniin normal ve kanserli hiicrelerde oksidatif hasar ve apoptoz iizerindeki
karsilastirmalr etkilerini arastirmaktir. Calismamizda, 4. gummifer ¢iceginin etanol 6ziitii anti-mikrobiyal ve anti-oksidan etki
gdstermistir. Hidrojen Peroksit (H,0,) ile indiiklenen Insan Umblikal Ven Endotel Hiicrelerinde (HUVECSs) Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) olusumu ve Lipit Peroksidasyonda (LPO) artigs olurken, A. gummifer ¢icegi Oziitiiniin bunu distirdigi
goriilmiistiir. Diger taraftan ise 4. gummifer gigegi Oziitii Prostat Kanseri Hiicrelerinde (PC-3) ROS olusumu ve LPO seviyesini
arttirmustir. Ayrica, A. gummifer PC-3 hiicrelerinde apoptozla ilgili olarak DNA fragmentasyonuna neden olmustur. Sonug olarak
A. gummifer normal hiicrelerde anti-oksidan etki gosterirken, kanser hiicrelerinde pro-oksidan etki gostererek bu yolla bu
hiicrelerde apoptoza neden olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Astragalus gummifer; PC-3; HUVECs; LPO; ROS; Anti-mikrobiyal

The biologic activity of ethanol extract of Astragalus gummifer on PC-3 and
HUVECs

Abstract

Astragalus (Fabaceae) species are characterised by around 3000 taxa in the world whereas they are represented by 463 taxa,
210 of them are endemic in Turkey. Eastern Anatolia has a rich flora; plurality of the folks living in country regions usually takes
advantages of plants for nourishment and medical purposes.

Astragalus species have significant phytochemicals such as flavonoids, phenolic acids, steroids, amino acids and inorganic
compounds. These phytochemical compounds are responsible for the several biologic effects such as anti-carcinogenic, anti-
inflammatory, anti-bacterial and anti-oxidant. The ethanol extract of 4. gummifer was investigated for cell cytotoxicity and anti-
microbial effects.

The aim of this study was to investigate comparative effects of A. gummifer flower extract on oxidative damage and
apoptosis in normal and cancer cells. In the present study, the ethanol extract of A. gummifer flower demonstrated anti-microbial
and anti-oxidant activities. Our results also showed that the ethanol extract of 4. gummifer flower led to decrease Reactive
Oxygen Species (ROS) creation and Lipid Peroxidation (LPO) levels in Hydrogen Peroxide (H,0,) induced Human Umbilical
Vein Endothelial Cells (HUVECs). However, this extract activity led to increase ROS generation and LPO levels in Prostate
Cancer cells (PC-3). Additioanally, the ethanol extract of 4. gummifer flower caused DNA fragmentation as known a hallmark of
apoptosis in PC-3 cells. As a result, 4. gummifer showed anti-oxidant activity in normal cells, whereas its pro-oxidant activity led
to apoptosis in cancer cells.

Keywords: Astragalus gummifer; PC-3; HUVECs; LPO; ROS; Anti-microbial

Kisaltmalar: Hidrojen Peroksit (H,O,); Insan Umblikal Ven Endotel Hiicreleri (HUVECs); Kafeik Asit Fenil Ester (CAPE); Lipit Peroksit
(LPO); Luria Broth (LB); Malondialdehyde (MDA); Maya ekstrakt peptone dekstroz (YPD); Mikrogram/mililitre (ug/ ml); Mikromolar (uM);
Nitrik Oksit (NO); Prostat Kanseri Hiicreleri (PC-3); Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS); Suda Coziilebilir Tetrazolium-1 (WST-1); Thiobarbiturik
Asit Reaktif Substances (TBARS); Yiiksek Basingli Likit Kromotografi/Kiitle Spektrometre/Kiitle Spektrometre (HPLC/MS/MS).
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1. Giris

Diinyada yaklasik 3000 taksonla karakterize edilen
Astragalus (Fabaceae) tiirleri Tiirkiye’de 210 tanesi endemik
olan 463 taksonla ifade edilmektedir. Astragalus gummifer
(4. gummifer) Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika'da genis
dagilim gosteren cali seklinde bitkidir [1].

Astragalus tiirleri anti-bakteriyel, anti-kanser ve anti-
oksidan oOzellikteki flavonoidler, fenolik asitler, steroitler,
amino asitler ve inorganik bilesikler icerir [2,3]. Bu yiizden
cesitli  Astragalus tlrleri kanser, diyabet ve viral
hastaliklarmn tedavisinde kullanilmaktadir [4,5].

Astragalus  tiirlerinin - kullanildigr tedavilerdeki etki
mekanizmast hala tam olarak bilinmemektedir [6,7].
lonkova® ya gore [8, 9], Astragalus tiirleri biyolojik olarak
oldukga etkili bilesikler olan polisakkaritler, saponinler ve
flavonoidlere sahiptirler. Ornegin, Tiirkiye’deki Astragalus
tiirleri 5 farkli aglikon igeren yaklasik 70 sikloarten tipinde
saponin icerir [10-13]. Astragalus saponinlerinin immun
sistem reaksiyonlarindaki rolleri hakkinda az sayida makale
bulunmaktadir. Farkli Astragalus tiirlerinden elde edilen
bazt  saponinlerin  interlokin-2  (IL-2)  aktivitesini
indiikleyerek immun sistemi diizenledigi ve anti-kanser etki
gosterdigi diistiiniilmektedir [14]. Son yapilan ¢aligmalarda,
Astragalus’un igerdigi saponinlerinin apoptozu tetikledigi ve
Astragalus taki polisakkaritlerin nitrik oksit sentaz (NOS)
gen ekspresyonunu etkileyerek makrofajlar1 diizenledigi
gosterilmistir  [5].  Astragalus’ ta bulunan flavonoid
bilesiklerden quercetin ve naringenin c¢oklu hidroksil
gruplariyla peroksiradikallere karsi oldukca yiiksek anti-
oksidan aktivite gostermektedir [15,16].

Astragalus  koklerinden elde edilen flavonoidler,
saponinler ve polisakkaritler membranlarda meydana gelen
serbest radikal hasarlarini azaltmaktadir [8,9]. Astragalus
membranaceus tiirtinden elde edilen saponinler, siiperoksit
anyonlar ve hidroksil radikallere kars1 anti-oksidan dzellige
sahiptir. Bu saponinlerin, oksidatif stres kaynakli prematiire
diyabetik nefropati’ye karsi olumlu etkileri oldugu
gozlenmistir [17)]. Astragalus mongholicus tiirinde ise anti-
oksidan aktivite gosteren; formononetin, calycosin ve
calycosin-7-O-B-D-glucosidenin varligi bilinmektedir [18,
19]. Bunlarin yanisira, Astragalus tiirlerinden elde edilen
astragolosid’in in vivo calismalarla oksidatif hasara karsi
koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir [20].

Astragalus tiirlerinin anti-mikrobiyal etki mekanizmasi
tam olarak aydmlatilamamasina karsm  Astragalus
alexandrinus, verrucocus ve trigonus tirlerinden izole
edilen Astragaluquinone, 8-methoxyvestitol, 7-hydroxy-
2'3' 4'-trimethoxyisoflava ve astraverrucins [-VI saf
saponinlerin  anti-mikrobiyal 0Ozellige sahip oldugu
bilinmektedir [21,22]. Ayrica, Cin’in belli bolgelerinde
tedavi amaci ile kullamilan Astragalus membranaceus,
siculus ve melanophrurius tiirlerinde de anti-mikrobiyal
ozellik gosteren polisakkaritlerin varligma rastlanilmistir
[23-25].

Bu calismanin amaci, 4. gummifer ¢igegi Oziitliniin
normal ve kanserli hiicrelerde oksidatif hasar ve apoptoz
iizerindeki karsilastirmali etkilerini arastirmaktir.
Calismamizda A. gummifer ¢igeklerinin etanol oziitii elde
edilerek anti-mikrobiyal aktivitesinin incelenmesi ve ayni
zamanda hem prostat kanser hiicrelerinde (PC-3) hem de
Insan Umblikal Ven Endotel Hiicrelerinde (HUVECs), 4.
gummifer ¢igeginin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve lipit
peroksidasyonu (LPO) {izerindeki etkilerinin analiz edilmesi
amaglanmaktadir. Ayrica hem hiicre canliligt hem de
apoptozun bir gostergesi olan DNA fragmentasyonunun
belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve metot
2.1. A. gummifer’e ait etanol oziitiiniin hazirlanis1

A. gummifer tirline ait ornekler Tiirkiye’de Bingol ili
kirsalindan topland1. Bitkiye ait ¢iceklerden 10 gr tartilarak
200 ml etanol igerisinde oda sicakliginda 24 saat 90 rpm’ de
calkalanarak siispansiyon elde edildi. Daha sonra o&ziit
Whatman No. 1 filtre kdgidiyla siiziilerek alindi. En sonunda
etanoliin vakumlu inkiibatdr yardimiyla buharlastiriimasiyla
saf oziit elde edildi. Bu 6ziit kuru ve karanlik stok kosullar
altinda saklandi.

2.2. Hiicre Kkiiltiiri

PC-3 American Type Culture Collection (ATCC, CRL-
1435) firmasindan temin edildi. PC-3 hiicreleri %10 fetal
sigir  serum ve %1 oraninda penisilin-streptomisin
antibiyotik soliisyonu iceren RPMI 1640 hiicre besiyerinde
37 °C’de %5 CO, igeren inkiibatérde gogaltildi. Hiicreler 8-
10 pasaj araliginda kullanildi. HUVECs hiicreleri ise
Eskisehir Anadolu Universitesi, Bitki flag ve Bilimsel
Aragtirma Merkezinden temin edildi. HUVECs hiicreleri
fetal sigir serum, insan fibroblast bilyiime faktori (hFGF),
insan epitel biiylime faktorii (hEGF), hidrokortison,
gentamisin-amfoterisin-B, vaskiiler endotel biiyliime faktorii
(VEGF) ve askorbik asit igeren 6zel hazirlanmig endotel
hiicre biiylime besiyerinde (Lonza, USA) 37° C’de %5 CO,
iceren inkiibatorde ¢ogaltildi. Hiicreler 5-10 pasaj araliginda
kullanildi.

2.2.1. Deneysel hiicre gruplar

PC-3 hiicreleri ii¢ gruba ayrildi. Kontrol grubunda
herhangi bir ajan uygulanmayarak hiicrelerin sadece
besiyerinde 24 saat biiylimesi saglandi. A. gummifer
gruplarinda (Suda Cozilebilir Tetrazolium-1) WST-1
sonuglarina gore elde edilen en iyi iki doz (250 ve 500
pg/ml) 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi. HUVECs
hiicreleri ise dort gruba ayrildi. Kontrol grubunda herhangi
bir ajan uygulanmadi. 400 pM Hidrojen Peroksit (H,O,)
(oksidatif hasar arttiric1 ajan) [26] pozitif kontrol olarak 24
saat uygulandi. 4. gummifer gruplarinda 400 pM H,0, ile
birlikte 250 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarda A. gummifer
cicek 6ziitii 24 saat boyunca uygulandi.

2.3. Hiicre canhhk analizi

A. gummifer cigek Oziitiiniin degisik dozlarda PC-3
hiicrelerindeki sitotoksik etkisini gézlemlemek igin WST-1
hiicre canlilik analiz kiti (ClonTECH Laboratories)
kullanildi. PC-3 hiicreleri 96 kuyucuklu-platelere ekildi (5 x
10 hiicre/kuyucuk). 4. gummifer gigek 6ziitii 60, 120, 250,
500 ve 1000 pg/ml dozlarinda hiicrelere uygulandi. Ayrica
negatif kontrol olarak 4. gummifer ¢icegi Oziitliniin
yukaridaki dozlarda besiyerine eklendigi ancak hiicrelerin
bulunmadifi grupta blank olarak kullanildi. 24 saat sonra
her bir kuyucuga 5 pl WST-1 eklenerek 37° C’de 4 saat
inkiibasyona birakildi. 450 nm dalga boyunda her bir
kuyucugun absorbani mikro-plaka okuyucu (Molecular
Devices, USA) kullamlarak o6l¢iildii (referans dalgaboyu:
630 nm).

2.4. intraselliiler ROS miktarlarinin belirlenmesi
PC-3 ve HUVECs hiicrelerinde ROS o6l¢limii bir
floresan belirte¢ olan 2°, 7’-dichlorodihydrofluorescin

diasetat (DCFH-DA) kullanilarak yapildi. Hiicreler deneysel
hiicre gruplari bolimiinde  belirtildigi sekilde
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gruplandirilarak hazirlandi. Daha sonra hiicreler toplanarak
her bir gruba 1 x 10° hiicre icin 5 pl DCFH-DA eklendi.
Hiicreler karanlik ortamda 37° C’de 1 saat boyunca inkiibe
edildi. Her bir grubun floresan siddeti spektroflorometre
(Perkin Elmar, USA) kullanilarak ol¢iildi (eksitasyon ve
emisyon dalga boylari sirasiyla 485 ve 525 nm) [27].

2.5. Lipit peroksidasyon analizi

Lipid peroksidasyon analizi malondialdehitten (MDA)
olusan tiobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS)
Olciimiine gore yapildi. PC-3 ve HUVEC: hiicreleri deneysel
hiicre gruplar1 boliimiinde belirtildigi gibi inkiibe edildi. 24
saat sonra hiicreler toplanarak 3000 rpm’de 2 dk boyunca
santrifiij edildi. Hiicrelere 250 pl trikloroasetik asit (%70
w/v) ve 1 mL tiobarbitiirik asit (%0,8 w/v) eklendi.
Ardindan hiicreler 100° C’de kaynayan suda 30 dk
bekletildi. Hiicreler buzda 5 dk tutularak sogutuldu. Daha
sonra 15000 rpm’de 10 dk boyunca santifiiriij edilerek
stipernatantlar elde edildi ve siipernatantlarin absorbanst 532
nm’de mikro-plaka okuyucuda (Molecular Devices, USA)
Olciildii. Malondialdehid bis standart olarak kullamildi.
Olgiimler uM olarak ifade edildi [28].

2.6. A. gummifer anti-mikrobiyal test hazirlanisi

A. gummifer ¢icegi etanol Oziitliniin anti-mikrobiyal
aktivitesi S. cerevisiae ile zararll mikroorganizmalar olarak
kabul edilen E. coli, S. aureus ve E. aerogenes iizerinde test
edildi. Mikroorganizmalarin sayis1 600 nm absorbans altinda
Spectra MaxPlus384 Mikro plaka okuyucu (Molecular
Devices, USA) ile dlgiildii. Bakteri ve maya kiiltiirleri sivi
besiyerlerinde hazirlandi. Luria broth (LB) besiyeri
bakteriler icin, maya ekstrakt peptone dekstroz (YPD)
besiyeri ise maya i¢in kullanildi ve mikroorganizmalar 32
°C, 100 rpm sartlarinda gece boyu calkalayicida inkiibe
edildi. Her kuyusunda 8,0 x 10° mikroorganizma bulunan 96
kuyucuklu-plateler anti-mikrobiyal test i¢in kullanildi.
Ornekler 3 gruba ayrildi: birinci grup negatif kontrol, 4.
gummifer ¢icegl Oziitlinin ¢esitli dozlarda besiyerine
eklendigi ancak mikroorganizmalarin bulunmadigs; ikinci
grup pozitif kontrol, besiyerine mikroorganizmalara karsi
etkili oldugu bilinen antibiyotiklerin eklendigi; {iglincii grup
ise mikroorganizmalara kars1 ¢esitli dozlarda A. gummifer
¢icegi Oziitlinlin eklendigi gruplar olacak sekilde tasarlandi.
Dabha sonra, tiim plateler 32 °C’de ve 100 rpm sartlarinda 12
saat boyunca calkalayicida inkiibe edildi.

2.7. HPLC/MS/MS prosediirii

Birer fenolik olan quercetin, naringenin, chrysin ve
Kafeik Asit Fenil Estere (CAPE) ait kromatografik ayrim
islemi HPLC metodu ile hypersigold kolon (50x4,6 mm, 1,9
um partikiil boyutu, Thermo Fisher Scientific ) kullanilarak
gerceklestirildi. Mobil fazlar A: ultra saf su ve %1 formik
asit; B: asetonitril ve %1 formik asit olacak sekilde
ayarlandi. Coklu konsantrasyon programi 0-1 dk %65-70 B;
1-3 dk %70-85 B; 3-5 dk %85-90 B; 5-8 dk %85-90 B ve 8-
10 dk %95 B olacak sekilde tasarlandi. Her ornekten
injeksiyon miktar1 20 pL ve akis mzi 300 pL/dk olacak
sekilde ayarland1 ve pozitif iyon metodu ile kiitle
spektrometresi calistirildi. Iyon kaynak degerleri olarak;
sprey voltaji 3,50 kV, kapiller sicakligi 320 °C’de, sheat gaz
akis1 40, auxiliary gaz akist 10 birim/{inite olacak sekilde
ayarlandi. Kiitle spektrometre 250-310 m/z araliginda olacak
sekilde belirlendi. Fenolik ve flavonoidler uygun spektral
ozelliklerinin 6l¢iimii ile kiitle araligy, kesin kiitle, spesifik
parcalanma ve bulunma zamanlarina goére tanimlandi.
Xcalibur yazilimi kullanilarak veri analizi yapildi ve
“www.mzcloud.org” sitesi drnek igerikleri i¢in referans veri

bankast1 olarak kullamldi. Miktar tayinleri rneklerin spesifik
bulunma zamani ve standartlarm kesin kiitlesi ile
kiyaslanarak, tam kiitle aragtirma teknigine (+5 ppm) gore
yapild1 [29].

2.8. DNA fragmentasyon analizi

Apoptozun dogal bir sonucu olan DNA fragmentasyonu
deneyi agaroz jel elektroforezi yontemiyle gerceklestirildi.
PC-3 ve HUVECs hiicreleri deneysel gruplar boliimiinde
aciklandig gibi hazirlandi. Daha sonra hiicrelerden DNA
izolasyonu mevcut kit protokoliine (G-Dex, Belgium) gore
gerceklestirildi. Izole edilen DNA’lar %1,5 lik Etidium
Bromit igeren agaroz jelde Tris Asetat-EDTA tamponunda
kosturuldu. DNA bantlan ve fragmentleri GelDoc EZ (Bio
Rad, USA) cihaziyla gozlemlendi.

2.9. istatistiksel analizler

Istatistiksel sonuglar one-way ANOVA metodunda
Newman-Keuls coklu karsilagtirma Post-Hoc Testlerine
gore GraphPad Prism 5.01 programinda analiz edildi.
p<0,05 6nemli olarak kabul edildi.

3. Bulgular
3.1. A. gummifer’e ait baz fenolik bilesikler

A. gummifer ¢igeginin etanol Oziitinde bulunan
fenoliklerin miktar tayinlerini tespit etmek iizere oncelikle
bazi standartlarin HPLC/MS/MS cihazinda analizleri
yapildi. Tablo 1° de goriildiigii gibi CAPE, Naringenin,
Quercetin ve Chrysin fenoliklerine ait denklemler, tespit
edilen molekiiler agirliklari, hesaplanan miktarlar ve
bulunma zamanlart (RT) belirtilmektedir. CAPE bilesigi
miktar Ol¢limiinde diger bilesiklere gore oldukca fazla
gozlenirken, chrysin bilesigi az miktarda tespit edildi.

3.2. A. gummifer’ in PC-3 hiicre canlihig iizerine etkileri

Degisik dozlarda wuygulanan A. gummifer ¢icek
Oziitiiniin PC-3 hiicrelerinde sitotoksik etkileri gozlemlendi.
Sekil 1°de goriildiigii gibi kontrol grubundaki hiicrelere gore
250, 500 ve 1000 pg/ml dozlari uygulanan hiicrelerde
onemli dlciide sitotoksik etki gozlemlenmektedir. 60 ve 120
pg/ml dozlart ise istatistiksel olarak oOnemli bir etki
gostermemektedir.

E %k
< —==
3
£
=
3
3
a
S
L)
SR

Konsantrasyonlar (ng/ml)

Sekil 1. Belirli dozlarda 24 saat boyunca uygulanan A.
gummifer’in hiicre canlilig1 lizerine etkileri (Data ortalama +
SEM olarak ifade edildi. ** p<0,01 kontrole gore, ***
p<0,001 kontrole gore, n=4).
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Tablo 1. A. gummifer ¢igeginin etanol 6ziitlinde tespit edilen fenolik bilesikler

Molekiiler Hesaplanan

Bilesigin Ad1 Denklem Agarhin [M+H] Miktar (pg/mg) RT

Quercetin y=-3,68311e+006+222867*x R*=0,9990 303,0499 45,164 2,20
Naringenin =-1,52771e+007+149240*x R?=0,9895 272,0757 114,428 2,09
CAPE y = 3,39873e+006+15839,2*x R*=0,9993 285,1109 131,084 2,09
Chrysin y = 769815+1,30064¢+006*x R?=10,9997 255,0651 4,382 2,34

3.3. PC-3 ve HUVECs hiicrelerinde ROS ve LPO
olusumu

A. gummifer ¢igek Oziitiiniin belirlenen en iyi iki
dozunun hiicrelerde ROS olusumuna etkisini gdzlemlemek
icin her bir grubun floresan siddeti 6l¢limii yapildi. Sekil
2A’da goriildiigii izere uygulanan her iki dozdaki 6ziit, PC-
3 hiicrelerinde kontrol grubuna gére ROS olusumunu 6nemli
Olciide arttirmaktadir (p<0,05 ve p<0,01). Diger taraftan
H,0, HUVECs hiicrelerinde ROS f{iretimini arttiric1 ajan
olarak uygulanmis ve sekil 2C’de goriildiigii gibi H,O,,
HUVEC:s hiicrelerinde ROS miktarini kontrol grubuna gore
onemli dlgiide arttirmaktadir (p<0,05). Ancak, 250 pg/ml 4.
gummifer ¢icegi Oziiti H,O, ile indiiklenen hiicrelere
uygulandigi zaman ROS olusumunun H,O, grubuna gore
onemli 6l¢iide diistiigii gdzlemlenmektedir (p<0,05).

Diger bir parametre olarak MDA olusumu LPO
miktarimin - arttigimin - gostergesidir. ROS  olusumu LPO
olusumunu indiiklemektedir. Sekil 2B’de goriiligli gibi
oziitlin uygulanan iki farkli dozu da PC-3 hiicrelerinde
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kontrol grubuna gére MDA olusumunu arttirmaktadir
(p<0,01 ve p<0,001). Ayrica sekil 2D’de gosterilen
sonuglara gore, HUVECs hiicrelerinin H,O, ile muamele
edilmesi bu hiicrelerde kontrol grubuna gore LPO seviyesini
onemli dlgiide arttirmaktadir (p<0,01). Ancak, 250 pg/ml 4.
gummifer g¢icegi oOziiti H,0, ile indiiklenen hiicrelere
uygulandiginda LPO seviyesini H,O, grubuna gore 6nemli
oranda diistirmektedir (p<0,05).

3.4. A. gummifer’e ait anti-mikrobiyal aktivite

A. gummifer ¢iceginin etanol Oziitliniin anti-mikrobiyal
etkilerini gdzlemlemek iizere ikisi Gram negatif, biri Gram
pozitif ve digeri bir maya olan mikroorganizmalar {izerinde
gerekli testler yapildi. Sekil 3A-B ve D’de goriildiigii lizere
A. gummifer dziitiniin iki farkli Gram negatif bakteri (.
coli, E. aerogenes) ile bir maya (S. cerevisiae) tiirline karsi
aktivite gosterirken, bir Gram pozitif bakteriye (S. aureus)
kars1 inaktif oldugu gézlemlendi (Sekil 3C).
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Sekil 2. 4. gummifer gigek Oziitiinlin belirli iki dozunun ROS (A: PC-3 — C: HUVECs) ve LPO (B: PC-3 — D: HUVECs)
iizerindeki etkileri. Hiicreler deneysel hiicre gruplari boliimiinde belirtildigi gibi ajanlar uygulanarak 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. (Data ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. * p<0,05 kontrole gore, ** p<0,01 kontrole gére ve *** p<0,001

kontrole gore, *p<0,05 H,0, e gore, n=3).
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Sekil 3. A. gummifer ¢igek Oziitiiniin anti-mikrobiyal aktivitesi. Anti-mikrobiyal aktivite testleri 6ziitiin ve segilen antibiyotiklerin
mikroorganizmalara karsi ¢esitli dozlarda uygulanmast ile gerceklestirilmistir. Grafikler, (A) E. coli; (B) E. aerogenes Gram-
negatif bakterilerini (C) S. aureus Gram-pozitif bakterisini; (D) S. cereviseae mayasini gostermektedir. (Data ortalama + SEM
olarak ifade edilmistir. *** p<0,001 kontrole gore, ns kontrole gére 6nemsiz, n=3). Kont: Kontrol; Strep+Amph: Streptomisin
and Ampisillin antibiyotik karisimi ve ¢esitli dozlardaki 4. gummifer gicek dozlari goriilmektedir.

3.5. A. gummifer’in HUVECs ve PC-3 genomik DNA’lar1
iizerine etkileri

A.  gummifer bitki Ozlitiniin apoptoza etkilerini
gozlemleyebilmek amaciyla yapilan deneylerde apoptozun
dogal bir sonucu olan DNA fragmentasyonu gozlemlendi.
HUVEC:s hiicrelerinde DNA fragmentasyonu hi¢ bir grupta
gergeklesmezken, PC-3 hiicrelerinde 4. gummifer bitki
oziitiiniin uygulandig1 gruplarda oldukc¢a yogun bir sekilde
fragmentasyon gozlemlenmektedir.

2. Tartiyma ve sonu¢

Onceki cahgmalarda A. gummifer tiiriine ait cesitli
biyolojik aktivite calismalar1 gerceklestirilmis ancak PC-3
ve HUVECs hiicrelerindeki direkt etkisi heniiz tespit
edilmemistir. Bu ¢alismamizda 4. gummifer bitkisinin etanol
oziitiinden kaynakli hiicre sitotoksititesi ve anti-mikrobiyal
etkisi lizerine deneyler yiiriitilmistiir.

Diger arastirmalarda oksidan miktarlarindaki artigin
dokularda  oksidatif strese ve oksidan savunma
mekanizmasinda hasara neden oldugu goézlemlenmistir
[30,31]. Oksidatif stresin apoptoz ve nekrozda hayati role
sahip oldugu bilinmektedir. ROS ve LPO seviyelerinin
oksidatif hasar vasitasiyla degiserek hiicre canliligini ve
apoptoz yolaklarini etkiledigi tespit edilmistir [30,31]. Asiri
sekilde artmigs olan ROS miktar1 oksidatif stresi
indiikleyerek apoptozun diizenlenmesinde rol almaktadir
[30,31]. Ayrica Onceki calismalarin sonuglart da, A.
gummifer e ait fitokimyasal bilesiklerin anti-oksidan 6zelligi
sayesinde serbest radikallerin yakalanmasinda ve ROS

iretiminin baskilanmasinda etkili oldugunu gostermektedir
[8,9]. Bu c¢alismanmuzda A. gummifer’ in HUVECs
hiicrelerinde H,O,” nin neden oldugu oksidatif etkileri
azaltigim gozlemledik. Ancak PC-3 hiicrelerinde pro-
oksidan 6zellik gostererek ROS ve LPO seviyelerinde artisa
neden olmustur. Bu da bu hiicrelerde canliligi azaltarak
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemistir.

HUVEC PC-3
A \
3 \‘\\
N W
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) N
P o M ‘L‘:\\ ¥

. \Y
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Sekil 4. A. gummifer ¢igek Oziitiiniin HUVECs ve PC-3
hiicrelerinde genomik DNA iizerine etkisi. DNA’lar %1,5
lik Etidium Bromit igeren agaroz jelde Tris Asetat-EDTA
tamponunda kosturuldu. DNA bantlar1 ve Fragmentleri
GelDoc EZ (Bio Rad, USA) cihaziyla gézlemlendi. (Kont=
Kontrol; Mar= bilinen molekiiler agirlik olgiileri ve cesitli
dozlardaki 4. gummifer gigek dozlari goriilmektedir).
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Astragalus  tiirlerinin ~ ¢esitli  hastaliklar  {izerinde
biyolojik aktivitelerinin oldugu ve bu aktivitelerinin
icerisindeki fitokimyasallarin ¢esitliligine bagl olarak
degistigi soylenmektedir [8,9,21,22]. Giris bolimiinde de
bahsedildigi gibi Astragalus tiirlerinin quercetin ve
naringenin gibi bazi 6nemli flavonoidlere sahip oldugu
belirtilmektedir [15,16]. Bu caligmamizda ise bunlarla
birlikte gii¢lii anti-kanserojen etkiye sahip CAPE ve chrysin
flavonoidlerinin [32] varlif1 ve miktarlar1 da tespit edildi.

Bu ¢aligmada ayn1 zamanda apoptozun dogal bir sonucu
olan DNA fragmentasyonu da belirlenmistir. 4. gummifer
bitki 6ziitiiniin uygulandigi PC-3 hiicre gruplarinda oldukca
yogun bir sekilde fragmentasyon goriilirken HUVECs
hiicrelerinde DNA fragmentasyonu gozlemlenmemistir. Bu

sonuglara istinaden 4. gummifer bitkisinin kanser
hiicrelerinde =~ DNA'min  pargalanmasini  indiikledigi
sOylenebilir.

Onceki anti-mikrobiyal aktivite caligmalarin

sonuglarinda cesitli Astragalus tiirlerinin farkli polaritedeki
oziitlerinin Gram pozitif ve negatif bakterilere karsi anti-
bakteriyel etkilerinin oldugu gosterilmektedir [21]. Bunun
aksine, bir diger calismada ise yine cesitli Astragalus
tiirlerinin metanol ve hegzan Oziitlerinin anti-bakteriyel ve
anti-fungal etkilerinin olmadig ileri siiriilmektedir [22]. Bu
calismada 4. gummifer ¢igegi etanol Oziitiinlin iki farkl
Gram negatif bakteri (E. coli, E. aerogenes) ile bir maya (S.
cerevisiae) tiirline kars1 anti-mikrobiyal aktivite gosterirken,
bir Gram pozitif bakteriye (S. aureus) karsi inaktif oldugu
gozlemlenmistir.

Sonug olarak bu calismada A. gummifer ¢igeklerinin
etanol Oziitiinlin anti-mikrobiyal aktivitesi oldugu goriildii.
Ayni zamanda, HUVECs hiicrelerinde anti-oksidan 6zellik
gosterirken PC-3 hiicrelerinde pro-oksidan 6zellik gosterdigi
tespit edildi. Bunlara ilaveten, PC-3 hiicrelerinde apoptozla
ilgili olarak DNA fragmentasyonu gozlemlendi. Bu nedenle
A. gummifer g¢iceginin kanser hiicrelerinde pro-oksidan
etkiyle apoptozu artirmak suretiyle anti-kanser etkiye sahip
oldugu soylenebilir.
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Inhibitory effects of two kinds snake venom on sheep liver glucose 6-
phosphate dehydrogenase, 6-phosphogluconate dehydrogenase and
glutathione reductase enzymes activities

Mustafa Erat |, Mehmet Cifici**, Akcahan Gepdiremen 3 Tavakkul Iskenderov *
Abstract

In vitro effects of snake venom on sheep liver glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD), 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6-PGD), and glutathione reductase (GR) enzymes activities were investigated. G6PD, 6-PGD and GR enzymes
were purified from sheep liver by 2', 5' ADP-Sepharose 4B affinity gel. The overall purifications were about 2,150; 1,240; and
1,678-fold, respectively. Temperature of +4°C was maintained during the purification processes. Enzymatic activities were
spectrophotometrically measured according to Beutler, Carlberg and Mannervik methods at 340 nm. ICs, values were determined
from Activity% - [Snake venom] graphs. In addition, for the snake venom samples, protein concentrations were also determined.

Anahtar Kelimeler: Glucose-6-phosphate dehydrogenase; 6-phosphogluconate dehydrogenase; glutathione reductase; sheep
liver; snake venom

Koyun Kkaraciger glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve 6-fofoglukonat
dehidrogenaz enzim aktiviteleri iizerine iki cesit yilan zehirinin inhibisyon
etkileri

Ozet

Bu ¢alismada koyun karacigerinde saflastirilan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD)
ve glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri iizerine yilan zehirinin etkileri in vitro olarak arastirldi. Oncelikle G6PD, 6-PGD ve
GR enzimleri 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile saflastirildi. Saflagtirma katsayilar sirasiyla 2150, 1240 ve 1678
olarak bulundu. Saflastirma esnasinda sicaklik +4°C’de kontrol altinda tutuldu. Enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik olarak
Beutler, Carlberg ve Mannervik metotlarina gore 340 nm’de tayin edildi. Inhibisyon etkisi gosteren yilan zehirleri igin
%Aktivite-[Y1lan zehiri] grafikleri ¢izilerek ICs, degerleri hesaplandi. Ayrica her bir yilan zehiri 6rneginde protein tayini yapildi.

Anahtar Kelimeler: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz; 6-fosfoglukonat dehidrogenaz; glutatyon rediiktaz; sheep liver; yilan zehiri

1. Introduction

Glucose-6-phosphate  dehydrogenase  (D-glucose-6-
phosphate: NADP" oxidoreductase EC 1.1.1.49; G6PD) is
the first and key enzyme of the pentose phosphate metabolic
pathway and it is widespread in all tissues and blood cells.
GO6PD reaction is an important site of metabolic control.
This view is supported by several investigators who have
shown variations in enzyme activity as a function of
hormone and nutritional levels, enzyme quaternary structure
and various metabolites including ADP, ATP, palmitoil-
CoA, and spermidine. The enzyme catalyzes conversion of
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D-glucose 6-phosphate to 6-phospho-D-gluconate in the
presence of NADP". 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-
phospho-D-gluconate-NADP" oxidoreductase EC 1.1.1.44;
6PGD) catalyzes the reversible oxidative decarboxylation of
6-phospho-D-gluconate to yield D-ribulose 5-phosphate and
CO,. The enzymes of glucose-6-phosphate dehydrogenase
and 6-phosphogluconate dehydrogenase are necessary for
maintaining cellular integrity [1-4].

The pentose phosphate shunt occurs widely in living
cells where one of its main a function is to provide the
NADPH necessary for the synthesis of fatty acids and other
specific reductions. NADPH producing in these reactions
has been used in the reduction of the oxide glutathione
(GSSG) to the reduced form (GSH) as a coenzyme. This
reaction is catalized by a flavo enzyme glutathione reductase
(Glutathione: NADP" oxidoreductase, EC 1.8.1.7; GR). The
reducing agent GSH is the most abundant low molecular
weight thiol in almost all cells and is involved in a wide
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range of enzymatic reactions [5]. GSH perform not only
counteracting oxidative agents but also protecting sulthydryl
groups of intracellular proteins in the cells. Functions of
GSH in reductive processes are essential for protein
synthesis, regulation of enzyme, and protection of the cells
against reactive oxygen species and free radicals generated
in cellular metabolism [5]. On the contrary, increased GSSG
concentration inhibits a number of important enzyme
systems including protein synthesis [6]. Decreased GSH
levels have also been reported in several diseases, such as
acquired immune deficiency syndrome (AIDS) [7],
Parkinson’s disease [8], and diabetes [9].

2. Materials and methods
2.1. Materials

2', 5’ ADP Sepharose 4B was obtained from Pharmacia.
Sephadex G-200, NADP®, NADPH, GSSG, glucose-6-
phosphate, 6-phosphogluconate, protein assay reagents were
obtained from Sigma Chem. Co. All other used chemicals
were analytical grade and obtained from either Sigma or
Merck.

2.2. Preparation of the snake venom solutions

50 mg snake venom and 25 mg snake venom containing
heavy metals were taken and those volumes were completed
to 500 pl and 250 ul with distilled water, respectively.

2.3. Preparation of the homogenate

After livers were obtained from adult sheep, they were
washed in isotonic saline containing 1 mM EDTA, and
stored at —85 °C before use. 20 g of liver was first cut into
small pieces and homogenized in a Waring blender with 50
ml of 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0,
containing 1 mM EDTA, 1mM DTT, and 1 mM
phenylmethanesulfonyl ~ fluoride. ~ The  homogenate
centrifuged at 15.000 rpm for 60 min, and the precipitate
was removed. This process was repeated two times and the
supernatant was used as a crude extract. The crude extract
was subjected to ammonium sulphate precipitation was
brought among 30-70% saline saturation with solid
(NH4),SO,. The precipitate was dissolved in a small amount
of 50 mM K-phosphate buffer including 1 mM EDTA, pH
7.0 and then dialyzed at 4°C in the same buffer [10].

2.4. Purification of the enzymes

For the purification of G6PD, the ammonium sulphate
fraction (30-70%) of the homogenate obtained previously
was loaded on the 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity column
and the flow rate was adjusted to 20 ml/h. Then, the column
was sequentially washed with 25 ml a buffer of 0.1 M K-
acetate and 0.1 M K-phosphate, (pH 6.0) and 25 ml a buffer
of 0.1 M K-acetate and 0.1 M K-phosphate (pH 7.85). The
wash with the second buffer was continued until the final
absorbance difference became 0.05. Elution of the enzyme
was carried out with a mixture of 80 mM K-phosphate and
80 mM KCI and 0.5 mM NADP" and 10 mM EDTA (pH
7.85). The enzyme activity was measured in all fractions,
and the activity-containing tubes were pooled, then dialyzed
in 50 mM K-acetate +50 mM K-phosphate buffer (500 ml,
pH 7.0), for 2 h with two changes of buffer [11].

In order to purify 6PGD enzyme, G6PD’s procedure was
used expect that 0.5 mM NADP" was added to the elution
buffer (80 mM K-phosphate and 80 mM KCI and 5 mM
NADP" and 10 mM EDTA (pH 7.85)). All procedures were
performed at 4°C [11].

To purify GR enzyme, the ammonium sulfate fraction
(30-70%) of the homogenate was dissolved in and dialyzed
against the buffer A (50 mM Tris-HCI including 1 mM
EDTA, pH 7.5). Dialyzed sample was applied to a column
of 2', 5'-ADP Sepharose 4B (1x10 cm) and the column was
washed with buffer A. The enzyme holded on the gel was
eluted with a linear gradient of NADPH (0-1 mM) and GSH
(0-0.5 mM) in buffer A. Active fractions were loaded onto a
column of Sephadex G-200 (1.6x50 cm) equilibrated with
50 mM Tris-HCl, 50 mM KCI, pH 7.5 (buffer B). After the
enzyme was eluted by the same buffer, active fractions were
collected and concentrated by liophilisator and stored at —85
°C by use [10,12].

2.5. Measurement of enzymes activity

G6PD and 6PGD activities were measured by Beutler's
method [13]. One EU was defined as the enzyme reducing 1
umol NADP" per min at 25 °C and optimal pH (pH 8.0). GR
activity was measured according to the method described by
Carlberg and Mannervik [14] and one enzyme unit (EU) was
defined as the enzyme reducing 1 umol NADPH per min at
25 °C and optimal pH (pH 8.0).

2.6. Protein determination

Protein content in ammonium sulfate supernatant was
quantified spectrophotometrically at 595 nm according to
Bradford’s method [15], with bovine serum albumin used as
a standard.

2.7. SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE)

The control of enzymes purity was carried out using
Laemmli’s procedure with 3% and 8% acrylamide
concentrations for running and stacking gel, respectively
[16].

2.8. In vitro effects of snake venom

In order to determine the effects of snake venom on
enzymes, some concentrations of snake venom (8.17, 40.85,
57.19, 81.7, and 122.55 mg/mlL), and snake venom
containing heavy metals (2.13, 4.26, 6.4, 8.52, 12.78, and
21.3 mg/mL), were added to separate tubes containing
purified enzymes. The enzymes activities were measured in
these tubes taking the tubes containing no snake venom as
control (100% activity). The ICs, values were obtained after
activity in % was plotted vs. snake venom concentration.

3. Results

G6PD enzyme with a specific activity of 33.7 EU/mg
proteins was purified a yield of 24% and a purification
coefficient of 2,150. 6PGD enzyme with a specific activity
of 26.8 EU/mg proteins was purified a yield of 18% and a
purification coefficient of 1,240. GR enzyme with a specific
activity of 54.5 EU/mg proteins was purified a yield of 16%
and a purification coefficient of 1,678.

Figures 1, and 2, show the in vitro effects of the snake
venom on the G6PD enzyme. ICs, values were estimated
from those figures as 0.968 mg/ml for snake venom, and
1.183 mg/ml for snake venom containing heavy metals,
respectively. Figures 3, and 4, show the in vitro effects of
the snake venom on the 6-PGD enzyme. ICs, values were
estimated from those figures as 0.639 mg/ml for snake
venom, and 0.078 mg/ml for snake venom containing heavy
metals, respectively. Figures 5, and 6, show the in vitro
effects of the snake venom on the GR enzyme activity. ICsq
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values were estimated from those figures as 0.355 mg/ml for
snake venom, and 0.425 mg/ml for snake venom containing
heavy metals, respectively.
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Figure 1. Activity (%) vs. snake venom concentration
regression analysis graphs for G6PD in the presence of 6
different snake venom concentrations

In addition, for the snake venom and snake venom
containing heavy metals samples, protein concentrations
were also determined as 2.16 mg/ml and 2.28 mg/ml,
respectively.
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y = 100e-0,586x
R2=0,9752
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Figure 2. Activity (%) vs. snake venom containing heavy
metals concentration regression analysis graphs for G6PD in
the presence of 6 different snake venom containing heavy
metals concentrations

4. Discussion

The formation of the reactive oxygen species (ROS) in
cells leads to the formation of free radicals in metabolic
processes. These harmful species causes damages in many
molecules such as lipids, proteins and nucleic acids. These
harmful effects are controlled by antioxidant defense system
in cells. The most important molecule in antioxidant defense
system in various tissues of the body is glutathione [17-21].
Furthermore, the enzymes such as GR, G6PD and 6PGD are
necessary to remove these radicals and keep the cells stable.
In normal conditions, the reductive and oxidative capacity of
the cell (redox state) is in favor of oxidation [22-24].
However, ROS produced in oxidative stress are removed by
antioxidant defense system. A number of drugs and
chemicals increases the ROS/free radicals ratio in specific
organs of the body Many researchers have determined that
nicotine contributes ROS production [25-27].
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Figure 3. Activity (%) vs. snake venom concentration
regression analysis graphs for 6-PGD in the presence of 6
different snake venom concentrations

Many drugs and chemicals have adverse or beneficial
effects on human enzyme and metabolic events. For
example, a diuretic drug, acetazolamide, inhibits carbonic
anhydrase enzyme [28]. Inhibition of some important
enzymes, which play key roles in a metabolic pathway, may
result in pathologic conditions or disorders. G6PD, 6PGD
and GR enzymes plays an important role in metabolism and
have vital functions in tissues. Metabolic diseases such as
diabetes mellitus affect some enzyme activities [29]. It is
shown that a lot of chemicals and drugs inhibit G6PD,
6PGD and GR enzymes activities. For example, Ciftci ef al.
and Beydemir et al. have reported that some drugs have
inhibited of erythrocytes G6PD [30-35] and 6PGD [36] and
also, Erat et al. have reported that some drugs have inhibited
the activities of GR of erythrocytes [37,38].
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Figure 4. Activity (%) vs. snake venom containing heavy
metals concentration regression analysis graphs for 6-PGD
in the presence of 5 different snake venom containing heavy
metals concentrations
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Figure 5. Activity (%) vs. snake venom concentration
regression analysis graphs for GR in the presence of 7
different snake venom concentrations
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Figure 6. Activity (%) vs. snake venom containing heavy
metals concentration regression analysis graphs for GR in
the presence of 6 different snake venom containing heavy
metals concentrations

5. Conclusion

In this study, the results showed that snake venom and
metals containing snake venom inhibited the G6PD and
6PGD enzymes activities by ~74%, ~67% and ~87%, and
~100%, respectively. Also, venom and metals containing
venom inhibited the GR enzyme activity by ~84%, and
~95% respectively. The ICs, values of venom and metals
containing venom are 0.968, 1.183 (G6PD); 0.639, 0.078
(6PGD); and 0.355, 0.425 mg/ml (GR) respectively. These
results show that snake venom and metals containing snake
venom being a potent inhibitor for erythrocytes G6PD,
6PGD and GR. 6PGD has smallest ICs, value and was more
inhibited by metals containing snake venom (ICsy: 0.078

mg/ml).
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Asiri  ogrenme makineleri ile EKG

sinyallerinin siniflandirilmasi

gurultulu

Mehmet Ustiindag*', Omer Faruk Algin ', Ahmet Giiner '
Ozet

Bu cahgmada, giiriiltiilii EKG sinyallerinin smiflandiriimast igin Asir1 Ogrenme Makineleri (AOM) yéntemi Snerilmistir.
Calismada AOM’nin basarimini test etmek igin Kaotik, Beyaz ve Flicker giiriiltiileri gesitli Sinyal Giiriiltii Oranlarinda (SGO)
EKG sinyaline eklenmistir. Temel istatiksel parametreler kullanilarak giiriiltiilii sinyallerden sekiz adet 6zellik ¢ikartilmustir.
Daha sonra bu 6zellikler kullamlarak AOM ile simflandiriimalart yapilmigtir. Onerilen yontemin bagarimimi test edebilmek igin
Yapay Sinir Aglar1 (YSA) ve Basit Lojistik Regresyon (BLR) ile karsilastirmast yapilmistir. Yapilan benzetim c¢aligmalarinin
sonucunda AOM 'nin bagariminin oldukga iyi oldugu gériilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: EKG; giiriiltii; AOM; YSA; BLR

Classification of noisy ECG signal using extreme learning
machine

Abstract

In this study, Extreme Learning Machines (ELM) method has been proposed for the classification of noisy ECG signal. In the
study to test the success of the ELM is chaotic, white and Flicker noise is added to the ECG signal in a variety of Signal to Noise
Ratio. The eight features of noisy signals using basic statistical parameters were obtained. Then method using these features and
classification were carried out. To test the performance of the proposed method has been compared with Artificial Neural
Networks (ANN) and Simple Lojistic Regression (SLR). The results of the simulation study on the performance of the ELM has

proved to be quite good.
Keywords: ECG; noise; ELM; ANN; SLR
1. Giris

Kalp rahatsizliklarinda, kalp ritimlerini tammlayan en
onemli biyomedikal sinyallerden birisi EKG sinyalidir [1].
EKG sinyali kalp ile ilgili hastaliklarin tespitinde
kardiyologlara yardimci olmaktadir.  Giiriiltii  olarak
isimlendirilen bozucu girisler bu tip biyomedikal sinyalleri
de anlamsiz hale getirebilmektedir. Istenmeyen farkli
tiplerdeki bu giiriiltiiler, kas giiriiltiisii, cihazdan kaynakli
giirtiltiiler ve harici giiriiltiiler olabilir [2]. Bozucu girisler
sinyalin kalitesini azaltmakla birlikte bazen de sinyali
tamamen bozabilmektedir.

Giiriiltii ve giiriiltiiniin arindirilmast ile ilgili son yillarda
birgok yontem Onerilmistir. Burada asil 6nemli olan sinyale
ekli olan giiriiltiiniin ¢esidinin bilinmesidir. Ayni1 zamanda
asil sinyalinde ne tiir 6zellikler gosterdigi bilinmelidir. Bu
tiir ozellikler sinyalin duragan ya da duragan olmamasiyla
alakalhidir. Sinyallerin duragan olup olmadigi tamamen
istatiksel parametreleriyle iliskilidir. Sinyaller bu sekilde
siiflandirildiktan sonra ¢oziim yontemleri

! Bingdl Universitesi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Elektrik-
Elektronik Miihendisligi Béliimii, 12000 Bingdl, Tiirkiye

*Sorumlu yazar E-posta: mustundag23@gmail.com

belirlenir. Aynm1 sekilde giriltilerin  de istatiksel
parametreleri birbirinden farklilik goésterebilir. Her giirtiltii
icin ve giiriiltiilii sinyali giirtiltiiden arindirabilmek i¢in ayni
yontemler benzer basarimlar gostermezler. Bu sebeple
giiriiltiilerin siniflandirilmast asir1 6nem arz etmektedir.

Bu alanda Chen ve Das otomatik giiriiltii tanimlama ile
ilgili g¢alismalar yapmuslardir [3]. Lee, Nagao ve
Matsuyamat ise bu metotlara temel teskil edecek maksimum
olasilik tabaninda yerel standart sapmalar1 hesaplamislardir
[4-6]. Beaurepaire ve arkadaglari ise yerel histogramlar
kullanarak giiriiltiiye ait istatiksel parametreleri tahmin edip
girtiltiiyli tanilamuslardir [7]. Vozel ve arkadaslari ¢oklu
esikleme yontemi yoluyla denetimsiz siniflandirma yapisini
onermislerdir [8]. Santhanam ve Radhika yeni bir
yaklasimla Geriye Yayilim Ag1 ve Cok Katmanli Algilayici
kullanarak Beyaz Gaussian, beyaz olmayan Gaussian, Salt
ve Pepper ekli giiriiltiileri siniflandirmiglardir [9]. Shamik
ve arkadaslari ise giiriiltiilere ait istatistiksel oOzellikleri
cikartarak fleri Beslemeli Geriye Yayilim Sinir A1 ile bazi
giirtiltiileri siniflandirmuglardir [10].

Bu makalede, biyomedikal sinyal olan ve kardiyologlar
tarafindan sik¢a kullanilan EKG sinyaline gesitli tiplerde
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girtiltiiler eklenmistir. Daha sonra sinyale ¢esitli yollardan
ve farkli SGO oranlarinda bozucu giris olarak giiriiltiiler
eklenmistir Elde edilen giiriiltiili EKG sinyallerinin
ozelliklerini  ¢ikartabilmek igin istatistiksel yOntemler
kullanilmistir. Daha sonra bu Ozelliklerden faydalanarak
AOM ile smiflandirilmalar yapilmustir. Yapilan benzetim
caligmalarinin  sonucunda basarimin oldukga iyi oldugu
gorilmiistiir.

2. Ozellik ¢ikarma

Ortalama, median (ortanca), standart sapma, varyans ve
momentler  gibi istatistiksel fonksiyonlar  ¢ogu
uygulamalarda ozellik ¢ikarma icin kullanilir [11-13].
Ortalama ve varyans gibi istatistiksel fonksiyonlar, verilerin
dagilimi, yayilimi ve degiskenligi ile birlikte histogramdaki
veri dagilimlart veri sayist ile ilgili bilgilerin elde edilmesine
yardimeci olur [10].

Bu calismada, giriiltili EKG sinyaline ait 6zellik
matrislerini olusturabilmek icin 8 istatistiksel fonksiyon
(RMSE, Standart Sapma, Max, Min, Ortalama, Varyans,
Carpiklik ve Basiklik) kullanilmigtir. Bu istatistiksel
fonksiyonlar ve bunlara ait esitlikler asagida verilmislerdir
[14-17].

Ozellik (1): RMSE (Root Mean Square Error-Ortalama
Kare Koklerin Hatasi) tahmin edilen degerler ile gdzlenen
degerler arasindaki farklar standart sapmayr temsil
etmektedir.

(M

Ozellik (2): Standart Sapma; merkezi degisim 6lgiilerinden
biridir ve veri noktalarinin ortalamadan ne kadar saptigim
gosterir.

(@)

Ozellik (3,4): Maksimum ve minumum ise veri vektoriiniin
icindeki en biiyiik ve en kiigiik verileri buldurur.

Ozellik (5): Ortalama; merkezi egilim 6lgiilerinden biri olan
ortalama, veri kiimesindeki degerler i¢in kiitle merkezi ve
denge noktasim gosterir.

n X
}:; 1 3

n

Ozellik (6): Varyans; veri degerlerinin ne 6lgekte veya ne
derecede yaygin olduklarini tamimlayan istatistiksel bir
parametredir.

n _

z (xi - X )2
V=i 4)
. n
Ozellik (7): Carpiklik; verilerin simetrik olmayacak
sekilde dagilimini gosterir. Simetrik bir dagilimda katsay:

sifir olur, saga carpik bir dagilimda pozitif deger alirken sola
carpik bir dagilimda ise negatif deger alir.

N S
Y (X, -X)/n
C =1t )
S3

Ozellik (8): Basiklik; basiklik katsayisi, verilerin basikligi
veya sivriligini gostermektedir.

N _
Y (X, -X)/n
B = i=1 (6)
S4

2.1. Asir1 6grenme makinasi

Ogrenme algoritmalarindan biri olan AOM, TGKIB
(Tek Gizli Katmanli Ileri Beslemeli) bir sinir ag1 modelidir
[18-20]. AOM’nin Ileri Beslemeli Aglardan farki girig
agirhiklarimin ve gizli katman esik degerlerinin rastgele
iretilerek sabit kalmasidir. Cikis agirliklar: ise en kiigiik
kareler metodu kullanilarak hesaplamir. AOM geleneksel
fleri Beslemeli Aglar ile kargilagtinldiginda iyi bir
genelleme basarim ve hizli 6grenme siireci sagladigi
goriilmektedir. Sekil 1’de Tek Gizli Katmanl Ileri
Beslemeli ag yapisi verilmistir [18-20].

X;—i,

Xy—

XN

XN ez

Bias

Giris Katman Gizli Katman Cikis Katmani

Sekil 1. TGKIB ag yapist

Sekil 1°de gosterilen TGKIB ag yapisi icin bir giris/gikis
(xi=[xil,xi2, ...,xin]T, yi=[yil,yi2, ...,yin]T) ikilisi olsun. N
tane gizli katman ndrona ve g(x) aktivasyon fonksiyonuna
sahip bu ag yapisina ait esitlik Denklem 7’de verilmistir [18-
20].

Zﬁlﬁig(wi.x]' + bl) = Oj,j = 1,...,N (7)

Bu esitlikte, wi=[coi1,coi2,...,coin]T giris  agirlik
vektoriind, Si=[Bil,Bi2,...pim]"  ¢kis katmani agirhk
vektoriinii, b; i’ninci gizli sinir hiicresinin esik degerini ve
oj=[01,02,...,0/]" ise TGKIB agina ait ¢ikis1 gostermektedir.
TGKIB aginin sifir hataya yakisadigi esitlik Denklem 8’de
verilmistir.

i Big(wixj+ b)) =y;j=1,...,N (3
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Denklem 8’de verilen esitlik, Denklem 9°da gésterildigi
gibi matris formunda yazilabilir.

Y = HB ©)

Bu esitlikte verilen H gizli katman ¢ikis matrisini, f
¢ikis katmani agirhiklarini gosterirken Y ise ¢ikis vektoriini
belirtmektedir. H, f ve Y ifadelerine ait esitlik Denklem
(10)’da verilmistir.

g(wy.x1 + by) gwy.x; + by)

H = : :
g(wy.xpy + by) gwy.xy + byl
(10)
i BT
y£ Nx1 ﬁ[Tu Mx1
B =HtY (11)

Denklem (Z)’de H' gosterimi  H’in Moore Penrose
genellestirilmis tersini belirtmektedir [18-20]

3. Giiriiltiilii EKG sinyalinde
siniflandirilmasi benzetim calismasi

giiriiltiilerin

Bu makalede, giiriiltii EKG sinyali i¢in siniflandirma
calismasi yapilmustir.  Algoritma, giiriiltii ile bozulmus
sinyallere ait giiriiltii tlirlinii belirlemek i¢in kullanilir.
Glirtilti  karismus  sinyale ait esitlik Denklem 12°de
verilmistir.

y[nl = x[n] + d[n] (12)

Bu esitlikte x[n] asil sinyali, d[n] sinyale karigmusg
giirtiltiyii ve y[n] ise giiriiltiilii sinyali ifade etmektedir.

Bu calismada asil sinyal olarak Harvard-MIT Division
of Health Sciences and Technology veri tabanindan EKG
sinyalleri elde edilmistir [21]. Bu sinyale ait &rnek sayisi
7680°dir. Giiriiltistiz EKG sinyaline ait 1000 6rnek icin
grafik Sekil 2’de verilmistir. Beyaz, Flicker (pembe) ve
kaotik giiriiltiiler eklenmis -10dB SGO degerindeki EKG
sinyalleri sirastyla Sekil 3, Sekil 4 ve Sekil 5°de
gosterilmistir.

Sekil 3, Sekil 4 ve Sekil 5’den agikga goriilecegi gibi
gliriiltii eklenmis sinyaller orijinal sinyalden ¢ok farkli
bigimdedir.

Onerilen ydntemin bagarimmi gdstermek amaciyla 5, 0,
-5, -10, -15 -17, -20 -25dB SGO degerleri dikkate alinarak
Beyaz giiriiltii, Flicker giiriiltii ve Kaotik giiriiltii eklenmis
sinyallerden her birinden 100 adet iiretilerek 300 &rnege
sahip 8 adet veri seti hazirlanmistir. Hazirlanan veri
setlerinden Boliim 2’de verilen 8 adet istatiksel parametre
kullamlarak 6zellik ¢ikarilmistir. Bu  6zellikler AOM
kullanilarak smiflandirilmistir. AOM gizli katman néron
sayist 13 ve aktivasyon fonksiyonu Sigmoid olarak deneye
dayali yaklagimla belirlenmistir. Deneysel ¢alismalardan
elde edilen sonuglar Tablo 1°de verilmistir. Tablo 1’de Siire,
egitim ve test i¢in harcanan toplam siireyi gostermektedir.
Tablo 1 incelendiginde -15dB’e kadar %100 basarim elde
edilmistir. Onerilen yaklasim ile -25dB degeri icin bile
kabul edilebilir sonuglar elde edilmistir.

3

25}
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Sekil 4. Flicker giiriiltii eklenmis EKG sinyali
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Genlik
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Sekil 5. Kaotik giiriiltii eklenmis EKG sinyali

Tablo 1. Deneysel ¢alisma AOM sonuglari

AOM
SGO (dB) Bagarim (%) Siire (sn)

5 100 0,0016
0 100 0,0047
-5 100 0,0016
-10 100 0,0031
-15 99,333 0,0016
-17 94 0,0010
-20 94,667 0,0016
-25 93 0,0016

Onerilen yaklasimin basarim gecerliligini test etmek
amaciyla smiflandirmada yaygin olarak kullanilan YSA ve
BLR ile aym sartlarda karsilagtrma yapilmustir. Iki gizli
katmanli ve her katmanda 10 ndronlu YSA mimarisi
secilmistir.  YSA’nin  gizli katmanlarinda ve ¢ikis
katmaninda sirastyla tanjant sigmoid ve dogrusal aktivasyon
fonksiyonlar1 kullanilmistir. YSA mimarisi Scaled conjugate
gradient backpropagation algoritmasi ile egitilmistir.
Deneysel c¢alismalardan elde edilen sonuglar Tablo 2’de
karsilastirmali olarak verilmistir.

Tablo 2. AOM ile YSA karsilastirma sonuglari

AOM YSA BLR
SGO Basarim Siire Bagarim Siire Basarim  Siire
(dB) %) (sn) %) (sn) (%) (sn)
5 100 0,0016 100 0,125 100 0,03
0 100 0,0047 100 0,121  99.667 0,04
5 100 0,0016 100 0,772 100 0,04
-10 100 0,0031 66,667 0,114 99667 0,04

415 99,333 0,006 64,334 0804 98333 004

17 94 0,0010 73,667 00977 95667 0,07

20 94,667  0,0016 77,667 1,057 93333 004

25 93 0,0016 83,667 0,897 92,007 019

Tablo 2’den goriildiigli -5dB SGO degerine kadar YSA
%100 basarim degerine sahipken bu degerden sonra iyi bir
basarim gdsterememistir. Basarim agisindan AOM YSA’dan
daha istiin oldugu Tablo 2’den goriilmektedir. Ayni

zamanda, siire agisindan da AOMnin gok daha iyi degerlere
sahip oldugu goriilmektedir. BLR ydntemi siniflandirma
basarimu ve siire agisindan YSA’dan daha iyi performans
gdsterirken AOM’nin gerisinde kalmaktadir.

4. Sonuglar ve oneriler

Bu makalede, giiriiltiye maruz kalmis EKG
sinyallerinde  giiriiltli  tiirlerini  belirleyebilmek  icin
siniflandirma caligmast yapilmustir. Gliriiltiilii sinyallerden
temel istatiksel parametrelere dayali 6zellikler ¢ikarilmis ve
bu ézellikler AOM ile smiflandirilmistir. Yapilan deneysel
calismalarda diisiik SGO degerlerinde bile yiiksek basarim
elde edildigi gosterilmistir. YSA ve BLR yontemleri
kullanilarak Onerilen yaklagimin basarim gecerliligi test
edilmistir. Onerilen yontem ile, daha az siirede daha yiiksek
basarim gosteren bir giiriiltii siniflandirma yapilmustir.
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An experimental investigation of effect of turning AISI 1040 steel at
low cutting speed on tool wear and surface roughness steel

Ali Ergetin*', Usame Ali Usca '
Abstract

In this study, the effect of different cutting speeds on cutting tool wear and surface roughness was investigated in turning
operation. Cylindrical bars of AISI 1040 steel was selected as workpiece materials during this investigations in turning process.
The K type coated CVD(Chemical Vapor Deposition) TiAIN ceramic tungsten carbide cutting tools were used in turning of bars.
Surface roughness of turned bars and tool wear were accepted as criteria for performance evaluation of these cutters. Tool wear
was determined by performing SEM (scanning electron microscopy) and EDX (Energy Dispersive X-ray spectroscopy) analyses
after conducting other experimental studies at a constant feed rate. Surface roughness values were also measured after every
turning process. The aim of this study was to investigate the influence of cutting speed, especially low cutting speed on tool wear
and surface roughness. According to experimental results, decreasing of cutting speed forces the cutting tool more and increasing
of cutting speed not only causes more coating wear, but also increase radius of cutting nose. However, the best surface roughness
could be obtained in turning process for max cutting speed.

Keywords: Turning; tool wear; surface roughness; SEM; AISI 1040

AISI 1040 ¢eliginin diisiik kesme hizinda tornalanmasinin takim asinmasi ve
yuzey puriizliiliigiine etkisinin deneysel incelenmesi

Ozet

Bu calismada, tornalama isleminde farkli kesme hizlarmin kesici takim asinmasi ve yiizey piiriizliiliigiine etkisi incelenmistir.
Tornalama prosesinin bu arastirma esnasinda, ¢aligma malzemesi olarak AISI 1040 celiginden miller segilmistir. Millerin
tornalanmasinda K tipi CVD kaplanmis TiAIN seramik tungsten karbiir kesici takimlar kullanilmistir. Bu kesicilerin performans
degerlendirmesinde tornalanmis millerin yiizey piiriizliiliigii ve takim aginmasi kriter olarak kabul edilmistir. Diger deneysel
caligmalara degindikten sonra takim asinmasi SEM ve EDX analizleri ile belirlenmistir. Yiizey piiriizliiliik degerleri her
tornalama dongiisiinden sonra 6lgiilmiistiir. Bu ¢aligmanin amaci kesme hizinin etkisinin, 6zellikle diisiik kesme hizinin takim
asinmast ve yiizey piiriizliilligiine etkisinin aragtirilmasidir. Elde edilen sonuglara gore; kesme hizimin diistiriilmesi kesici takimi
daha ¢ok zorlamakta ve kesme hizinin artis1 kaplamanin daha ¢ok aginmasina ve kesici ug yarigapinin artmasina neden olmustur.
Fakat, en iyi yiizey piiriizliiliigi maksimum kesme hizindaki tornalama isleminde elde edilebilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tornalama; takim aginmast; yiizey piiriizliligii; SEM; AISI 1040

1. Introduction

Nowadays, machinability of steels has an important
place in engineering industries. Engineering industries have
competed with each other by working to obtain min
production price and max production speed at machinability
of steels. Operating of cutting tools at larger depth of cut and
higher machining speeds causes higher working temperature
and tool failure rate. Application of machinability methods
has importance to learn machinability characterization of
every material [1-4]. Gear wheels, shaft bearings, cylindrical
system pieces which are working in contact with each other
can be manufactured through machinability method.

! Bingol University, Faculty of Engineering and Architecture, Mechanical
Engineering, 12000 Bingol, Turkey

*Corresponding author E-mail: aliercetin@bingol.edu.tr

Decreasing of wear situation and good surface quality in
these pieces are wanted [5, 6]. Many factors affect surface
roughness such as continuous or intermittent machining, tool
geometry, cutting speed, depth of cut, feed rate, type of
workpiece, rigidity of holder and machine tool [1].

Surface deformation, fast worn and broken of cutting
tools can be encountered after using coated or uncoated
cutting tool and choosing wrong turning parameters when
trying to obtain certain surface roughness values [7-11].
Titanium based coatings like TiN, TiC, TiCN ve TiAIN and
aluminium based ceramic coatings like Al,O; are especially
preferred because of good performance during cutting
process [4, 12]. Among the types of coatings for cutting
tools, TiN/Al,O; coating is one of the most wear resistant
coatings [2, 13] and also increase the cutting toughness of

29



Ercetin and Usca, An experimental investigation of effect of turning AISI 1040 steel at low cutting speed on tool wear and ...

the tools [2]. TiN coatings decrease the friction coefficient,
increase hardness and improve wear resistance [2, 14, 15].
Developments in ceramic machining technology were
concluded as properties like strength, toughness, thermal
shock resistance, hardness and wear resistance of new
generation high performance cutting tools. For this reason,
ceramic tools are used to machining typical steels and hard
materials [16]. There are different classifications of tool
wear in metal cutting process like abrasion, adhesion,
fatigue, diffusion, chemical wear [16, 17].

Hardness of workpiece, composition and type of cutting
tool in turning alongside tool geometry factors which effects
wear mechanism [16, 18]. Another important factors which
effect tool wear are continuous and intermittent cutting types
in turning. Applied intermittent turning results by using
cementite carbide cutting tool showed that wear type is
usually flank wear and wear mechanism are abrasion,
adhesion and oxidation [16, 18]. Literature studies
determined that increase at cutting speed caused to wear
cutting tool in a short time while making a good surface
quality. But increase at feed rate provided for less tool wear
while causing bad surface quality [5, 6, 11, 19, 20].
Decreasing of surface roughness values and tool wears were
wanted so turning processes of chosen workpiece were
realized by choosing coated cutting tool [11, 16, 20].

Various other studies about machinability of steels and
surface roughness were done. Obtained surface roughness
were investigated as a result of turning AIST H13 hot work
steel at different machining condition (cutting speed and
feed rate) with using coated cementite carbide cutting tool.
Better surface quality at 0.05 mm/rev were determined in
contrast with other surface qualities at 0.10 and 0.15 mm/rev
[19]. According to various coating material, showing
different roughness values of machined surface and
influence of change of cutting speed and feed rate values on
surface quality were specified [20]. Influences of cutting
tool chip angle on surface roughness were investigated by
using AISI 1040 steel. Increase at surface quality with
positive chip angles was expressed and bad influence of
negative chip angle on surface roughness was determined
[21].

In this study, influence of different cutting speed on tool
wear and surface quality was investigated in turning process
of AISI 1040 steel at constant feed rate with using coated
cutting tool. Furthermore, relation of chip varieties with
cutting speed and surface roughness, consisted failures of
cutting tool at low cutting speed and influence on surface
roughness of workpiece were determined after turning
process. As a result, choosing low cutting speed can cause to
damage cutting tool so fast.

2. Material and method

Iranian Tos TN50 model universal turning machine with
a spindle drive motor of 5.5 kW and 2000 rpm maximum
speed was used in the experiments. Cylindrical bars of AISI
1040 steel materials, each measuring 500 mm long and 80
millimeters (mm) in diameters, were used as test specimens.
They were turned with ceramic carbide cutting tool in dry
condition. Chemical composition properties of turned bar
are given in Table 1, mechanical properties are given in
Table 2.

Table 1. Chemical composition of AISI 1040 steel (%
Weight)

C Si Mn S P
0.41 0.36 0.72 0.036 0.032

Table 2. Mechanical properties of AISI 1040 steel

Hardness  Yield  Tensile Breaking Elasticity
(HV) Point  Strength Strain Modulus
(MPa)  (MPa) (%) (GPa)
158 400 630-780 31.8 190-210

Turning processes were realized at cutting speed for
Vc=31, 126, 179 m/min, feed rate of f=0.12 mm/rev and
depth of cut of ap=1 mm as 1. turning, 2. turning and 3.
turning processes. Cutting tools had cut chips from
workpiece along 500 mm bar length in each turning process.
But the tool used in third turning process at 31 m/min
cutting speed was damaged at 428 mm bar length so other
two tools were used for turning until the same length (428
mm). It can be seen as schematic representation in Figure 1.

428 —_ 3. Tuming
500 —~ 2. Turning

500 1. Turning
-~
T
3 Cutting Speed D
1 (m/min)
-—

Feed rate (mm/rev)

Figure 1. Schematic representation of turning process

TiAIN coated tungsten carbide (WC) ceramic cutting
tool in P30 quality, had 92 HRC hardness values and
CKINR 2525 M16 type of tool holder were used in turning
AISI 1040 steel. Geometric properties of cutting tool are
given in Figure 2.

4 ~ 55°
’ /
: A
d / A
' 14 \
/| L \
r / — -—
S
-— —
KOD d(mm) L (mm) S (mm) r (mm)
KNUX 160405R 9.52 19.72 476 0.5

Figure 2. Geometric properties of cutting tool

SEM and EDX analysis of surfaces of cutting tools were
realized before and after turning processes with Jeol JSM-65
type device in Bingol University Research Center. SEM
images of unused cutting tool before turning process are
given in Figure 3.

SEl  20kV WD13mm  SS51

Figure 3. SEM images of unused cutting tool edge before
turning process (r=500 pm)
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Surface roughness values was measured by using
INSIZE ISR-C100 model of profilometer after every turning
process. Measurements were based on R, method and the
sampling length (Lc=0.8 mm), measuring length (Lm=4
mm) and traverse length (Lt=5.6 mm) are taken,
respectively. Surface roughness was measured five times
and its average value was calculated and used to plot
graphics about surface roughness and cutting speed. Surface
roughness shapes of cylindrical bars after finishing turning
process can be seen in Figure 4.

Figure 4. Images of cylindrical bar surfaces after the last
turning process at cutting speeds: (a) 31 m/min, (b) 126
m/min, (¢) 179 m/min

Turning
Direction |,

SEl  20kV  WD14mm SS51

Turning

Direction

Turning
Direction

SEI  20kV  WD13mm SS51 xi p SEl  20kV  WD13mm SS51

3. Results and discussions
3.1. SEM and EDX analysis of cutting tools

In first turning process for 31, 126 and 179 m/min
cutting speeds for 500 mm turning length, SEM images of
tool edge wear are given in Figure 5. Cutting tool is forced
to take more chip because of choosing low cutting speed.
Therefore, chipping is occurred on tool at cutting speed for
V=31 m/min (Figure 5a). Chipping on tool decreases with
increasing cutting speed and BUE (build up edge) formation
starts to seem. Furthermore, coatings on tool were worn
more in the heat effected zone. Because of that, decreasing
in coating density can be seen from middle of tool to edge
(Figure 5b, 5c).

Figure 6 shows that SEM images of tool edge wear for
the same cutting speeds for 1000 mm turning length in
second turning process. Increase on chipping is seen in
second turning for the lowest cutting speed (31 m/min). This
increase gives us information like that tool used for lowest
cutting speed is forced more than other high ones (Figure
6a). Wear of coating can be seen clearly along cutting side
in turning process for 126 m/min cutting speed (Figure 6b).
The heat energy formation between contact points of cutting
tool and workpiece is expected to reach the highest values
because of that obtained max mechanical energy from
turning AISI 1040 steel in highest cutting speed (179
m/min). In other words, tool edge is exposed to max heat
effect. For this reason, max tool wear is seen in 179 m/min
cutting speed (Figure 6¢).

As a result of third turning process for each cutting
speeds for total 1428 mm turning length, SEM images of
tool nose wear are given in Figure 7. Cutting tool used in
lowest cutting speed (31 m/min) was damaged by breaking
the end of tool nose (Figure 7a). Burned chips had been
occurred on tool nose because of that cutting tool was used
in the highest cutting speed (179 m/min). In addition, BUE
formation and local chip smearing are seen on cutting side
of tool. Starting of coating wear on tool has been become
clear (Figure 7¢). In another studies, higher BUE formations
and chippings could often be seen with increasing cutting
speed in turning process [22-25].

Turning
Direction

WD15mm _ SS53

-

Turning
Direction

Figure 6. SEM images of cutting tools after second turning process (L=1000 mm): (a)Vc=31 m/min, (b)Vc=126 m/min, (c)Vc=179 m/min
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SEl . 20kV. WD15mm  SS51

Figure 7. SEM images of cutting tools after third turning process (L=1428 mm): (a)Vc=31 m/min, (b)Vc=126 m/min, (¢)Vc=179 m/min

SEM/EDX images of cutting tool used at 3 m/min
cutting speed after third turning process (L=1428 mm) are
given in Figure 8. According to the EDX analysis taken
from broken zone of cutting tool, tungsten (W) elements
were seen very much. A little iron (Fe) elements also were
seen in this zone because cutting tool started to touch
workpiece from broken zone and some Fe particles came
from workpiece to broken zone of tool edge (Figure 8a).

By examining EDX analysis of adhesive part on tool, Fe
elements were found so much in it. Moreover, finding out
certain amount of aluminium (Al) particle in EDX analysis
is thought that aluminium and chips mixed with effect of
heat formation during turning process (Figure 8b).

According to elemental analysis from little worn zone of
coating, titanium (Ti), aluminium and nitrogen (N) elements
were encountered in coating zone. we can understand that
coating is in a good situation far from tool edge (Figure &c).
Figure 9 shows that SEM/EDX analysis of used cutting tool
in third turning process (L=1428 mm) at 126 m/min cutting
speed. At examined elementary analysis from far zone of
tool edge, coating of cutting tool was worn less at this zone
because of that there were lots of titanium and aluminium

SEI  20kV.  WDf4mm  SSS1 .,

elements which constitute content of coating and it was seen
in Figure 9a. Encountering Fe element in small quantities
shows that they came from workpiece to tool surface during
turning process (Figure 9a).

Tungsten, carbon (C) and cobalt (Co) elements were
found out on zone of tool edge which cutting tool consists.
This situation shows that coating was worn in some zones.
There are also a lot of aluminium and titanium elements in
zone so we think that coating is still good on edge zone
(Figure 9b). By the examining of white spotted zones on
tool surface, becoming so much of iron elements percentage,
we think that these pieces came from workpiece during
turning process (Figure 9c).

By the investigating SEM/EDX analysis images of tool
edge used at 179 m/min cutting speed, there were a lot of
aluminium elements in black zone near cutting tool edge
which tool coating contained. It was thought that coating
consists of heaps because of high temperature in this zone
(Figure 10a). It was observed that coating was protected by
investigating EDX analysis from middle of tool (Figure
10b). White coloured spots contains particle which came
from workpiece like happening on other tools (Figure 10c).

image10-1

(a)

| Gz

(b)

Figure 8. SEM/EDX images of cutting tool broken at 31 m/min cutting speed after third turning process (L=1428 mm)
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SEI 20kV  WD14mm SS51
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Figure 9. SEM/EDX images of cutting tool used at 126 m/min cutting speed after third turning process (L=1428 mm)
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Figure 10. SEM/EDX images of cutting tool used at 179 m/min cutting speed after third turning process (L=1428 mm)

Figure 11 shows changes of radius values by depending
on different cutting speed and turning length. Increase of
cutting speed and turning length caused to always increase
radius values of tool edge. Geometry of tool edge radius
changed and radius value was too high because of damaging
of cutting tool in third turning process at the lowest cutting

speed. For this reason, the radius value of broken tool was
showed out of the graphic (Figure 11). Increasing usually of
tool wear, which was directly proportionate to the increasing
of cutting speed in turning process with different types of
workpiece and cutting tool, was determined in also another
studies [25, 26].
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Figure 11. Changes of tool edge radius values depending on
different cutting speed and turning length

3.2. Chip formation

Photos of chip shapes are given in Figure 12 after
turning process at three different cutting speed. Increase at
chip lengths depending on increase at cutting speed was also
watched (Figure 12). Long chip can damage and change the
surface quality of workpiece if it touches during turning
process. For this reason, throwing chips in broken, short
length and little pieces situations should be better during
turning the bars with cutting tools. In next studies,
increasing the feed rates will curtail length of chips.

5

N
27K

ORI

s

Figure 12. Obtained chip formations at different cutting
speeds; Ve=(a) 31 m/min, (b) 126 m/min, (c¢) 179 m/min

3.3. Surface roughness

Figure 13 shows that change of surface roughness values
depends on different cutting speed and turning length.

Reduction on surface quality was watched in turning process
at lower cutting speed. Increase rate of surface roughness
values at lowest cutting speed (31 m/min) is more than other
increase rates at higher cutting speeds with the passing of
turning process. The reason for this, cutting tool is forced
more in turning at this cutting speed and couldn't reach
intended energy to cut chips easily. Therefore, higher cutting
speeds can be used to have better surface quality. Better
surface quality was obtained in turning process at higher
cutting speeds and it is given in Figure 13a. Furthermore,
increase is usually seen at surface roughness values
depending on turning length. This situation shows that
cutting tools were abraded at each three cutting speeds. In
addition to that, increase at surface roughness depending on
turning length can be seen clearly at lowest cutting speed
(31 m/min) because of having faster increase rate (Figure
13Db). In another study about AISI 1040 steel, decreasing of
surface roughness values were determined during increasing
cutting speed [6]. If increasing of cutting speed goes on,
surface roughness decreases until optimum point and starts
to take bad situation [27].
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Figure 13. Changes of surface roughness values depending
on different cutting speeds and turning length

4. Conclusions

Surface quality of workpiece and wear of coated cutting
tool after turning at different cutting speeds were examined.
We determined that cutting tool turned at lowest cutting
speed was damaged because of choosing cutting speed very
low. Increases at radius values of tool edges were seen in
turning process at all cutting speeds until the time of broken
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of tool turned at lowest cutting speed. Breakups had
happened on surface of workpiece depending on turning
length. In addition to this, max wear and BUE were shown
up on cutting tool turned at highest cutting speed. More
volume of BUE was seen by the increase of turning length.

The least tool wear was observed at lowest cutting
speed. However, this cutting tool was damaged in a short
time in contrast with other tools turned at higher cutting
speeds. The reason for this, intended energy to cut chip from
workpiece couldn't be reached at lowest cutting speed.
Therefore, this tool was forced by bigger forces in contrast
with tools used at higher cutting speed and was damaged.

The best surface roughness values were reached in
turning process at highest cutting speed. Furthermore, by
increasing turning length, decreasing at surface quality was
observed in turning process at each three cutting speed.
Surface quality depending on turning length was become
deformed very fast at lowest cutting speed.

Longer chips have been in turning process at higher
cutting speeds. Becoming very high of cutting speed in
contrast with feed rate causes happening longer chips which
is cut from workpiece. Feed rate can be increased to
decrease length of chips.
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Hidrofobik bitki ekstraktinin kapsiile edilmesi icin nanopartikiil sisteminin
hazirlanmasi ve fizikokimyasal, biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Biilent Kaya*', Ugur Tagkimn *
Ozet

Bu caligma ile ilk kez Alchemilla tiryalensis, Eudragit polimerik adsorban (EE) ve Poli Vinil Alkol (PVA)’dan olusan bir
nanopartikiil sentezi yapilmustir. Halk arasinda birgok hastalik i¢in kullanilan Alchemilla L. cinsi etnobotanik olarak °’Aslan
Pengesi’’ adi ile bilinmektedir. Bu partikiilde 4. tiryalensis’in yapraklarindan elde edilen etil asetat ekstrakti kullanilmigtir.
Ekstraktin serbest ve nanokiire (immobilize) halindeki biyolojik ve fizikokimyasal 6zelikleri ile arastirilmistir. Boylece farkli bir
formda bitkisel ekstrakt ve iiriin grubu olusturulmusyut. Nanokiire boyutlarina inilmesi ile daha sonra anti kanser ¢aligmalarinda
kullanilabilecek bir form ortaya ¢ikartilmistir. Hiicre kiiltiirlindeki c¢alismalar i¢in bir tasiyict hazirlama sathasi
gerceklestirilmistir. Bu amag dogrultusunda 4/cEN nanokiirelerin fiziko kimyasal karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu
(SEM), farkli ozelligi olan tarama kalorimetrisi (DSC), Fourier transform kizil &tesi spektroskopi (FT- IR), ve ¢oziiniirlik
caligmasi ile belirlenmistir. Karakterizasyon calismasi sonucunda nanpartikiil boyutlar1 ortalama olarak 66,17 nm olarak
belirlenirken zeta potansiyeli ise -24,6 mV olarak belirlenmistir. Saf A. tiryalensis ekstraktinin (serbest) ve AlcEN (immobilize)
toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ve bunlara bagli olarak da antioksidan etkileri arastirilmus, sonuglar A/cEN’in etkinligini
ortaya koymustur. Iglerinde bulunan toplam fenolik madde kismumn diigiik olmasina ragmen yiiksek siiperoksit anyon giderimi
ve antilipit peroksidasyon gostermistir. Ekstraktin A/cEN formundan salimimu ise 1 saatlik siirede %82 seviyesine ulasmis ve o
seviyede sabit kalmustir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan; fenolik bilesikler; Alchemilla L.; AIcEN

Preparing nanoparticles for the capsule of hydrophobic plant extracts and
determination of biological and physicochemical properties

Abstract

With this study a nanoparticles synthesis consisted of Alchemilla tiryalensis, Eudragit polymeric adsorbent (EE) and
polyvinyl alcohol (PVA) was done for the first time. The Alchemilla L. ethnobotanical species that is known as Lion's Paw'
among the people has been used for many diseases. In this particle, ethyl acetate extract was obtained from the 4. tiryalensis leaf.
The biological and physicochemical features of extract which are in free and nanoparticle (immobilized) form are presented. In
this way, herbal extract and product group were created in a different form and necessary research and examination were done in
this extract and product group. Thus, for future studies in cell culture, a preliminary-carrier preparation stage was formed. For
this purpose, physicochemical characterization of 4/cEN nanoparticle was determined by scanning electron microscope (SEM),
scanning calorimetry which has various features (DSC), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and solubility practice.
At the end of this characterization stage, the nanoparticles average sized was determined 66.17 nm and zeta potential was
identified and characterized as -24.6 mV. 4. tiryalensis extract (free) and AIcEN (immobilized), total phenolic and flavonoid
content and antioxidant effects depending on those content were investigated. The effectiveness of A/cEN form was demonstrated
by the results. Despite the low total phenolic substances contained in A/cEN form, it showed high superoxide anion removal and
antilipit peroxidation. The release of the extract in the form of AIcEN has reached the level of 82% in 1 hour period and then
remained stable at that level.

Keywords: Antioxidant; phenolic compounds; Alchemilla L.; AlcEN

1. Giris
Alchemilla tirleri Rosaceae familyasina aittirler. dikotiledonlarin  bilyllkk ve Onemli familyasidir. Bu
Rosaceae otsu ve odunsu bitkilerin  bulundugu familyanin 122 cinse dahil 3370 kadar tiirii vardir. Yapraklar
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Boliimii, 12000 Bingdl, Tiirkiye
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tam veya tliysiidiir, stipul olarak yaprak sapimn tabanina
kadar birlesik, bazen disiiciidiir. Cigekler erdisi, ender tek
eseyli, aktinomorf, epigin, perigin ¢ogunlukla hipantiyum
mevcuttur. Kaliks ve korolla 5’er pargali ( ender olarak 3
veya ¢ok sayida) stamenler 5-oo c¢ogunlukla 10 tane,
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ovaryum tek veya 1-5 karpelli veya c¢ok sayida, meyva,
nuks, drupa, folikiil veya agregattir. Birgok tiirii siis bitkisi
olarak park ve bahgelerde yetistirilmektedir. Baz tiirleri ise
halk arasinda “aslanpengesi’’ olarak bilinmekte yaralarin
iizerine genis yapraklarinin kapatilmasi suretiyle tedavi edici
ozelligi oldugu bilinmektedir. Alchemilla’nin bazi tiirleri ise
botanik bahgelerinde kiiltiire alinarak kullanilmis bazi tiirleri
idrar soktiirlicii baz1 tiirleri kan durdurucu ve ¢ibanlarin
olgunlastirilmasinda kullanilmaktadir. Bazi Tiirleri iginde
antikansorejen c¢alismalar yapilmis ve yapilan caligmalarda
apoptotik etkileri gozlemlenmistir [1-3]

Ayrica alternatif tip olarak bilinen yontemle de bitkiler
degisik ekstrakt, karigim ve formulasyonda hazirlanarak
cesitli rahatsizliklara karst etkili bir sekilde kullanila
gelmektedir. Bitkilerden antioksidan ve antibakteriyel
madde eldesi ile antibiyotik kullanimmin azalmasi
beklenmektedir. Bilindigi gibi antibiyotiklerin yararlarimin
yani sira birgok yan etkilerinin var oldugu modern tibbinda
kabul ettigi bir gercektir. Oncelikle organizmada yer alan
yararl1 birgok mikroorganizmanin da &lmesine neden
olmaktadir. Ayrica bakteri suslarinin zamanla antibiyotiklere
kars1 diren¢ kazanmasi da antibiyotiklerin 6nemini
yitirmesinin nedenlerindendir.

Bitkiler alemi iginde yapilan bu tiir ¢aligmalarda en ¢ok
bitkilerin fenolik bilesiklerinin tedavi edici giicli lizerine
dizayn edilen caligmalar olarak son yillarda literatiirde sikga
rastlanan dogal bir durumdur. Bu 0Ozellikle bitkilerin
igerdikleri fenolik asitler ve flavonoid bilesikleri agisindan
irdelenmektedir. Fenolik maddeler antioksidan agidan
yiiksek miktarda etki gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirlii olarak adlandirilan siiperoksit
anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi oksidant
maddelerin olusumu oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir. Bu maddelerin  olusumu fizyolojik
sartlarda ve dis etkenlerin etkisiyle olmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) yiiksek miktarlarda olusumu klinik
olarak bir ¢ok hastalifa zemin hazirlamaktadir. Bu
hastaliklar genellikle; kalp hastaliklart [4], diyabet [5],
karaciger hasar1 [6], kanser [7], yaslanma [8] gibi oksidatif
dejenerasyon  sonrasinda  olusmaktadir. Bu  klinik
hastaliklarin ~ siireglerinin  gelismesinde bir¢cok hasarin
birlestirici bir mekanizmasi oldugu da bilinmektedir. ROS
ve antioksidan dengesi, oksidatif stresten kaynaklanan hasar
onlemede Onemli bir mekanizmadir. Vitaminler [9],
flavonoidler [10] gibi antioksidan iceren besin takviyeleri
bundan dolayr birgok kronik hastaligin olugmasini ve
ilerlemesini 6nlemek i¢in kullanilmiglardir.

Nanoparcacik sistemleri 6zellikle %85’ e yakini su olan
organizmada genellikle suda az ¢Oziinen ya da hig
¢ozlinmeyen maddelerin tasginmasinda kullaniimaktadir.
Nano pargaciklarin kullanimi gesitli arastiricilar tarafindan
denenmistir. Bunlara 6rnek olarak ellagik asitin [11]ve e
koenzim Q10’un [12] gibi suda ¢bziilemez bilesikler icin
ilag salgilamada Ozellikle faydali olabilecekleri iizerine
arastirmalart yayginlagmustir, ¢linkii ebatlar1 1000 nm'den az
olacak sekilde dizayn edilebilen nanopartikiiller ilacin
emiciligini ve biyo elverisliligini artirabileceklerinden bahsi
edilen boyutlarin altindaki nano buyutlarin sentezi iizerine
yonelmislerdir. Bu ¢aligmalarin tamamu birgok saf madde ya
da standart olarak organik sentez ile elde edilen maddelerdir.

Bundan dolay1 yeni bir bitkisel ekstrakt pargacik sistemi
(AIcEN) Eudragit ® E (EE) ve polivinil alkol (PVA) tastyici
olarak nano ¢oktlirme sistemi ile hazirlanmistir. AlcEN’in
fiziko kimyasal karakterizasyonu taramali elektron
mikroskopu (SEM), farkli &zelligi olan tarama kalorimetrisi
(DSC), toz rontgen difraksiyonu (XRD), Fouriertransform
kizil 6tesi spektroskopi (FT- IR), ve ¢ozglinliik caligmast ile
denetlenmistir. Dahasi, saf Alchemilla L.nin etil asetat
ekstrakti kullanilmistir. Bu ekstrak secilmesinin amaci
yiksek miktarda fenolik madde igermesi ve suda

¢oziinmemesidir. Bu ekstraktin ve nano parcaciklarimin
(AIcEN) toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ve
antioksidan etkileri ile antibakteriyel etkileri arastirtlmistir.

Bu amagla bu c¢alismada daha Once ¢esitli sekilde
calismis oldugumuz Alchemilla L. Cinsi ailesine ait bitkisel
ekstrakti elde edilmis nanopartikiillerin antioksidan
ozellikleri incelenmistir.

Calismanin amaci ise Tirkiye’deki mevcut bulunan
Alchemilla L. tiirlerinin  bazilarimin  yapraklarindaki
bilesiklerin ekstraktlarindan nanokiireler hazirlanmasini ve
nanakiire formundaki etkinliginin arastirilmasini yani bir
nevi immobilize edilen bilesiklerin etkinligi belirlemektir.
Sonrasinda bu fraksiyonlardaki bilesiklerden kaynaklanan
antioksidan ozellikleri belirlenerek dogal olarak gosterdigi
antioksidan ozellikleri ortaya ¢ikartilacaktir. Bu ¢aligmada,
Alchemilla cinsinin ekstraktlarinin immobilize edilerek uzun
stire etkinligi korunmasinin saglanmasi amacindan dolay:
onemlilik arz etmektedir. Bu ekstraktlarin immobilize
edildikten sonraki aktiviteleri nanokiire formu iizerinden
degerlendirilecektir.

2. Materyal ve metot
2.1. Materyal

Kullamilan tiim kimyasallar ve reaktifler analitik ya da
HPLC smifi saflikta kullamilmigtir. PCL, PLGA, PLA,
PHEMA Hidrofilik Polimer Span 80, Tween 80, NaCl,
NaOH, Siklohekzan, Aseton, Asetik Asit, PVA, 1,2-
Dimyristoyl-Rac-Glycerol-3-Phosphocholine, Poly Ethylene
Glycol Diacrylate, 2-Hydroxy-2-Methyl propiophenone,
97%, Etil Asetat, Kloroform, Folin Ciocaltacu reaktifi,
Na,CO;, NaNO,, AICI; H,O, NaOH Filters Pore Size: 0,2,
Luperox A75 Benzoyl Peroxide, Polivinil Alkol (PVA),
Tris- HCI, Tiyobarbiturik Asit (TBA), Ferriisklorit,
Askorbat, Ksantin, Ksantin Oksidaz, Sitokrom c, 2.2-
Difenil -1- Pikrilhidrazil (DPPH), Dimetilsiilfoksit (DMSO)
ve Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA), Amino Alkil
Metakrilat Kopolimerler (Eudragit ® E; EE 100) alinmistir.
Biitiin diger kimyasal ayiraglar analitik derecedendir.

2.2. Metot
2.2.1. Ekstraksiyon teknigi

Kuru bitki 6rnegi havanda ezilerek toz haline getirilmis
ve etil asetat ile ekstraksiyon iglemine tutulmustur. 24 saat
boyunca calkalamali bir karistiricida dakika da 200 rpm
olacak sekilde karistirilmustir. Sonrasinda ise bu ekstrakt
stvist  sliziilmiis ~ stiziilen kisim  basinct  azaltilmug
rotaevaparotdrde ¢oziiciisii ugurularak igerisinde CaCl,
konulmus vakumlu bir desikatdrde ekstraktin tamamen
kurutulmas: saglanmus, siiziintiide kalan bitki ikinci ve
iiciincii kez ekstraksiyona alinmustir [2].

2.3. Antioksidan ¢alismalar
2.3.1. Toplam fenolik madde miktar tayini

Ekstreler icerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-
Ciocaltaeu yontemine Gamezmeza ve Ark. kullandiklari
yontem kullanilarak yapilmustir [13].  Standart olarak
kullanilan gallik asit ve ¢alisilan biitiin 6rnekler, %70’lik
metanol i¢inde hazirlanmustir. 0.5 ml 6rnek, 2.5 ml Folin
Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, h/h, suda) ve 7.5 ml sodyum
karbonat ¢ozeltisi (%20’lik, a/h, suda) deney tiipiine
karigtirtlarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Siire
sonunda ¢ozeltilerin absorbanslari uv
spektrofotometresi’'nde 750 nm’de okunarak toplam fenol
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miktarlar; gallik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg
gallikasite esdeger olacak sekilde hesaplanmustir.

2.3.2. Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Folin ve Ciocalteu’nun metodu kullamilarak toplam
fenol icerigi gallik asit esdegeri olarak kilogram basina
hesaplanmustir. 1 ml &rnek bitki ekstrakti 1 ml of Folin
Ciocalteu fenol ayiraci ile karigtirilmus 3 dakika beklenmis
dengeye getirilmis olan 1 ml. Sodyum karbonat soliisyonu
bu karisima eklenerek son hacim 10 ml olana kadar distile
su ile ayarlanmistir. Daha sonra karanlik bir ortamda 90
dakika boyunca beklenerek siire dolmus spektrofotometrede
725 nm’de absorbans degerler okunmustur. Gallik asit
standart ile hazirlanan standart kalibrasyon grafiginde
kilogram bitkide gallik asit esdegeri olarak miligram
cinsinden hesaplanmistir [14].

2.3.3. Toplam flavonoid i¢eriginin belirlenmesi

Toplam Flavonoid miktarinin belirlenmesi igin, bitki
ekstrakti ve AIcEN’den 250 pl alinarak 1,25 ml distile suyun
icerisine aktarilir bu karisimin {izerine 75 ul % 5°lik NaNO,
soliisyonu eklenerek karigtirllmustir. 5 dakika sonra %
10’luk  AICI;H,O soliisyonu bu ¢ozeltiye eklenerek
karistirilarak, takip eden altinci dakikada, 1 M NaOH’dan
500 pl eklenerek iizerine 275 pl distile su eklenmis tiim
karisim ¢ok iyi ve nazikce karigtirlmistir. Ortaya ¢ikan
pembe renk 510 nm’de okunarak daha 6nceden hazirlanan
(+)-Catechin standart kalibrasyon grafiginde gore okunarak
(+) -Catechin eslenegi olarak toplam flavonoid igerigi
bitkinin kilograminda miligram cinsinden hesaplanmistir
[14].

2.3.4. Toplam fenolik asit icerigi (TPA)

Taze olarak hazirlanmig bitki ekstrakti ve AIcEN (1.0
ml) 0.5 M hidroklorik asit (2.0 ml) ve 10 g sodyum nitrit 10
g sodyum molybdatenin 100 ml suda ¢ozdiiriilmesiyle
hazirlanan reagent (2.0 ml) eklenmistir. Bunu takiben % 8,5
(w/w) sodyum hidroksitten (2.0 ml) eklenmistir. Daha
sonra son hacim 10 ml olacak sekilde distile su ilave
edilmistir. Absorbans 505 nm de kor olarak her bir ekstrakt
icin 10 ml su kullanilarak okutulmustur. Toplam fenolik asit
icerigi sinapik asit kullanilarak standart kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisinden sinapik asit es
degeri  (mg/g)  olarak toplam fenolik asit igerigi
hesaplanmustir [15].

2.3.5. DPPH radikalinin etkisinin giderilmesi

Bitki ekstraktinin ve AlcEN (0.3 ml) igerisinde litrede
6x10”mol olacak sekilde hazirlanan DPPH radikali igeren
2.7 ml metanolik solusyon eklendi. Bu karisim giiglii bir
sekilde karistirilarak 60 dakika karanlik bolgede bekletildi.
DPPH radikalinin azalmasi 517 nm’de absorbsiyonun
Olciilmesi ile belirlenmistir. Bu radikalin etkinliginin
giderilmesi  ¢aligmalar1  ¢esitli  arastiricilarin ~ ortaya
koyduklart metodu takiben yapilmistir [16]. Radikalin
etkinliginin giderilmesi i¢in bitkiden elde edilen ekstarkt ile
radikal karistirilarak  spektrofotometrik olarak okuma
yapilmis ve bu okuma sonucunda DPPH’nin renginin
giderilmesi ile etkinligin miktar1 hesaplannustir.

2.3.6. Indirgeyici gii¢ 6zelliginin 6lgiilmesi

Bitki ekstraktindan ve AlcEN’den 2,5 ml alinarak 2,5 ml
pH: 6,6 olan litresinde 200 mmol bulunacak sekilde
hazirlanan sodyum fosfat tamponu ile %1’lik 2,5 ml
potasyum fericiyanit ile karistirllmig ve 50 derece de 20

dakika inkiibe edilmistir. Uzerine %10’luk hazirlanan
trikloro asetik asitten 2,5 ml katilmis ve bu karisim 1000
rpm’de 8 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
stipernatant alinacak yaklagik 5 ml {izerine 5 ml deiyonize su
ve 1 ml % 0,1°’lik demir klorid konularak spektrofotometrik
olarak 700 nm’de okumasi yapilmistir. Yiksek absorbans
yiiksek indirgeyici 6zelligi gostermistir. BHA ve a-tokoferol
standartlarina kars1 hesaplama yapilarak sonuglar verilmistir
[14].

2.3.7. Metal selatlama aktivitesinin 6l¢iilmesi

Metal selatlama aktivitesine demir selatlama ozelligi
iizerinden bakilmistir. Dinis ve Ark. [17] metoduna gore
yapilmistir. Bu 6zellik belirlenmesi kisaca; 0,5 ml ekstrakt’a
ve AlcEN’e 1,6 ml deiyonize su ve 0,05 ml 2 mM FeCl,’den
eklenerek baglanmustir. 30 saniye sonrasinda 5 mM
Ferrozine’den 0,1 ml eklenecektir. Ferrozine iki degerlikli
demir ile rekasiyona girdiginde suda ¢ok iyi ¢oziiniir hale
gelecektir. Bunu takiben 10 dakika oda sicaklifinda
bekletilen kanigimimn Fe Ferrozine kompleksinin absorbansi
562 nm.’de Ol¢lilmiis ve asagidaki formiil kullanilarak
ekstraktin demiri selatlama aktivitesi hesaplanmustr.

Selatlama Orani=(Aq- A;)/ Agx %100;

Burada Ay kontrol ya da koriin absorbansi, A ise ekstraktin
varliginda 6lgiilen absorbans.

2.3.8. Antilipit peroksidasyonunun belirlenmesi

Homojenlestirilmis fare/sigan karacigerinde FeCl,-
askorbik asit endiiklenmis lipit peroksidasyon iizerinde bitki
ekstrakti ve AIcEN‘in anti lipit peroksidasyon etkisi Ohkawa
ve  Ark’mn  [I18]  yaptiklart  calijmaya  gore
gerceklestirilmistir. Homojene edilmis % 20 karaciger (w/v),
bir politron homojenize ile 150 mM Tris- HCI tamponlu (pH
7.2) tarafindan hazirlanmis, sonrasinda ise 10 dakika
boyunca 500 g’de santrifj edilmistir. Kisacasi, 50 pl
homojen 30 pl test 6rnegiyle, 10 pl 4 mM FeCl, ve 10 pl 0,2
mM askorbik asitle karistirtlmistir. Karigim 1 saat boyunca
bir eppendorf tiipiinde 37 °C’de inkiibe edilerek, sonra ise
her bir tiipe 100 ul 0,1 N HCI, 40 pl % 9,8 SDS, 180 ul de
iyonize su ve 400 ul % 0,6 TBA ilave edilmis ve iyice
kangtirtlmistir.  Tiipler 30 dakika boyunca 95 °C’de
bekletilmistir. Sogutulduktan sonra ise, tiiplere 1000 pl n-
butanol ilave edilmis ve 25 dakika boyunca 100 X g’de
santrifiij edilmis, slipernatantlar akabinde bir
spektrofotometreyle 532 nm’de ol¢iilmiistiir. Biitiin tespitler
ii¢ defa tekrarlanacak. Lipit peroksidasyon inhibisyon
yiizdesi bu denkleme gore hesaplanacak:

% inhibisyon = [(Ab532 indiikte—Ab532 numune)/ (Ab532
endiikte- Ab532 kontrol)]x100

Lipit peroksit prodiiksiyonun % 50 (EC50) de
inhibisyon konsantrasyonu EC50 olarak gosterilmis, anti
lipit  peroksidasyon  aktivitesini  kiyaslamak  igin
kullanilmustir.

2.3.9. Siiperoksit anyon temizleme etkisinin belirlenmesi

Siiperoksit anyonun enzim formasyonu, sitokrom c
metodu  McCord ve Ark.’min [19] kullandiklar
rediiksiyonuyla hesaplanmistir. Once, reaktif soliisyonu 50
mM KH,PO,, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM sitokrom ¢ ve 0,1
mM ksantin eklenerek hazirlanmistir. Devaminda ise, 50 pl
test orenekleri, 400 pl reaktif soliisyon, 530 ul saf su ve 20
ul ksantinoksidaz kiivete eklenerek, biitiin numuneler 2
dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Sonrasinda
550 nm’despektrofotometrik olarak tespit edilmistir. Biitiin
tespitler 3 defa tekrarlanmustir. Siiperoksit radikalin
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numuneyle temizlenme ylizdesi bu denkleme gore
hesaplanmustir.

% Siiperoksit Anyon Temizleme = [(Ab550 kontrol—Ab550
numune)/ Ab550 kontrol]x100

Her bir numunenin % 50 (SC50) de temizleme
konsantrasyonu, siiperoksit anyon temizleme aktivitesini
kiyaslamak i¢in kullanilmustir.

2.4. AlcEN hazirlanmasi ve karakterizasyonu
2.4.1. Fiziki karisimlar

Fiziki karisimlar, bir eczaci havam ig¢inde Alchemilla
tiryalensis: EE: PVA ((1:1:1, 1:5:5 ve 1:10:10; w/w/w) farkl1
miktarlarla toz haline getirilmis ve karigtirilarak farkl
sekillerde hazirlanmustir.

2.4.2 Nano parcacik sistemleri

Nano pargacik sistemleri nano ¢okelme ydntemiyle
Alchemilla tiryalensis: EE: PVA ( 1:1:1, 1:5:5 ve 1:10:10;
w/w/w) farklt miktarlarla hazirlanmistir [20-22]. 100 mg
seklinde bir miktar AIcEN ve uygun bir EE miktar1 50 ml.
etanolda ¢ozdiiriilmiis. Dahili organik asama soliisyonlari,
uygun PVA miktarim igeren 150 harici sulu soliisyona hizli
bir sekilde enjekte edilerek, soliisyonlar 25 dakika boyunca
22,000 rpm’de homojenize edilmistir. Etanol, donerli vakum
buharlasma ile 40°C su banyosunda ortamdan
uzaklastirilmustir.

2.4.3. Parcacik ebat analizi

AlcEN’in ortalama pargactk ebadi ve ¢ok dagimlilik
(polidispersite) endeksi (PI), bir N5 submikron (kiigiik
partikiil)  parcacik ebat analizcisi ile tespit edilmistir
(Malvern boyut analiz sistemi ABD). Numuneler analiz i¢in
10 kere saf su ile seyreltilmis. Her deger ii¢ tekrarla tespit
edilmistir. Sonuglar ise, ortalama + standart distribiisyon
olarak gosterilmistir.

2.4.4. Taramal elektron mikroskobu ( SEM)

AlcEN’in ~ morfolojisi ~ bir  taramali  elektron
mikroskobuyla (JEOL JSM-6510) incelenmistir. Bunu
analiz etmeden once numuneler %0,5 (w/v) fosfo tungstik
asit ile koyulastirilmis Au (altin) ile kaplanarak 1zgaraya
yerlestirilmistir.

2.4.5 Degisken tarama kalorimetre (DSC)

Saf materyal ve liyofilize AIcEN termogramlari, bir
degisken tarama kalorimetresi kullanarak tespit edilmistir.
Her numunenin takribi 3 mg’1 50- 350°C 1sida aliiminyum
tavalarda 1sitilmis ve tarama hizi 10°C dk ' de
yuriitilmiistiir.

2.4.6. Fouriertransform kizil otesi (FT- IR) spektroskopi

Numunelerin FT-IR spektras1 bir Perkin-Elmer 2000
spektrometre (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, ABD) ile elde
edilmistir. Her bir numune ve potasyum bromit akik bir
eczacl havaninda kanstirilarak ve ince tabletlere kompres
edilmistir. Tarama kapsami 370- 4000 cm ' olarak tespit
edilmis ve ayrisma lem ! geklinde olmustur. Her bir
numune 3 kere 6lgiilerek kaydedilmistir.

2.4.7. Salimm ¢alismasi

AlcEN ¢oziinme ¢aligmalari, fiziki karisimlar: ve AIcEN
’in simule gastrik sivida (USP XXIV) gergeklestirilmistir.
100 rpm ‘de bir ¢evirme paletiyle karistirilacak olan 100 ml
simule gastrik siv1 i¢ine, 5 mg AlcEN’ne esdeger numuneler
yerlestirilmis, sonra, her bir numunenin 0,5 ml’si 5, 10, 20,
40, 60, 90 ve 120 dakikalik araliklarla geri ¢ekilmis ve
40000 rpm santrifiijde ¢oktiiriilerek spektrofotometre de
okunarak hesaplama yapilmistir [22].

2.4.8. istatiksel analiz

Biitiin veriler ortalama =+ standart sapmalar olarak ifade
edilmis ve tek yonlii analiz varyasyonu (ANOVA) ile analiz
edilmistir. Scheffe’nin testi, SPSS bilisim ile istatiksel
anlamliligi hesaplamak i¢in P<0,05 ve 0,001 istatiksel
anlamli olarak kabul edilmistir.

3. Bulgular
3.1.Antioksidan bulgulan
3.1.1. Toplam fenolik madde miktar

Yapilan hesaplamalar sonucunda bitki ekstrakti ve
AIcEN sistemine giren fenolik madde miktar1 belirlenmistir.
Normal ekstraktin icerisinde AIcEN sistemine girenden
yaklasik 50 kat fenolik madde belirlenmistir. Bu durum
normal olarak ifade edilmistir. Ciinkii immobilize edilirken
polimer ylizeyine baglanmalar daha diisik miktarda
kalmakta polimer igerinde gomiili kalan ekstraktin
etkinligide smirlandirilmis olmaktadir. Bu galigmaya ait
sonuglar tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Toplam fenolik madde miktar1

MIKTAR
(ug gallik asit/gr)

10098,598+100,656

NUMUNE

A.tiryalensis
A.tiryalensis NANOPARTIKUL

219,8286 +17,258

3.1.2. Toplam flavonoid i¢erigi

Toplam flavonoid igerigine ait sonuglara bakildiginda
farkli sicaklik ve pH’larda calisma yapilmadigindan AIcEN
fizikokimyasal Ozelliklerden bir kismu belirlenememistir.
AlcEN’in sisme davramigi gosterip igerisindeki ekstrakti
ac1ga c¢ikarma Ozelligi gozlenememis oldugundan dolay:
normal bitki ekstraktinn AIcEN sisteminden yaklagik
olarak400 kat daha yiiksek miktarda flavonoid bilesigi
icerdigi gozlemlenmistir. Sonuglar tablo haline getirilerek
tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Toplam flavonoid miktari

MIKTAR
NUMUNE (ug catechin /gr)
A.tiryalensis 18040,942+180,456

A.tiryalensis NANOPARTIKUL  55,365+03,245

3.1.3. Toplam fenolik asit icerigi (TPA)
Bitki ekstrakti ve AIcEN sistemine ait sonuglar
fizikokimyasal c¢alismalarda nanopartikiilin davranisinin

tam olarak bilinmemesinden dolayr fizyoljik pH’da
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yapilmistir. Bundan dolay1 A/cEN sistemi hazirlanirken elde
edilen partikiillerin sisme ve biiziilme Ozellikleri farkl
pH’larda ve sicakliklarda incelenememis olmasindan dolayi
mevcut pH’daki sonuglar hesaplanarak tablo 3’de
verilmistir.

Tablo 3. Toplam fenolik asit igerigi

MIKTAR
NUMUNE (ug sinapikasit /gr)
A.tiryalensis 13250,123+10,258
A.tiryalensis NANOPARTIKUL  381,667+9,365

3.1.4. DPPH radikalinin etkisinin giderilmesi

Serbest ve immobilize ekstraktalara ait radikal DPPH
giderme aktiviteleri tablo 4’de verilmistir. Immobilize
ekstraktlarin DPPH aktivitesi serbest ekstraktin gosterdigi
aktiviteden daha diisiik aktivite gostermistir. Sonuglar tablo
4’de verilmistir. Bu sonuglar antioksidan acidan saf
maddeler ile elde edilen benzer calismadaki sonuglar ile
benzerlik gostermektedir. Wu ve Ark.’min [22] ECs, degeri
iizerinden nanopartikiil sistemi saf quercetin’den daha diisiik
olarak bulunmus ayni sonug bizim c¢aligmamizda da ortaya
¢tkmustir. O galismada ECsy degerleri quercetin nanpartikiil
sistemi, quercetin- DMSO degerleri sirastyla 77.17£9.98 ve
62.72+7.68g/ml, olarak belirlenmistir. Ancak quercetin-su
formasyonunu 4575.724525.46 g/ml olarak Ol¢iilmiis ve
quercetin nanopartikiil sisteminin yaklasik olarak 60 kati
kadar yiiksek ¢ikmistir. Bu ¢alismada ise Saf bitki ekstrakti
89,57+8,89 pg/ml nanpartikiil halinde ise 274,56+25,825
pg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ daha yiiksek bir
giderme aktivitesi gostermistir. Bu calismada elde edilen
yiizde inhibisyon ve ECs, tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. DPPH’1n yiizde giderimi

YUZDE

NUMUNE GIDERME ECs (ng/ml)
(200 pg/ml)

Altiryalensis % 90,79+5,21 89,57+ 8,89

A.tiryalensis NANOPARTIKUL % 29,38+2,11 274,56+258,25

3.1.5. Hidroksi radikal giderme 6zelliginin dlciilmesi

Serbest ve immobilize ekstraktin bir diger
antioksidan &zelliginin belirlenmesi igin yapilan hidroksil
radikali giderme o&zelligi ile ilgili sonuglar tablo 5’de
verilmistir.

Tablo 5. Hidroksil radikalini giderme etkisi

YUZDE
NUMUNE GIDERME
A.tiryalensis % 97,79+9,89

A.tiryalensis -NANOPARTIKUL % 85,77+7,48

3.1.6. Metal selatlama (baglama) aktivitesinin 6l¢iilmesi

Demir baglama aktivitesi dl¢limii yapilmustir. Elde
edilen sonuglara  bakildiginda AICEN’ e  bitjki
ekstraktininkinden ¢ok daha az miktardaki sekonder
metabolit baglanmasina ragmen bitki ekstraktma yakin

metal selatlama aktivitesine yaklasilmustir. Sonuglar tablo
6’da verilmistir.

Tablo 6. Metal selatlama aktivitesi

NUMUNE % INHIBISYON

A.tiryalensis % 79,26+7,87

A.tiryalensis NANOPARTIKUL

% 70,77+5,48

3.1.7. Antilipit peroksidasyonunun belirlenmesi

Antilipit peroksidasyon c¢alismasinda elde edilen
sonuglardan elde edilen veriler nanopartikiil sistemine gegen
yapinin normal ekstraktin gosterdiginden daha yiiksek bir
antilipit peroksidasyonu gdstermektedir (Tablo 7). Onceki
caligmalarda gostermistir ki [23,24] idepbenone [23] ve
melatonoin [24] ile yapilan c¢aligmalarda nanpartikiil
formunun antioksidan ve invitro antilipit 6zelligi normal
duruma gore artis gostermistir. Baska bir ¢alisma da bir
flavonoid olan Quercetin ile yapilmis ve ayni sonuca
ulagilmigtir [22]. Bu c¢aligmada antioksidan kapasiteye
bakildiginda adi gecen caligmalarda antioksidan kapasiteyle
ilgili ayn: sonuglara ulagilamamustir. Ancak anti lipit
peroksidasyon ile ilgili sonu¢ diger ¢aligmalarla benzerlik
gostermektedir.

Tablo 7. Antilipit peroksidasyonunun % inhibisyonu

NUMUNE % INHIBISYON

A.tiryalensis % 1,628+0,09

A.tiryalensis -NANOPARTIKUL % 14,956+1,08

3.1.8. Siiper oksit anyon temizleme aktivitesi tahlili

Siiperoksit anyon giderme etkisine bakildiginda ise yine
ayni sekilde partikiil sisteminin etkisi normal ekstraktindan
daha yiiksek inhibisyon gostermektedir (Tablo 8).Bu
sonuglar antioksidan kapasitenin invitro agidan belirlenmesi
acisindan degerlendirildiginde Palumbo ve Ark. ‘nin [23] ve
Schaffazick ve Ark.’nin [24] yaptiklar ¢aligmadaki sonuglar
ile ortiismektedir.

Tablo 8. Siiperoksit anyonunu temizleme aktivitesi

NUMUNE % INHIBISYON

A.tiryalensis % 1,578+0,14

A.tiryalensis NANOPARTIKUL

% 11,273+1,37

3.2. AlcEN hazirlanmasi ve karakterizasyonu
3.2.1. Fiziki karisimlar

Fiziki karigimlar, bir eczaci havani i¢inde A/cEN: EE:
PVA (1:1:1, 1:5:5) olarak etkin formasyon bulunmustur. Bu
miktarlar toz haline getirilerek ve Kkaristirilarak farkli
sekillerde hazirlanmustir.
3.2.2. Nano parcacik sistemleri

AlcEN  sistemleri nano  ¢dkelme  yontemiyle

hazirlanmustir.  Bunun igin  4IcEN: EE: PVA (1:1:1)
miktarlarla hazirlanmistir. Kullanilan nanopartikiil sistemi
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icin 25 mg seklinde bir miktar bitki ve uygun bir 25 mg EE
miktar1 25 ml. etanolda ¢o6zdiiriildii. Dahili organik asama
soliisyonlari, uygun Span 80 miktarini igeren 75 harici sulu
sollisyona hizli bir sekilde enjekte edilerek, soliisyonlar 25
dakika boyunca 22,000 rpm’de homojenize edilmistir.
Aseton, donerli vakum buharlagma ile 40 °C su banyosunda

ortamdan uzaklagtirilmustir.

3.2.3. Parcacik ebat analizi

AlcEN’in ortalama pargactk ebadi ve ¢ok dagimlilik
(polidispersite) endeksi (PI), bir N5 submikron (kiigiik

partikiil) parcacik ebat analizcisi

Sample Name:
SOP Name:

File Name:

B11
mansettings.Nnano

bingolaniversitesi.dts

ile tespit edilmistir

(malvern boyut analiz sistemi ABD). Numuneler analiz i¢in
10 kere saf su ile seyreltilmistir. Her deger ii¢ tekrarla tespit
edilmistir. Tablodan da goriildiigli iizere pargacik boyutu
ortalama 66,17+2,58 olarak tesbit edilmistir. Bu karisim
sistemi kullanilarak Wu ve Ark.’nin [22] 479,9+107,73 nm
boyutunda quercetin nanopartikiiller elde etmislerdir. O
calismada en kiiciik boyuta 81,9+0,26 kadar diisiilebilmistir.
AIcEN sistemi ile daha kiiciik partikiiller elde edilmistir.
Yapilan bu analiz sonucuna gore ise ortalama
nanopartikiillerin Zeta potansiyeline bakildiginda -24,6 mV
olarak tespit edilmistir. Sonuglar1 ise, ortalama =+ standart
distribiisyon olarak gosterilmistir.

Dispersant Name: Water

Record Number: 10 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0,01 Measurement Date and Time: 31 Mart 2014 Pazartesi 15:02:14
Temperature (°C): 250 Duration Used (s): 70
Count Rate (kcps): 231.5 Measurement Position (mm): 550

Cell Description:

Clear disposable zeta cell

Attenuator: 6

Size (r-nm):

% Intensity Width (r.nm):

Z-Average (r.nm): 66,17 Peak 1: 88.82 96.8 44 89

Pdl: 0273 Peak 2: 13,77 3.2 3,235

Intercept: 0.869 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality - Good

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

Size (r.nm)

Record 10:- B1 1]

Sample Name:
SOP Name:

File Name:
Record Number:

Date and Time:

B11
mansettings_nano
bingdluniversitesi.dts
1

(@)

31 Mart 2014 Pazartesi 15:03:44

Dispersant Name: Water
Dispersant Rl: 1,330
Viscosity (cP): 0,8872

Dispersant Dielectric Constant: 78,5

Temperature (°C): 249 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 63,5 ement P 1 (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 10
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -246 Peak 1: -246 100,0 7,10
Zeta Deviation (mV): 7,10 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0175 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Total Counts

Zeta Potential Distribution

Zeta Potential (mV)

Record 11- B1 1]

(b)
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3.2.4 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

AlcEN’in ~ morfolojisi ~ bir  scaning  elektron
mikroskobuyla (SEM) incelenmistir. Bunu analiz etmeden
once numuneler %0,5 (w/v) fosfo tungstik asit ile
koyulastirilmis ve gozlemlenmek iizere bakir 1zgaraya
yerlestirilmistir. Uzeri altin ile kaplanarak iletken hale
getirlerek yiizey analizi yapilmistir. Buradaki boyutlar ve
agregasyonlar gdzlenmektedir. Bu boyutlar zeta boyut analiz
sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

SEl  15kV
Sample 0000

WD10mm  SS50 x40,000 0.5pym  —
06 Feb 2014

SEI '\15_kV WD10mm _ §S50 X5{0008,. @lim ' isps—

Sample 0000 06 Feb 2014

Sekil 2. SEM sonuglarini gosterir fotograflar
3.2.5. Degisken tarama kalorimetre (DSC)

Saf materyal ve liyofilize AIcEN termogramlari,
degisken tarama kalorimetresi (Perkin Elmer STA 6000)
kullanarak analiz edilmistir. Her numunenin takribi 3 mg’1
50-350°C 1s1da aliiminyum tavalarda 1sitilmis ve tarama hiz1
10°C dk ' de yiritilmistir. Sekilden gorildigi tizere
nanopartikiil sisteminin termodinamik olarak erime noktasi
polimerde ve nanopartikiilde bir degisiklik gostermemistir.
Nanopartikiil formasyonunda igerisine hapsedilen Dbitki
ekstrakti ile 200 ile 300°C bandinda hafif oynamalar
olmakla beraber termodinamik olarak erime noktasi
degismemistir. Partikiil sisteminde 125 -160°C arasinda bir
ekzotermik genis pik olusmus ama endorgonik olarak erime
noktast 350 ° C’den sonra gozlemlenmistir. Polimer ‘in
davranmist Jung ve Ark.’nin [25] yaptiklari ¢aligmayla
ortiismektedir. Normal sartlarda bitkinin endorgonik pikinin
nanopartikiil formasyonunda kayboldugu goézlenmekte ve

polimerin nanopartikiil formmasyonunda amorf bir dagilisla
dagilarak yanma pikin absorbe edildigi goriilmiistir. Bu
sonuglar Wu ve Ark. [22] tarafindan yapilan c¢alismayla
benzerlik gostermektedir.
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Sekil 3. DSC sonuglarini gosterir diyagramlar, A. Bitki
ektrakti, B. Eudragit® E 100, C. Nanopartikiil

3.2.6. Fouriertransform kizl otesi (FT- IR) spektroskopi

Numunelerin FT-IR spektras1 bir Perkin-Elmer 2000
spektrometre (-Perkin-Elmer, Norwalk, CT, ABD) ile elde
edilmistir. Her bir numune ve potasyum bromit akik bir
eczacl havaninda karistirllarak ve ince tabletlere kompres
edilmigtir. Tarama kapsamu 370- 4000 cm ! olarak tespit
edilmis ve ayrisma lem ! geklinde olmustur. Her bir

Tr. Doga ve Fen Derg. — Tr. J. Nature Sci. 2016  Vol.5 No. |

43
3%



Kaya ve Taskin, Hidrofobik bitki ekstraktinin kapsiile edilmesi i¢in nanopartikiil sisteminin hazirlanmasi ve fizikokimyasal, biyolojik ...

ST _
=

os |

)
o w

(4]

*

0w 0n o0 o0
"

"

4000 0 3000 2000

oo.5 _

s

as

a0 ]

7?s |

70

T

&5 J

so |

55

so |

as

100 1000 «"0 0
cxa-1

(@)

<ccoc.0 ET. 2 2000

67.3

40000 3000 2000

1500 1000 650.0
cm-1

(©)

Sekil 4. FT-IR sonuglarini gosterir diyagramlar; a) Alchemilla tiryalensis ekstrakt, b) Eudragit® E 100, ¢) AIcEN

numune 3 kere Olgiilerek kaydedilmistir. Yapilan
6l¢timlerden sonra bitki ekstraktindaki pikleri nanopartikiil
sisteminde gozlemlenmistir. Burada 3400 nm civarinda O-
H piki gozlenmektedir. 1600 nm civarinda C=O karbonil
grubunda goriilmektedir. Bu her iki pik genellikle fenolik
maddeler i¢in ayirt edici pikler olarak bilinmektedir
[26,27]. Verilen sekillerden goriildiigii iizere yapilan
calisma sonrasinda nanopartikiil sistemi saf polimer ve saf
bitki ekstraktinin ortak piklerini icerdigi
gozlemlenmistir.Bu sonuglardan bitki ekstraktinin polimer

ile birlestigi ve nanopartikiil sistemini olusturdugu

gozlemlenmektedir.
3.2.7. Salimm ¢alismasi
AlcEN salimm c¢aligmalart Wu ve Ark.’nin

caligmalarindaki  metot ile yapilmig ve

verilmistir.
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salinim
caligmalarinda %82 geri kazanim orani ilk 60. dakikada
elde edilmistir. Zamana bagli salinim degerleri Sekil 5°de
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Sekil 5. Zamana bagl salinim degerleri
4. Sonuglar

Bu calisma ile hazirlanan AIcEN sistemi literatiirde
daha 6nceden saf ve standart maddeler ile hazirlanmis olan
nanopartikiil ~ sistemi  ile  belirlenen  yontemlerin
modifikasyonu ile bitkisel ekstrakta uygun olarak basarili
bir sekilde sentezlenmistir. AlcEN nin ortalama boyutlart
67,16 nm olan nanpartikiiller elde edilmistir. Bu
nanpartikiillerden etkin maddenin geri kazanmim ya da
salimimu i¢in en etkin siire 60 dakika olarak belirlenmis bu
stirenin sonucunda % 82 ‘lik bir salinim orani devam eden
dakikalarda sabit kalmistir. AIcEN antilipit ve siiperoksit
anyon giderimi ve bazi antioksidan deneylerinde ise saf
ekstraktin etkinliginden daha yiiksek aktivetede oldugu
gozlemlenmistir. Sentezlenen AIcEN sistemi gelistirilerek
antikanser ¢aligmalarinda kullanilabilir hale getirilmesi bu
calismanin devamindaki hedefimizdir. Yani mevcut
sentezlenmis olan partikiil boyutlarinin ve ebatlarinin
iclerine etken maddelerin enkapsiile edilmesi ve kanser
hiicrelerinde  uygulanmasi  diisliniilmektedir. Boylece
yapilacak olan bu c¢aligma ile etken maddenin hedeflenen
hiicrelere taginmasi ve bu boélgede salinimimin belirlenmesi
ile ilacin organizmada hedeflenerek etkinliginin artirilmasi
diistiniilmektedir. Bu haliyle A/cEN klinik kullanimda yara
tedavisinde, deri {izerinde uygulanabilirligi s6z konusu
olabilir.
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Baz1 Domates (Lycopersicum esculentum L.) cesitlerinde, farkhh NaCl
konsantrasyonlarinin tohum c¢imlenmesi ve ortalama ¢imlenme siiresi
lizerine etkileri

Mehmet Yaman*l, Ertan Yildirnm 2, Seda Belen 2, Ciineyt Bostanci 2
Ozet

Bu calisma, farkli tuz konsantrasyonlarmin bazi domates cesitlerinde ¢imlenme doneminde etkilerini belirlemek amaciyla
laboratuvar kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Calisma materyalleri olarak 5°1 hibrit, 5’1 standart ¢esit olmak {izere 10 farkli domates ¢esidi
kullanilmigtir. Calisma tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 25 tohum olacak sekilde yiiriitiImiistiir.
Aragtirma da domates ¢esitlerine 5 farkli ( 0, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM) tuz konsantrasyonu uygulanmis olup domates
¢esitlerinin  ¢imlenme oranit ve ¢imlenme siiresi aragtirilmigtir. Deneme sonucunda farkli tuz konsantrasyonlarmin domates
tohumlarinda ¢imlenme {izerine 6nemli derecede etki yaptigi bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore ¢imlenme oran1 %0- %100,
¢imlenme siiresi 1,9-10,58 giin arasinda degisiklik gostermistir. Ayrica, 100 mM NaCl uygulamasinin ¢imlenme oranina, 50 mM
NaCl uygulamasinin ise ¢imlenme siiresine olumsuz etki yaptigi tespit edilmistir. Yapilan calismaya gore cesit ortalamalari
alindiginda tuza en toleransl ¢esit 3 olarak bulunmustur. Bunu gesit 7 ve gesit 9 izlemistir. Tuza en hassas ¢esit 5 olarak bulunmusg ve
bunu cesit 4, cesit 6 ve cesit 10 takip etmistir.

Anahtar Kelimeler: Tuz stresi; domates; NaCl; ¢cimlenme siiresi; ¢cimlenme oran1

Effects on mean germination time and seed germination of different
concentrations of NaCl in some tomato (Solanum esculentum L.) varieties

Abstract

This study was carried out in laboratory conditions to determine the effects of different salt concentrations on some varieties of
tomatoes during germination salt their reactions to stress. As study material, hybrid 5, 5 standards are used 10 different tomato
varieties. The study was carried out with three repetitions as to be 25 seeds in each repetition, according to trial randomized complete
block design. In the research, five different salt concentrations (0, 50 mM, 100 mM, 150 mM and 200 mM) were applied to tomatoes
varieties and germination rate and germination speed of tomatoes were investigated. As result of study, it was found that different salt
concentrations effected germination of tomato seeds, significantly. According to the findings of the study, germination rate varied
between of 0% -100% and germination speed varied between 1.9 to 10.58 days. Besides, it was detected that 100mm NaCl application
effected on the germination rate and 50 mm NacCl application on germination speed, negatively. According to study, it was found as
variety 3 the most tolerant to salt taking the average of the varieties. That was followed variety 9 and variety 7. It was found as
variety 5 the most sensitive to salt and was followed variety 4, variety 6 and 10 variety

Keywords: Salt stress; tomato; NaCl; mean germination time; germination rate

1. Giris

Ozellikle kurak ve yar1 kurak iklime sahip bolgelerde,
topragin yikanmasiyla yeraltt suyuna karisan c¢oziinebilir

1

Erciyes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimii, 38038
Kayseri, Turkiye
2 Atatiick Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, 25240
Erzurum, Tiirkiye

*Sorumlu yazar E-posta: mehmetyaman@erciyes.edu.tr

tuzlarin yliksek taban suyuyla birlikte kapillarite yoluyla
toprak yiizeyine ¢ikmasi ve buharlagma sonucu suyun
topraktan ayrilarak toprak ylizeyinde ve yiizeye yakin
yerlerde birikmesi olay1 tuzluluk olarak adlandirilir [1-3].
Tuzluluk bitkilerdeki abiyotik strese sebep olan en Snemli
faktorlerden birisidir [4]. Tuzluluga kars1 gerekli dnlemler
alimmadig taktirde 2050 yihnda diinya topraklarinm yaklagik
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%350’si tuzluluk problemiyle karst karsiya kalacaktir [5].
Tuzluluga bagl olarak ortaya ¢ikan tuz stresinin bitkilerde
iki farkli sekilde ortaya ¢iktigi saptanmistir. Bunlardan ilki
kok bolgesinde ¢dziinmiis tuz fazlaligina bagl olarak bitkinin
suyu topraktan alamamasi, ikincisi ise bazi iyonlarin
¢ozeltide fazla bulunmasi sonucu toksik etki olusturmasi
seklindedir [6]. Tuzlu topraklarda, tohum ¢imlenmesi icin
gerekli olan su, tuz ozmotik ¢ozeltisinde tutulur ve tohumun
su alimi engellenerek su faydadan ziyade zarar saglar. Tuz
konsantrasyonun artis1 sadece tohumlarin ¢imlenmesini
engellemez, ayni zamanda ¢imlenmenin baslamasini
geciktirerek ¢imlenme siiresini de uzatir [7].

Yetistiriciligi yapilan pek c¢ok kiiltiir bitkisinde ve
ozellikle domateste tohum ¢imlenmesi ve erken fide gelisimi
cevresel streslere en hassas donemler olarak kabul
edilmektedir [8]. Araziye yapilan tohum ekimlerinde toprak
tuzlulugu; tohumun genotipik tepkisine, tuzlulugun derecesi
ve siiresine, topragm su potansiyeline bagli olarak
¢imlenmeyi geciktirmekte ya da engellemektedir. Dolayisiyla
NaCl'nin, fide ¢ikislar1 ve tarladaki bitki sayismi azalttigi
gibi ekonomik bir verim almmasii tehlikeye sokmaktadir
[9].
Amador ve ark. [10] tarafindan farkli sebze tiirleri
lizerinde yapilan c¢aligmada, bitkilerin tuza toleransinin
gelisme ile ilgili oldugu ve bitkinin bir gelisme sathasindaki
dayaniklilik diger sathalarindaki ile benzerlik
gostermeyebilecegini  belirlenmistir. Bdylece genotipler
arasindaki  genetiksel farkliligi belirlemek icin  tuza
dayaniklilik ¢imlenme, ¢ikig, vegetatif ve genaratif gelisim
sathalarinda ayr1 ayr1 degerlendirilmesi gerekir. Tuza
dayanim1 belirlemede herhangi bir karakterin seleksiyonu,
miimkiin olan en erken gelisim sathasmda yapilmalidir.
Tohum c¢imlenmesi bitki gelisiminde ilk asama olup tuza
dayaniklilig1 belirlemede ilk gostergedir.

Domates, Akdeniz tilkeleri ilk sirada olmak iizere, diinya
capmnda ekonomik olarak biiyiik 6neme sahip bir bitkidir
[11]. Domatesin tuza toleransi orta derecede olup (1,3
dS/m<doymus toprak ¢ozeltisinin elektriksel iletkenligi
(EC)<6 dS/m), toprak tuzlulugunun goriildiigii alanlarda bile
ekonomik olarak yetistirilmektedir [12]. Birgok ticari
domates ¢esidi tohumu, ¢imlenmesi ve geng fide asamasinda
toprak tuzlulugu gibi cevresel stres kosullarma hassastir
[13,14]. Yapilan c¢aligmayla ticari Onemi yiiksek olan
domates bitkisinin farkli ¢esitlerinde ¢imlenme iizerine tuzun
etkisini ve tuza olan tepkilerini aragtrmak amaglanmugtir.

2. Materyal ve metot

Bu arastirma 2013 yilinda Atatiitk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Sebzecilik laboratuvarinda
yapimistir. Deney materyali olarak kullanilan g¢esitlerden 5
tanesi hibrit, 5 tanesi standart ¢esit olmak tizere toplam 10
cesit (cesit 1, gesit 2, gesit 3, cesit 4, gesit 5, ¢esit 6, cesit 7,
cesit 8, cesit 9, cesit 10) domates kullanilmigtir. Cegitlere ait
bilgiler Cizelge 1°de yer almaktadir.

Tohumlar % 0,5’lik sodyum hipoklorit (NaOCl]) ile
yiizeysel sterilizasyon yapildiktan sonra saf su ile iyice
yikanip 9 cm capmdaki igerisine filtre kagidi yerlestirilmis
olup (Whatman No:1) petri kaplarma, her birine 25 adet
tohum gelecek sekilde konulmustur. Denemede, tuz
uygulamast olarak, 0, 50, 100, 150 ve 200 mM

konsantrasyonlarmda 5 ml NaCl (Merc marka) petri
kaplarma uygulanmistir. Daha sonra petri  kaplari
evapotrasprasyonu azaltmak igin parafilmle kaplanmistir.
Takip eden deneme siiresince, ilave ¢ozelti kullanilmamistir..
Boylece hazirlanan ¢imlendirme kaplari, kapaklar1 kapali
olarak iklim dolabma yerlestirilmistir. iklin dolabmda
sicaklik 25+1 °C olacak sekilde yapilmaistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan ¢esitlerin adlari, orjinleri ve
tipleri

Cesit ad1 Tipi Orjini

Cesit 1 Standart Tiirkiye/Konya
Cesit 2 F1 hibrit Ispanya/Barcelona
Cesit 3 F1 hibrit Tiirkiye/Antalya
Cesit 4 F1 hibrit Meksika

Cesit 5 F1 hibrit Israil

Cesit 6 F1 Hibrit Peru

Cesit 7 Standart Tiirkiye/Elazig
Cesit 8 Standart Tiirkiye/Konya
Cesit 9 Standart Tiirkiye/Konya
Cesit 10 Standart Tiirkiye/Malatya

Cimlenmis tohumlar1 tespit edebilmek i¢in tohum saymm
islemi, tohumlarin 1slatildig1 giinii izleyen giinden sonra ve
her gilin ayn1 saatlerde yapilmistir. Sayim sirasmda ¢imlenen
tohumlar ortamdan uzaklastirilarak geriye kalanlar
saytlmistir. Toplamda 13 giin sayim yapilmistir. Son saymm
yapilarak ¢imlenen tohumlarin yiizde oranlari hesaplanmistir.
Cimlenme i¢in radikulanimn testadan ¢ikmis olmasi esas kabul
edilmigtir [15]. Mevcut ¢aligmada kullanilan hibrit ¢esitlerde
tohum azligmdan dolayr her uygulamada 25 tohum
kullanilmig ve deneyler tesadiif parselleri deneme desenine
gore 3 tekrarli yapilmistir.

Yapilan denemeler sonunda elde edilen c¢imlenme
degerlerinden yararlanilarak ¢imlenme stiresi
(glin/cimlenme) ve ¢imleneme orani (%) hesaplanmistir.

Cimlenme orani(%): Uygun kosullarda belirli bir siire
sonunda ¢imlenen tohumlarin orani.

Cimlenen tohum sayist
Cimlenme Oram: = - - - x 100
i Petrideki tohum sayis: )

Cimlenme siiresi: Petri kaplarindaki tohumlarm ¢imlenmesi
icin gecen siire (tohumlarmn petrilere yerlestirilmesinden 1
giin sonra sayim yapilarak, asagidaki gibi hesaplanir [10].

X n (sayimin yapildifs giin gimlenen tohum sayisi1) X sayiminyapildig giin

Cimlenme Hiz = - =
ol s T n (Toplam gimlenmis tohum sayist) )

Tuz stresinin etkilerini karsilastirmak amaciyla elde edilen
veriler SAS paket programi kullanilarak, varyans analizine
tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farkliliklari
belirlemek amaciyla 0,05 onem seviyesinde Duncan testi
uygulanmistir.

Tr. Doga ve Fen Derg. — Tr. J. Nature Sci. 2016 Vol.5 No. 1



Yaman ve ark. Baz1 Domates (Lycopersicum esculentum L.) gesitlerinde, farkli NaCl konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenmesi ...

Cesitl Gesit2 Cesit3 Cesit4 CesitS Cesité  Gesit7 Gesit8  Cesit9 Gesit10

B0 Mm Nacl

® 50 Mm Nacl
100 Mm Nacl
¥ 150 Mm Nacl
¥ 200 Mm Nacl

|
|
g |
1
1
1
1
|

Sekil 1.Cesitlere ait ¢cimlenme oranlari (%)

4. Bulgular ve tartiyma

Calisma sonunda domateste farkli tuz
konsantrasyonlarinda ¢imlenme oranlarmi gosteren grafik
Sekil 1°de verilmistir. Kontrol (distile su) ortaminda
¢imlenen tohumlarda ¢imlenme yiizdeleri birbirine yakin
meydana gelirken, artan tuz stresi ortaminda ¢imlenme
yiizdesi gittik¢e azalmigtir. NaCl Dozunun artmast F1 hibrit
¢esitlerinde tohum ¢imlenmesinde kontrole goére biiyiik
farkliliklar olusmazken standart cesitlerde ¢imlenme orani
diigmiistiir.

Artan NaCl, ¢imlenmeyi konsantrasyona bagli olarak
6nemli dl¢iide azaltmistir. Cimlenme oranlari, 50 mM NacCl
konsantrasyonda en diisiik % 68, en yiiksek % 100, 100 mM
NaCl konsantrasyonda en diisiik % 12, en yiiksek % 100,
150 mM NaCl konsantrasyonda en diisiik % 1,33, en yiiksek
% 61,33 ve 200 mM NaCl konsantrasyonunda en diisiik %0,
en yiiksek %92 ¢imlenme gozlemlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore, ¢imlenme orani degerleri
dikkate alindiginda uygulamalar arasmdaki fark gesit 3ve
¢esit 7 hari¢ diger cesitlerde istatistiki anlamda Onemli
bulunmustur. Cesit 8, ¢esit 6 ve H gesit 9’un kontrol
grubunda %100 ¢imlenme gergeklesmistir. Cesit 3 istatistiki
anlamda Onemsiz bulunmus ve 200 mM ‘da dahi %92
¢imlenme gostermistir. 200 mM tuz konsantrasyonunda
Cesit 4 ve Cesit 5 hig c¢imlenme gostermemistir.

Uygulamalar bazinda ortamlar dikkate alindiginda en
yiiksek ¢imlenme orani kontrol grubunda bulunurken 50
mM,100 mM ve 150 mM tuz konsantrasyonlarin da
¢imlenme orani giderek diismiis ancak 200 mM’da 150 Mm
konsantrasyona  gore artiy  goOzlenmistir.  Cegitlerin
ortalamalar1 dikkate alindiginda tuza en toleransh ¢esit ¢esit
3 olarak bulunmustur bunu ¢esit 7 ve gesit 9 izlemistir. Tuza
en hassas ¢esit 5 olarak bulunmus ve bunu gesit 4, ¢esit 6 ve
cesit 10 takip etmistir.

Yapilan ¢aligmada ¢imlenme siiresi dikkate alindiginda,
cesit 2, cesit 5, cesit 6, cesit 10 uygulamalar bazinda
istatistiki olarak onemsiz bulunmustur. Calismada en hizli
¢imlenme kontrol grubunda 1.90 giinde ¢imlenen ¢esit 8’de
gbzlemlenmigtir. Bunu 2.19 giinde ¢imlenen ¢esit 9 ve 2.61
giinde ¢imlenen ¢esit 5 takip etmistir. Bu ¢esitte 200 mM’da
¢imlenme gozlemlenmistir. 200 mM NaCl
konsantrasyonunda en hizli ¢gimlenenin g¢esit 7 oldugu elde
edilen istatistiki sonuglardan gozlemlenmistir.
Uygulamalarin ortalamalar1 géz oniine alindiginda kontrol
grubunda en hizlih ¢imlenme gbzlenmis ve artan
konsantrasyonla  birlikte ¢imlenme  siiresi  giderek
yavaglamigtir. Cesitlerin ortalamalar1 dikkate alindiginda en
hizli ¢imlenme yine 2.31 giin ile ¢esit 8’de gerceklesmistir
ve bunu 3,2 giin ile ¢esit 5 ve gesit 4, 3,31 giin ile gesit 6
takip etmistir.

Cizelge 2. Bazi domates ¢esitlerinde farkli tuz konsantrasyonunda ¢imlenme siiresi (giin)

Cesit 0mMNaCl 50mMNaCl 100mMNaCL 150mMNaCl 200mMNacCl Ortalama
Cesit 1 3,19 ¢* 5,08 be 5,03 be 7,28 ab 9,11 a 5,94b **
Cesit 2 4,34 ns 4,99 8,16 9,9 5 6,48ab
Cesit 3 3,66bc** 2,60c 6,10ab 8,79a 8,69a 5,97b
Cesit 4 3,94a%* 5,29a 5,47a 1,33b 0b 3,20 ¢
Cesit 5 2,61ns 4,82 491 3,67 0 3,20 ¢
Cesit 6 3,03ns 2,93 4,64 2 4 33lc
Cesit 7 6,42ns 5,4 8,09 8,21 10,58 7,75¢
Cesit 8 1,90ab** 2,44a 4,09a 3,13a 0b 2,31¢
Cesit 9 2,19d** 3,43¢ 5,14b 9,70a 9,35a 5,96b
Cesit 10 3,38ns 4,08 4,62 6,37 7,76 5,24 b
Ortalama 3,47 b** 4,11b 5,45a 5,63a 6,04a

*: Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0,05 seviyesinde onemlidir.
**: Farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0,01 seviyesinde 6nemlidir.
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Yapilan caliyjma boyunca gerek standart gerek hibrit
¢esitlerde cimlenme orani ve c¢imlenme siiresi ¢esitler
arasinda farklilik gostermistir. Bazi gesitler tuzluluga kars:
hassas olmakla birlikte, bazilari ise tuzluluga kars1 dayanim
gostererek ¢imlenme meydana gelmistir.

En yiiksek c¢imlenme NaCl etkisinin bulunmadig:
kontrol uygulamasmndan elde edilmistir. Bu bulguya paralel
olarak, Dogan ve ark. [16], yaptiklar1 ¢aligmada, domates
genotiplerinin ¢imlenme ylizdelerinde en yiiksek kontrol
kosullarindan saglamislardir. Grieve ve ark.[17], tuzlulugun
tohum {iretimi ve gelismeye olan etkilerini arastirarak, artan
tuzlulukla birlikte tohum dtretiminin 6nemli bir sekilde
azaldigmni belirtmislerdir. Kaynas ve Erken [18], Rio Fuego
domates tohumlarma 12mmhos/cm tuz konsantrasyonu
uygulayarak bu tohumlardan %36,0 ¢imlenme elde etmistir.
Baz1 domates. ¢esitlerinde 100mM tuz konsantasyonun da
%75 [19], hiyar ¢esitlerinde ise 150mM tuz konsantrasyonu
%090 a varan ¢imlenme kayiplarma sebep olmustur [14].

Gucci ve ark. [20], Rush ve ark. [21], tarafindan yapilan
caligmalarda tuzlu sartlarda en zararli etkinin tohum
¢imlenmesi devresinde goriildiiglinii ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarnm onemli derecede tohum g¢imlenmesini
engelledigini ortaya koymuslardir. Khavarinejad ve Mostofi
[22], domates bitkisinin yapraklarmda bulunan ¢dziinebilir
sekerlerin ve toplam sakkarit iceriginin tuzluluk sartlarmda
onemli derecede arttig1, ancak nisasta iceriginin tuzluluktan
etkilenmedigini saptamislardir. Yapilan deneme sonucunda
¢esitlerin tuza olan farkli toleranslart ortaya konmustur. En
iyi ¢imlenme kontrol(Saf su) ve 50 mM NaCl bulunan
ortamlarda  olmustur. Yaptigimiz c¢aligma sonucunda
¢esitlerin ortalamalar1 dikkate alindiginda tuza en toleransh
cesit 3, gesit 7 ve gesit 9 olarak bulunmustur.

4. Sonuc ve oneriler

Cesitlerin  ortalamalar1 dikkate alindiginda tuza en
toleransli ¢esit 3 olarak bulunmustur. Bunu ¢esit 7 ve ¢esit 9
izlemistir. Tuza en hassas ¢esit Arzum olup olarak ve bunu
¢esits, cesit 4 ve gesit 6 takip etmistir. Tuzluluk probleminin
oldugu yerlerde tuza dayanikl gesit 3, ¢esit 7 ve gesit 9’un
kullanilmast ~ Onerilebilir. Bundan sonra  yapilacak
calismalarda Toreansli bulunan tiplerde tuz ile ozmotik
kosullandirma yapilmali ve anaglik 6zelligi arastirilmalidir.
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Yerel ekmeklik bugday populasyonundan secilmis saf hatlarda baz
ozelliklerarasi iliskilerin belirlenmesi
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Ozet

Bu arastirma, ekmeklik bugday yerel popiilasyonlarindan (Dogu Gegi Bolgesi, Bingol) secilen saf hatlarin Diyarbakir
ekolojik sartlarinda bazi morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve incelenen 6zellikler arasindaki iligkilerin genotip-karakter (GK)
biplot analizi ile yorumlanmasi amaciyla yiiriitiilmistiir. Arastirmada materyal olarak Bing6l ili ilgelerine ait 39 lokasyondan
toplanan yerel ekmeklik bugday popiilasyonlarindan segilen 181 yerel ekmeklik bugday hatt1 kullanilmustir. Deneme 1 m x 2 sira
parsel boyutunda 2013-2014 yetistirme sezonunda GAP Uluslararas: Tarimsal Arastirma ve Egitim Merkezi Diyarbakir Merkez
deneme arazisinde yagisa dayali sartlarda yiiriitiilmiistiir. Caligmada bitki boyu (BB) 67,7-108,8 cm; basaklanma siiresi (BS) 121-
139 giin, iist bogum arast uzunlugu (PU) 0,2-14,1 cm; basakta tane sayis1 (BTS) 10,95-38,58 adet; basakta tane agirligi (BTA)
0,28-1,4 g; bayrak yaprak klorofil igerigi (SPAD) 40,0-54,4; bin tane agirhg (BINTA) 20,03-40,42 g. ve normalize edilmis
vejetasyon indeksi (NDVI) 0,20-0,80 arasinda degisim gostermislerdir. incelenen 6zellikler arasindaki iliskiler biplot analiz
metodu kullanilarak tespit edilmistir. Biplot analizi sonucunda BINTA, BTS ile BTA ayni grupta yer alirken, PU ile SPAD ayri
bir grubu olusturmustur. BB, BS ile NDVI degerleri ise yalniz bagina farkli gruplarda yer almiglardir. Arastirma sonuglarina gore
incelenen oOzellikler bakimindan uygun goriilen genotipler yagisa dayali sartlara uygun ekmeklik bugday cesit gelistirme
calismalarina katki saglamak iizere genetik materyal olarak degerlendirilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Biplot; korelasyon analizi; klorofil igerigi; NDVI; saf hat; yerel ekmeklik bugday

Determination of relationship of some traits of pure lines selected from
populations of landraces bread wheat

Abstract

This study was carried out to determine some yield components and physiological traits of 181 bread wheat pure lines which
are selected from Turkish bread wheat landraces (collected from Eastern Transitional Zone of Bingdl) under Diyarbakir
condition. Genotype-traits (GT) biplot analysis was used to investigate the relationships between used traits. The experiments
was conducted in 2013-2014 growing seasons, in Gap International Agricultural Research And Training Center under rain fed
conditions, with 1 m x 2 rows. In the study, values of the genotypes changed between 67.7-108.8 cm for plant height, 121-139
day for heading time, 0.2-14.1 cm peduncle length, 10.95-38.58 for number of grains spike™, 0.28-1.4 g for weight of grains
spike™, 40.0-54.4 for chlorophyll content (SPAD), 20.03-40.42 g for thousand kernel weight and 0.20-0.80 for Normalized
Difference Vegetation Index (NDVI). Genotype-traits (GT) biplot analysis was used to investigate and display the relationships
between 9 traits. When all traits were evaluated using the biplot analysis thousand kernel weight, number of grains spike™ and
weight of grains spike” were involved in the same group, while chlorophyll content and peduncle length were grouped in two
different groups. However, plant height, NDVI and heading date were involved individually in separate groups. Genotypes
showing appropriate combination based on the studied parameters may be used by the breeders of Turkish in wheat improvement
programs under rainfed conditions which would help in developing genetically improved new cultivars.

Keywords: Biplot; correlation analyses; chlorophyll content; pure line; NDVI; bread wheat landraces

1. Giris
Bugdayin gen merkezi olarak kabul edilen Anadolu’da poulasyonlarina ait arastirmalar sayilidir [1]. Bitki gen
yiz yllardir  yetigtirilmekte olan yerel bugday kaynaklarindan ¢esit gelistirme ¢aligmalarinda Onemli

potansiyele sahip yerel popiilasyonlarin iiretimden
kalkmalarmin en biiyiik sebeplerinden biri de tescilli
¢esitlerin yaygin bir sekilde ekilmesidir. Gliniimiizde tiim
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arastirici tarafindan Anadolu’nun farkli yerlerinden toplanan
yerel popiilasyonlarda yeterli varyasyonun mevcut olduguna
dair ¢ok sayida ¢aligma bildirilmekle birlikte [2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 9,] yerel zenginligimizin yeterince degerlendirildigi
sOylenemez. Son yillarda sanayicinin artan kaliteli bugday
talepleri 1slahcilar1  kalite gelistirmeye  yoneltmistir.
Giiniimiizde yiiksek ekmek hacmine sahip ve iyi g¢evre
sartlarina uyumlu ¢ok sayida gesit piyasaya sunulmustur.
Hastaliklara hassas olmalar1 sebebiyle yogun bir sekilde
melezlemelerde kullanilmayan yerel hatlardaki sicaga ve
kuraga mukavemet Ozelliklerinin kiiresel 1sinma sonucu
istikrarsiz hale gelen iklim sartlarinda degerlendirilmeleri
giinlimiizde biiyiilk 6nem kazanmaktadir. Yiizlerce yil tabii
sartlarda hayatiyetlerini devam ettiren yerel popiilasyonlarin
gelecekte meydana gelebilecek ani ve istikrarsiz hava
sartlar1 i¢in sigorta vazifesi gorebilecegini goz ardi etmemek
gerekir. Islah caligmalarinda Ozellikler arasi iligkilerin
onceden bilinmesi arastiricilara zaman ve isgiicii gibi
ekonomik faydalar sagladigi gibi 1slah programlarinin
etkinligini artirmaktadir [10]. Biplot analiz yontemi ilk defa
[11] tarafindan kullanildiktan sonra, iktisat, igletme,
sosyoloji, tip, ekolojik ve genetik gibi bir ¢ok bilim dalinda
kullanilmistir [12]. Genotip ile o6zellikler aras: iliskileri
gorsel olarak ifade eden biplot analiz yontemi ve grafigi
bitki 1slah1 konusunda calisma yapan arastiricilar tarafindan
yaygin olarak kullanilmaktadir [12, 7; 13, 14 ve 15]. Bu
arastirma Dogu Gegit Bolgesi olarak kabul edilen Bingdl il
ve ilgelerinden toplanan 39 yerel ekmeklik bugday
popiilasyonundan elde edilen 181 saf hattin baz1 6zellikler
yoniinden tammlanmasi ve 6zellikler arasi iliskilerin tespit
edilmesi amaciyla Diyarbakir yagisa dayali sartlarinda
yuriitilmiistiir.

2. Materyal ve metot

Bu c¢alismanin baslangi¢c materyalini 2011 yilinda Bingél
il ve ilgelerinin daglik kdylerinden toplanan yerel ekmeklik
bugday numuneleri olusturmustur. Bu 6rneklerden saf hat
seleksiyon yontemi [1, 22] kullanilarak hat secimi
yapilmistir. Segilen hatlardan 181 tanesi bu arastirmada
deneme materyali olarak degerlendirilmistir. Deneme 2013-
2014 yetistirme sezonunda GAP Uluslararasi Tarimsal
Arastirma ve Egitim Merkezi deneme tarlalarinda (37° 56'
41 K; 40° 15'01 D, 599 m yiikselti) yagisa dayali sartlarda
her hat 1 m x 2 swra olacak sekilde giiz yagislar1 sonrasi
kasim ayinda elle ekim yapilmistir. Deneme yeri topraklari
hafif alkali (7,43), organik madde bakimindan fakir (%1,13),
kiregli (% 29.6) ve fosfor (P,Os) bakimindan orta (4,72
kg/da), potasyum (K,0O) bakimindan zengin (144,7 kg/da)
durumdadir. Arastirmanin yiiriitiildiigii 2013-2014 yilina ait
bazi iklim verileri Sekil 1°de verilmistir. Diyarbakir ili uzun
yillar yagis miktar1 487,4 mm iken 2013-2014 yetistirme
sezonunda kaydedilen yagis miktar1 356,7 mm de kalmustir.
Ozellikle dane doldurma dénemlerinde kaydedilen yagis
miktarimin uzun yillara gore diisiik oldugu goriilmektedir.
Deneme alanina, yetistirme yilinda saf madde iizerinden 12
kg/da azot (N) ile 10 kg/da fosfor (P,Os) uygulanmistir.
Fosforun tamami ile azotun yarist ekimle, kalan azotun
yarist da sapa kalkma doneminde verilmistir. Hasat
olgunluguna gelen parsellerde hasat, orakla ile bigilerek tek
basak harman makinesinde tanelenmistir. Sar1 pas hastalik
testleri yapay epidemi altinda degerlendirilmistir. Sar1 pas
hastalik degerlendirilmeleri Modifiye edilmis Cobb skalasi
[16] kullanilarak yapilmustir. Reaksiyon degerlendirmeleri
hassas cesit 80-90 S diizeyine ulastiginda, en az 2 defa
yapilmistir. Degerlendirmelerde pas siddeti % olarak,
enfeksiyon R, MR, MS ve S seklinde kaydedilmistir. Ancak
iklim sartlart  yonlinden  hastalifa uygun ortam
olusmadigindan ¢ok hassas genotipler disinda epidemi
gelismemistir.

90
80 +——| == 201214 —a4—UVillae |
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Sekil 1. Deneme yeri aylik yagis, maksimum ve minimum
sicaklik degerleri

Calismada basaklanma siiresi (BS), {ist bogum arasi
uzunlugu (PU), bin tane agirhg (BINTA), basakta tane
sayist (BTS) ve basak tane agirligt (BTA) incelenmistir.
Normalize edilmis vejetasyon indeksi (NDVI) degeri;
Parselde bitkilerin kapladig1 toplam alam 6lgen Greenseeker
Handheld Crop Sensor Trimple isimli optik el sensoru
kullamlarak sapa kalkma ve basaklanma donemlerinde
12:00-13:00 saatleri arasinda Ol¢iilmiistiir [17]. Yesil bitki
ortiistiniin fazla oldugu yerlerde NDVI degeri +1 degerine
yaklasirken, ciplak toprak ve zayif vejetasyon gelisiminde
ise sifira yakin deger gostermektedir.

Klorofil Olgiimii: Klorofil igeriginin belirlenmesinde
Minolta SPAD-502 cihazi kullanilmigtir. Cihazin Olg¢iim
araligt 1-100 arasi olup, secilen bayrak yaprak acilip
kapanabilen agzina sikigtinlmak suretiyle okumalar
yapilmistir. Klorofil igeriginin tespitinde [18] bitkinin
bayrak yapraginin orta kismu segilmistir. Basaklanma
doneminde yaklasik olarak 10 kadar &rnegin ortalamasi
alinmak suretiyle ortalama degerler bulunmustur. Ozellikler
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aras1 gorsel iligkiyi ifade eden genotip-karakter (GK) biplot
analizi [19] ve [5]" e gore, GenStat 14th paket programi,
elde edilen sonuglarin normal dagilim analizi ise JMP-5
SAS [20] istatistik paket programi kullanilarak yapilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Yerel ekmeklik bugday saf hatlarinda ele alman
ozelliklere ait degerler Cizelge 1’de, degisim katsayilar ise

Cizelge 2’de verilmistir. Cizelge 1 ve Cizelge 2’de
goriildiigii gibi genotiplerin bitki boylar1 67.7-108.8 cm;
basaklanma siiresi 121-139 giin; {ist bogum arast uzunlugu
0.2-14.1 cm; basakta tane sayisi 10.95-38.58 adet; basakta
tane agirlign 0.28-1.4 g; bayrak yaprak klorofil igerigi 40.0-
54.4; bin tane aguwhg 20.03-40.42 g; sapa kalkma
donemindeki NDVI degeri 0.72-0.83 ve bagaklanma
donemindeki NDVI degeri 0.20-0.80 arasinda degismistir.

Cizelgel. Yerel saf hat bugdaylarda belirlenen 6zelliklere ait degerler

Genotip | NDVI-1 | NDVI-2 | BBcm | SPAD | BS giin | PU cm | BTS adet | BTA g. | BINTA g. [TR Sar1 pas
Gl 0,77 0,76 787 | 463 | 132 3,0 31,05 0,92 29,0 | beyaz
G2 0,81 0,75 842 | 453 | 130 7,6 19,05 0,58 37,2 | kirmuz
G3 0,79 0,75 784 | 448 | 130 2,6 21,63 0,66 31,4 | kirmiz
G4 0,78 0,79 81,2 | 443 | 133 1.4 29,21 0,85 32,1 |beyaz
G5 0,78 0,76 843 | 462 | 133 0,3 22,74 0,75 32,9 |beyaz
G6 0,81 0,75 778 | 47,6 | 133 0,7 21,11 0,68 31,2 | beyaz
G7 0,78 0,76 755 | 456 | 132 22 32,79 0,97 37,3 | beyaz
G9 0,78 0,83 737 | 444 | 128 42 24,58 0,70 249 | kirmizi
GI10 0,81 0,81 74,1 | 46,0 | 124 5,7 28,53 0,85 39,7 |kirmuzi
Gll 0,81 0,71 75,1 | 475 | 121 7,6 31,79 1,00 36,1 | beyaz
G12 0,82 0,79 80,1 | 463 | 121 7,7 25,16 0,67 30,1 | beyaz
Gl13 0,79 0,79 81,8 | 46,6 | 121 10,6 22,05 0,67 31,0 | kirmizi
Gl4 0,82 0,78 752 | 453 | 121 8,5 25,16 0,71 253 | kirmizi
Gl5 0,81 0,79 82,6 | 46,6 | 123 59 36,84 1,20 32,3 | kirmizi
Gl6 0,80 0,80 88,8 | 493 | 124 9,1 38,58 1,27 32,6 | kirmizi
G17 0,77 0,83 82,0 | 484 | 124 6,0 33,05 0,96 27,8 | kirmuzi
Gl18 0,80 0,82 83,5 | 446 | 132 0,2 27,42 0,80 32,8 | beyaz
G19 0,78 0,64 89.7 | 450 | 133 4,1 31,58 0,94 29,0 | beyaz
G20 0,76 0,73 803 | 457 | 134 1,9 26,95 0,82 28,5 | beyaz
G21 0,77 0,70 789 | 46,9 | 135 1,1 25,05 0,70 25,0 | kirmizi
G22 0,79 0,71 80.7 | 43,9 | 135 2,3 28,32 0,70 27,6 | kirmizi
G23 0,81 0,77 739 | 444 | 136 0,9 18,16 0,51 244 | kirmiz
G24 0,77 0,79 877 | 459 | 134 3.4 15,26 0,89 33,8 |kirmuzi
G25 0,80 0,59 98,3 | 483 | 130 9.4 27,21 0,96 36,9 | kirmizi
G26 0,80 0,72 79.4 | 455 | 132 4,6 31,58 0,94 40,4 | beyaz
G27 0,81 0,75 86,4 | 47,7 | 131 4,1 18,68 0,56 294 | kirmiz
G28 0,81 0,75 83,9 [ 46,7 | 130 3,1 17,26 0,46 23,9 | kirmizi
G29 0,80 0,70 72,9 | 456 | 131 0,7 16,16 0,50 26,4 | kirmizi
G30 0,81 0,62 69.4 | 444 | 136 32 20,53 0,65 32,8 | beyaz
G31 0,78 0,70 713 | 476 | 136 2,3 25,47 0,81 29,4 | beyaz
G32 0,80 0,79 772 | 452 | 135 3.4 23,53 0,69 27,6 | beyaz
G33 0,81 0,62 877 | 482 | 137 1,4 22,42 0,55 21,6 | kirmizi
G34 0,83 0,72 90,0 | 473 | 134 52 28,26 0,72 26,3 | kirmizi
G35 0,81 0,60 677 | 464 | 137 1,5 21,53 0,80 27,8 | kirmizi
G36 0,81 0,72 84,5 | 482 | 134 3,0 32,00 1,00 29,4 | kirmizi
G37 0,77 0,47 89.2 | 464 | 133 3.4 35,42 1,20 353 | kirmizi
G38 0,77 0,76 857 | 464 | 134 3,5 21,37 0,64 28,8 | kirmizi
G39 0,79 0,46 97,9 | 489 | 130 6,0 18,05 0,56 32,7 | beyaz
G40 0,81 0,81 80,5 | 45,6 | 130 7,6 23,74 0,78 33,8 | beyaz
G4l 0,77 0,79 69.2 | 41,5 | 132 3,5 26,95 0,69 25,2 | beyaz
G42 0,77 0,76 750 | 458 | 125 33 21,95 0,77 31,3 | beyaz
G43 0,76 0,75 81,0 [ 451 | 126 2,9 22,11 0,67 28,3 | beyaz
G44 0,77 0,57 79.4 | 46,1 | 125 32 26,26 0,79 30,7 |beyaz | 80S
G45 0,79 0,73 845 | 429 | 133 2,9 22,42 0,68 30,5 | kirmizi
G46 0,80 0,63 757 | 459 | 136 2,1 18,47 0,61 29,6 | beyaz
G47 0,80 0,71 883 | 43,6 | 133 2,7 16,63 0,58 241 | kirmiz
G48 0,81 0,77 73,6 | 40,0 | 135 3,0 15,42 0,51 29,7 | beyaz
G49 0,80 0,75 80,6 | 432 | 134 4,8 23,00 0,73 31,0 |beyaz
G50 0,81 0,59 78,0 | 444 | 135 4,0 15,47 0,50 27,2 | beyaz
G531 0,80 0,75 777 | 47,1 | 135 4,5 19,00 0,65 30,9 | kirmuzi
G52 0,80 0,70 833 | 438 | 134 5,6 20,16 0,59 26,7 | kirmizi
G53 0,77 0,50 884 | 463 | 136 6,9 26,05 0,79 29,5 | kirmizi
G54 077 | 076 [ 916 [ 502 | 126 | 109 18,37 0,62 29,2 | beyaz

NDVI: Normalize edilmis vejetasyon indeksi, BB: Bitki boyu; BS: basaklanma siiresi, PU: Peduncle (iist bogum) uzunlugu, BTS: Basakta tane sayisi, BTA:

Basakta tane agirligi, BINTA: Bin tane agirligr, TR: Tane rengi
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Cizelgel. (Devami)

Genotip | NDVI-1 | NDVI-2 | BBcm |SPAD | BS giin | PUcm | BTS adet | BTA g. | BINTA g. [TR Sar1 pas
G55 0,75 0,71 102,5 | 52,6 123 14,1 23,68 0,73 29,4 beyaz
G56 0,80 0,76 96,7 54,4 127 13,1 18,68 0,60 25,9  |beyaz
G57 0,72 0,73 79,9 47,4 134 5,4 26,37 0,75 29,0 |kirmizi
G358 0,76 0,73 77,3 43,9 134 5,9 17,37 0,54 26,8 |beyaz
G359 0,75 0,72 81,5 45,6 135 7,0 20,37 0,57 27,6  |beyaz
G60 0,73 0,65 80,1 46,1 137 0,6 22,74 0,65 26,9  |kirmizi
G61 0,77 0,62 72,8 42,9 137 3.8 22,84 0,69 27,6 |kirmizi
G62 0,78 0,66 72,9 41,7 137 4,3 23,26 0,75 31,4 kirmizi
G63 0,79 0,78 71,7 47,0 123 8,4 37,89 1,40 33,8 kirmizi
Go64 0,78 0,79 82,6 44,9 123 8,2 31,32 1,05 29,7 kirmizi | 20MS
G65 0,78 0,58 87,5 46,6 122 12,7 36,58 1,17 30,7 kirmizi
G66 0,80 0,49 89,8 41,8 123 10,8 38,47 1,21 30,2 kirmizi
G67 0,79 0,66 87,4 42,8 135 3,6 10,95 0,50 30,4 kirmizi
G68 0,82 0,64 92,6 42,4 135 4,1 16,53 0,50 30,3 beyaz
G69 0,80 0,68 80,2 47,0 136 3,5 20,26 0,63 28,9 kirmizi
G70 0,81 0,71 89,2 43,8 136 2,0 18,63 0,53 26,7 kirmizi
G71 0,82 0,71 85,8 44,9 135 3,6 14,74 0,42 25,2 kirmizi
G72 0,79 0,72 83,8 42,6 137 4,6 15,74 0,54 31,2 kirmizi
G73 0,78 0,68 82,2 41,9 134 7,1 17,00 0,55 31,2 kirmizi
G74 0,81 0,63 87,4 43,2 137 6,2 24,58 0,76 31,2 beyaz
G75 0,79 0,74 87,8 46,8 137 5,5 18,79 0,58 28,0 kirmizi
G76 0,81 0,69 96,6 45,5 134 8,9 16,89 0,53 27,1 kirmizi
G77 0,77 0,64 90,8 46,4 137 1,5 16,47 0,46 23,4 kirmizi
G78 0,79 0,76 92,4 44,6 135 2,3 18,74 0,59 29,3 beyaz 10 MS
G79 0,78 0,50 95,0 45,4 135 6,0 31,58 0,90 31,0 beyaz
G380 0,79 0,72 93,0 42,8 135 8,8 18,63 0,61 31,8 beyaz
G8l1 0,77 0,75 84,0 44,7 138 5,5 22,84 0,66 27,0 kirmizi
G82 0,79 0,77 81,4 49,1 134 2,6 15,58 0,43 26,0 kirmizi
G83 0,75 0,70 80,6 47,4 133 33 18,47 0,59 29,8 kirmizi
G84 0,77 0,74 87,4 45,6 134 3,9 22,47 0,71 27,1 beyaz
G85 0,75 0,73 87,8 46,4 134 2,9 23,11 0,74 34,1 beyaz
G86 0,76 0,71 91,2 49,3 135 3,1 23,16 0,65 23,2 kirmizi
G87 0,79 0,67 82,4 45,3 133 4,4 22,42 0,66 23,0 kirmizi
G88 0,81 0,60 88,2 42,7 134 4,5 19,79 0,66 30,8 kirmizi
G89 0,77 0,80 79,8 47,9 135 2,4 25,68 0,74 28,2 kirmizi
G90 0,79 0,78 82,6 47,3 132 2,4 19,89 0,74 30,4 beyaz
GI1 0,82 0,76 74,6 46,7 133 2,8 24,37 0,77 26,2 beyaz
G92 0,79 0,67 81,4 45,6 136 3.8 20,84 0,63 33,0 beyaz
G93 0,81 0,50 89,4 45,5 136 1,3 23,21 0,67 27,9 kirmizi
G9%4 0,80 0,20 96,8 45,7 138 4,6 27,42 0,88 32,6 beyaz
G95 0,77 0,70 93,2 43,6 134 6,3 15,63 0,50 27,6 kirmizi
G96 0,78 0,63 95,4 42,2 135 7,5 24,53 0,78 32,6 beyaz
G97 0,76 0,39 95,0 46,2 138 4,2 28,58 0,78 26,2 kirmizi
G98 0,75 0,71 96,0 46,2 135 5,0 24,63 0,79 38,2 kirmizi
G99 0,79 0,70 93,6 43,8 134 4,2 23,11 0,71 32,1 kirmizi
G100 0,75 0,67 88,6 42,8 131 9,1 19,37 0,59 28,0 beyaz
G101 0,72 0,68 88,0 47,6 134 6,8 19,74 0,60 28,0 beyaz
G102 0,79 0,57 90,0 44,4 134 6,8 23,00 0,77 31,0 beyaz
G103 0,80 0,61 1024 | 49,7 133 10,1 24,58 0,75 27,1 kirmizi
G104 0,80 0,71 98,0 46,7 134 5,7 27,74 0,77 27,5 kirmizi
G105 0,78 0,65 98,8 47,2 135 6,1 25,79 0,81 30,6 kirmizi
G106 0,79 0,55 93,4 43,3 135 5,6 27,63 0,84 31,3 kirmizi |20 S
G107 0,80 0,58 95,6 45,0 136 5,0 24,26 0,77 30,9 beyaz
G108 0,80 0,67 93,2 45,1 138 6,8 18,21 0,57 28,4 kirmizi | 20 MS
G109 0,79 0,50 98,2 44,8 138 8,0 25,37 0,80 29,8 kirmizi | 10 MS
G110 0,80 0,52 102,6 | 47,5 138 3,0 31,84 0,94 28,7 kirmizi
G111 0,78 0,70 81,4 46,3 139 2,9 21,05 0,64 28,4 kirmizi
G112 0,79 0,74 92,4 46,2 135 6,0 26,53 0,82 29,8 kirmizi
G113 0,78 0,79 96,6 47,2 135 3,9 24,11 0,67 24,8 kirmizi
G114 0,77 0,65 91,4 49,1 134 8,7 26,26 0,80 26,8 kirmizi
G115 0,80 0,69 94,0 46,8 134 7,1 20,37 0,64 30,2 beyaz
G116 0,77 0,52 83,4 43,9 138 3,1 24,89 0,82 37,2 beyaz
G117 0,80 0,55 88,4 45,0 137 1,5 22,26 0,63 22,7 kirmizi
G118 0,81 0,76 98,2 48,4 137 2,4 17,42 0,45 21,4 kirmizi
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Cizelgel. (Devami)

Genotip | NDVI-1 | NDVI-2 | BBcm |SPAD | BS giin | PUcm | BTS adet | BTA g. | BINTA g. [TR Sar1 pas
G119 0,79 0,69 95,6 45,6 138 0,4 22,21 0,65 27,7 kirmizi
G120 0,77 0,72 94,6 47,6 134 5,8 23,47 0,72 34,9 kirmizi
G121 0,80 0,74 82,2 43,4 134 2,5 16,74 0,49 26,8 beyaz
G122 0,81 0,71 83,2 47,5 124 4,9 18,95 0,55 26,1 kirmizi
G123 0,81 0,77 85,6 43,0 134 1,9 18,74 0,59 31,1 beyaz
G124 0,82 0,75 77,0 47,2 134 0,4 15,00 0,43 33,6 kirmizt
G125 0,81 0,69 97,8 45,8 125 2,2 30,53 0,85 31,6 kirmizt
G126 0,82 0,75 89,4 47,9 136 2,4 23,95 0,70 29,3 kirmizi
G127 0,80 0,50 92,6 42,5 135 8,9 21,68 0,74 35,4 beyaz
G128 0,77 0,77 87,2 41,0 134 4,9 20,32 0,66 34,0 beyaz
G129 0,79 0,76 80,2 46,2 134 6,7 21,11 0,65 31,9 beyaz
G130 0,81 0,83 78,2 45,2 133 1,3 17,74 0,43 20,0 kirmizi
G131 0,80 0,55 84,2 43,6 133 33 23,05 0,66 25,8 kirmizi
G132 0,77 0,72 86,2 43,0 124 1,0 22,63 0,65 30,1 kirmizt
G133 0,77 0,82 98,6 46,3 122 4,7 18,95 0,60 26,0 beyaz
G134 0,80 0,66 93,6 45,4 122 8,8 14,05 0,86 32,5 beyaz
G135 0,81 0,64 98,6 44,5 122 10,3 32,00 1,02 31,2 beyaz
G136 0,82 0,73 99,0 47,7 123 73 26,89 0,90 32,5 kirmizi | 10MS
G137 0,81 0,69 97,2 46,0 124 5,4 24,21 0,66 23,0 kirmizi
G138 0,80 0,73 96,2 49,7 135 5,2 22,00 0,63 22,6 kirmizi
G139 0,82 0,35 103,2 | 44,7 138 6,6 24,53 0,72 28,2 kirmizi
G140 0,80 0,61 92,0 45,3 138 5,0 20,79 0,63 31,1 kirmizi
G141 0,82 0,71 100,2 | 46,7 135 7,1 24,79 0,74 27,6 kirmizi
G142 0,80 0,56 104,0 | 47,0 135 8,4 22,05 0,70 27,0 kirmizi
G143 0,79 0,52 99,4 47,9 134 3.8 19,26 0,56 30,0 kirmizi
G144 0,80 0,76 93,4 46,8 135 0,8 16,53 0,48 26,1 kirmizt
G145 0,81 0,51 99,8 50,2 130 3,9 25,63 0,85 38,0 beyaz
G146 0,79 0,40 102,8 | 46,2 131 5,1 21,37 0,71 35,6 beyaz
G147 0,80 0,71 88,6 47,1 130 6,4 22,79 0,71 33,3 beyaz
G148 0,77 0,63 101,8 | 48,1 132 4,1 25,63 0,93 32,3 kirmizt
G149 0,80 0,55 101,0 | 46,9 130 4,6 19,37 0,59 25,9 kirmizi
G150 0,80 0,33 98,6 48,7 132 3.4 16,68 0,53 25,5 beyaz
G151 0,78 0,76 88,4 48,7 132 1,2 26,68 0,74 26,0 kirmizi
G152 0,79 0,67 94,8 43,2 133 3,2 13,11 0,28 21,4 kirmizt
G153 0,74 0,47 94,2 50,6 127 4,1 18,37 0,58 27,8 kirmizi
G154 0,80 0,67 103,0 | 47,0 130 6,1 24,63 0,76 30,7 kirmizt
G155 0,78 0,76 91,6 45,9 132 3,8 30,79 0,92 28,6 beyaz
G156 0,80 0,65 92,4 44,7 130 4,5 28,47 0,94 25,5 beyaz
G157 0,82 0,57 98,0 44,4 136 9,1 20,42 0,62 27,1 beyaz
G158 0,78 0,72 94,8 43,9 134 5,7 19,89 0,59 28,3 beyaz
G159 0,77 0,69 95,4 45,8 137 5,3 21,68 0,68 29,7 kirmizi
G160 0,81 0,70 97,6 47,3 135 5,0 27,19 0,80 28,8 kirmizi
Glél 0,81 0,72 98,6 46,8 138 3,6 26,58 0,83 29,5 kirmizi
G162 0,81 0,73 99,4 44,7 138 0,7 23,32 0,67 29,4 kirmizi
G163 0,81 0,58 93,0 46,9 134 1,4 19,42 0,57 27,8 kirmizi
G164 0,80 0,58 98,4 45,0 134 6,7 24,26 0,74 31,7 beyaz 208
G165 0,80 0,56 95,8 44,5 134 2,8 23,58 0,68 29,6 kirmizi
G166 0,78 0,60 82,6 45,3 133 1,1 17,68 0,57 30,1 kirmizi | 20 MS
G167 0,82 0,57 94,4 47,9 138 2,0 15,79 0,44 28,9 kirmizi | 10 MS
G168 0,75 0,67 95,8 48,1 136 5,9 25,58 0,78 27,7 kirmizi | 10 MS
G169 0,77 0,44 90,0 44,4 136 4,1 21,47 0,64 28,9 kirmizt
G170 0,80 0,45 91,8 46,1 138 4,6 19,84 0,65 32,3 kirmizi
G171 0,79 0,59 85,2 44,9 138 2,7 15,32 0,44 29,8 kirmizi
G172 0,80 0,61 86,4 43,1 138 2,6 23,11 0,64 26,3 kirmizi
G173 0,79 0,62 73,8 42,3 137 0,5 15,84 0,43 22,4 kirmizi
G174 0,81 0,72 93,6 42,5 132 6,2 17,21 0,54 31,1 kirmizi
G175 0,82 0,56 99,4 45,5 138 0,7 21,84 0,60 27,1 kirmizi
G176 0,79 0,53 97,0 48,8 136 2,8 26,11 0,80 30,1 kirmizi
G177 0,82 0,79 89,2 45,6 136 4,8 22,53 0,72 37,2 kirmizi
G178 0,81 0,35 107,0 | 45,2 136 10,2 29,84 0,85 26,8 beyaz
G179 0,81 0,59 101,0 | 41,3 138 11,9 29,58 0,78 31,8 kirmizi
G180 0,78 0,48 108,8 | 45,7 133 8,2 21,47 0,67 33,8 kirmizi
G181 0,80 0,51 96,6 44,0 138 2,8 24,63 0,72 28,8 kirmizt
G182 0,80 0,35 100,6 | 47,1 138 4,4 29,21 0,71 26,2 kirmizi
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Bir popiilasyonda degisim katsayisinin %10 ve iizeri
olmasi seleksiyon icin yeterli bir varyasyon oldugu kabul
edilmektedir [21, 4, 1]. Bu itibarla Bing6l ili yerel bugday
saf hatlarinda incelenen o&zelliklerden PU, BTS, BTA,
BINTA ve bagaklanma dénemi NDVI indeksi y&niinden
yeterli varyasyona sahip olurken, BS, SPAD ve sapa kalkma
donemindeki NDVI degeri yOniinden ise yeterli bir
varyasyona sahip olmadiklari tespit edilmistir. Normal
dagihma uygunluk bakimindan 6zelliklerden BS ve BINTA
normal dagilima uygunluk gosterirken diger Ozellikler
sapma gdstermiglerdir. [1] I¢ Anadolu yerel ekmeklik
bugday populasyonlarindan segilen saf hatlarin bitki boyu,
bin tane agirligl, basakta tane sayisi ve basakta tane agirligi
bakimindan degisim katsayilarinin %10 ve iizeri olmakla
yeterli varyasyona sahip olduklarini, [4] Anadolu’nun farkl
yiikseltilere sahip yerlerinden topladiklar1 380 adet kdy yerel
popiilasyonlarinda BS, BB ve BTS bakimindan en diisiik ve
en yliksek degerler sirasiyla 146-164 giin, 63.8-122.3 cm,
11-63 adet olarak belirlediklerini bildirmiglerdir. Ote yandan
[22] Anadolu’nun farkli yerlerinden  toplanan
popiilasyonlardan segilen 49 saf ekmeklik bugday hatlarinda
BB’nin 95.75-125 cm, PU’nun 3.5-53.75 cm, BTS nin 19.2-
47.35 cm ve BTA’nin 0.70-1.86 cm olarak tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Sun’i epidemi sartlart altinda genotiplerin
sar1 pasa reaksiyonlari Slciilmeye calisilmis ancak iklim
sartlarinin uygun gitmemesi sebebiyle ¢ok hassas genotipler
(G44, G64, G78, G106, G108, G109, G136, G164, G166,
G167) disinda okuma yapilamamustir (Cizelge 1).

Arastirmada gorsel olarak inceleme ve degerlendirmeye
esas incelenen ozelliklerin genotiplere gore siniflandiriimasi
ve genotiplerin karakterlere gore degisimi Sekil 2 ve Sekil
3’te verilmistir. Scatter biplot yontemi ile yapilan analizde
PCI1 (1. ana bilesen) % 28,93, PC2 (2. ana bilesen) % 18.42
olmak {izere toplamda varyasyonun % 47.4’1m
olusturmustur. Ozellikler arast iliskiyi gdsteren grafik Sekil
2’de, genotip karakter (GK) iliskisini ifade eden grafik ise
Sekil 3 te verilmistir. Sekil 2’de 6zelliklerden BTS, BTA,
BINTA, SPAD degeri, PU ve BB vektérlerinin agist 90
dereceden diisiik, ayn1 yonde ve pozitif bolgede yer alirken,
NDVI-2 ise c¢ogu oOzellikle negatif iliski igerisinde yer
almstir. [23] aymi lokasyonda tescilli ekmeklik bugday
cesitleri ile yaptiklar1 caligmada NDVI degerinin SPAD
degeri ile negatif iliskide oldugunu bildirmislerdir.
BINTA’nin  diger o6zelliklerle sayisal korelasyonuna
bakildigi zaman BTS (0,211**), BTA (0455**) ve PU
(0,211**) ile onemli ve pozitif iliskiye sahip iken, BS (-
0,16**) ile negatif bir iligskiye sahip olmustur (Cizelge 3).
Genotip seciminde gruplar dikkate alinirsa isabetli bir se¢im
yapilmis olur. Benzer sekilde [24] BINTA, BTA ve BTS
arasinda Onemli bir iliskiden bahsetmezken, yerel
bugdaylarla yapilan diger ¢alismalarda, [1] BTA ve BTS nin
aynt grupta yer aldigim, [5] BTA, BTS ve BB arasinda

olumlu, BINTA ile 6nemli bir iliski tespit etmediklerini; [4]
BTS ile BTA arasinda pozitif, PU ve BB ile negatif iliski
oldugunu, BINTA ile bir iliskisinin belirlenemedigini
bildirmislerdir.
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Sekil 3. Genotip-Karakter (GK) iliskisini gosteren biplot
grafigi

Cizelge 2. Yerel ekmeklik bugday saf hatlarinda incelenen 6zelliklerin en diisiik en yiiksek, ortalama ve degisim katsayilari

Karakterler Minimum-Maksimum | Ortalama Normal dagilima % DK
uygunluk test degeri
Bitki boyu (cm) 67,7-108,8 88,33 0,983 9,96
Bagaklanma siiresi (giin) 121-139 132,9 0,847 * 3,40
Ust bogum aras1 uzunlugu (cm) 0,2-14,1 4,70 0,957 59,17
Basakta tane sayis1 (adet) 10,95-38,58 23,02 0,973 22,77
Basakta tane agirlig (g) 0,28-1,4 0,71 0,948 24,13
Bayrak yaprak klorofil igerigi (SPAD) 40,0-54.4 45,8 0,985 4,69
Bin tane agirlig (g) 20,03-40,42 29,38 0,988 * 12,34
NDVI (Sapa kalkma donemi) 0,72-0,83 0,79 0,922 2,59
NDVI (Basaklanma dénemi) 0,20-0,80 0,67 0,904 17,01
*: Shapiro-Wilk testine gore normal dagilima uygundur
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Cizelge 3. Genotiplerin dzellikler arasindaki korelasyonu

NDVI-1 NDVI-2 BB SPAD BS PU BTS BTA
NDVI-1 1

NDVI-2 0,047 1

BB 0,1025 | -0,4691** 1

SPAD 00,0922 | 0,0248** | 10,2399 1

BS 0,0004 | -0,2997** | 0,1056 | -0,221** 1

PU -0,0123 00,0983 | 0,346** 0,1232 -0,3971** 1

BTS -0,0429 -0,0703 0,0622 0,135 -0,2903** | 0,2456** 1

BTA -0,0692 -0,0552 0,0488 0,136 0,3728** | 0,3238** | 0,9013** 1
BINTA -0,0084 20,0422 | -0,0003 -0,0676 0,1631* | 02112** | 02752** | 0,4557**

*:0,05, **: 0,01 seviyesinde 6nemlidir; NDVI: Normalize edilmis vejetasyon indeksi, BB: Bitki boyu; SPAD: Bayrak yaprak klorofil igerigi, BS:
basaklanma siiresi, PU: Peduncle (iist bogum) uzunlugu, BTS: Basakta tane sayisi, BTA: Basakta tane agirligi, BINTA: Bin tane agirhig

Hangi hat yada hatlarin hangi karakterler bakimindan 6n
plana ¢iktigini temsil eden Sekil 3’te ise birbiriyle olumlu
iliskide olan ozellikler ile bu o6zellikler bakimindan en
yiiksek degerlere sahip olan genotipler ayn1 bolgelerde yer
almislardir. BINTA, BTS ve BTA; SPAD ile PU;, NDVI-1
ile BB; BS ve NDV-2 olmak iizere 5 farkli grup olusmustur.
Buna gére aym grupta yer alan BINTA, BTS ve BTA
yoniinden G65, G66, G16, G10, G15, G11, G17 ve G64
nolu genotipler incelenen ozellikler ydniinden uygun
genotipler olarak siralanabilir. PU ve SPAD yoniinden G235,
G55 ve G37 genotipleri 6n plana ¢ikmistir. S6z konusu bu
iki 0zellik arasinda kuraga mukavemet bakimindan 6nemli
olmayan pozitif bir iliski oldugu [25] tarafindan
bildirilmistir. [26] ise SPAD degeri ile BTS arasinda pozitif
6nemli, BTA ile ise dnemli bir iliskisinin tespit edilmedigini
bildirmislerdir. Aralarinda pozitif iliskinin oldugu NDVI-1
ve BB yoniinden G178, G9%4, G139, G182 ve G180
genotipleri 6ne c¢tkmistir. Islah¢inin  amaglarina  gore
degismekle birlikte ozellikle kurak bélgelerde erken donem
vejetattif aksamin toprak yiizeyini orten genotiplerin tercih
edilmesi bakimindan sapa kalkma donemindeki NDVI
degerinin gbéz Oniinde tutulmasini gerekli kilmaktadir.
Ancak NDVI degerinin kullamlmas: daha ziyade verim
tahmininde kullanilmakta, diger verim unsurlar ile iligkisine
ait veriler ise sayilidir. Nitekim NDVI degeri lilkemizde
oldugu gibi Swaziland, Zimbabve, Kenya, Ispanya ve
Kanada gibi bir¢ok iilkede bugday verim tahmininde
kullanilmaktadir ~ [27]. Ancak  genotip  ¢evre
interaksiyonunun etkili oldugu NDVI degerinin diger
ozelliklerle iliskinin belirlenmesinde farkli sonuglar elde
edilmesinden dolay1 kesin bir iliskiden bahsedilemiyor. Elde
edilecek sonucun belirli ¢evre, iklim ve genotiplere
miinhasir olmasimin daha isabetli olacagi sylenebilir. Dane
doldurma doéneminde alman NDVI degerlerinin erken
donemde alman degerlere gore verimi tahmin etmede
dogruluk payinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [28]. Ote
yandan [29], Yunanistan’da NDVI degerleri ile pamuk,
piring ve musirda %90 dogrulukla verim tahmininde
bulunurken bugday da ise dogrulugun daha diisiik oldugunu
bildirmislerdir.

4. Sonuglar

Dogu gecit bolgesini temsil eden Bingdl ilinden
toplanmus yerel ekmeklik bugday popiilasyonlarindan
saflagtirilmig saf hatlarin 6nemli verim unsurlarindan BTA,
BTS, BINTA, ve PU yéniinden pozitif iliski iginde olmalari
uygun genotiplerin se¢imini kolaylastirmaktadir. Islah
calismalarinda bir genotipte arzu edilen ozelliklerin ¢ok
olmasi isabetli seleksiyon i¢in istenen bir durum olmakla
birlikte NDVI-1 yoniinden G17 (%83), SPAD degeri
yoniinden G56 (54.4), kurakliga mukavemetin bir gostergesi
olan PU yoniinden G55 (14.1 cm), BTS yoniinden G16
(38.58 ad/basak), BTA y&niinden G63 (1.4 gr) ve BINTA
yoniinden de G26 (40.42 gr) genotiplerinin 6n plana

ciktiklart  gorlilmiistir. Bu calismada bazi  6zellikler
yoniinden o6ne ¢ikan genotiplerin gesit  gelistirme
calismalarinda degerlendirilmelerinin miimkiin olmasiyla
birlikte daha etkin ve isabetli genotiplerin tespiti igin kalite
parametreleri ile hastalik okumalarmin da yer aldigi farkli
lokasyonlarda yapilacak taramalar ile yerellerde mevcut
potansiyel degerlendirilmis olacaktir. Bu suretle yerel
bugdaylarimizin mevcut  Ozellikleri  tespit  edilerek
melezlemelerde daha etkin istifade edilmesi
saglanabilecektir.
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Screening of in vitro antibacterial activities of methanol extracts of
endemic Bunium brachyactis

Baris Enez ', Sema Agiiloglu Fincan**, Hiilya Hosgoren *
Abstract

The present study was conducted to evaluate the in vitro antibacterial properties of methanol extracts from endemic plant,
Bunium brachyactis. The antibacterial efficacy was determined using the disk diffusion method, with 10 and 20 pl load extract
volume per disc. Three test microorganisms were used namely, Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) and Staphylococcus pyogenes (ATCC19615). The antibacterial test results showed that the methanol extracts of Bunium
brachyactis inhibited the growth of test microorganisms studied. Maximal antibacterial activity (19.2+1.20 mm zone of
inhibition) of fruit extracts were exhibited against S. pyogenes. Therefore, they can be used as a natural preservative ingredient in
food and/or pharmaceutical industry.

Keywords: Bunium brachyactis; methanol extracts; antibacterial activity

Endemik Bunium brachyactis’ln  metanol oziitlerinin antibakteriyel

aktivitesinin in vitro taranmasi

Ozet

Bu calisma endemik Bunium brachyactis bitkisinden elde edilen metanol Oziitlerin antibakteriyel 6zellikleri in vitro
degerlendirmek amaciyla yapilmustir. Antibakteriyel etkinligi, her diske 10 ve 20 pl 6ziit yiiklenerek disk diiflizyon yontemi
kullanilarak belirlendi. 3 Test mikroorganizmalari olarak Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) ve Staphylococcus pyogenes (ATCC19615) kullanildi. Antibakteriyel test sonuglari, B. Brachyactis’in metanol 6ziitleri
calisilan test mikroorganizmalarinin biiylimesini inhibe ettigini gosterdi. Meyve Oziitleri maksimum antibakteriyel
aktivitesini(19.2+1.20 mm inhibisyon zonu), S. pyogenes’e karsi gosterdi. Sonug olarak ilag veya gida endiistrisinde dogal

koruyucu bileseni olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Bunium brachyactis; metanol oziitleri; antibakteriyel aktivite

1. Introduction

Recently, the various extracts of plants have provoked
interest as sources of natural products. They have been
screened for their potential uses as alternative remedies for
the treatment of many infectious diseases and the
preservation of foods from the toxic effects [1]. It is
estimated that an amount of 20,000 species from several
families are useful for these purposes [2]. Furthermore,
about 80% of the world population is dependent (wholly or
partially) on plant-based drugs [3]. Scientific experiments on
the antimicrobial properties of plant components were first
documented in the late 19th century [4]. The shortcomings
of the drugs available today propel the discovery of new
pharmacotherapeutic agents in medicinal plants [5]. In
recent years, multiple drug/chemical resistance in both

! Bingol University, Technical Sciences Vocational School, Department of
Veterinary, 12000 Bingol, Turkey

% Dicle University, Faculty of Science, Department of Biology, 21280
Diyarbakir, Turkey

*Corresponding author E-mail: semaguloglu@hotmail.com

human and plant pathogenic microorganisms have been
developed due to indiscriminate use of commercial
antimicrobial drugs/chemicals commonly used in the
treatment of infectious diseases [6]. On the other hand,
foodborne diseases are still a major problem in the World,
even in well-developed countries, like USA [7].

Food spoilage or deterioration is predominantly caused
by the growth of microorganisms. Many pathogenic
bacteria, including Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
and Staphylococcus pyogenes. For example S. aureus is an
extracellular, pyrogenic pathogen that can cause localised
infections or life threatening systemic diseases through its
ability to destroy tissue and protect bacteria from the host
immune response [6]. Therefore, they are intensely screened
and applied in the fields of pharmacology, pharmaceutical
botany, medical and clinical microbiology, phytopathology
and food preservation [8].

Bunium is a genus of flowering planta in the Apiaceae,
with 45 to 50 species. The genus Bunium is in the family
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Apiaceae in the major group Angiosperms (Flowering
plants). Bunium brachyactis is glabrous perennial with
slender branched procumbent or ascending terete finely
ridged stems up to 15 cm. Basal leaves ovate, 1-2 pinnate, 5-
8%2,5-3,5cm; ultimate segments ovate with oblong-
spathulate rounded lobes, 7-17x10 mm . Upper cauline
leaves few with linear lobes. Rays 4-8, equal, 3-10 mm.
Bracts 3-6, 2-7x0.5-1 mm. Bracteoles 3-6,2- 3,5%0.5 mm
Flowers White, 8-15 per umbellule. Fruits oblong, glabrous,
3x1,5 mm; styles 2-3mm; stylopodium flat.

To the best of our knowledge, no antibacterial works
have been previously reported on Bunium brachyactis. In
this work, we report the antibacterial activities of methanol
extracts from Bunium brachyactis.

2. Material and methods
2.1. Plant material

The herbal parts of Bunium brachyactis was collected
from the Ziyaret Mountain, Diyarbakir-Turkey when
flowering in June 2012 and identified by Omer SAYA.

2.2. Preparation of the methanolic extracts

Dried all parts of the plant at room temperature were
ground to a fine powder with a grinder. Then the powdered
plant material (10 g) was extracted using a extractor with
100 ml methanol (MeOH) at 37 °C for 48 h. There after, the
extract was filtered and evaporated to dryness under vacuum
at 40 °C with a rotary evaporator.

2.3. Microorganism strains

Staphylococcus pyogenes ATCC19615. The organisms
tested were obtained from the culture collections of the
Research Hospital of Dicle University and Microbiology
Research Laboratory, Department of Biology, Diyarbakir,
Turkey. Bacterial strains were cultured overnight at 37 °C in
nutrient broth (NB).

2.4. Disc diffusion method of methanol extracts

The disc diffusion method was applied for the
determination of antibacterial activities of the methanol
extracts. Then geometric dilutions ranging from 100 pg/ml
to 10 mg/ml of the extracts were prepared. A suspension of
the tested microorganism (0.1 ml of 10® CFU/ ml) was
spread over the surface of agar plates (NA). Sterile filter
paper discs (6 mm diameter) were impregnated with 10 ul
and 20 pl of the extracts and placed on the inoculated plates.
Before incubation, all petri dishes were kept in the
refrigerator (4°C) for 2 h. Then they were incubated at 37 °C
for 24 h for bacteria. All tests were performed under sterile
conditions in triplicate.

3. Results and discussion

Results of the antibacterial screening of methanol
extracts of B.brachyactis revealed antibacterial activity
against all tested bacterial strains at different concentrations.
The obtained inhibition varied from 7.00 to 19.2+1.20 mm
with inhibition zone recorded with test microorganisms but
maximal antibacterial activity (19.241.20 mm zone of
inhibition) of fruit extracts were exhibited against S.
pyogenes at concentration of 10 mg/ml (Table 1). The
results indicated that the tested bacteria were sensitive to the

methanolic extracts of B. brachyactis (Tables 1-5).
The following bacteria were tested: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) and
Table 1. Antibacterial activity of the methanol extracts of B.brachyactis fruits
100 pg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 6 mg/ml 10 mg/ml
Test bacteria 10 ul 20ul 10 pl 20 ul 10 ul 20 ul 10 pl 20 ul 10 pl 20 ul
S. aureus ND 10.0£1.00 9.2 £0.32 12.0£1.00 10.4£1.15 13.2+0.69 10.5+1.56 13.6%1.24 10.8+£1.84 13.9x1.32
S. pyogenes 8.2£0.44 10.2£1.52 9.0£1.00 11.0£1.00 12.0£1.00 13.3+0.52 14.2+1.25 17.2+1.07 16.0£1.00 19.2x1.20
E. coli ND 9.0£1.00 8.0£1.00 10.0£1.00 8.4£1.32 10.6x1.24 8.8 £1.76 11.0=1.00 8.0 £2.00 11.6x1.58
DD, agar disk diffusion method. Diameter of inhibition zone (mm+SD).
ND = Not Determined (no zone of inhibition).
Table 2. Antibacterial activity of the methanol extracts of B.brachyactis tubers
100 pg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 6 mg/ml 10 mg/ml
Test bacteria 10 ul 20ul 10 pl 20 ul 10 ul 20 ul 10 ul 20 pl 10 pl 20 ul
S. aureus ND 10.2 £1.52 ND 10.2+1.52 8.4+1.42 10.4£1.56 8.5+0.64 10.8£1.50 9.0£1.00 11.6£1.58
S. pyogenes  ND 11.2+0.24 ND 11.6£1.58 8.0£1.78 11.6£1.58 10.0£1.00 12.0=1.00 10.4x1.56 13.330.52
E. coli ND 9.0£1.00 ND 10.0+ 1.00 ND 10.0£1.00 ND 10.0+1.00 ND 1022152
DD, agar disk diffusion method. Diameter of inhibition zone (mm+SD).
ND = Not Determined (no zone of inhibition).
Table 3. Antibacterial activity of the methanol extracts of B.brachyactis leaves
100 pug/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 6 mg/ml 10 mg/ml

Testbacteria 10 ul 20ul 10l 20 ul 10 ul 20 ul 10 ul 20 ul 10ul 20 ul
S. aureus ND 10.0+1.00 ND 11.0£1.00 ND 11.2+0.24 8.4+1.42 11.6+1.58 9.0£1.00 12.0%£1.00
S. pyogenes ND 11.0+1.00 8.2+0.44 12.2+1.14 10.0x1.00 15.4£1.56 10.4£1.56 15.6£2.24 11.0£1.00 16.2+2.32
E. coli ND 10.0£1.00 8.0=£1.00 10.0=1.00 8.2%1.16 10.0=100 8.2x1.16 10.4£1.56 8.4£1.42 10.8%£1.76
DD, agar disk diffusion method. Diameter of inhibition zone (mm+SD).
ND = Not Determined (no zone of inhibition).
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Table 4. Antibacterial activity of the methanol extracts of B.brachyactis stems

100 pg/ml 1 mg/ml 3 mg/ml 6 mg/ml 10 mg/ml

Test bacteria 10 ul 20ul 10l 20 ul 10 ul 20 ul 10 ul 20 ul 10l 20 ul
S. aureus ND 10.2=0.54 7.0£1.00 10.6=1.00 7.2=1.14 11.2+1.52 8.0=x1.00 11.6x1.52 9.2+1.68 12.0+1.00
S. pyogenes ND 10.0=1.00 8.4x1.42 12.0=1.00 8.6=1.56 14.0£1.00 12.2+1.32 15.0£1.00 13.0+1.00 16.0+1.00
E. coli ND 9.0+1.00 7:2£1.15 10.2+0.54 8.0£100 10.2+0.54 8.0+1.00 10.2+0.54  8.0%=1.00 10.2+0.54
DD, agar disk diffusion method. Diameter of inhibition zone (mm+SD).
ND = Not Determined (no zone of inhibition).

Health related problems increased due to world References

population increase, instability in nutrition and continuous
development of industrial areas. Today, despite of the
serious developments in science and technology,
unconscious consumption of natural resources and faced
economical difficulties, obliged the multi-purpose usage of
the natural resources. On the other hand, microorganisms
gaining resistance against the natural and synthetic
antibiotics used in struggle with infectious diseases and
disabling them and the fact that those antibiotics have
adverse effects persuaded the medical science to the nature
in pursuit for new antimicrobial materials. Therefore the
studies made on plants and herbal medicine raw materials
obtained from them gained importance. Accordingly the
consumption of natural drugs obtained from plants seriously
increased in treatment of various diseases [9].

In our study, the antibacterial effect of Bunium plant
against E. coli, S. aureus, S. pyogenes by performing
methanol extraction from its fruits, leaves, root bulb, stem
and flowers was researched by disk diffusion method. In the
research made it was determined that the antibacterial effect
increases in line with the increasing concentration. In a
study performed by Sokmen et al. (2004), it was stated that
antibacterial effect increase due to dosage increase in T.
spathulifolius extract dosage while Loziene et al. (2006)
stated that antibacterial effect increase due to dosage
increase in 7. puleigioides extract dosage [10,11].

While it was determined that B. brachyactis extracts
used in the study effected most on S. pyogenes among
microorganisms and caused inhibition, it was observed that
S. aureus was mildly effected and effect on E. coli was
minimum. The results obtained in other studies are in
accordance with the results obtained in our study. Holetz et
al. (2002) determined that 10 plant extracts among Brasil
medical plants have various levels of antibacterial activity.
They determined that development of S. aureus was
significantly prevented while the other standard speices (5.
subtilis, P. aeruginosa, E. coli) were not effected [12].

Yigit et al. (2009) determined the antimicrobial activity
of water and methanol extracts of walnut plant leaves and
shells collected from Erzincan (Kemah) region on S. aureus,
S. epidermidis and P. aeruginosa [9].

Falleh et al. (2008) stated that the methanol extracts of
Cynara cardunculus L. plant leaves are effective on S.
aureus, E. coli, S. epidermidis and M. luteus [13].

4. Conclusions

To the best of our knowledge, this is the first study
concerning the antibacterial activity of methanol extracts
from B. Brachyactis. Disc diffusion method is used to assess
the presence of antimicrobial activities in methanol extracts
of different parts of plant. These herb demonstrated
antibacterial effects in vitro, against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Staphylococcus pyogenes. The present
investigation provides important baseline information for the
use of B. brachyactis as well as its constituents for the
treatment of infections associated with the studied
microorganisms
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Assessment of shear walls effectiveness in controlling lateral drift
for 10 stories reinforced concrete building

Mehrzad Mohabbi Yadollahi ', Ahmet Benli*'

Abstract

Shear wall is a structural element used to resist horizontal forces parallel to the plane of the wall. Shear wall has highly in
plane stiffness and strength which can be used to simultaneously resist large horizontal loads and support gravity loads. They are
specially designed structural walls include in the buildings to resist horizontal forces that are induces in the plane of the wall due
to wind, earthquake and other forces. They are mainly flexural members and usually provided in high rise buildings to avoid the
total collapse of the high rise buildings under seismic forces. In this study, study of 10 stories building is presented. Story shear
and displacement is obtained by using standard package ETABS.

Keywords: Shear wall; lateral loading; medium-rise RC building; lateral displacement

On kath betonarme bir binamin yatay deplasman kontroliinde perde
duvarlarin etkinliginin degerlendirilmesi

Ozet

Perde duvar, duvar diizlemine paralel yatay kuvvetlere mukavemet gostermek i¢in kullanilan bir yap1 elemanidir. Perde duvar
biiyiik yatay yiiklere kars1 mukavemet gostermek ve diisey yiikleri desteklemek i¢in kullanilan son derece yiiksek diizlem sertligi
ve mukavemete sahiptirler. Perde duvarlar dzellikle riizgar, deprem ve diger kuvvetlerden dolayr duvar diizlemini etkileyen yatay
kuvvetlere mukavemet gostermek icin tasarlanmis tastyict duvarlardir. Onlar esas olarak egilme elemanlardir ve genellikle
deprem kuvvetlerinin altinda yiliksek katli binalarin toplam c¢okiisiinii 6nlemek icin yiiksek katli binalara yerlestirilir. Bu
calismada, 10 katli bir binanin ¢aligmast sunulmustur. Kat kesme kuvvetleri ve deplasmanlar ETABS programi kullanilarak elde

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Perde duvar; yanal yiikleme; orta katli betonarme bina; yanal deplasman

1. Introduction

To have the lateral story drift within the code-specified
limits is one of the major requirements in the seismic design
of multi-story Reinforced Concrete (RC) buildings.
Generally under seismic forces of moderate to high
magnitude, these requirements are difficult to satisfy unless
a sufficient quantity of shear wall is provided in the
building. Shear walls improve the lateral stiffness of the
building and thus control the story drift of the building
substantially. As a result, almost all the seismic codes
recommend the employment of shear walls for the design of
RC buildings against seismic force[1-5].The total and
relative sway are very important factors in assessing the
seismic performance of a reinforced concrete structure.
Observations of four major earthquakes in Turkey from
1992 to 1999 have indicated that uncontrolled sway is a
significant contributor to collapse due to the occurrence of
uncontrolled second order moments. Being in full

! Bingol University, Faculty of Engineering and Architecture, Department of
Civil Engineering, 12000 Bingol, Turkey

*Corresponding author E-mail: abenli@bingol.edu.tr

appreciation of the importance of storey drift, particularly
during a seismic attack, building codes (UBC, ACI and
others) require the calculation of seismic drift and impose
restrictions on its maximum or relative values [6-9].

Shear walls are the structural system used to increase
the strength of RC buildings. In high rise buildings, the
shear walls are used to resist lateral loads that may be
caused by wind and seismic motion. RC shear wall provide
large strength and stiffness to the building in the direction of
their orientation which considerably reduces lateral sway of
the building and there by reduces damage to the
structure[10, 11]. If a high rise RC building is designed
without shear wall the beam and column sizes are large and
so many problems arises at the joints and due to this it is
difficult to place and vibrate the concrete at such places and
displacement is more which in turn induces heavy forces on
the structure therefore shear wall become essential from the
point of view of economy. By providing shear wall, the
structure become safe and durable and also more stable the
function of shear wall is to increase rigidity for wind and
seismic load resistance. The use of shear wall gains more
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popularity in the construction of service apartments or
office. In this paper, the main aim is to study the optimum
location and its effectiveness of shear wall in irregular high
rise RC building [2, 12-14].

2. Problem statement

Due to the seismic vulnerability and importance of life
and structures, detailed analysis and design of shear walls is
necessary. Shear walls have been in use for medium to high
rise structures but generally the design is too conservative.
This not only affects the economy but also the structural
behavior under cyclic loads. Using thicker cross section
induces large base shear forces, minimizes ductility and
reduced time period of structure [14, 15].

3. Materials and method

A ten-story RC building containing shear walls was
selected for the present study. The building is rectangular in
plan having a total height of 30 m with 3-bays in each
direction and a constant floor plan area of 162 m’ at each
story. The height of every story is equal to 3 m. The building
is assumed to be fixed at the base. The floors of the building
are considered to act as rigid diaphragms. The dimensions of
columns, beams were given in Table 1.

3.1. Modeling of the building

The building is modelled in ETABS with the
assumptions given below (Fig. 1-3):
« Damping of structure: %5
¢ Floors are modelled as rigid elements.
< Walls are modelled as shell elements.
+«+ Beam column joints are taken as rigid joints.
« All supports are modelled as fixed supports.
«» The system was assumed to be linearly elastic.
+« For mass source 100 % D.L and 30% L.L is used.

The mass is lumped at each story level [14].
3.2. Method

Elastic analysis should be based on the assumption that
the stress-strain behavior of the material is linear. As a
consequence, to perform a global elastic analysis, the
stresses applied in any cross section of any member, must be
lower than the yield strength of the material.

Type of frame: Reinforced Concrete (RC) moment
resisting frame fixed at the base and reinforced concrete
(RC) moment resisting frame fixed at the base with shear
wall

% Seismic zone: 1 (A0=0.40)
« Number of story: 10

¢ Floor height: 3.0 m

« Depth of Slab: 10 cm

0,

% Size of beam and column as shown in Table 1:

Table 1. Size of beams and columns

Stor Size of Size of
Y Beam(cm) Column(cm)
Story1- Story3 C45*45 B50%*45
Story4- Story6 C40*40 B45*45
Story7- " «
Story10 C35%35 B45*40

0,

« Spacing between frames shown in Figure 1
% Live load on floors: 200 kgf/m*

0,

< Live load on tenth floor roof: 150 kgf/m2
++ Dead load on floors: 380 kgf/m2
+¢+ Dead load on tenth floor roof: 350 kgf/m2

+ Wall load on external edges: 800 kgf /m

0,

< Wall load on tenth floor roof on external edges: 240
kef /m

< Materials: concrete 230kg/cm2, Rebar yield stress
4200 kg/cm? steel material

0,

« Thickness of shear wall as shown in Table 2

Table 2. Thickness of shear Wall

Story Thickness of shear wall (cm)
Storyl- Story3 15
Story4- Story6 12
Story7- Storyl0 10

Figure 2. Case 1: Rigid frame
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Figure 3. Case 2: Rigid frame with shear wall building
4. Analysis results

In the present study, the building mentioned above was
laterally stiffened with the shear wall and with no shear
wall. The building was subjected to seismic forces, and the
influence of shear wall in controlling the lateral response of
the building was then studied.

Case 1: Without shear wall: Case 1 is analyzed using
frame structure only by removing shear walls. This is
important because it will dictate the effectiveness of shear
wall in controlling lateral drift in structure.

Case 2: Rigid frame with shear wall Building: Analysis
is done with shear wall situated at external edges in 15 cm,
12 cm and 10 cm thickness (Figure 3 and Table 2).

Table 3. Lateral displacement along X-direction

Story Story displacement in

Story displacement in x x direction in rigid

Number direction in rigid frame with shear wall
frame system(m) system(m)
0 0 0
1 0.003217 0.000886
2 0.007791 0.002578
3 0.012467 0.004815
4 0.018422 0.007676
5 0.024408 0.010876
6 0.029914 0.014219
7 0.036143 0.017758
8 0.041469 0.021223
9 0.045542 0.024559
10 0.048183 0.027658

*Rigid frame W Rigid frame with Shear wall
0.05
-
0.04 /
/ g
E0.03 /
-] e a
: P f
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Figure 4. Lateral displacement along X-direction

Table 4. Lateral displacement along Y-direction

Story Story displacement
displacement in y in y direction in
Story . s . . . .
direction in rigid rigid frame with
Number
frame system(m) shear wall
system(m)
0 0 0
1 0.003138 0.000965
2 0.007539 0.002794
3 0.012045 0.005192
4 0.017840 0.008258
5 0.023671 0.011662
6 0.029058 0.015189
7 0.035223 0.018916
8 0.040525 0.022532
9 0.044628 0.025980
10 0.047354 0.029150
¢ Rigid frame  WRigid frame with Shear wall
0.05
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Figure 5. Lateral displacement along Y-direction
5. Result and discussion

The both structural models-one RC building without
shear walls and second RC building with shear walls are
analysed by computer program ETABS. Response analyses
are made both for the x-direction and y-direction. The
results are briefly summarized below:

The lateral forces produce critical stresses in the
structure, inducing undesirable stresses in the structure,
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induce undesirable vibrations or cause excessive lateral
sway of the structure with the result causing damage.

6. Conclusion

1.

It is clear that shear wall frame interaction systems are
very effective in resisting lateral forces induced by
earthquake

Since shear walls are quite effective in providing
resistance and stiffness against the horizontal loading
induced by earthquake motions, therefore, RC shear
wall application is the most preferred method in the
strengthening process of the RC buildings constructed
in earthquake prone regions.

Analysing the behaviour of shear walls in earthquakes,
it was concluded to provide shear walls in such a
configuration so as to resist strong ground motions in
an effective and efficient way.

The presence of shear wall can affect the seismic
behavior of frame structure to large extent, and the
shear Wall increases  the strength and stiffness of the
structure. It has been shown that the model 2 i.e.rigid
frame with shear wall system has lower lateral
displacement in x and y direction.

Structure with shear wall is suitable for the effect of
wind load and earthquake load on the performance of
building.
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Islenmis ve islenmemis tarimsal topraklarin karbon stoklarimin
karsilastirilmasi: Bir Nusaybin 6rnegi

[lhan Zan ', Erdal Sakin*'
Ozet

Global karbon dongiisiinde, karbon stoklar1 ve dengesi gelecek yiizyilin en 6nemli konulardan biri olacaktir. Bu ¢alisma
Mardin ili Nusaybin il¢esinde bulunan islenmis ve islenmemis alanlarinda organik ve inorganik karbon miktarlar ile stoklar:
hesaplamak ve karsilastirmak amaciyla yapilmustir. Calisma alam toplamda 148 000 m? olup, bunun 30 000 m* mera, 78 000 m’
islenmemis ve 40 000 m? iglenmis alanlardan olugmaktadur. Organik karbon miktarlari; islenmis topraklar 8,07-8,25, islenmemis
topraklart 17,09-22,72, mera alanlari ise 7,64-9,21-10,38 kg C m™ arasinda degismektedir. inorganik karbon miktarlari sirastyla
60,83-64,23, 40,12-44,90 ve 17,90-18,72 kg C m? arasmdadir. Organik karbon stoklart sirasiyla 0,32-0,33, 1,33-1,77 ve 0,23-
0,28 Gg (1 Gg=10%g) arasinda iken inorganik karbon stoklar1 2,43-2,57, 3,12-3,5 ve 0,54-0,56 Gg arasinda saptanmustir. Calisma
bolgesinde mera alanlar ile tarimsal faaliyetlerin diizenli olarak yapildig1 alanlar karsilastirildiginda, islenmis alanlarda organik
maddenin yaklagik % 51,92 oraninda kayboldugu ortaya c¢ikmustir. Maymlardan arindirilmus alanlar ile islenmis alanlar
karsilastirildiginda ise organik maddenin %57,74” si kaybolmustur. Bu kayiplara asir1 siiriim, hasattan sonra alanda kalan bitki
artiklarinin otlatma ile tiiketilmesi ve anizin yakilmasinin sebep oldugu diigiiniilmiistiir. Bélgenin kurak ve yar1 kurak olmasi ve
yagisin yetersiz olmasina ragmen bdlge topraklarinin karbon stoklar1 ve miktarlarinin beklenenden fazla ¢ikmustir. Bu fazlalik
topraklarmn yiliksek kil ve kireg iceriginden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Organik karbon; inorganik karbon; karbon stoklar1

Comparing of carbon stocks the agricultural soils of cultivated and
uncultivated: A case study of Nusaybin

Abstract

In global carbon cycle, carbon stocks and balance will be very important topics in the future century. An objective of this
study was to establish and comparing the organic and inorganic carbon amounts with stocks in the cultivated and uncultivated
lands of Nusaybin district in Mardin town. This areas is occupies about 148 00 m® which is 30 000 m’ pasture, 78 000 m’
uncultivated and 40 000 m? cultivated. Organic carbon amounts is changed in 8.07-8.25 of cultivated, 17.09-22.72 of
uncultivated and 7.64-9.21-10.38 kg C m™ of pasture. Inorganic carbon amounts is between 60.83-64.23, 40.12-44.90 and 17.90-
18.72 kg C m’ respectively. Organic carbon stocks found between 0.32-0.33, 1.33-1.77 ve 0.23-0.28 Gg (1 Gg=10’g) while
inorganic carbon stocks were 2.43-2.57, 3.12-3.5 and 0.54-0.56 Gg, respectively. Cultivation has caused about, losses of organic
carbon from the soil when comparing pasture and cultivated soils 51.92% and 57.74% of uncultivated and cultivated. This is
likely due to intensive cultivation, burning of the residue or removal to feed animals. Carbon amounts and stocks which is
somewhat higher than expected, in spite of arid and semi-arid regions at the studies area. High contents of clay and carbonates
likely reduce the rate of oxidation and therefore, increase the rate of organic carbon amounts and stocks. Soil thickness in the
plains is also unexpectedly high, supporting the view that the soils are organic carbon amounts and stocks.

Keywords: Organic carbon; inorganic carbon; carbon stocks
1. Giris

Toprak organik karbon stoklari, global karbon karbon igerdigi bilinmektedir. Bunun esas nedenleri, organik

dongiisiinde énemli rol oynar ve yeryiiziinde bulunan karbon
stoklarinin en genisi ve dnemlisidir. Tarim topraklan genel
olarak dogal alanlardaki topraklardan daha az organik

! Tarim Gida ve Hayvancilik Bakanligi, Nusaybin ilge Miidiirligii, Mardin,
Tiirkiye

2 Harran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Toprak Bilimi ve Bitki Besleme
Boliimii, Osmanbey Kampiisii, Sanliurfa, Tiirkiye

*Sorumlu yazar E-mail: esakin@harran.edu.tr

karbonun toprak islemesi ile daha hizli pargalanmas: ve
toprak erozyonu ile {ist topragin tagmnmasi ve topraga karbon
girisinin azalmasi [1,2] ve diger faktorlerin etkisiyle olusan
kayiplar oldugu belirtilmektedir. Arazi kullanimlarindaki
degisimler ozellikle yogun agroekosistemler atmosfere 1,7
Pg C salmaktadir [3]. Uygun toprak yonetim pratikleriyle
ozellikle tarim yapilan alanlarda karbon igeriginin
artirilabilecegi arastirmalarla kanitlanmustir [4]. Paustian ve
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ark. [5], tarim topraklarinin karbon stoklama kapasitesi goz
oniine alindiginda artan atmosferik karbonun azaltilmasinda
6nemli bir ara¢ oldugu ve bdylece yillik 0,4-0,9 Pg C
depolanabilecegi belirtmistir.

Kurak ve yar1 — kurak iklim bolgelerinde yiiksek sicaklik
ve fazla oksidasyondan dolayr toprak organik karbonun
(TOK) birikme oram1 yiiksek ayrisma ve pargalanma
nedeniyle diisiiktiir. Bu bolgelerde sulama kosullar1 altinda
TOK’un birikmesinin zor olmast sebebiyle karbonun
inorganik formda baglanmasi kurak ve yar1 kurak bolgelerde
alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak toprak
inorganik karbon (TIK) stoklar1 ile ilgili olarak hala
aciklanamayan pek ¢ok problem ve bilgi yetersizliginden
dolayt da global karbon dongiisiindeki yeri, Onemi ve
6l¢limii goz Oniine bulundurulmamaktadir. Bu tiir bolgelerde
karbon en fazla TIK formunda bulunmaktadir [6].

Global karbon dongiisii gecen 20 yil iginde tiim bilim
dallar1 (biyoloji, jeoloji, okyanus, toprak bilimi vs) icin
onemli bir konu olmustur [7]. Bu oOnem atmosferik
karbondioksit konsantrasyonun uzun donem = Olgim
kayitlarina gére endiistriyel devriminden bu yana %30
oraninda artmasindan kaynaklanmaktadir. Arazi kullamm
yonetimindeki degisikliklerin etkisi %25 olmasina ragmen,
artisin  bilylik boliimii fosil yakitlarmmdan kaynaklandigi
ileriye stiriilmektedir [8,9]. Sakin [10], verilerine gore tarim
tekniklerinin Glineydogu Anadolu Boélgesi topraklarmim
karbon stoklarinin iizerinde etkili oldugu belirtmistir.
Calismalarina gore arazi kullanim sonucu stoklarin yaklagik
%58’inin kayboldugu belirtmistir. Bagsta gelismis {ilkeler
olmak tiizere diinyada bu konuya biiyiik bir Onem
verilmektedir. Tarim  topraklarinda giderek organik
maddenin azaldigi ve bundan dolayr tarim amenajman
tekniklerinin gézden gecirilmesine bilyiik ihtiya¢ oldugu
belirtilmektedir.

Topraklar karasal karbon stoklarinin en biiyligii olup,
karasal karbon miktart vejetasyonun 3, atmosferin 2 kati
kadardir. Topraklar (1 m derinliginde) 1 500 Pg C [11], 1
580 Pg C [12] ve 2 m derinliginde 2 500 Pg C [13] stokuna
sahip oldugu belirtilmektedir. Vejetasyonda 650 Pg C [14],
610 Pg C [12] ve atmosfer 750 Pg C [14], 800 Pg C [12]
karbon icerdigi ifade edilmektedir. Janzen [15], yapmis
oldugu calismasinda 1 m derinligin altinda daha g¢ok
karbonun inorganik formda bulundugu belirtmistir.

Nusaybin. {
2
Tekin 00
o
o \‘f‘
‘ Unnost Sb
3
3 Lile
L
15

Bu ¢alismanin amaci, Mardin ilinin Nusaybin ilgesinde
bulunan islenmis ve islenmemis (mera ve maynli) tarimsal
topraklarin karbon stoklarimin belirlenmesi ve bunlarin
karsilastirilmasidir.

2. Materyal ve metot
2.1. Materyal

Bu calismada Nusaybin ilgesinin 3 km kuzeydogusunda
yer alan Beylik kdyiinde bulunan mera alanlarinda ve
geleneksel tarimin yapildigr alanlar ile Nusaybin- Suriye
arasinda bulunan ve mayinlardan temizlenmis alanlardan
ikiser olmak iizere toplam 6 profil genetik horizonlar (100
cm derinlikte) bazinda agilarak farkli derinliklerden
bozulmus ve bozulmamis toprak ornekleri alinmistir (Sekil
1). Alinan &rneklerde bazi fiziksel ve kimyasal analizlerin
yaninda caligmanin ana konusunu olusturan topraklarin
karbon miktarlari belirlenmistir.

Nusaybin’in yillik ortalama sicakligi 18,9°C’dir. Yaz ve
kis mevsimleri arasindaki ortalama sicaklik farkin yiiksek
olmas1 bu bolgede iklimin karasalligini ortaya koymasi
bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Yaz mevsiminde ortalama
sicaklik 31°C, kis mevsiminde ise 7,2°C’dir. Ozellikle yaz
aylarinda yiiksek sicaklik ortalamalarimin 30°C ve daha fazla
oldugu giin sayis1 Nisan ayindan baslayayip Kasim aymin
basina kadar devam etmektedir.. Nusaybin’de yillik
ortalama yagis 470,2 mm’dir. Yagisin  mevsimlere
dagilimina bakildiginda en fazla yagisin kis mevsimine
diistigii gortilmektedir (%51,8). Kis mevsimini ilkbahar
(%34,9), sonbahar (%12,7) ve yaz mevsimi (%0,6) takip
etmektedir [16].

2.2. Metot

Agilan profillerden alinan drnekler hava kuru sartlarda
kurutulup, 6giittildiikten sonra 2 mm'lik elekten gegirilerek,
numuneler 2 kg’lik plastik kaplarda saklanmustir. Toprak
orneklerinde; Organik karbon yas yakma [17], Tekstiir
hidrometre [18], Katyon degisim Kapasitesi [19], EC
(Doygunluk ¢amurunda) [20], pH (Doygunluk ¢amurunda)
[20], kire¢ (Scheiber kalsimetresi ile) [21], degisebilir
katyonlar [22] ve hacim agirlig1 [23] analizleri yapilmustir.

TURKEY o W

u e el

T e din

— 5
Demintepe

SYRIA

Sekil 1. Calisma alanimin konumu
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3. Bulgular ve tartisma
3.1. Bulgular

Calisma alaninda farkli {ic lokasyondan alman
topraklarin bazi ozellikleri Cizelge 1’°de verilmistir. Buna
gore, topraklar notr ve hafif alkali bir reaksiyona sahip olup,
tuzluluk ve alkalilik problemleri yoktur. Katyon degisim
kapasitesi (KDK) orta ve yiiksek diizeyde bulunmustur. En
yiiksek KDK islenmemis alanlarda tespit edilmistir. Her {i¢
bolgede alman topraklar kil tekstiirliidiir.

Toprak oOrneklerinin hacim agirliklart (HA) 1,26-1,61
Mg m>, organik madde igerigi (OM) % 0,29-3,86, kireg
diizeyleri % 23,21-42,50, organik karbon konsantrasyonlari
0,13-7,67 kg m'z, inorganik karbon konsantrasyonlart 2,93-
21,91 kg C m™ olarak saptanmistir (Cizelge 2). Hacim
agirhiginin en diisiik degeri mera alanlarinda 0-20 cm
derinliginde alinan 6rneklerde, en yiiksek deger ise islenmis
alanlarinda 95-100 cm derinlikte alman &rneklerde tespit
edilmistir. Organik madde igerigi bakiminda en yiiksek
deger islenmemis alanlarda 25-45 cm derinlikte, en diisiik
deger ise islenmis alanlarda 95-10 cm derinlikte alinan
toprak orneklerinde saptanmustir. Kireg igerigi en yiiksek
deger islenmemis alanlarda 0-25 cm, en diisiik deger ise
islenmemis alanlarda 0-25 cm toprak derinliginde alinan
toprak orneklerinde bulunmustur. Organik karbon stoklari
en yiiksek miktar1 iglenmemis alanlarda 45-90 c¢m, en diisiik
miktar ise islenmis alanlarda 95-10 cm toprak
derinliklerinde alinan toprakta belirlenmistir. Inorganik
karbon stoklarinda maksimum deger islenmemis alanlarda
50-90 cm, minimum deger ise 95-10 cm toprak derinliginde
alian 6rneklerde rastlanmustir.

Ucg bolgede farkhi kiiltivasyon kosullar1 altinda alman
toprak oOrneklerinde belirlenen parametreler arasindaki
korelasyonlar Cizelge 3’te verilmistir. Topraklarm HA

Cizelge 1. Calisma alani topraklarinin bazi 6zellikleri

topraklarin %OM ve organik karbon (OK) konsantrasyonlari
ile ¢cok onemli (p<0.01) negatif bir iliski bulunmusken,
inorganik karbon ve kireg igerigi ile 6nemsiz ancak pozitif
bir iliski belirlenmistir. Topraklarin % OM igerigi, kireg
icerigi ile ¢ok 6nemli (p<0.01), inorganik karbon igerigi ile
onemsiz negatif bir iliski saptanmustir.

3.2. Tartisma

Bolgede Harran Ovasinda yapilan g¢alismada 100 cm
toprak derinliginde toplam karbon stoklar1 (organik ve
inorganik) 56,41 Tg C (1 Tg=10" g) saptamus olup, bunun
20,16 Tg’1 TOK, 36,25 Tg’1 ise TIK olarak belirlenmistir.
Ortalama TOK miktar1 en az Akoren serisinde 7,14 Tg, en
fazla Surin serisinde 11,40 Tg seklinde saptanmustir [24].
Karbon stoklarimn diisiik olmasi, iklimin kurak ve yari
kurak olmasi, asir1 kiiltivasyon, anizin yakilmasi veya
hayvan yemi olarak kullamlmasi veya yakacak icin
toplatilmasi nedeni ile topraga karbon girisinin az olmasina
ve TOK’un azalmasma neden oldugu diisiiniilmektedir.
Kiiltivasyon islemleri TOK stoklarini %58 azaltmaktadir
[25]. Giineydogu bolgesinde islenmemis alanlar ile iglenmis
alanlarin karbon miktarlar1 karsilastirildiginda islenmis
alanlarin islenmemis alanlara gére TOK miktarlarinin
yaklasik olarak %58’inin kayboldugu (p<0,01) ortaya
¢tkmustir. Tarimsal alanlar arasinda yapilan degerlendirmede
ise 6nemli bir farkin olmadigi goriilmiistiir. Yapilan siiriim
islemleri  topragin  yapisimt  bozmakta,  erozyonu
hizlandirmakta, oksidasyonu artirmakta ve bdylece TOK
stoklarin1 azalmaktadir. Buna karsin korumali kiiltivasyon
islemleri yukaridaki negatif etkileri azaltmada onemli bir
yontem olabilmektedir. Bu nedenle korumali siiriimii gerek
diinyada gerekse iilkemizde one ¢ikarilmasi gerekmektedir
[10].

Tarimsal Durum pH (Sat. Ekst.)

EC (Sat. Ekst.)

Tekstiir simifi KDK (cmol kg™

Islenmemis 7,70-7,92 0,47-1,10 Killi 21,81-47-75
Islenmis 7,80-8,20 0,31-0,73 Killi 34,32-43,05
Mera 7,80-8,10 0,65-0,70 Killi 27,22-37,14
Cizelge 2. Orneklerin tanimlayici analizlerin kargilagtiriimasi
Toprak Parametreleri Ornek Sayist t df Min. Max. Ortalama Std. Sapma Std. Hata
Ortalamas:
Hacim Agirligi (Mg m™) 21 61,502 20 1,26 1,61 1,44 0,10 0,02
Organik Madde (%) 21 8,305 20 0,29 3,86 2,06 1,14 0,24
Kire¢ Miktar (%) 21 26,439 20 2321 42,50 29,99 5,19 1,13
Organik Karbon (kg m?) 21 7,797 20 0,13 7,67 3,73 2,19 0,47
Inorganik Karbon (kg m'z) 21 10,176 20 2,93 21,91 11,74 5,29 1,15

Cizelge 3. Parametreler arasindaki korelasyon iligkisi

Parametreler Org. Madde (%)  Kireg¢ Miktar1 (%) Org. Karbon (kg m?) Inorg Karbon (kg m?)
Hacim Agirhigi (Mg m™) 0,878 0,566 0,623 0,407
Organik Madde (%) 0,619 0,769 0,385
Kireg Miktart (%) -0,705™ 0,176
Organik Karbon (kg m?) 0,089
#p<0,05, **p<0,01
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Hutchinson ve ark. [26], amz yakmanin 6 yil gibi kisa
bir siirede topraktan karbonun %30 — 50 oraninda ¢ok
onemli kayiplara sebep oldugunu gostermislerdir. Boylece
yiiksek sicaklik, sinirl yarayigl, zayif ve diisiik giibreleme,
bitki artiklar1 yonetimindeki aksakliklardan dolayr diinya
topraklarmim onemli boliimiinde karbon igerigi giderek
azaldigr gozlenmisti. Kuru tarimsal ekosistemlerde
Aridisol, Vertisol, Entisol’lerin oldugu rapor edilmistir [27].
Bu ekosistemlerde kuraklik stresi byiomas iiretimini
sinirlandiran temel degisken iken yetersiz azot ve diisiik
TOK konsantrasyonu diisiik yillik net bitkisel iiretimin
(YNBU) olusmasina neden olmaktadir. TOK yogunlugu (kg
m), iizerine vejetasyon, toprak tekstiirii, arazi pozisyonu,
topragin yikanmasi ve tasinmasi veya riizgar erozyonu /
depolamas: gibi degiskenler etkili oldugu belirtilmistir [2].

Islenmis ve islenmemis alanlarda yapmis olduklar:
calismada, islenmemis alanlarin TOK konsantrasyonlari
(20,32-23,86 kg C m?) iglenmis alanlarin TOK
konsantrasyonlarindan (7,30-9,54 kg C m?) yiiksek, TIK
konsantrasyonlar1 ise (40,1-52,0 kg C m™) daha diisiik
oldugu (59,59-63,80 kg C m™) belirtmislerdir [28]. Mevcut
calismada islenmis alanlarin TOK konsantarsyonlart (8,07-
829 kg C m?) iglenmemis alanlarm  TOK
konsantarsyonlarmdan (17,09-22,72 kg C m?) daha diisiik
cikmugtir.  Islenmis topraklarm TIK konsantarsyonlar
(60,83-64,23 kg C m?), islenmemis topraklann TIK
konsantarsyonlarmdan  (40,12-44,90 kg C m?) daha
fyiiksektir. Mera alanlarinda yapilan calismalarda TOK
konsantarsyonlar1 ~ 7,64-921 kg C m? TIK
konsantarsyonlar1 ise 17,90-18,72 kg C m? olarak tespit
edilmistir.

Post ve Kwon [29], Tarimsal faaliyetlerin yapildig:
alanlarda TOK’un diisiik olmasimin sebebi siiriim sirasinda
toprak agregatlarinin kirilmast ve hasat sonrasi artiklarinin
topraga karistirllmamasinda dolay: topraga giren biyomasin
azlig1 sebep gostermislerdir. Dogal alanlarin tarim alanlarina
doniistiiriilmesi de topraktan global TOK kayiplarina neden
olmaktadir. Guo ve Gifford [30], ¢ayirlarin orman alanlarina
donistiiriilmesi  durumunda TOK’un artmasina neden
olacagini belirtmis ancak bunu orman tipi ve yagisla
iliskilendirmistir.

Sonug itibariyle diinyada yapilan pek ¢ok ¢alisma [31-
35] ile bizim yaptigimiz ¢alisma arasinda benzer sonuglar
elde edilmistir. Benzer iklim ve cevre kosullari altindaki
benzer topraklarin karbon stoklar1 benzer olmaktadir.

Bolge topraklarinimn killi ve kirecli olmast TOK stoklar:
acisinda olumlu bir parametre olarak goriilmektedir. Killi ve
kiregli topraklarda karbon organo — mineral komplekslerine
doniiserek toprakta daha uzun siire kalmaktadir [36].
Topraklarin ~ agir  biinyeli olmast oksidasyonu
yavaslatmaktadir. Kil artikca agregasyon artmaktadir.
Ayrica yiiksek kesimlerden ovalara siirekli organik maddece
zengin {ist topragin taginmasi ve birikmesi TOK stoklarinin
artmasina neden oldugu tahmin edilmektedir. Kum veya
kum tekstiiriine yakin alanlarda TOK diigiik ¢ikmaktadir
[10].

4. Sonug ve oneriler

Calisma bolgesinin topraklar killi ve kirecli olusu TOK
stoklarinin fazla olmasina neden olmustur. Topraktaki
karbon kil ve kiregle birleserek organo — mineral
komplekslere doniiserek topraklarda daha uzun siire
kalmasina neden olmaktadir.

Calisma bolgesinde mera alanlart ile tarimsal faaliyetin
diizenli olarak yapildig1 alanlar karsilastirildiginda organik
maddenin yaklagik % 51,92 oraninda kayboldugu ortaya
¢tkmaktadir. Mayinlardan armdirilmis alanlar ile islenmis
alanlar karsilastirildiginda, islenmis alanlarda organik
maddenin %57,74’ si kaybolmaktadir.

Bolge topraklar fiziki olarak sigsme biiziilme 6zelligine
sahiptir. Topraklarin kire¢ oranlarinin yiiksek olmasi ise bu
sisme ve biiziilmeyi onledigi gibi topraklarda alkalilesmeyi
de durdurdugu diistiniilmektedir.

Islemeli tarimin toprak organik karbon miktar ve
stoklarin1 olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Toprak islemesi
yapilirken topraklarda gereginden fazla ve bilingsizce agir
stirlimiin  yapilmas1 toprak organik stoklar1 icin bir
dezavantajdir. Topraklarda yapilan agir siiriimiin topragin
yapisi bozmakla beraber oksidasyonu ve erozyonu
hizlandirmakta, toprak organik karbon stoklarinin ve bitki
besin elementlerinin yok olmasina sebebiyet vermektedir.

Tarimsal faaliyetin yapildig1 alanlarda korumali siiriim
teknikleri  kullamilarak  bitki  artiklar1  ve  amizlar
korunmaktadir. Korunan bu bitki kalintilar1 topraklarin
yiizey kismini kaplayarak malg gorevi goriirler. Topraktan
suyun depo edilmesini saglayarak suyun depolanmasini
saglar. Toprak organik karbonun pargalanmasini azaltir. Bu
sebeple korumali toprak tekniklerinin {ilkemizde gelistirilip
yayginlastirilmasi gerekmektedir.

Calisma bolgesi topraklarmmin  killi tekstiire sahip
olmalar1 toprak organik karbon birikmesi agisindan
onemlidir. Killi topraklarda havalanmanin az olmasi
oksidasyonun da diisiik olmasimin saglamaktadir. Bolgede
iklimin sicak olmasi birikimin fazla birikmesine engel teskil
etmektedir.
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Purification and characterization of glutathione reductase from
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) erythrocytes

Pmar Guller ', Aysegul Baymndir |, Orhan Erdogan ', Mehmet Ciftci*?
Abstract

Glutathione reductase is a key enzyme in glutathione metabolism and very important for antioxidant system in metabolism.
Therefore, in this study rainbow trout (oncorhynchus mykiss) erythrocytes glutathione reductase was purified with a fast and
simple purification procedure and investigated some kinetic properties of enzyme. The enzyme was purified with DEAE-
Sephadex ion exchange, 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity and Sephadex G-150 chromatics methods and enzyme purity was
controlled by SDS-PAGE. For the enzyme, optimum pH, optimum temperature, optimum ionic strength, and stable pH were
found to be 8.0, 60 °C, 160 mM, and 7.5, respectively. The molecular weight of the enzyme was found to be ~131 kDa by
Sephadex G-200 gel filtration chromatography and the subunit molecular weight was found to be ~70 kDa SDS-PAGE. In
addition, Ky, values for NADPH and GSSG and Vayqpp Were determined to be 0.022 mM, 0.54 mM and 0.0648 U/mg-protein
respectively. Rainbow trout erythrocytes GR enzyme was isolated and characterized for the first time.

Keywords: Glutathione reductase; rainbow trout; purification

Glutatyon rediiktaz  enziminin  alabahk
eritrositlerinden saflastirilmasi ve karakterizasyonu

(Oncorhynchus  mykiss)

Ozet

Glutatyon rediiktaz enzimi, metabolizmada antioksidan sistem ve glutatyon metabolizmasi i¢in kilit bir enzimdir. Bu
oneminden dolay1 bu ¢alismada alabalik eritrositlerinden ilk defa etkin ve basit bir saflagtirma metodu kullanilarak saflagtirildi ve
bazi kinetik 6zellikleri arastirildi. Enzim DEAE-Sephadex iyon degisim, 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite ve Sephadex G-150
kromatografi metotlar ile saflastirilarak enzim safligi SDS-PAGE ile kontrol edildi. Enzim i¢in optimum pH, optimum sicaklik,
optimum iyonik siddet ve stabil pH sirasiyla 8,0, 60°C, 160 mM, ve 7,5 olarak hesaplandi. Enzimin tabii molekiil kiitlesi
Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi ile ~131 kDa, alt birimlerinin molekiil kiitlesi ise SDS-PAGE ile ~70 kDa olarak
bulundu. Ayrica NADPH ve GSSG i¢in Ky degerleri sirastyla 0,022 ve 0,0648 mM, V,,, degeri ise 0,0648 U/mg-protein olarak
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz; alabalik; saflagtirma
1. Introduction

As can be seen from the above literature review GR
enzyme is very important. It has been purified from many

Glutathione reductase (GR) enzyme (Glutathione:
NADP+ oxidoreductase, E.C.1.8.1.7; GR) converts

glutathione disulfide (GSSG) to reduced glutathione (GSH).
It is a member of the flavoenzymes group. GR enzyme plays
a critical role in keeping a high percentage of
[GSH)/[GSSG] [1]. GSH is the main non-protein sulthydryl
compound in every organism. Research has shown that GSH
is a part of the completion of peptide synthesis and protein
organization in the formation of the deoxyribonucleotid
precursors of DNA, in keeping sulfhydryl groups in the cell
peptides as well as in the conservation of the cells from
radicals and ROS, such as O,., .OH and H,0, [2].

!Faculty of Science, Ataturk University, 25030 Erzurum, Turkey
?Faculty of Science and Arts, Bingol University, 12000 Bingol, Tiirkiye
*Corresponding author E-mail: mciftci@bingol.edu.tr

different sources, such as rat liver [3,4], calf liver [5], gerbil
liver [6], human erythrocytes [7,8], bovine erythrocytes [9],
porcine erythrocytes [10], sheep brain [11] and rainbow
trout liver [12], and some of its characteristic properties
have been established.

This flavin enzyme is essential for reduction of
glutathione disulfide (GSSG) to the reduced form (GSH),
necessary for protection of cells against oxidative stress as
an antioxidant. For this reason this enzyme was purified
from rainbow trout (oncorhynchus mykiss) erythrocytes and
investigated some kinetic properties.

Also, to the best of our knowledge, there is no report in
the literature on the purification and characterization of GR
enzyme from rainbow trout erythrocytes.
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2. Material and methods
2.1. Materials

2', 5'-ADP Sepharose 4B was obtained from Pharmacia.
All other chemicals were obtained from either Sigma-
Aldrich or Merck.

2.2. Fish husbandry and maintenance

The rainbow trout (n: 10) used in the research were ripe,
about 3-4 years-old, and had with an average weight of 1.5-
2.0 kgs. Water temperature was 9 + 2 °C during the research.
Samples were collected according to the technique for
collection of samples specified by Ciftci et. al. [13].

2.3. Preparation of hemolysate

Blood tissue was obtained from the caudal vein of fish
using a 5 mL plastic injector. It was then, transferred into
Vacuntainer® tubes (heparinized 5 IU/mL) and centrifuged
at 2,500 xg for 15 minutes. Next, the plasma was removed
from the tube. Erythrocyte pellets were washed with KCI
solution (0.16 M) approximately three or four times. The
samples were then, re-centrifuged at 2,500 xg and
supernatant was removed. The erythrocytes were hemolysed
with 4-5 volumes of ice-cold water and centrifuged (at 4 °C,
10,000 xg) for 40 minutes to remove the cell membranes
[13].

2.4. Ammonium sulphate fractionation and dialysis

Ammonium sulphate precipitation was used to obtain
the partial purification between 0-20%, 20-30%, 30-40%,
40-50%, 50-60%, 60-70% and 70-80%. The mixture was
centrifuged at 5,000 xg for 15 minutes and sediment was
dissolved in a 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5), while the
enzyme activity was identified both in supernatant and
sediment each time. At the end, the enzyme solution was
dialyzed at 4 °C in 10 mM Tris-HCI buffer + ImM EDTA
(pH 8.5) for 2 hours [13].

2.5.  Purification of GR by ion
chromatography

exchange

Ion-exchange chromatography material was prepared by
DEAE-Sephadex. It was then equilibrated and washed with
a 50 mM Tris-HCI buffer containing ImM EDTA and 1mM
DTT (pH 8.5). The flow velocity for washing and
equilibration was set by a pump at 20 mL/h. The ammonium
sulphate sample was then loaded on an ion exchange column
and the gel was washed with the same buffer until the
absorbance of the eluate at 280 nm was lower than 0.05.
Proteins were eluted with a gradient of KCI ranging from 0
to 2 M in a 50 mM Tris-HCI buffer containing ImM EDTA
and 1mM DTT (pH 8.5) at the flow rate of 20 mL/h. Elutes
were gathered in 2 milliliter tubes. Activity and absorbance
were separately calculated at 340 nm and 280 nm
respectively in the elute tubes. Then, the tubes that displayed
action were collected. All of the studies were conducted at 4
°C [14].

2.6. 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography

The enzyme sample obtained previously was loaded
onto the 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity column, and then
the column was washed with a 50 mM K-phosphate buffer
containing 1 mM EDTA, 1 mM DTT (pH 7.3). The washing
procedure lasted until the last absorbance difference reached
0.05 at 280 nm. Then the enzyme was eluted with 50 mM

KH,PO, buffer containing 1 mM EDTA, 1mM GSH and 0.5
mM NADPH (pH 7.3). Finally, active tubes were collected
and dialyzed with an equalization solution. All of the
experiments were performed at 4 °C [6,10].

2.7. Sephadex G-150 gel filtration chromatography

The enzyme purified from 2', 5-ADP Sepharose 4B
affinity chromatography was loaded on to Sephadex G-150
column. Thus NADPH was removed from the enzyme
solution. The Ky, constants for GSSG and NADP® and
Vimaxapp Value were determined by this enzyme sample.

2.8. Activity determination

The Enzyme activity was determined
spectrophotometrically with a Shimadzu Spectrophotometer
UV-(1208), at 25 °C, according to the method of Carlberg
and Mannervik [14]. One enzyme unit (U) was defined as
the enzyme amount reducing 1 pmol NADP" per 1 minute at
25 °C.

2.9. Protein determination

Quantitative  protein  determination was started
spectrophotometrically at 595 nm according to Bradford’s
method, with bovine serum albumin being used as a
standard [15].

2.10. SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE)

SDS-PAGE was performed according to Laemmli’s
method in order to check the purity of the enzyme [16]. The
acrylamide concentrations of the stacking and the separation
gels were 3% and 8%, respectively, including 0.1% SDS.

2.11. Stable pH determination

In order to calculate stable pH, equal volumes of the
buffers (K-phosphate at pH of 6.5, 7.0, 7.5 and 8.0, and Tris-
HCl at pH of 7.5, 8.0, 8.5 and 9.0) and purified enzyme were
stirred and preserved in a refrigerator (4 °C). Enzyme
activity was determined once everyl2 hours.

2.12. Optimum pH determination

In order to obtain optimum pH, K-phosphate, Tris-HCI
and glycine-NaOH buffers were used within the pH value of
5.5108.0; 7.5 t0 9.0, and 8.5 to 10, respectively.

2.13. Optimum temperature determination

In order to obtain the optimum temperature, enzyme
activity was determined in the temperature range from 0 °C
to 80 °C. The desired temperature was obtained through a
Polyscience bath (model 9105).

2.14. Ionic strength determination

In order to obtain the optimum ionic strength, enzyme
activity was conducted using various concentrations of K-
phosphate buffer, pH 8.0 ranging from 10 to 1000 mM.

2.15. Molecular weight determination
2.15.a. Sephadex G-150 gel filtration

The molecular weight of the enzyme was obtained
according to Andrew’s method [17]. Bovine erythrocyte

carbonic anhydrase-I (29 kDa), bovine serum albumin (66
kDa), yeast alcohol dehydrogenase (150 kDa), and sweet
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potato B-amylase (2000 kDa) were used as standards
(Sigma: MW-GF-200).

2.15.b. SDS-PAGE

The sub-unit of enzyme calculation was conducted by
SDS-PAGE. Bovine serum albumin (85 kDa), ovalbumin
(50 kDa), carbonic anhydrase (35 kDa), and beta-
lactoglobulin (25 kDa) were used as standards (Thermo
Scientific: 26612).

3. Results

In this study, the rainbow trout erythrocytes GR enzyme
was isolated and characterized. The purification procedure
was carried out by the hemolysate preparation, DEAE-
Sephadex ion exchange chromatography, 2', 5'-ADP
Sepharose 4B affinity chromatography and Sephadex G-150
gel filtration chromatography. Enzyme was purified with a
specific activity of 0.3656 U/mg protein, a yield of 24.79%
and a purification coefficient of 988. Finally, purity of
enzyme was checked by SDS-PAGE (Figure 1).

Figure 1. Purification control of GR from the Sephadex G-
150 column by SDS-PAGE (Line 1: Standard proteins, line
2: GR from affinity column

The molecular weight of the subunits of enzyme was
calculated as ~70 kDa. The molecular weight of the enzyme
was also determined by gel filtration as ~131 kDa. Optimal
pH of GR has been determined as 8.0 using 100 mM K-
phosphate (Figure 2).
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100 - —s—TrisHCl
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Figure 2. pH-Activity graph as a result of optimum pH
studies of rainbow trout erythrocytes GR

The optimal ionic strengths were determined as 160 mM
K-phosphate for rainbow trout erythrocyte GR (Figure 3).
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Figure 3. Optimum ionic strength for rainbow trout
erythrocytes GR using different concentrations of KH,PO,
buffer solutions

When the stable pH profile of the enzyme was examined
it was seen that the enzyme showed a maximum activity of
100% at the end of 3.5 days in a 100 mM Tris-HCI buffer
(pH 7.5). The enzyme was seen to show the highest activity
at 60 °C (Figure 4).
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Figure 4. Temperature- Activity graph for determining the
optimum temperature of rainbow trout erythrocytes GR

The Kyppp values for NADPH and GSSG and Viyaxapp
were determined to be 0.022 mM, 0.54 mM, 0.0648 U/mg
from Figures 5 and 6 respectively.

200 -100 0 100 200 300
1/[NADPH] mM

Figure 5. Lineweaver—Burk graph of five different NADPH
concentrations (0.01, 0.02, 0.03, 0.07 and 0.1 mM) with a
fixed GSSG concentration (0.2 mM) for determining Kyapp
and Vi,axapp values
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Figure 6. Lineweaver—Burk graph of five different GSSG
concentrations (0.2, 0.24, 0.34 and 0.4 mM) with a fixed
NADPH concentration (0.02 mM) for determining Ky
value

4. Discussion

The undesirable biologic effects of oxidative agents,
such as free radical and reactive oxygen species (ROS), are
removed by enzymatic and non-enzymatic antioxidant
defence systems. Many enzyme systems, such as glutathione
reductase, glutathione peroxidase, glutathione S-transferase
(GST), superoxide dismutase, catalase, aldoketoreductase
and DNA repair enzymes, enhance enzymatic defense. Non-
enzymatic antioxidant defence systems include many
different agents, such as vitamins, transferrin,
ceruloplasmin, lactoferrin, wuric acid, taurine, GSH,
cysteamine, cysteine and thioredoxin [19].

Glutathione reductase catalyzes the reduction of GSSG
in the presence of NADPH, which is produced in the
pentose phosphate metabolic pathway by glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PD) and 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6PGD). The GSH is a product of the
reaction catalyzed by glutathione reductase. GSH-related
enzyme system is one of the most important protective
systems in cells. Reduced glutathione is wused in
detoxification of xenobiotics, as a protection of the thiol
groups of intracellular proteins, in scavenging of H,0, and
other organic peroxides, and as a counteraction of oxidative
events. The first step, in the detoxification of xenobiotics,
consists of GSH conjugates owing to its high nucleophilic

Table 1. Purification steps of glutathione reductase enzyme

potency. These reactions are catalysed by glutathione
transferases (GSTs) [20]. These conjugates can be further
metabolised into the corresponding cysteine conjugates.
Cysteine conjugates can also be N-acetylated to yield
mercapturic acids [21]. In the other reaction of glutathione,
disulphides present in the proteins are also converted into
thiols by trans hydrogenates. In these reactions, GSH is
converted to GSSG, where its high concentrations can also
cause inhibition of some enzymes including protein
synthesis [22].

In this study, the rainbow trout erythrocytes GR enzyme
was isolated and characterized for the first time. The
purification procedure was then, carried out by the
hemolysate preparation, DEAE-Sephadex ion exchange
chromatography, 2, 5-ADP Sepharose 4B affinity
chromatography and Sephadex G-150 gel (filtration
chromatography. After the four consecutive steps were
accomplished, the enzyme was purified from hemolysate.
During the washing procedure, both absorbance and activity
of samples were measured spectrophotometrically at 280
and 340 nm, respectively. Table 1 shows the purification of
enzyme characterized by a specific activity of 0.3656 U/mg
protein, a yield of 24.79% and a purification coefficient of
988.

Finally, the obtained highly pure enzyme exhibited a
single band on SDS-PAGE (Figures 1). These results reveal
that the procedure used in the purification is good enough to
be used in other studies. Another advantage of this
procedure is that a shorter experimental time is needed
(approximately 18 to 19 hours).

Figure 1 exhibits the SDS-PAGE applied for the
determination of purity and molecular weight of the enzyme.
A high purity for the enzyme has been obtained. The
molecular weight of the subunits of enzyme was calculated
as ~70. The molecular weight of the enzyme was also
determined by gel filtration as ~131 kDa. The two molecular
weights were different from each other, suggesting that the
enzyme was a homodimer in active state. GRs of different
origin have similar molecular weight as follows: 65 kDa
(homodimer) 52 kDa (homodimer) and 55 kDa (homodimer)
from turkey liver, rainbow trout and mouse liver by gel
filtration and SDS-PAGE, respectively [12,23,24].

Optimal pH of GR has been determined as 8.0 using 100
mM K-phosphate (Fig. 2). The pH determined was different
from that in previous studies [9,24,25] although it was the
same as the rainbow trout liver GR [12]. The optimal ionic

Purification step  Activity Total Protein Total Total Specific  Yield Purification
(EU/mL) volume (mg/mL) protein activity activity (%) factor
(mL) (mg) (EU/mL) (EU/mg)
Haemolysate 0.0240 16 64.9500 1039.130 0.384 0.00037 100 1
Ammonium sulfate
precipitation 0.0480 7 11.2500 78.760 0.336 0.00430 87.50 11.620
(40-65%)
DEAE-Sephadex 0.0053 22 0.8610 18.960 0.116 0.00610 30 16.480
2, 5'- ADP
Sepharose 4B
A 0.0080 15 0.0197 0.295 0.121 0.40900 31.51 1,105
affinity
chromatography
Sephadex G-150 0.0068 14 0.0186 0.2604 0.095 0.36560 24.79 988
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strengths were determined as 160 mM K-phosphate for
rainbow trout erythrocyte GR (Fig. 3). This result is
different from rainbow trout liver GR [12], bovine
erythrocyte GR [9] and turkey liver GR [24]. The stable pH
profile of the enzyme was able to be determined at six
different pHs using 100 mM Tris-HCI and 100 mM K-
phosphate buffers. The enzyme showed a maximum
activity of 100% at the end of 3.5 days in a 100 mM Tris-
HCI buffer (pH 7.5). The enzyme was seen to show the
highest activity at 60 °C (Fig. 4) in a study of temperatures
between 0-80 °C in vitro conditions. Optimal temperatures
of GRs purified from a variety of sources were found
between 10 °C and 50 °C [12,24,25,26]. The optimum
temperature shows that the enzyme is more resistant to
denaturation. Generally, enzymes lose their activities above
50 °C. This situation may be considered as an advantage for
this enzyme in vitro condition. The optimum temperature
for trout liver GR enzyme was found to be 10 °C [12]. On
the contrary, the optimum temperature for trout
erythrocytes GR enzyme was found to be 60 °C in this
study. The reason of this difference is the probability of
being isoenzyme.

The Ky, values for NADPH and GSSG and Viaxapp
were determined to be 0.021 mM, 0.54 mM, 0.0648 U/mg
from Figures 5 and 6 respectively. The Ky, for GSSG is
higher than that for NADPH, suggesting the higher affinity
of GR to NADPH when compared with GSSG. These
Kyapp Vvalues are different from those obtained in bovine
liver [25], mouse liver [23], bovine erythrocyte [9],
rainbow trout liver [12], sheep liver [27] and turkey liver
[24].
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Sigirlarda ana yasinin siit biyokimyasal parametreleri iizerine etkisi

Tolga INAL !, Murat CIMEN*'

Ozet

Bu calismanin amaci siit sifirlarinda anne yasinin siit biyokimyasi iizerine etkisini aragtirmaktir. Veriler benzer laktasyon
donemindeki 20 adet Holstein ki sifirdan elde edilmistir. Toplam yag, protein, laktoz ve pH gibi tiim siit biyokimyasal
parametreleri yedi yas ve altindaki grup ile yedi yas iistii grup arasinda farklt bulunmamustir. Bu aragtirmanin sonuglarina gore
stit sigirlarinda anne yasi; toplam yag, protein, laktoz ve pH seviyelerine etki etmemistir.

Anahtar Kelimeler: Siit; biyokimyasal parametre; sigir; yas

The effect of dam age in dairy cattle on milk biochemical parameters

Abstract

The objective of this study is to investigate the effect of dam age in dairy cattle on milk biochemistry. The data were obtained
20 Holstein cows in similar lactation period. All biochemical parameters such as total fat, protein, lactose, pH levels did not
differ between under seven and seven years group and older group. According to the results of this research, the dam age in dairy

cattle has not influence milk total fat, protein, lactose and pH levels.

Keywords: Milk; biochemical parameter; cow; age

1. Giris

Cogu  Avrupa  ilkesinde  siitiin  fiyatinin
belirlenmesinde bakilan ilk kriter siitin miktarindan ¢ok
biyokimyasal parametreleri olmaktadir. Ciinkii  siit
parametreleri gerek ekonomik dneme sahip olmasi, gerekse
de AB iilkelerinde siit yagi gibi parametrelerin destek
kapsaminda olmasi gibi nedenlerden dolayr vazgecilemez
bir éneme sahiptir [1]. ABD ve Avrupa iilkelerinde siitiin
fiyatinin olugmasini saglayan mekanizmalarda siitteki kuru
madde, yag ve protein icerigi geleneksel olarak dikkate
alinmakta ve &zellikle siit tozu, tereyagi (siit yagi), peynir
(stit gergek protein diizeyi) fiyatlar1 ve ham siit fiyatlariin
belirlenmesinde dikkate alinmaktadir [2]. Siit biyokimyasal
faktorleri iizerine hayvansal ve cevresel faktorlerin 6nemli
derecede etkisi bulunmaktadir [3]. Zaten biyokimyasal
parametre degisimini belirleyen etkenler hayvansal ve
cevresel faktorlerden ibarettir. Hayvan yasi da hayvansal
faktorler arasinda siit biyokimyasal parametrelerine etki
eden bir unsur olarak ele alinip degerlendirilmelidir [4]. Bu
bilgiler 15181inda Tunceli ilinde yetistirilen siit sigirlarinda siit
parametreleri bakimindan farkli yas gruplart arasinda
farkliliklarin olup olmadigini gérmek amaciyla bu arastirma
planlanmistir.

" Tunceli Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii,
Tunceli, Tiirkiye

*Sorumlu yazar E-posta: mcimen@tunceli.edu.tr

2. Materyal ve metot

Tunceli ili Merkez ilgede yiiriitiilen arastirmada 3-7 ve
7-9 yas araligindaki Holstein 1rki sigirlarda siit parametreleri
ele alinmistir. Arastirmada 7 yas ve oncesi (3-7) ile 7 yas
sonrasi (7-9) olarak iki yas grubu olusturulmasinin temel
nedeni devletin biiyilkbag hayvan siit sigirlart icin yasam
sigortas1 olarak 7 yas s koymus olmasidir [5].
Arastirma verileri her bir grupta 10 ar adet olacak sekilde 20
adet sigirdan elde edilmistir. Hayvanlardan Aralik ayinin ilk
3 haftas1 boyunca her haftanin son giinii siit numuneleri
alinarak, Funke Gerber Lactostar,3510 analiz cihaz
yardimiyla siit parametreleri belirlenmistir. Herhangi bir
kimyasal madde kullamlmadan 10 ml. kadar bir siit drnegi
numune kabina konulup, 90 saniye sonra cihazdan ilgili
degerler okunmustur. Ug hafta boyunca degerlerin elde
edilerek her bir hafta i¢cin ayr1 ayr1 karsilastirilma
yapilmasinin nedeni biyokimyasal parametrelerde gruplar
arasinda goriilebilecek farkliklarda tek bir haftaya bagh
kalinmamasi ve en az 3 tekerriirli hafta seklinde
farkliliklarin belirlenerek bulunacak sonuglara giivenilirligin
artirllmasina galigiimasidir.

2.1. Siit analizi
Siit numunesi aliirken numunenin tiim kitleyi temsil

etmesi istenmektedir. Bunun i¢inde meme birkag kez disari
sagilmis ve daha sonra steril numune kaplarina her meme
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parmagindan esit seviyede sagim sayisi olacak sekilde 50
ml. kadar siit elde edilmistir. Sagildig1 hayvanin numarasini
tagtyan numune kaplari agzi kapatildiktan sonra analiz
yapabilmek amaciyla hizli bir sekilde laboratuvara
alinmustir. Analize gegmeden once cihaz 2 sefer saf su ile
yikanmis, bir kere bos ¢alistirilmis ve her numune kabindan
10 ml cihazin numune kabina alinip cihaza okutulmustur. 90
sn i¢inde okunan degerler not almmistir. Numune kab1 saf su
ile durulanmp kurutulmus ve biitiin numune kaplart igin ayni
islem sirayla uygulanmustir. Siitiin pH degerleri el tipi pH-
metre (Thermo Orion 3 Star) ile okunmustur. 3 hafta
boyunca haftada 20 adet sigirdan 1’er adet siit numunesi
alinarak toplamda 60 numunenin pH degerleri pH-metre ile
okunmustur.

2.2. istatistiki analizler

Arastrmada  farkli  yas gruplart  arasinda  siit
biyokimyasal parametreleri bakimindan farkliliklarin
belirlenmesinde Bagimsiz iki o&rnek T-testi analizinden
yararlanilnustir [6]. Tlgili analizin yapilmasinda SPSS 18.00
paket programi kullanilmistir [7].

3. Arastirma bulgular ve tartisma

Arastrmada  farkli  yas gruplart  arasinda  siit
parametreleri bakimindan farklhiliklart ortaya koymak
amaciyla bagimsiz iki ornek T-testi analizi yapilmustir.

Cizelge 1’de haftalik yag analiz sonuglar1 gériilmektedir.

Cizelge 1. Aralik ay1 haftalik siit yag analizi (%)

Aralik 3-7 yas grubu 7 yas istii grup

1. Hafta 34413 £0,050 OS 341940060 OS
2. Hafta 3,4300 £0,053  0OS 34431£0062  OS
3. Hafta 34136 £0,011  OS 3,4125+0,039 OS

0OS Onemsiz (p>0,05)

Cizelge 1’den de goriildiigii gibi 1., 2. ve 3. haftalarda
elde edilen siitlerde yag icerigi bakimindan farkli yas
gruplart1  arasmnda  Snemli  istatistiki  farkliliklara
rastlantlmamustir (p>0,05). Yildirim ve ark. [8]'nin farkli
yaslara sahip sigirlarda siit yag parametreleri arasinda
farklilk goriilmedigini bildiren ¢aligmalari  arastirma
sonuglarimizit destekler mahiyettedir. Ayrica aragtirmada
bulunan siit yag ortalamalart Koneko ve ark [9]’nin sigirlar
icin bildirdigi normal siit yag degerleri ile uyum iginde
bulunmustur. Cizelge 2’de protein degerlerine ait
ortalamalar goriilmektedir.

Cizelge 2. Aralik ay1 i¢in haftalik protein analizi (%)

Aralik 3-7 yas grubu 7 vas istii grup
1 Hafta 3,2794+0,033  OS 3,2718 £ 0,035
2. Hafta 3,2491+£0,040  OS 3.2416+0,032
3. Hafta 3,1219+£0,032  0OS 3,1271+0.,072

0OS Onemsiz (p>0,05)

Cizelge 2’ye bakildiginda 1,2 ve 3.hafta elde edilen
siitlerde  protein igerigi bakimindan gruplar arasinda
istatistiki farkliliklara rastlanilmadigy dikkati ¢ekmektedir
(P>0,05).

Cizelge 3’e¢ bakildiginda tiim haftalarda elde edilen
laktoz igerigi bakimindan gruplar arasinda istatistiki
farkliliklara rastlanilmamigtir (P>0,05).

Cizelge 3. Aralik ay1 i¢in haftalik laktoz analizi (%)

Aralik 3-7 yas grubu 7 vas ustii grup
1 Hafta 48172 £ 0,051 OS 48681 +0,043
2. Hafta 44252 £0.052  OS 43683 +0.031
3. Hafta 4.6366 +0.042  OS 4.6282 +0,082

0OS Onemsiz (p>0,05)

Cizelge 4’den de goriildiigii gibi elde edilen pH
icerikleri bakimmdan tiim haftalarda gruplar arasinda
istatistiki farkliliklara rastlanilmamustir (P>0,05). Yildirim
ve ark. [8]’nin farkli yaslara sahip sigirlarda siit pH degerleri
arasinda farklihik  goriilmedigini  bildiren caligmalar1
arastirma sonuglarimizi destekler mahiyettedir.

Cizelge 4. Aralik ay1 i¢in haftalik ph analizi

Aralik 3-7 vas grubu 7 vas ustii grup
1 Hafta 6.8171 £0.087 OS 6.7075 £0.072
2. Hafta 6.6965 £0.035  OS 6.7363 + 0,044
3. Hafta 6.6434 £0.034  OS 6.6643 +0.052

0OS Onemsiz (p>0,05)
4. Sonuglar

Arastirma sonuglarina bakildiginda yas gruplan arasinda
siit  biyokimyasal parametrelerinin  benzer  oldugu
goriilmiistiir. Dolayist ile ana yas1 farkhiligimn siit
sigirlarinda siit biyokimyasal parametreleri iizerinde 6nemli
bir etkiye sahip olmadig: sdylenebilir. Ancak konu ile ilgili
kesin yargilara varabilmek i¢in yapilan bu ¢alismaya benzer
sekilde farkli sigir irklart iizerinde yapilacak yeni
caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
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Kursun uygulanan ratlarda lipit peroksidasyon uizerine ¢orek otu
tohumunun antioksidan etkileri*
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Ozet

Bu arastirmada kursun (Pb) verilen ratlarda kanda GSH-Px, katalaz aktiviteleri ile MDA, GSH, E vitamini, A vitamini ve -
karoten diizeylerine ¢orek otu tohumunun verilmesi ile olusacak degisikliklerin belirlenmesi amaglanmigtir. Arastirmada 40 adet
(4 grup (n=10)) rat kullanildi. 1. Grup kontrol grubu, 2. Grup Kursun, 3. Grup Kursun + % 2 ¢orek otu tohumu ve 4. Grup
Kursun + % 5 ¢orek otu tohumu seklinde diizenlendi. Uygulama 6 hafta siirdii. Uygulama sonrasi eritrositte MDA, GSH diizeyi
ve GSH-Px, katalaz aktiviteleri ile plazma E vitamini, A vitamini ve B-Karoten diizeyleri 6l¢iildii. Kontrol grubuna kiyasla
kursun grubunda MDA diizeyi yiiksek; GSH, katalaz ve vitamini E diizeylerinin diisiik oldugu gézlendi. Kursun + % 2 ¢érek otu
tohumu verilen grup ile kursun verilen grubu kiyasladigimizda MDA diizeyinin 6nemli 6lgiide diigiik oldugu, kursun + % 5 ¢orek
otu tohumu verilen grup ile kursun verilen grubu kiyasladigimizda MDA diizeyinin diisiik; GSH, vitamin E diizeyi ile katalaz
aktivitesinin yiiksek oldugu belirlendi. Vitamin A, p-Karoten ve GSH-Px diizeylerinde tiim guruplar arsinda énemli bir farkliligin
olmadig1 gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Corek otu tohumu; kursun; MDA; antioksidan; rat

Antioxidant effect of nigella sativa seed on lipid peroxidation in lead
administered rats

Abstract

The aim of this study is to determine the effects of orally administered Nigella Sativa seed on MDA, GSH, GSH-Px, CAT,
vitamin A, vitamin E and B-carotene in lead exposed rats. In this study fourty adult rats were used. The rats were randomly
divided into four groups and treated as follows: Group 1: Control; Group 2: Pb administered; Group 3: Pb + 2% Nigella sativa
seed; Group 4: Lead + 5% Nigella sativa seed. The study was lasted for 6 weeks. At the and of the study, blood samples
collected and determined levels of MDA, GSH, vitamin A, vitamin E and fB-carotene and activities of GSH-Px, CAT. MDA
levels were found to be higher and GSH, CAT and vitamine E levels were found to be lower in Pb treated group than control
group. MDA levels were found to be significantly lower Pb + 2% Nigella sativa seeds group compared with Pb treated group.
MDA levels were found to be lower and GSH, CAT and vitamine E levels were found to be higher in Pb + 5% Nigella sativa
seeds group when compared to Pb treated group GSH-Px activity and vitamin A and B-carotene levels were found no significant
difference in among all groups.

Keywords: Nigella sativa seed; lead; lipid peroxidation; antioxidation; rat

1. Giris

Kursun canli organizma igin toksik diizeyi yiiksek olan
bir metaldir. Giinlimiizde endiistri alaninda yaygin sekilde
kullanilan 6zellikle petrol, boya, pil, elektronik, taki ve
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oyuncak sanayisinde kullanilmakta ve bunun sonucu olarak
yasadigimiz ortami tehdit eden agir metal kirlenmenin
énemli bir bolimiinii  olusturmaktadir [1,2]. Insan
beslenmesinde kullanilan konserve gidalarin saklanmasi,
igme sular1 ve motorlu araglar tarafindan eksoz dumani ile
disar1 atilmast ve bunun canllar tarafindan solunmasina
bagli olarak gerek hayvanlar ve gerekse insanlarda olumsuz
yonde etkisi bulunmaktadir [3]. Pb’un, insan ve hayvanlarda
giiclii bir neurotoksik etkiye sahip oldugu [4] ve Ozellikle
yeni doganlarda zihinsel ve pisikomotor gelisim iizerine
olumsuz etkilerinin bulundugu [5], hiicre zari, mitokondri,
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¢ekirdek zar1 ve DNA {izerine olumsuz etki yaptigi [6],
hiicrede bulunan zarlarda lipidlerin oksidasyonuna yol
actifl, gecirgenligini ve yapisim bozdugu [7], diisiik
dozlarda hemoglobin sentezini azalttig1 yiiksek dozlarda
anemiye yol actig1 bildirilmistir [8]. Canli organizmada bu
tir fizyolojik ve biyokimyasal bozukluklar yaninda
karaciger, bobrek, beyin gibi birgok organ ve dokuda
oksidatif hasar meydana getirdigi belirtilmektedir [9].

Dokularda meydana gelen oksidatif hasara karst duran
bazi enzimatik ve nonenzimatik antioksidan mekanizmalar
bulunmaktadir. Bu antioksidan enzim mekanizmalarinin
baslicalari, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir [10]. Non
enzimatik mekanizmalardan 6nemli olanlarindan biriside
glutatyon (GSH)’ dur. GSH, hidrojen peroksit (H,O,) ve
stiperoksit radikali (CO;") ile dogrudan etkilesime girerek
hiicreleri serbest radikallerin oksidatif etkisine karsi
korumaktadir [11].

Corek otu tohumu (COT) Akdeniz’den Uzakdogu’ya
kadar uzanan bir cografyada binlerce yildan beri iiretilmekte
ve tiiketilmekte olup birgok hastalikta da tedavi amaciyla
geleneksel tipta kullamlmaktadir [12]. Ozellikle yang
onleyici [13], agr1 kesici, immun sistemi aktive edici,
antihistaminik etkileri oldugu birgok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir  [14,15]. Bunun  yaninda  COT’nun
antibakteriyal ve antioksidan etkinligini yiiksek oldugu [16],
insanlarda istah acici, siit artirici, bayanlarda adet
diizensizliklerini giderici, sindirim siteminde gaz giderici ve
idrar  soktiiriici  olarak yaygin sekilde kullamldig
belirtilmektedir [17].

Bu arastirmada, ratlarda Pb’un olusturdugu hasar
iizerine COT’nun kanda lipit peroksidasyon ve bazi
antioksidan degerlerde meydana getirdigi degisikliklerin
belirlenmesi amaglandi.

2. Materyal ve metot
2.1. Hayvan materyali

Bu arastirmada canli agirligi 200-230 gr olan 15 haftalik
40 adet Wistar Albino disi rat kullanildi. Hayvanlar 15
giinlilk adaptasyon doneminin ardindan her grupta 10’ar
adet olmak iizere 4 grup olusturuldu. 1. Grup: Kontrol; igme
suyu + pelet yem verildi. 2. Grup: % 0,2 Pb asetatli icme
suyu + pelet yem verildi. 3. Grup: % 0,2 Pb asetatli icme
suyu + % 2 COT ilaveli pelet yem verildi. 4. Grup: % 0,2 Pb
asetatl igme suyu + % 5 COT ilaveli pelet yem verildi.
Uygulama 6 hafta siirdii, ratlara yem ve igme suyunda
kursun asetat ad-libitum olarak verildi.

2.2. Yem materyali

Arastirmada, Elazig Yem Fabrikasindan saglanan rat
yemi kullamldi (Cizelge 1). COT ilaveli yemler, ayni
fabrikadan alman yemlere peletleme Oncesi % 2 ve % 5
olacak sekilde COT ilave edilerek hazirlandi (Cizelge 2 ve
Cizelge 3).

Arastrmada  deneysel  uygulamalar, laboratuvar
hayvanlarinin bakimi1 ve kullanim sartlarma (12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik ve 24+3°C) uygun olarak
yiriitiildii. Arastirma Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii Etik Kurulu’ndan (Karar No:24.10.2008/6) alinan
onaya gore Yerel Etik Kurulu ilkelerine uyularak yapildi.

2.3. Kan orneklerinin alinmasi

Uygulama sonrasi ratlar 12 saatlik acligi takiben eter
anestezisi altinda, kalpten punksiyon yapilarak EDTA’l1
tiiplere kan ornekleri alindi. EDTA’D1 tiiplere alinan kan
ornekleri, (+4) C”de ve 1500 g’de 10 dakika santrifiij

edildikten sonra plazma ependorf tiiplere alind1 ve analizler
yapilincaya kadar (-30)°C’de derin dondurucuda saklandi.
Eritrosit paketleri ependorf tiiplerde analiz edilinceye kadar
(-30) °C’de derin dondurucuda saklandi ve analiz igin 1/9
oraninda distile su ile hazirlanan hemolizat kullanild.

Cizelge 1. Rat yemi bilesimi (Normal)

Yem Maddeleri (%)
Bugday 30
Misir 15
Arpa 10
Kepek (Bugday) 5
Soya Kiispesi 30
Balik Unu 6,5
Limestone (Mermer Tozu) 2
Tuz 1
Methionin 0,25
*Vitamin ve Mineral Karisim1 0,25

*Vitamin A, D;, K3, By, By, Bg, Bj; ve C, nicotinamide, folic acid, d-biotin,
choline chloride, mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt ve selenyum.

Cizelge 2. Rat yem bilesimi (% 2 COT)

Yem Maddeleri (%)
Bugday 29,4
Misir 14,7
Arpa 9,8
Kepek(Bugday) 4,9
Soya Kiispesi 29,4
Balik Unu 6,37
Corek Otu Tohumu 2
Limestone (Mermer Tozu) 1,98
Tuz 0,95
Methionin 0,245
*Vitamin ve Mineral Karigim1 0,245

*Vitamin A, D;, K, By, By, Bs, Bi2 ve C, nicotinamide, folic acid, d-biotin,
choline chloride, mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt ve selenyum.

Cizelge 3. Rat yem bilesimi (% 5 COT)

Yem Maddeleri (%)
Bugday 28,5
Misir 14,25
Arpa 9,5
Kepek (Bugday) 4,75
Soya Kiispesi 28,5
Balik Unu 6,175
Corek Otu Tohumu 5
Limestone (Mermer Tozu) 1,9
Tuz 0,95
Methionin 0,2375
*Vitamin ve Mineral Karisim1 0,2375

*Vitamin A, D;, K3, By, By, B, Bj; ve C, nicotinamide, folic acid, d-biotin,
choline chloride, mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt ve selenyum.

2.4. Plazma vitamin E, vitamin A ve p-karoten tayini

Plazmada E vitamini, Kayden ve ark. [18] nin metoduna
gore (Shimadzu UV-120-01 Spektrophotometer Japan)
spektrofotometresi ile Olgiildii. Plazma A vitamini ve -
karoten diizeylerinin belirlenmesi Suzuki ve Katoh [19]’un
tammladig1 spektrofotometrik yontem ile tespit edildi.

2.5. Eritrosit GSH-Px, GSH,
peroksidasyon tayini

katalaz ve lipit

Eritrosit GSH-Px aktivitesi diizeyi, Lawrence ve Burk
[20T’un tarif ettigi sekilde olgiildii. Eritrosit GSH diizeyi,
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Sedlak ve Lindsay [21] tarif ettigi sekilde belirlendi.
Eritrosit CAT enzimi tayini, Aebi [22]’nin tarif ettigi sekilde
yapildi. Eritrosit lipit peroksidasyonun son iiriinii olan
malondialdehid (MDA) Matkovics ve ark. [23]’nin
tarafindan modifiye edilen Placer ve ark. [24]’nin yontemine
gore spektrofotometre ile lgiildil.

2.6. Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Eritrosit protein konsantrasyonu, Gornal ve ark. [25]’nin
tarif ettigi sekilde biliret yontemi ile saptandi.

2.7. istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel analizler, SPSS 15.0 paket programi
kullamlarak yapildi. Gruplar arasi farkhiligin 6nemi tek
yonlii ANOVA ile grup icindeki farkliliklarin derecesi
Duncan testi ile analiz edildi. Veriler; ortalama + standart
hata olarak gosterildi [26].

3. Bulgular ve tartisma

Yapilan bu aragtirmada eritrosit MDA, GSH, GSH-Px
ve CAT konsantrasyonlar1 Cizelge 4’de, plazma vitamin E,
vitamin A ve B-karoten diizeyleri Cizelge 5’de verildi.

Pb tarafindan olusturulan oksidatif hasarin mekanizmasi
arasinda reaktif oksijen tiirlerinin artisina bagli olarak olusan
lipit peroksidayonu sonucu hiicrelerde bulunan ve siilfidril
grubu tasiyan antioksidan savunma sistemlerinin azalmasi
basta gelmektedir [8]. Ayrica Pb’un eritrositlerin membran
yapisi ve fonksiyonlar1 {izerine oksidatif etkileri
bulunmaktadir. Pb bu etkisini eritrosit membranlarinda
ozmotik mekanik gegirgenligi artirmak sureti ile hiicrede
proteinlerin  kompozisyonunda ve membrana bagli olan
enzimlerin aktivite diizeylerinde degisikliklere neden
olmaktadir [27,28].

Giiner ve ark. [29], ratlar {izerinde yaptiklari ¢aligmada
Pb verilen gurubun eritrosit MDA diizeyinde 6nemli bir artig
oldugunu bildirmislerdir. Lipit peroksidasyonun son
iriinlerinden olan MDA dokulardaki oksidatif hasarin bir
gostergesidir. Caylak ve ark. [30], yaptiklart bir ¢alismada
ratlara oral yolla 5 hafta boyunca 2000 ppm diizeyde Pb
asetat vermisler ve serumda MDA diizeyinde Onemli
diizeyde artma, vitamin E seviyesinde Onemli ©olciide
azalma, vitamin A seviyesi ve GSH-Px aktivitesinde ise
istatistiksel ~ anlamda  bir  farkliligim  olmadigim
bildirmiglerdir. ~ Sivaprasad ve ark. [31], yaptiklari
arastirmada igme suyu icerisinde Pb verdikleri siganlarda
karaciger doku orneklerinde MDA diizeyinde 6nemli bir
artis oldugunu belirlemiglerdir. Patra ve ark. [32], yaptiklari
calismada afiz yoluyla Pb asetat uygulanan sigirlarda

Cizelge 4. Eritrosit MDA, GSH, GSH-Px ve Katalaz diizeyleri

eritrosit MDA diizeyinde 6nemli dlglide yiikselme, buna
karsin CAT ve SOD aktivitesinde azalma oldugunu
saptamiglardir. Erdogan ve ark. [33], yem igerisinde Pb
verdikleri tavuklarda kan MDA diizeyinin 6nemli miktarda
yiikseldigini tespit etmislerdir. Giirer ve ark. [34], agiz
yoluyla Pb uyguladiklari siganlarda eritrosit MDA diizeyinin
o6nemli olglide yiikseldigini, GSH miktarimn azaldigini ve
bununda oksidatif stresin bir gostergesi oldugunu
belirtmislerdir Yapmuis oldugumuz bu arastirmada Pb
uygulanan siganlarda eritrosit MDA seviyesinin kontrol
gurubuna kiyasla 6nemli dlgiide arttig1 goriilmiistir. MDA
seviyesindeki bu artiy Pb’un eritrositlerde lipit
peroksidasyonuna ve oksidatif hasara yol agtigini
gostermektedir.

Hosseinzadeh ve ark. [35], sicanlarin beyinlerinde
iskemik  perfizyonla  olusturduklart  hasarda lipit
peroksidasyonda artis gosteren MDA diizeyinin COT yag
verilen sicanlarda 6nemli 6lgiide azaldigini bildirmislerdir.
Develi ve ark. [36], ratlarda yaptiklari bir arastirmada
ethanol ile olusturulan oksidatif stres bagli plazma MDA
diizeyinde artts GSH seviyesinde azalma gozlerlerken
vitamin E ve vitamin C diizeylerinde degismenin olmadigini
saptamiglardir. Ayn1 arastirmacilar oksidatif hasart korumak
icin COT yagmin kullanilmast sonrast MDA diizeyinde
6nemli diizeyde azalma oldugunu gozlemislerdir. Sahin ve
ark. [37], CCly ile deneysel karaciger nekrozu olusturduklari
sicanlarda yilkselmis bulunan kan MDA diizeyinin,
yemlerine % 10 COT ilave edilen siganlarda dnemli 6lglide
diistigiinii  saptamuglardir. Bizim aragtirmamizda COT
ilaveli yem verilen tiim gruplarda MDA diizeyinin Pb
verilen gruptan onemli Olgiide diisiik oldugu gozlendi. Bu
sonuglar ¢orek otu tohumu verilen grupta lipit
peroksidasyonunun ve oksidatif hasarin Pb verilen gruptaki
kadar ilerlemedigini gostermektedir.

Newairy ve ark. [38], igme suyu i¢inde Pb verdikleri
sicanlarda  GSH diizeyi ve CAT aktivitesinde Onemli
diizeyde diisiis oldugunu bildirmislerdir. Flora ve ark. [39],
yaptiklar1 ¢aligmada kronik kursun zehirlenmesine maruz
birakilan siganlarda kan GSH diizeyi ve CAT aktivitesinde
onemli bir diisiisiin, GSH-Px aktivitesinde ise yiikselisin
oldugunu bildirmislerdir. Chiba ve ark. [40], Pb’a maruz
kalmis isgiler iizerinde yaptiklar1 arastirmada CAT
aktivitesinin diisiik oldugunu GSH-Px aktivitesinde bir fark
olmadigim  gozlemislerdir.  Gergeklestirdigimiz ~ bu
arastirmada Pb uygulanan siganlarin eritrosit GSH diizeyi ve
CAT aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla onemli olciide
azaldig, GSH-Px aktivitesindeki azalmanin ise istatistiksel
olarak oOnemli olmadigi tespit edildi. Antioksidanlarda
meydana gelen bu azalma Pb’un eritrositlerde oksidatif
hasara neden oldugunu ve bu hasar1 énlemede viicudun daha
¢ok GSH ve CAT enzimini kullandigini gostermektedir.

Gruplar MDA (nmol/ml) GSH (nmol/ml) GSHPx (U/g prt) CAT (k/g Hb)
Kontrol 15,160+0,513 ¢ 0,089+0,006 ¢ 100,507+7,044 1,371+0,173¢
% 0,2 Pb 19,916+0,469 @ 0,066+0,003 f 86,703+4,814 0,896+0,065 f

% 0,2 Pb+% 2 COT 18,009+0,819 ® 0,073 £0,004 <f 87,918+5,247
% 0,2 Pb+% 5 COT 16,107+0,687 © 0,081+0,003 de 91,301+6,107
Ortalama + SH; (a,b,c) p<0,01, (d,e,f) p<0,05 (n=10), ayn1 siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir.

0,933+0,324¢<f
1,293+0,1424

Cizelge 5. Plazma E Vitamini, A vitamini ve B-Karoten diizeyleri

Gruplar Vitamin E (mmol/]) Vitamin A (mmol/l) p-Karoten (mmol/l)
Kontrol 17,393+0,868 » 0,714+0,066 0,084+0,006
% 0,2 Pb 13,086+1,150 ® 0,661+0,060 0,073+0,007
% 0,2 Pb+% 2 COT 14,727+1,027 2b 0,662+0,063 0,075+0,007
% 0,2 Pb+% 5 COT 16,870+0,695 = 0,674+0,058 0,077+0,006

Ortalama + SH; (a,b) p<0,05, (n=10), ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark dnemlidir.
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Sayed-Ahmed ve ark. [41], sigcanlarda gentamisinle
olusturduklar akut renal toksisitede kan CAT aktivitesinin
ve GSH diizeyinin 6nemli 6l¢iide diistiigiini, COT nun
etkin maddesi olan timokuinon verilen sicanlarda ise
anlamli dl¢iide yiikselme oldugunu saptamuslardir. Desai ve
ark. [42], ratlarda streptozotosin ile olusturduklar1 diyabet
sonrast kan MDA diizeyinde artisin ve SOD aktivitesinde
kontrol grubuna gore azalmanin dnemli diizeyde oldugunu
tespit etmisler. Ayni arastirmacilar COT verilen grupta
diyabet grubuna kiyasla MDA diizeyindeki azalmanin ve
SOD  aktivitesindeki ~ artigin ~ 6nemli  oldugunu
bildirmislerdir. Orhon ve ark. [43], ratlarda gamma 1sinlart
ile barsaklarda olusturduklar1 oksidatif hasara kars
COT’nun antioksidan etkisini arastirmislar. Radyasyon
uygulamasi sonrast doku MDA diizeyinin kontrol grubuna
kiyasla arttigin1 ve GSH-Px ve SOD enzim aktivitelerinin
azaldigini tespit edilmisler. COT kullanilan grupta
radyasyon grubuna kiyasla MDA diizeyinde azalma ve
GSH-Px ve SOD aktivitesi diizeylerinde ise artis oldugunu
saptamiglardir. Kanter ve ark. [44], streptozotosin ile
olusturduklari diabetik siganlarda diismiis bulunan CAT,
GSH-Px ve SOD enzim aktivitelerinin COT yag:
verilenlerde yiikseldigini bildirmislerdir. Arastirmamizda
% 5 COT ilaveli yem verilen grupta eritrosit GSH diizeyi
ve CAT aktivitesinin onemli oranda arttifi, % 2 COT
ilaveli yem verilen grupta degisimin &nemli olmadig
gorilmiistiir.

Calismada plazma vitamin E diizeyinde Pb uygulanan
grupta bir diislisiin oldugu, vitamin A ve pB-Karoten
diizeylerinde ise tiim gruplar arasinda istatistiksel acidan
bir farkhiligin olmadig tespit edildi. Pb verilen gruba
kiyasla % 5 COT ilaveli yem verilen grup vitamin E
diizeyindeki yiiksekligin istatistiksel acidan dnemli oldugu,
buna karsmn % 2 COT ilaveli yem verilen gruptaki
yikksekligin  6nemli olmadigir belirlendi. Vitamin E
diizeyindeki bu artisgm  COT igerdigi tokoferoldan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

4. Sonuglar

Bu calismada, Pb uygulamasinin oksidatif hasara yol
actif1 ve buna bagl olarak ratlarda kan lipit peroksidasyon
diizeyini artirdig1 ayrica enzimatik ve enzimatik olmayan
bazi antioksidan diizeylerini azalttig1 saptandi. Olusan bu
hasara karst COT uygulamasimin lipit peroksidasyon
diizeyini azaltirken bazi antioksidan parametreleri artirdig
tespit edildi. Boylelikle COT’nun, Pb ve diger metallerin
canli organizmada toksik etkenlerin olusturabilecegi
oksidatif hasara karsi koruyucu ve tedavi edici amagla
kullanilmasinin bazi antioksidanlarin aktivitelerinde artisa
yonelik olumlu etkilerinin oldugu disiliniilmekte ve
kullanilmasi 6nerilmektedir.
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